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ONSOZ

Tez kapsaminda prostat tedavisinde kullanilan tamsulosin ve dutasterit etken
maddelerinin yeni nesil kolonlar kullanilarak YPSK’da analizi ve optimizasyonu
yapilmistir. Tamsulosin ve dutasterit’ in karigimlarinin analizi i¢in en uygun kolon ve
kolon sicaklig1 se¢ilmis, hareketli faz bilesimi, pH’s1, akis hizinin etkisi incelenmis
ve yeni, basit, hizli, duyarli, secici bir analiz yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemin yontem gecerlilik testleri yapilarak bu maddelerin biyolojik numunelerden

ayni1 anda analizi i¢in uygun oldugu gorilmiistiir.

Oncelikle bana analitik kimyay1 sevdiren, her daim yanimda olan, tecriibeleriyle
yolumu aydinlatan, ¢cok degerli danisman hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ ya sonsuz

tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans calismam boyunca hep yanimda olan, tecriibeleriyle bana yol
gosteren, degerli zamamni bana ayrran Dr. Mehmet GUMUSTAS ve esi Aysen
GUMUSTAS’ a ¢ok tesekkiir ederim.

Degerli hocalarim, Prof.Dr. Feyyaz ONUR’a, Prof. Dr. Sibel A. OZKAN’a ve
tezimin yazim asamasinda deneyimlerinden yararlandigim Dr. Bur¢in BOZAL’a ve
bozundurma g¢aligmalarinda destek aldigim kimya miihendisi Cem ERKMEN’e ve
Anabilim Dalinin biitiin hocalarina vermis olduklar1 bilgiler i¢in ve yardimlarindan

dolay1 tesekkiir ederim.

Lisans ve yiiksek lisans 6grenimi siirecinde benden higbir destedi esirgemeyen
ve benim bugiinlere gelmemde cok biiyiik katkilar1 olan, her zaman ve her kosulda
benim yanimda olan abim Ozan Bahadir BARUT, canim annem Figen BARUT ve

canim babam Cevat BARUT a sonsuz tesekkiir ederim.

Her zaman yanimda olan, destegini bir an olsun esirgemeyen, hayat arkadagim,

canim esim Inci BARUT a sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez c¢alismast Ankara Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Midiirligi’niin 15L0237004 numarali projesi ile desteklenmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

o Secicilik Faktori

ACN Asetonitril

Bias Bagil Hata

BPH Benign Prostat Hiperplazisi
BSS Bagil standart sapma

DHT 5-alfa-dihidrotestosterona
DUT Dutasterit

FDA Food and Drug Administration
FDD Fotodiyot Dizi Dedektorii
IS I¢ standart

ITK Ince Tabaka Kromatografisi
k Kapasite Faktorii

m Egim

n Kesisim

N Etkin Tabaka Sayis1

PSA Prostat spesifik antijen

r Korelasyon katsayisi

Rs Ayirma Giicii

SUT Sistem Uygunluk Testleri
T Kuyruklanma Faktorii
TAM Tamsulosin

TAS Tayin Alt Sinirt
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TS

TSH

UPSK

Uuv

UV-GB

YPSK

Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Sinir1
Tiroid-stimiile edici hormon

Ultra Performansl Sivi Kromatografisi
Ultra viyole

Ultra Viyole Goriiniir Bolge

Yiiksek performansli sivi kromatografisi
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1. GIRIS

Prostat yani Benign Prostat Hiperplazisi (BPH), 6zellikle 50 yas iizeri erkek
popiilasyonunda cok sik karsilagilan bir saglik problemidir. Uzun siire yasayan
hemen her erkekte mevcut olan histolojik bir tanidir. Kisaca agiklanmasi gerekirse
mesanenin hemen altinda, yer alan kiiciik beze prostat denir. Idrarmn mesaneden
viicut disina atilmasini saglayan idrar kanalini gevreler. Spermin iginde tasindigi
semen sivisini diretmekle yukimltdur. BPH, prostat bezinin iyi huylu buyimesini ve
bu biiyiimenin sebep oldugu idrar akimiyla ilgili problemleri tanimlar. Yaslanma ve
testosteron varligir prostat biiyiimesi i¢cin gerekli olan faktorlerdir. Tedavisi i¢in
medikal ve cerrahi yontemler olmak {izere iki farkli alternatif bulunmaktadir.
Bunlardan medikal tedavi olarak nitelendirilen ila¢ tedavisi blyumeyi tamamen
ortadan kaldirmamakla beraber idrar kanalinin genisleyip rahatlatilmasini ve yasam
kalitesini arttirmay:r amaclar. Ila¢ tedavisinden yamit alinamayan durumlarda ise
cerrahi tedaviler uygulanmaktadir. Tedavi edilmedigi siirece idrar yolu
enfeksiyonlarina ve ilerleyen basamaklarda da bobrek yetmezligine yol
acabilmektedir. Bunun yani sira BPH hastalarinin yagli bir grup olmalar1 ve bunlarda
cerrahi morbiditesinin goreceli yliksekligi nedeniyle medikal tedavi de Onem
tasimaktadir. Tedavisi igin alfa rediiktaz inhibitorleri ve alfa reseptOr blokorleri
kullanilmaktadir (Sayan, 2005).

Alfa rediiktaz inhibitorleri androjen baskilayici nitelikte bir tedavidir. Daha
oncelerde kullanilan antiandrojenlerin yan etkilerinin fazlaligi dolayisiyla tedavilerde
tercih edilmemislerdir. Bunlara alternatif olarak 5 alfa rediiktaz inhibitorii olan
finasterit ve Dutasterit gibi etkin maddeler kullanilmaya baslanmistir. Ayrica BPH de
idrar akimimin bozulmasinda iki bilesen onemlidir. Bunlar biiyiiyen prostata bagl
mesane ¢ikim obstriilksiyonunun nedeni olan statik ya da anatomik bilesen, digeri
BPH'ya bagli artan {iretral diiz kas tonusunun ve vezikal kas islev bozuklugunun

neden oldugu dinamik bilesendir. Alfa blokoérler daha ¢ok dinamik komponenti hedef



almaktadirlar. Mesane boynu ve prostat yogun bi¢imde alfa reseptdr igerirken,
detriisorde c¢ogunlukla muskarinik ve beta reseptorler vardir. Bu ylizden alfa
blokorler detriisor kontraksiyonuna etkimeksizin prostatik tiretra basincini azaltirlar.
Klinik yarar doza bagimlidir. Klinik etkileri hizli ve kalicidir. ilag kesildiginde
belirtiler geri doner (Guvel ve ark., 2000).

Yukarida bahsi gegen iki ilag sinifinin kombinasyonunu igeren tedavilerin mono
terapilerden daha etkin oldugu goriilmektedir. Caligma kapsaminda prostat
tedavisinde kullanilan Tamsulosin (TAM) ve Dutasterit (DUT) (Sekil 1.1 ve Sekil
1.2) tayini i¢in duyarli, hizli, hassas, kesin, daha gevreci ve tamamen validasyonu
yapilmis yiiksek performansl sivi kromatografisi (YPSK) yontemi gelistirilecektir.
Bu yontemler kullanarak bahsi gegen ilag etken maddelerinin analizi igin uygun
kosullarin gelistirilip belirlenmesi, bu ortamda miktar tayini yapilmasi, belirme ve
tayin limitleri, tekrar edilebilirlik gibi tim gerekli validasyon parametrelerinin elde
edilmesi de amaglanmistir. Bunun yani sira in vitro sekilde biyolojik sivilardan da

(plazma ve idrar) analizler gerceklestirilecektir.



1.1.Calismada Kullanilacak Maddelerin Ozellikleri

1.1.1. Dutasterit

Sekil 1.1. Dutasteritin kimyasal yapisi

1.1.1.1. Kimyasal Yapisi

Kapalt formiilii, C27H30FéN202 ve acik formiilii (5alfa,17beta)-N-{2,5
bis(triflorometil)fenil}-3-oxo—4-azaandrost-1len—17-karboksamid olup, molekdl
agirhigi 528,53’tir. Dutaserid beyaz ya da sarimsi beyaz renkte bir tozdur. Suda
¢cozlinmez. Etanol, metanol ve polietilen glikol 400'de kolayca ¢ozinir. 25°C'nin

altindaki oda sicakliginda ve sikica kapali kaplarda saklanmalidir (Ustiines, 2016).



1.1.1.2.Tanimi

Dutasterit elli yasin tizerindeki erkeklerin ¢ogunda goriilen bir durum olan
semptomatik selim prostat hiperplazisinin (BPH) tedavisinde oral yoldan kullanilan
bir ilagtir. Testosteronun 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT) doniisiimiinii katalize
eden bir hiicre ici enzim olan tip | ve Il 5-alfa rediktaz enziminin selektif
inhibitoradudr. Bu grupta yer alan onayli diger ilag finasterit ise esas olarak sadece tip
Il 5-alfa rediiktaz enzimini inhibe eder. Dutasteritin etkinligi finasterit'e gore daha
fazladir ve esit etkin dozlarda DHT'de daha fazla diisme saglar. DHT derisimlerinde
sagladig1 azalma iki haftada %90 ve iki yilda %93 kadardir. DHT derisimlerindeki
azalma prostat biiylikliigiiniinde azalma, idrar akis hizinda iyilesme, akut {iriner
retansiyon ve ameliyat riskinde azalma ile iligkilidir. Selim prostat hiperplazisinin
tedavisi icin dutaserid ve alfa-blokoérlerin birlikte kullanilmasina iliskin deneyim
yoktur. Dutaserid semptomatik selim prostat hiperplazisinin tedavisi igin
onaylanmistir ve halen erkek tipi dazlakligin (androgenetik alopesi) tedavisi i¢in
arastirilmaktadir. Dutaserid FDA (Food and Drug Administration) tarafindan ilk kez
21 Kasim 2001'de onaylanmustir (Ustiines, 2016).

1.1.1.3. Etki Mekanizmasi

Prostat dokusunun gelisimini stimiile eden esas androjen 5-alfa-dihidrosteron
(DHT)'dur. Dutaserid, testosteron'un 5-alfa-dihidrosteron (DHT)'ye doéniistimiinii
inhibe eder. Bu doniisiimden sorumlu olan enzim 5-alfa-rediiktazdir. Bir intraseliiler
enzim olan 5-alfa-rediiktazin tip I ve tip II olmak iizere iki izoformu mevcuttur. Tip
IT izoenzimi esas olarak iireme dokusunda (Ornegin; prostat, seminal vezikiiller,
epididimis) etkinlik gosterir ve dolasimdaki DHT'nin {icte ikisini olusturur. Tip I
izoenzimi ¢ogunlukla deri ve karacigerde aktiftir. Dutaserid selim prostat

hiperplazisinin tedavisi i¢in kullanildiginda, DHT miktarin1 disiirerek prostat
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hipertrofisini azaltir ve idrar akigini iyilestirir. Erkek tipi sa¢ dokilmesinde, dazlak
kafa derisi minyatiirize sa¢ folikiilleri igerir ve sagh kafa derisine gore daha fazla
DHT icerir. Dutaserid kafa derisi ve serum DHT derisimlerini azaltir ve bdylece
genetik yatkinlig1 olan kimselerde androgenetik alopesi gelisimi bakimindan anahtar
nitelikteki bir faktorii engeller. Dutaserid insanlarda androjen reseptorlerine
baglanmaz (Ustiines, 2016).

Dutasteritin farmakodinamik etkileri serum DHT duzeyinde azalma, total
testosteron miktarinda artma, tiroid-stimule edici hormon (TSH) duzeyinde yiikselme
ve total serum prostat spesifik antijen (PSA) diizeyinde azalma seklinde sayilabilir.
Dutasterit saglikli goniilliillerde dolasimda bulunan seks hormonu baglayan globulin,
estradiol, luteinleyici hormon, folikil-stimile edici hormon, tiroksin (serbest T4) ve
dehidroepiandrosteron derisimlerini degistirmez. Hipotalamik-hipofizer-testikuler-

ekseni etkilemez (Ustiines, 2016).

1.1.1.4.Farmakokinetik

Dutasterit oral yoldan kullanilir. Oral yoldan verildiginde kisa bir dagilim
fazinin ardindan hizla absorbe olur. Serum doruk derisimleri 2-3 saat igerisinde
ortaya ¢ikar. Dutasteritin biyoyararlanimi yaklasik %60 olarak hesaplanmistir (%40—
94 arasi). Yiyeceklerle alindiginda Cmaks degeri %10-15 oraninda azalir, fakat bunun
klinik bir 6nemi yoktur. Sistemik dolasima girdiginde, yaklasik %99'u albumine ve
alfal-asit glikoproteine baglanir. Dutaserit viicutta genis dl¢lide dagilir. Karacigerde
CYP3A4 enzimi ile metabolize olur. Tki minér mono-hidroksilli metaboliti ve 3 ana
metaboliti tanimlanmistir. Bunlardan sadece biri ana ilagla kiyaslanabilir aktivite
goOsteren 6-beta-hidroksidutasterit metabolitidir. Dutasterit ve metabolitleri esas
olarak fegesle elimine edilirler (%5 degismemis ilag ve %401 metabolitleri halinde).

Idrarla atilan degismemis dutasterit eser miktardir (<1%). Verilen dozun %55'inin
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akibeti bilinmemektedir. Kararli durumdaki dutasterit (ortalama 40 ng mL™)
derigiminin terminal yari-Omrii yaklagik 5 haftadir. Giinde 0,5 mg dozda verildiginde
1 ay sonunda kararli derisiminin %65'ine ve 3 ay sonra ise %90'ma ulasir. Semen ve
serumda kararli derisimlerine yaklasik 6 ayda ulasir. Saglikli deneklerde 1 yillik
tedavi sonunda semendeki ortalama derisimi serum derisiminin %1,5'u kadardir. Yar1
Omriiniin uzun olmasi1 nedeniyle, serum dutaserid derisimleri tedaviye son
verilmesinden sonra 4-6 siireyle saptanabilir smirlar icinde (>0,1 ng mL™) kalir.
Dutaserid'in farmakokinetigi 18 yasin altindaki hastalarda degerlendirilmemistir.

Irkin ilacin farmakokinetigi {izerindeki etkileri incelenmemistir (Ustiines, 2016).

1.1.2. Tamsulosin

SN H

S N
HZN/ D/\:/ \/\O
CH HsC_ O
H3CO 3 3

Sekil 1.2 Tamsulosinin kimyasal yapisi

1.1.2.1.Kimyasal Yapisi

Kapali  formiilii, CxH»sN.OsS ve acik formiili (-)-(R)-5-[2-[[2-(2-
Etoksifenoksi)etil]-amino]propil]-2-metoksibenzen  silfonamid, monohidroklorir
olup, molekiil agirligi 408,56’dir. Tamsulosin hidrokloriir 230°C'de eriyen beyaz
kristaller halinde bulunur. Su ve etanolde az ¢6ziinur; glasiyal asetik asit ve etanolde
hafifce ¢ozlinlr; eterde pratik olarak ¢oziinmez. Tamsulosin 20-25°C arasindaki oda

sicakliginda saklanmalidir (Ustiines, 2016).



1.1.2.2.Tanim

Tamsulosin selim prostat hiperplazisi (BPH)'nin tedavisi icin oral yoldan giinde
tek doz halinde kullanilan bir a-adrenerjik reseptér blokordir. Tamsulosin prostat
bezinde bulunan o-adrenerjik reseptorler tizerinde diger o-adrenerjik reseptor
blokorlerine gbre daha spesifik aktivite gosterdigi i¢in daha az hipotansiyon yapar.
Bu nedenle, diger o-adrenerjik reseptor blokorlerinin dozu ilk-doz etkisine bagl asiri
cevap riskini azaltmak amaciyla yavas yavas artirilarak titre edilirken tamsulosin
tedavisi optimum dozla baslatilabilir. Ayrica, atenolol, enalapril ve nifedipin ile
birlikte kullanildiginda 6nemli interaksiyon goriilmemesi nedeniyle, tamulosin hem
selim prostat hiperplazisi hem de hipertansiyon sorunu olan hastalarda daha guvenli
bir ilagtir. Bununla birlikte tamulosin hipertansiyon tedavisinde endike degildir ve

diger o-adrenerjik reseptor blokorleri ile birlikte kullanmilmamalidir (Ustiines, 2016).

1.1.2.3.Etki mekanizmasi

Tamulosin selektif bir ol-adrenerjik reseptor blokoridir; ol-adrenerjik
reseptorler Gzerinde selektif antagonist aktivite gosterir. al-adrenerjik reseptorler diz
kasin kasilmasi ile iliskilidirler ve prostat, prostat kapsiilii, {iretranin prostat icinde
kalan bolimi ve mesane boynunda bol miktarda bulunurlar. ol-adrenerjik
reseptorlerin olA, alB ve olC olmak iizere ili¢ farkli alt tipi tanmimlanmustir.
Bunlardan alA-reseptorleri insan prostat diiz kasinin kasilmasindan, a1B- ve a1C-
reseptorleri ise vaskiiler diiz kasin kontraksiyonlarindan sorumludur. Prostat bezinde
hem olA- hem de olB- reseptorleri bulunur; insan prostatindaki a-reseptorlerin
yaklagik %70'i o1A alt tipidir. Tamsulosin o1B-reseptorleri ile karsilastirildiginda
alA-reseptorlerine kars1 7-38 kat daha yiiksek aktivite gosterir. Bu reseptorlerin

tamsulosin tarafindan bloke edilmesi mesane boynunda bulunan diiz kaslar1 gevsetir.



Sonugta prostatin gevsemesine bagli olarak idrarin akis hizi artar ve selim prostat

hiperplazisinin semptomlar1 azalir (Ustiines, 2016).

1.1.2.4.Farmakokinetik

Tamsulosin oral yoldan verilir. Oral yoldan a¢ karnina verildiginde hemen
hemen tama yakin (> 90%) absorbe olur. Tok karnina veya yemekle birlikte alinmasi
biyoyararlaniminda %30 azalmaya yol agar. Plazmada doruk derisimine (Tmaks)
ulagma siiresi a¢ karnina alindiginda 4-5 saat, tok karnina alindiginda 6-7 saattir.
Tamsulosin sistemik dolasimda basta ol-asitglikoprotein olmak (izere plazma
proteinlerine kapsamli olarak (%94-98) baglanir. Tamsulosin karacigerdeki sitokrom
P450 enzim sistemi tarafindan metabolize edilir, fakat spesifik enzim sistemi
tanimlanmamustir. Metabolitleri idrarla atilima ugramadan once biiyiik o6lciide
glukuronit ve siilfatla konjugasyona ugrarlar. Verilen dozun %10'dan az1 idrarda
degismeden atilir. Tlacin goniilliilerdeki eliminasyon yar1 émrii yaklasik 14,9+33,9

saattir (Ustiines, 2016).

1.1.3. Dutasterit ve Tamsulosin Kombinasyonunun Ozellikleri

Dutasterit ve tamsulosin kombinasyonu prostat blytmesi olan erkeklerde
semptomatik selim prostat hiperplazisinin tedavisinde kullanilan iki etkin madde
icerir. Dutasterit ve tamsulosinin kombine kullanimi, Alfa-Blokdr Tedavisiyle
Kombinasyon ¢alismasinda incelenmistir. Bu c¢alismada, dutasterit ve tamsulosin
kombinasyonu (n = 1611), sadece dutasterit (n = 1623) ya da sadece tamsulosin ile (n
= 1611) karsilastinilmistir. Calismada, 4 yillik siire ig¢in goreceli akut triner

retansiyon, selim prostat hiperplazisi nedeniyle cerrahi girisim ve selim prostat


unsaved://ThtmlViewer.htm/%5bN%5d0|0|25103

hiperplazisinin ilerlemesi gibi risklerin azaltilmasinda kombinasyon tedavisinin mi,
yoksa tek ilacla tedavinin mi daha etkili oldugu arastirilmigtir. Arastirmanin
sonuglari, selim prostat hiperplazisi ve prostat biyumesine bagh orta-agir diizey alt
idrar yolu semptomlar1 olan ve hastaligin ilerleme riskinin bulundugu erkeklerde
dutasterit ve tamsulosin kombinasyonunun wuzun erimli olarak kullanimini
desteklemektedir. FDA, prostat biyiumesi olan erkeklerde dutasterit ve tamsulosinin
kombine kullanimin1 selim prostat hiperplazisinin semptomatik tedavisinde
kullanilmak {izere Haziran 2008'de onaylanmistir. FDA, her iki etkin maddeyi
birlikte iceren kombine tek-kapsul seklinde ticari farmasotik formu Jalyn'i Haziran
2010'da onaylamistir (Ustiines, 2016).

1.1.3.1.Etki Mekanizmalar:

Dutasterit - tamsulosin kombinasyonu selim prostat hiperplazisi olan hastalarda
goriilen semptomlar1 farkli mekanizmalarla diizelten iki ilacin kombinasyonudur.
Dutasterit bir 5-alfa-rediktaz inhibitord, tamsulosin ise bir alfa-la-adrenoreseptor
antagonistidir (Ustiines, 2016).

1.1.3.2.Farmokokinetik

Dutasterit - tamsulosin kombinasyonu agiz yoluyla kullanilir. Kombinasyonda
bulunan dutasterit ve tamsulosinin farmakokinetik 6zellikleri, ayr1 olarak uygulanan

dutasterit ve tamsulosinin farmakokinetik 6zellikleriyle benzestir (Ustiines, 2016).



Karaciger disfonksiyonu olan hastalarda dutasterit; tamsulosin kombinasyonu
icin spesifik farmakokinetik ¢alismalar yapilmamistir. Asagidaki bilgiler herbir etkin
madde i¢in verilmektedir. Karaciger fonksiyon bozuklugunun dutasteritin
farmakokinetik 6zellikleri iizerine etkileri incelenmemistir. Bununla birlikte, biliyiik
Olglide karacigerde metabolize edilen bir ila¢ olan dutasterite maruziyet karaciger
fonksiyon bozuklugu olan hastalarda artabilir. Kararli diizeyde dutasteritin yar1 dmrii
yaklasik 5 haftadir, karaciger fonksiyonlar1 bozulmus olan hastalarda ilag dikkatli bir
sekilde uygulanmalidir. Orta diizey karaciger fonksiyon bozuklugu (Child-Pugh
siiflandirmast A veya B), tamsulosinin bagli olmayan (aktif) fraksiyonunun derisimi
tizerinde belirgin etki olusturmaz. Sadece, bagli olmayan tamsulosinin intrinsik
klirensinde makul diizeyde (%32) degisiklik goriilmiistiir. Tamsulosinin

farmakokinetik 6zellikleri agir karaciger yetmezligi olan hastalarda incelenmemistir

(Ustiines, 2016).

Cizelge 1.1. Prostat tedavisinde kullanilan etken maddelerin siniflandirilmasi

Alfa-Adrenoreseptor Testosteron-5-Alfa Erektil disfonksiyonda Prostatda kullanmlan
Antagonistleri Rediiktaz Inhibitorleri kullamilan ilaclar diger etken maddeler
Tamsulosin Finasterit Tadalafil Clice palmiye
Doksazosin mezilat Dutasterit

Terazosin hidroklortir
Alfuzosin hidroklortir
Silodosin
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Cizelgel.2. Prostat tedavisinde kullanilan etken maddelerin Tirkiye’deki preparatlari

Etken madde

Tiirkiye’deki preparatlari

isimleri
Tamsulosin Flomax Floprost Tamidra Tamprost Uromax
Doksa;03| n Doksura Cardura Kardozin
mezilat
Terazosin
hidroklorir Hytrin Teranar
Alfuzosin
hidroklorir Xalfu Xatral
Silodosin Urorec
nastertt Alofin Dilaprost Propecia Proscar Prosterit
Dutagilt Avodart Dutapros
Tadalafil Cialis Lifta Afilta Longivo
Ctice palmiye Prostagood

Cizelge 1.3. Yurt disindaki Tamsulosin ve Dutasterit iceren ticari preparatlar

Tamsulosin Dutasterit Tamsulosin ve Dutasteritin beraber
kullanildig: preparatlar
Urisurge Avodart Jalyn
Flomax Avidart Combodart
Flomaxtra Avolve Duodart
Contiflo XL Duagen
Bestflo Dutas
Urimax Dutagen
Pradif Duprost

11



1.2. Tamsulosin ve Dutasterit ile Yapilan Cahismalar

Asagidaki Cizelge 1.4’de Tamsulosin ve Dutasterit ile yapilan ¢alismalar verilmistir.

Cizelge 1.4. Tamsulosin ve dutasteritin YPSK kullanilarak yapilmis analizleri

Sistem uygunluk

) Validasyon
. parametreleri
X
©
— = ~ © -
0 i 7] =2} L e 3
Metod | Etken madde Kolon X Hareketli Faz = 2 TAS | & | « s ©
g 2| . v ltl 2+ TS ( 8% 5 s
N s a = @ Q1= o > 5
= = g - (ng mL?) Hd x | & © - -
c s £ m|_»l) = =
< >0 = -
S 3
A ¥
. Phenomenex
Tamsulosin Metanol:su 12-36 0,002 0,006 Gegenava
YPSK ) C18 kolonu (150 x | UV - - - - - - - FP
Dutasterit (80:20, % h/h) 15-45 0,0105 0,032 ve ark.2014
4,6 mm ,5 pum)
Symmetry C18 Asetonitril: 98,87
) 1,1 1,0 0,1 Sravan ve
YPSK Dutasterit (4,6 x 150mm, uv fosfat tamponu 7 2,9 5859 25-125 0,5 0,1 - plazma
21 48 95 ark 2014
Sum, XTerra) (80:20, % h/h) 100,31
. Waters C-18 _
Dutasterit Asetonitril : su - 1,6 | 5765 | 1,0 50-150 0,00017 0,0005 | 0,3 Mohammed
YPSK ] kolonu (250mm x | UV - - plazma
Tamsulosin (90:10, h/h) 10 1,7 | 6524 | 0,9 40-120 0,00021 0,0007 | 0,4 2014
4,6 mm, 5 pm)
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Cizelge 1.4. Devam. Tamsulosin ve dutasteritin YPSK kullanilarak yapilmis analizleri

99,7
39,56 -
. 118,68
. . Zorbax SB C8 kolonu Dipotasyum hidrojen fosfat 0,2 | 1019
Silodosin I 15 | 4693 9,58 95,8 Shah ve ark
YPSK . (250 mm x 4,6 mm, UV | tamponu:metanol:asetonitril | 8,5 - - plazma
Dutasterit 1,2 | 8562 2,43 0,73 7,3 2014
5 um) (20:40:40,h/h/h) pH: 3,0 0,4 99,3
7,29 )
1014
98,40
| Hypersil BDS C18, N 05 | .
Tamsulosin Fosfat tamponu;Asetonitril 1-6 0,105 | 0,318 100,42 Siddartha
YPSK ] (100 x 4,6 mm, Spm) | UV 4,5 - - - - FP
Tolterodin (65:35, h/h) pH: 3,8 10-60 | 0,859 | 2,603 06 ve ark 2014
" | 98,16
- 99,76
0,2 0,013 102,52
) ) Asetonitril;amonyum asetat 0,9 | 7596 - 0,004 ve 1,6 | -104,4
Tamsulosin | Inertsil ODS-V (250 75 Mhamunkar
YPSK ) uv tamponu (60: 40, h/h) 8 0,6 0,011 FP
Tolterodin x 4,6 mm, 5 pm) - ve ark 2012
0,8 | 8332 - 0,003 0,9 | 92,79 -
2-6 97,15
Potasyum dihidrojen
) ACE C18 1,3
Tamsulosin ortofosfat;metanol(60:40, 6276 0,038 | 0,127 Sravan ve
YPSK ) (250mm,4,6mm,5pum) | FDD 55 - - - - - plazma
Dutasterit h/h) 9478 11 0,032 | 0,106 ark 2014
pH: 5,2 ’
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Cizelge 1.4. Devam. Tamsulosin ve dutasteritin YPSK kullanilarak yapilmig analizleri

Metanol;amonyum

2,9 1,1 1,2 0,4
Tamsulosin | Phenomenex C 18 asetat 2800 0,5-16 0,2 0,5 99,9 Patel ve
YPSK ) ) FDD rF 55 Plazma
Finasterit tamponu;trietilamin 4918 1-5 0,5 1 100,0 ark 2010
53 1,3 1,2 0.4
(79,9 :20:0,1, h/h/h)
Tabaka: Metanol;amonyum 05
. Tamsulosin | aluminyum- silika asetat 0,1-2 0,08 0,1 ’ 98,9 Patel ve
ITK . - . uv o - = - = - plazma
Finasterit jel 60 F254 tamponu;trietilamin 0,25-5 0,2 0,25 06 99,6 ark 2010
(79,9 :20:0,1, h/h/h) '
Phenomenex
98,87
] Cus kolonu (250 Metanol:su (90:10, 1,04 0,1 Patel ve
YPSK Dutasterit FDD 6,0 2,9 1,1 5859 1-12 0,5 1 - plazma
mm, 4,6 mm, 5 h/h) 8 95 ark 2010
100,31
pm)
99,45
) ) Asetonitril:su, (60: )
Tamsulosin Kinetex C18 - - 2874 1,1 0,5-200 0,045 0,138 | 1,2 103,35 Plazma Tez
YPSK ) uv 40, h/h) 3,0 .
Dutasterit (150x4,6; 5um) H 70 16,1 | 3,2 | 10950 | 1,1 0,5-200 0,038 0,116 | 1,1 100,7 Idrar ¢aligmasi
pH 7,
100,9
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1.3. Kromatografi

Kromatografi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimindan benzer maddelerin,
karigimlarin  birbirinden ayrilmasini, taninmasmi ve tayinini saglayan, bir¢ok

yontemi kapsayan yontemlere verilen genel isimdir (Skoog, 1998).

Kromatografi ilk 1906 yilinda bir Rus botanist olan Tswett tarafindan nebatlarin
renk verici komponentlerinin tayininde kullanilmistir.  Yaptigi  ¢alismada
yapraklardaki klorofil maddesinin renklerine ayirmayi, CaCOz kolon ve petrol eteri
kullanarak bagarmistir. Bu yiizden Latincede renk anlamina gelen Chromo ismini
kullanmigtir. Tswett renkli maddelerin ayri bandlarimi elde ettigi i¢in metodunu
«kromatografi» olarak isimlendirmistir. Daha sonra bir¢ok bilim adami bu alanda
calismalar yapmistir. Bu bilim adamlarindan Ismailov ve Shraiber 1938 yilinda ilk
olarak Ince Tabaka Kromatografi ile ¢alismalar yapmistir. Daha sonra 1941 yilinda
Martin ve Synge Gaz kromatografisi sistemi ve Sivi kromatografi sistemi Uzerine
yaptig1 ¢alismalarla Nobel 6diilii kazanmistir. 1952 yilinda ise Martin ve James Gaz
kromatografi cihaz ile ilk yayini sunmustur. Bu galigmalardan sonra kromatografi
1952 ve 1960 yillar arasinda hizli bir sekilde geliserek Analitik teknikler arasinda

onemli bir yer almigtir (Gumustas ve Ozkan, 2011).

Kromatografik metotlarin tiimiinde bir sabit faz ve bir de hareketli faz
bulunmaktadir. Bir kolon veya diiz bir yiizeyde tutturulmus faza sabit faz; sabit faz
tizerinden veya arasindan gecen ve analiti iceren faza hareketli faz denir.
Karisimdaki bilesenler, akis halindeki gaz veya sivi fazla sabit faz iizerinden
gecirilir; kromatografik ayirma, bilesenlerin go¢ hizlarina baglh olarak gerceklesir

(Sekil 1.3) (Gumustas ve Ozkan, 2011).
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MIRLEE

Sekil 1.3. Kromatografik ayirimin genel olarak gosterilisi

Kromatografik ayirmada maddeler birbiriyle karismayan iki faz arasinda
dagilirlar. Fazlardan birine hareketli faz digerine ise sabit faz ad1 verilir. Bu iki fazin
se¢imi, ornek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmalarini
hedefler. Ornegin kolon boyunca hareket etmesi sabit faz ve hareketli faz arasindaki
kimyasal ve fiziksel dengeleri dagilimina bagli olarak degismektedir. Bunlar
¢cozindrlik, elektron cifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen
bagi olusumu gibi olaylardir. Karisimdaki her maddenin alikonma zamani (tr);
maddenin sabit veya hareketli faza olan ilgisine gore degismektedir. Hareketli faza
daha c¢ok ilgisi olan maddeler daha hizli hareket ederken, sabit faza daha ok ilgisi
olan maddeler daha yavas hareket ederler. Kolondan ¢ikan her maddenin derisim
profili pik olarak adlandirilir, piklerin olusturdugu tabloya da kromatogram denir
(Hamilton ve ark., 1982; Bidlingmeyer, 1992).

Bir kantitatif analiz teknigi olan kromatografide amag, anlamli bir siire iginde iyi
bir ayirma yapmaktir. Ayirmay etkileyen parametreler asagidaki gibi 6zetlenebilir:
e Kolon ile ilgili olanlar (tiirli, boyutlar1)
o Hareketli faz ile ilgili olanlar (tiirti, bilesimi, akis hizi1)
e Olgum ile ilgili olanlar (dedektor tiirti, dalga boyu vb. )

e Numune ile ilgili olanlar (numune derisimi, numune hacmi)
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Kromatografik yontemler hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina, sabit fazin kat1

ya da s1v1 olmasina, kromatografik ayirimin mekanizmasina ve ayirma teknigine gore

isimlendirilirler (Adamovics, 1997; Skoog, 1998).

1. Adsorpsiyon Kromatografisi
2. Iyon Cifti Kromatografisi
3. Iyon Degistirme Kromatografisi
4. Eleme Kromatografisi
5. Dagilma Kromatografisi
5.1. Ters-faz S1vi Kromatografisi
5.2 Normal-faz Sivi Kromatografisi
5.3 Hidrofilik Etkilesimli S1vi Kromatgrafisi

6. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi

Sivi kromatografisi diizlemsel yiizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir

kromatografi teknigidir.

Ters faz s1vi kromatografisi; cok sayida organik bilesigi ayirabilme yeteneginden
dolay1 tercihen siklikla kullanilan YPSK teknigidir. Sabit faz apolardir, hareketli faz
ise polar bir sividir. Apolar materyallerin kolonda tutulmasi s6z konusudur.

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz polar, hareketli faz ise apolar veya diisiik

polariteye sahiptir (Ozkan, 2012).
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1.3.1. Ters faz kromatografisinin avantajlari

e Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢cok onemlidir. Hareketli faz
bilesimindeki kiiclik degisiklikler kromatogramda belirgin farkliliklara neden
olabilmektedir.

e Dengeye ulasma normal faz kromatografide, ters faz kromatografiye gére cok
yavastir.

e Normal faz kromatografide polar maddelerin elisyonu ¢ok yavastir ve yayvan
piklere sebep olmaktadir.

e Apolar ¢oziciler ¢cok pahalidir ve ayrica nemden uzak tutmak oldukca zordur.

Hidrofilik etkilesim ise yeni bir teknik olup ters faz kromatografi ile normal faz

kromatografinin 6zelliklerini bir arada bulunduran bir tekniktir.

1.3.2. Sitvi Kromatografi Cihazlar

YPSK i¢in gerekli donanim, uygulanan yiiksek basincin bir sonucu olarak, diger
tip kromatografi sistemleri dikkate alindiginda, daha ince is¢ilik gerektirir ve sonugta
daha pahal1 bir cihazdir. Sekil 1.4’de yiiksek performansh sivi kromatografi cihazi ve

bu cihazin kisimlar1 gosterilmektedir.
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Coziicli rezervuan
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HPLC Kolonu

e \E
)| )
)
Pompa Dedektdr
Enjektdr
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Sekil 1.4. YPSK Cihazi (Cetinkaya, 2015, s:7-16)

Sivi kromatografisinin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri ise; duyarlilig,

dogru kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin

veya sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi, bir¢ok bilim

dal1 i¢in ilk sirada tercih edilen bir yontem haline gelmistir.

YPSK’nin diger kromatografi tiirlerinden istiinliikleri ise sunlardir:

YPSK kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve ayrica tekrarlanabilirlik
daha yuksektir.

Nitel ve nicel analiz yapmak i¢in kullanilabilir.

Analizler oldukea kisa siirede tamamlanmaktadir.

Duyarlilik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron

yakalama dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir diizeydedir.
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1.3.2.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Cozicu Sistemleri

Bir YPSK cihazi, bir veya daha ¢ok polimer baglant1 ekipmani ile cam veya
paslanmaz celikten yapilmis hazne igermektedir. Bu hazneler ¢ogu zaman, ¢oziicii
haznelerde bulunabilecek tozlar1 ve kolonda ve detektor sisteminde gaz olusturarak
bozucu etkilere sebep olan genellikle de ¢6ziinmiis oksijenin giderilmesi igin bir
cihaz ile donatilmistir. Bu ¢6zlinmiis gazlar kolonda kabarciklar olusturarak kolonun
yapisini bozabilecegi gibi pik genislemesine de sebep olmaktadir (Skoog, 1998;
Hamilton, 1982).

1.3.2.2. Pompa

Pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akigini1 saglamaktir. Kullanilan
pompalar sabit hacim pompalar1 ve sabit basing pompalar1 olmak {izere ikiye ayrilir

(Skoog, 1998; Hamilton, 1982).

1.3.2.3 Enjektor

YPSK analizlerinde Ol¢iimlerin kesinligini etkileyen faktdr, numunenin kolon
dolgu maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune yliklenmis
kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkileyen faktorlerdendir. Temel
olarak, el ile ve otomatik olmak (zere iki tip enjektdr mevcuttur. Otomatik
enjeksiyon sistemleri analizciyi blylk bir zahmetten kurtararak ciddi bir zaman
kaybinin 6nlemektedir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982).
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1.3.2.4 Dedektorler

Dedektor YPSK’de, cihazin en 6nemli kisimlarindan birini olusturur. Kolondan
¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir dedektor ile
Olctlmektedir. Genellikle tek dedektor sistemi kullanilmakla beraber, birden fazla
dedektor sisteminin yer aldigi cihazlar da vardir (Skoog, 1998; Hamilton, 1982;
Bidlingmeyer, 1992; Sewel, 1987; Meyer, 1988).

Genel olarak iki gruba ayrilirlar:

1.3.2.4.1 Maddeye Yonelik Dedektorler

Hareketli faz icindeki maddenin 6zelliklerini tayin etmek i¢in kullanilirlar. En
yaygin kullanilan tiirleri ise; Fotometrik dedektorler (Floresans, Foto diyot dizi,
Infrared), elektrokimyasal dedektorler, ayirim sonrasi tepkime dedektorleri,

radyoaktivite dedektdrleri ve kiitle spektrometreleridir (Ozkan, 2012).

1.3.2.4.2 Cozeltiye Yonelik Dedektorler

Ornek 6zelliklerinin  6lglilmesine dayali dedektorlerdir. Cozeltiye yonelik
dedektorlere ornek olarak ise; refraktif indeks dedektorleri, dielektrik sabiti

dedektorleri, iletkenlik dedektorleri, yogunluk detektorleri verilebilir (Ozkan, 2012).
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1.3.2.5. Kolon

Stvi kromatografi kolonlar1 bir YPSK cihazinin en 6nemli parcasidir ve
genellikle paslanmaz ¢elikten imal edilir. Pek ¢ok iiretici tarafindan iiretilen analitik
kolonlar 2-5 pum i¢ ¢apli, 5-25 cm boyundadir. Tanecik ¢aplart ise 2,5-10 pm
arasinda degismektedir. Kolon dolgu maddeleri, film dolgular ve gozenekli dolgular
olmak tizere iki tiptir. Sivi kromatografisinde kullanilan en yaygin kolon dolgu
maddeleri silisyum dioksittir (Ozkan ve ark., 2015). Asagidaki sekilde bir kolonda
gerceklesen ayirim gosterilmektedir. Kolonlar ile ilgili daha detayli bilgi asagida

verilecektir.

Baglangigta Enjeksiyon

3 - > >
Hareketli Faz A I

Analitlerin olusturdugu bantlar

10 dk sonra 1
> >
Hareketli Faz

\sid o

Sekil 1.5. Sivi-sivi dagilim kromatografisinde ¢ozlinmiis maddenin ayirimi

1.3.3. Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UPSK)

Bilindigi gibi YPSK dlinyadaki tim laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan
bir teknolojidir. Bu teknolojinin bu kadar gelismesindeki temel unsur paketleme
materyali olarak iyi, etkili bir ayirim saglamasidir. Bu gelisimi saglayan esitlik Van

Deemter tarafindan ortaya koyulmustur (Ozkan ve ark., 2015).
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B
H=A+—+Cu
u

Sekil 1.6. Van Deemter esitligi

e H (HETP) = tabaka yiiksekligi [m]
e A =girdap diflizyonu[m]

e B =boylamasina difiizyon [m? s7]
e C =dengesiz kutle transferi [s]

e u=akis hiz1 [ms]

Kromatografik pikler kinetik olarak kontrol edilen ii¢ islem nedeniyle genisler.
Bunlar:
e Girdap diftizyonu,
e Boylamasina diflizyon ve

e Dengesiz kiitle transferidir.

Bu etkilerin biiyiikliiklerini akis hizi, dolgu maddesinin tanecik biiyiikligi,
difiizyon hizlar1 ve sabit fazin kalinlig1 gibi kontrol edilebilen degiskenler belirler.
Bu ¢ islemi de kapsayacak sekilde kromatografik kolonlarin verimini hesaplamada
kullanilabilecek ¢esitli denklemler gelistirilmistir. Bunlardan ilk bulunani ve en basit
olanm1 "Van Deemter" denklemidir ve gaz-sivi kromatografisi igin ¢ikarilmistir;
denklem, akis hiz1 u ile tabaka yiliksekligi H arasinda yaklasik bir iliski verir; burada
A girdap difiizyonu ile B boylamasina difiizyon ile ve C dengesiz kiitle transferi ile
ilgili terimlerdir (Besergil, 2002).
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1.3.3.1.Girdap difuzyonu

Bir molekiiliin dolgulu bir kolondan gecerken karsilastigi patikalarin sayisi
artikga girdap difiizyonu etkisiyle bolge genislemesi meydana gelir. Bu patikalarin
uzunluklar1 farklidir; bunun sonucu olarak ayni maddeye ait molekiillerin kolonda
alikonma siireleri de farkli olur. Boylece tiim molekiillerin kolonun sonuna
ulagmalar1 bir zaman araliginda gergeklesir ve ¢ikan band da genis bir sekil alir.
Denklem‘deki A miktar1 girdap difiizyonun etkisini gosterir ve sabit fazin tanecik
biiyiikliigii, geometrisi ve kolondaki sikisikligi ile iligkilidir. Birinci yaklastirma
olarak A 'min akis hizina bagl olmadigi varsayilir ve asagidaki ifade yazilabilir

(Besergil, 2002);

A - ZAdR

Sekil 1.8. Girdap diflizyonunun denklemi

Burada dr ortalama tanecik capi, A sikisiklik faktoriidiir. A ‘nin degerlerini, sabit

fazin tanecik biiytikliigl aralig1 ve doldurulma sekli belirler.

1.3.3.2.Boylamasina Diflizyon

Boylamasina difiizyon bir bandin yogun merkez kismindaki molekiillerin,
bandin iki tarafindaki daha seyreltik bolgelere dogru gdc etme egilimlerinden
kaynaklanir. Hareketli ve sabit fazlarin her ikisinde de olusabilen bu tip difiizyonun
yarattig1 band genislemesi oldukc¢a fazladir. Boylamasina difuzyon hareketli fazin
gaz oldugu bir ortamda ¢ok 6nem kazanir, ¢iinkii gaz fazindaki difiizyon hizlarinin

biiyilikliigii sivilara gore birkag derece fazladir. Difiizyon miktar1 zamanla artar; akis
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hiz1 azaldik¢a band genislemesi de artar. Diflizyon katsayis1 asagidaki denklemle
aciklanabilir (Besergil, 2002);

B = 2yDy

Sekil 1.9. Boylamasina difiizyonun denklemi

Bu denklemde, Dm hareketli fazda bulunan maddenin difiizyon katsayisi, y
blokaj faktoridur ve sabit fazdaki taneciklerin, serbest molekuler diflizyonu
engellemelerinin bir 6lgisudur; dolgu maddesinin tipine gére y degeri 0,5-0,9
araliginda degisebilir. Boylamasina diflizyonun neden oldugu band genislemesi

sicakligr diisirmek (bdylece Dm de diiser) ve akis hizimi artirmakla azaltilabilir

(Ozkan ve ark., 2015).

Uzun yillar boyunca arastirmacilar analizlerini hizlandirmak i¢in hizli bir sivi
kromatografi yontemi gelistirmeye caligtilar. Hiza olan ihtiyag oOzellikle ilag
arastirma ve gelistirme laboratuvarlari gibi gelismis laboratuvarlarda karsimiza
c¢ikmaktadir. Bundan dolayr farkli yOntem arayislarina girmislerdir; kolonlar
kisaltmislar ve akis hizimi arttirmislardir. Bununla beraber sicakligin arttirilmasi
denenmis ve bu analitlerin dagilimini arttirmanin yaninda viskozitenin azalmasi ve
kiitle transferinin arttirllmasi gibi iki avantaj daha katmistir. Her ne kadar bu
yontemlerle ugrasmislarsa da standart kolon dolgu materyali boyutlan
kiictiltiilmedikge basing arttirilsa bile zaman kazanmak ve hizli bir analiz yapmak
isterken ayirim giiclinden vazgecilmesi gerekmektedir. UPSK ile kiiciik pargaciklar
kullanarak hizi ve pik kapasitesini yeni limitlere genisletebiliriz (Besergil, 2002;
gumustas ve ark. 2014).
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Dedektor
Segenekleri:
ELS, FLR, PDA,

Ornek Ayarl
rnek Ayarlayici ]— TUV, SQO ve TQO

Kolon Yonetici
Segenekleri:

Kolon Isitma

Kolon Isitma/Sogutma
Kolon Y&netimi

Ornek Yonetimi

ikili Coziicii Yoneticisi

! ‘\;\ —{ ACQUITY UPSK Kolonu

Sekil 1.10. UPSK cihazi

Bir¢ok bilim adaminin da kabul ettigi YPSK’nnn ayrilmada bariyer olusturmasi
bir baska sodylemle ayrilmayr yavaslatmasi bugiliniin ultra performans sivi
kromatografisi teknigi ile kromatografik olarak genisletilmis ve yayilmigtir. Ultra
performans sivi kromatografisi kimya ve ila¢ sektoriinde iiretkenligi artirmis ve
ayrica Uretim icgin daha fazla bilgi, her triin i¢in daha detayli bilgi, daha fazla
duyarlilik ve resoliisyon hizini artirmistir (Ozkan ve ark., 2015).

UPSK bu 6zellikleriyle cok one ¢ikan bir cihaz olmasina ragmen, hem cihaz
hem de sarf malzemelerinin pahali olmasindan dolayr her laboratuvarda

bulunmamaktadir.
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1.3.4. Kolon Dolgu Materyalleri

1.3.4.1. Standart YPSK de Kullanilan Dolgu Materyalleri

Standart YPSK de kullanilan kolon dolgu maddelerinin tiplerini ve tasimasi
gereken nitelikleri inceledigimizde; Iyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve
hem hareketli faz ¢ozlcilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karst inert olmasi gerekir.
Genis yiizey alanina, diizglin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay erigebilir agik
yapisal yiizeye sahip olmasi gerekir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan
etkilenmemelidir. Dolgu maddesinin se¢iminde tanecik bi¢imi, biiyiikliigii, tanecik
blyiikliigiiniin  dagilimi, goézenek hacmi ve ylzey alan1 gibi Ozellikler rol
oynamaktadir. Asagidaki Sekil 1.11 ve Sekil 1.12’de kolon dolgu maddesinin yillara

gore degisimi gosterilmektedir.

Sekil 1.11. Kolon dolgu maddeleri gelisimi

Kolon dolgu maddeleri genellikle silika ve aliimina esashidir. Kolon dolgu
maddeleri tip olarak gdzenekli (pordz), kuresel (spherical), duzensiz (irregular),

pellikuler (pellicular) ve mikro tiplerinde olmaktadirlar.
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Sivi kromatografide kullanilan gozenekli pargaciklar, caplari 2,5-10 pm
arasinda olan gozenekli pargaciklardir. Parcacik boyutu araligini en aza indirmek
igin, arastirmalar strmektedir. Pargaciklar genellikle silis, alimina, polistirendivinil
benzen sentetik recinesi veya bir iyon degistirici recineden meydana gelmektedir.

Sekil 1.12 de kolon dolgu maddelerinin yillara gore degisimi ve sonuglar

gosterilmistir.

1970 lerin basi

10um

1000-2500 psi (71-177 bar)
25,000 tabaka/m
3.9x300mm

Analiz siresi 10 dk

Partikiil sekli: *

1960 larin sonlari

40um

100-500 psi (7.1-35.5 bar)
N=1000 tabaka/m

1m boyunda

Analiz stresi 10 dk

Partikul sekli : ,pl

1980 den giiniimiize

35-5um

1500-4000 psi (106.4-283.7 bar)
50,000 - 80,000 tabaka/m

3.9x300mm
Analiz siiresi 10 dk
Partikiil sekli: C

Sekil 1.12. Kolon dolgu materyallerinin ve kolonlarin gelisimi (Mazzeo ve ark.,
2005)

Sivi kromatografisinin etkinligini artirmak icin kolon dolgu parcaciklarin
boyutlar1 giderek daha kiiclik hale getirilmistir. Daha kiiclik pargaciklarin
kullanilmast gelistirilmis UPSK kolon performansini 6nemli olclide artirirken
YPSK’nin klasik analitik 6zelliklerinin korunmasini ve artirilmasini saglamistir. Bu
yeni akimla beraber daha ¢ok verim saglamasina, daha az miktarda ¢oziiciilere gerek
duyulmasina karsin kullanilan kiigiik parcacik caplar1 ¢ok yiiksek geri basinca sebep
olmaktadir. Bu yiiksek basingli sartlar onlarla bas edebilecek 6zel ve dayanikli
malzemeler gerektirir ve bunun icin yeni ekipmanlar gerekmektedir. UPSK

sistemlerine 6zel yiiksek basing gereksiniminden de sakinmak icin yiiksek basingla
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sikintis1 olmayan ve UPSK ile kiyaslanabilir yiizeysel gegirgen pargaciklar alternatif
bir teknoloji olarak ortaya c¢ikmistir (Salisbury, 2008). Laboratuvarlarda yillardir
bulunan geleneksel YPSK sistemleri UPSK sistemine gore ekonomik avantajlar
saglamistir ve bundan dolay1 da arastirmamizin ana konularindan biri olan yeni nesil
pargaciklar diger bir deyisle core-shell parcaciklart barindiran sabit faz sistemleri,
geleneksel olarak kullanilan pordz pargaciklara tam bir alternatif olmustur (Ali ve

ark., 2012).

Gectigimiz son 5 yil igerisinde core shell pargaciklarin davranislarini agiklamak
ve klasik portz pargaciklarla karsilastirmak i¢in ¢ok sayida analiz yapilmigtir (Fekete
ve ark., 2012; Gritti ve ark., 2012; Nunez ve ark., 2012; Wang ve ark., 2012;
Guiochon ve ark., 2011; Hayes ve ark., 2014; Nesterenko ve ark., 2013; Kirkland ve
ark., 2013). Core-shell pargaciklara 6zel analizlerin ve arastirma makalelerinin ¢ogu,
kolonlarin temellerine veya analitik uygulamalarina odaklanmistir, dolayisiyla bu
calismada en cazip analitik yetenegin se¢iminin saglanmasi ve bununla birlikte
yeterli teorik altyapi ile bu yeni kolon teknolojisinden maksimum verim elde etmenin

yollar1 6rneklerle verilmistir.

1.3.4.1.1.Core Shell Silika Parc¢aciklar

Poroz silika ile kaplanmig kati silika kavrami 1960’larin sonunda ilk olarak
Horvath ve Kirkland tarafindan Onerilmistir, fakat ilerleyen yillarda core-shell
parcaciklarimin yiiksek kalite standartlarinda {iretilmesi i¢in bir¢cok zorluklarin
Ustesinden gelmek zorunda kalinmistir (Guiochon ve ark., 2011; Hayes ve ark.,
2014). 2,7 pm core-shell pargaciklarin iiretimi ve ticarilesmesi 2006 yilina kadar
beklemek zorunda kalmigstir. Halo firmasi 2006 yilinda ilk kolonlarin imalatina
basladiginda, s1ivi kromatografisindeki bu yeni teknolojinin potansiyeli ¢oktan acgiga

¢ikmusti.
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Kromatografide kullanilan core-shell parcaciklarmin karakteristik yapist iki
farkli kissmdan olusmaktadir (Sekil 1.10). Ilki 0,9-3,7 um ¢apa sahip icteki kat1 core
kisimdir. Silika yerine azda olsa diger inorganik (aluminyum, altin veya karbon) ya

da organik materyaller (polimer veya polimer karisimi) kullanilabilir.

Ikinc1 kisim ise birka¢ katmandan olusmus ve kimyasal olarak modifiye edilmis
silikadir. Cekirdek ve kabuk birlikte toplam 1,3-5 pum arasinda degisen ebatlarda
caplara sahiptirler. Kendine 0zgii st iiste tabakalarla kapli porsuz silika
cekirdeklerin varligi bu pargaciklarin kromatografik davraniglarina {istiin

karakteristik 6zellikleri verir.

Kromatografik parametrelerin gelisimini agiklayan bu baglamda bircok sebep
vardir, bunlar:

e Kolon permeabilitesi artirilirsa, bdylece daha diisiik basingta ¢alisirken daha
yiiksek akis hiz1 elde edilebilmektedir.

e Bu islem sonucunda elde edilmis parcaciklarin yiiksek homojenlikte olusu,
parcacik icindeki coklu yollarin neden oldugu bant genislemesini Onlerken
kolonun doldurulma isleminin daha iyi olmasini saglamaktadir.

e Kati ¢ekirdekler boylamsal diflizyonu azaltirlar.

e Parcaciklardaki pordz kisimlarin daha az olusu, parcacik icindeki yollarin ve

diflizyonun neden oldugu bant genislemesini azaltir.

Kati silika cekirdek ile iliskili daha yiiksek termal iletkenlik 1s1 dagilimini artirir

ve boylece bant genislemesine katkida bulunan radyal 1s1 gradyanini azaltmaktadir.
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Sekil 1.13. A, tipik bir core shell pargaciklarin kaplanmasi, B, 2,6um (sol), 1,7 um
boyutlarindaki core-shell parcaciklarin SEM goriintiisii (Gritti ve ark., 2010)

Pordzite, kromatografik davranista dikkate deger bir etki yaratan 6nemli bir
Ozelliktir (Fekete ve ark., 2012). Tamamiyla ve yiizeysel pordz pargaciklarin por
yapilart karsilastirildiginda beklendigi gibi core shell parcaciklardaki toplam
pordzitesi tamamen pordz geleneksel silikalarinkinden daha azdir (Gritti ve ark.,
2007).

Ayrica core-shell parcaciklara sahip kolonlarin yiizeysel pordzitesi 3 pum
capindaki geleneksel parcaciklarla dolu kolonlardan daha yiiksek degere sahiptir.
Diger bir husus ise belirli bir ayirma i¢in uygun core-shell parcaciklarin se¢ilmesinde
gozenek ¢ap1 ve analitlerin molekiil agirligi goz oniline alinmasi gerekir (Fekete ve
ark.,2012; Cavazzini ve ark., 2007; Gritti ve ark., 2012). Bu nedenle ¢ogu iiretici
urinun iki tardnG o6nerir; kicuk molekiillerden makromolekiillere kadar farkli
molekiiler agirhik araliklari biinyesindeki analitleri ayirmaya yonelik 80-90 A porlar
ve 150-300 A porlar. Cizelge 1.5°de ticari olarak uygun core-shell kolonlari,
markalari, parcacik biiyiikliiklerini, pordzitelerini, kimyasal varyasyonlarini ve

fizikokimyasal parametreleri gosterilmektedir (Ozkan ve ark., 2015).
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Cizelge 1.5. Piyasada bulunan core-shell pargacikli kolonlar ve 6zellikleri (Victor Gonzélez-Ruiz ve ark., 2015)

Mevcut dis
caplar Basing
s _ . (gozenekli Yizey altindaki
Uretig LU Kimyasi tabaka alani stabilites
kalinhgr) i
um
Advanced 25
Chromatography UltraCore 95 A: C 18, fenil-heksil 5’0 130 m3g | 1000 bar
Technologies '
. 95 A: C 18, C 8, fenil-heksil, pentafluorofenil,RP-amit, siyano, hidrofilik etkilesim sivi
Ad\_/lgenciler(]jo:\gaggglals HALO kromatografi, OH5 gg Egg; 150 m?/g 600 bar
9 160 A: C 18 5
120 A: C 18,C8, fenil-heksil,SB-Aq, RP-amit, siyano, hidrofilik etkilegim sivi 2.7 (05)
] . ’ ’ 2
Agilent Poreshell kromatografi 5,0 (0.25) 130 m4/g 600 bar
ChromaNik SunShell 300 A: C3,C8,C18 2,6 (0,5) 150 m?/g 590 bar
90 A: C 18, C 8, pentafluorofenil, fenil, 2-EP, hidrofilik etkilesim sivi kromatografi amit,
) . 2-etilpiridin 2,6 (04) 2
Fortis Technologies SpeedCore 160 A: C 18,RP-AQUA, altigen fonsiyonlu C18, 5,0 140 m/g
300 A, altigen fonsiyonlu C18
5 BlueShell ) o ep et 1 . . 2,6 (0,5) 130 m?/g
Knauer Macherey-Nagel NucleoShell 80 A: C 18, pentafluorofenil, difenil, hidrofilik etkilesim siv1 kromatografi 27 (05) 130 m?/g 600 bar
Nacalai Nanologica CosmoCore 2,6 (05) 150 m?/g
; 80 A: C 18, C 8, hidrofilik etkilesim siv1 kromatografi 1,7 (0,15) ) 600 bar
(Glantreo) Eiroshell 130 m4/g
2,6 (0,4)
95 A: C 18, fenil-heksil, pentafluorofenil, RP-amit, hidrofilik etkilesim sivi kromatografi
Perkin Elmer Brownlee SPP 160 A: C 18 2,7(0,5)
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Cizelge 1.5. Devam. Piyasada bulunan core-shell parc¢acikli kolonlar ve 6zellikleri (Victor Gonzalez-Ruiz ve ark., 2015)

1,3(0,2)

; d . . T 1,7 (0,23)

Kienetex 100 A: C 18, XB-C 18, C 8, fenil-heksil, pentafluorofenil, bifenil, hidrofilik 26 (0.35)
Phenomenex Kinetex/Aeris etklleslm. StV k;c?matograﬁ 5,0 (0,67) 200 m?/g | 1000 bar

Aeris peptit: C18 17(0.22)

Aeris genis gozenek: C 18, C 8, C 4 3,6 (0,5)

3,6 (0,2)
Restek Raptor 90 A: C 18, bifenil 2! 150 m#g | 600 bar

o 90 A: C 18 (polimer tabaka)
Shiseido SIELC Capeell Core 1 o 4 arsik mod: RP-+katyon degisimi, RP+ anyon degisimi, RP+ hidrofilik etkilesimsivi | 27.(0®) | 150 marg
Technologies Coresep : o 2,7
kromatografi iyon degisimi

Ascentis 90 A: C 18, ES-C18-peptit, C 8, fenil hekzil, pentafluorofenil, RP-amit, ES-siyano, 5,0 (0,6)
Sigma-Aldrich (Supelco) hidrofilik etkilegim sivi kromatografi, OH5 e 135m?g | 1000 bar

Express . 2,7(0,5)

160 A: C 18
80 A: C 30, C 18, gémulu amit C 18, C 8, C 4, fenil hekzil, fenil-x, pentafluorofenil,ire- 26
Thermo Scientific Accucore hidrofilik etkilesim sivi kromatografi, amit- hidrofilik etkilesim sivi kromatografi, aQ 4‘ 0 130 m?/g | 1000 bar
150 A: C 18, C 4, amit-hidrofilik etkilesim s1vi kromatografi !
Cortecs 90 A: C 18, hidrofilik etkilesim s1v1 kromatografi 1,6 (0.24)
Waters YMC Europe Meteoric 80A:C18,C8 ' 2 7 150 m?/g
Core 160 A: C 18 '
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Dikkate alinacak diger bir onemli faktor ise yiiksek derecede iletken kati
¢ekirdeklerin bulunmasi nedeniyle core-shell parcaciklarin termal iletkenlik etkisinin
tam pordz pargaciklarinkinden daha yiliksek olmasidir. Boylece daha yiiksek akis
hizlarinda olusturulan 1s1 daha iyi dagitilabilir, bdylece termal gradientlerin
olugsmasimin 6niine gegilir, kolon boyunca molekiillerin go¢ hizlarinin homojenligini
artirir ve daha dar pik elde edilmesine olanak saglanir (Sekil 1.14) (Kostka ve ark.,
2011).

-/
Y n
ﬁtﬁ s ““a‘:«d.:‘

0 ee ‘oa e 000

Sekil 1.14. Geleneksel parcacik ve core-shell pargacik varliginda olusan akis (Kostka
ve ark.,2011)

1.3.4.1.1.1.Performans ve Ayirim Acisindan Yeni Nesil Parcaciklar

Monolitik kolonlar, core-shell kolonlar ve tamamen por6z silika kolonlar i¢in
kinetik grafiklerinin karsilagtirilmasi belirli bir basing altinda, analiz siiresi ve kolon
etkinligi agisindan gergeklestirilmektedir. Ornegin 1,7 mikrometrelik tam poroz
kolon 1000 barlik bir basinca ulasirken 2,7 mikrometrelik core-shell kolon ile ayni
kromatografik performansa 600 bar basing ile ulagilmaktadir. Monolitik kolonda ise
ayni performansa 200 bar basingta ulasilir (Fekete ve ark., 2009; Dioszegi ve
ark.,2012).
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Pargacik boyutundaki azalma analit ve sabit faz arasindaki iliskiyi etkiler,
bundan dolay1r kapasite faktorii ve tiim ayirim da etkilenir. Core-shell fazinin
kimyasal yiizey 6zelliklerindeki farkliliklar daha iyi segicilik ve alikonma saglamak
icin dikkate alinmalidir. Core-shell pargacikli kolonlar tamamen pordz pargacikli
kolonlara gore daha az hidrofobiktir. Bu durum core-shell parcaciklarin, silika kapl

yiizey alanmin kii¢iikliigii ile agiklanmaktadir (Abrahim ve ark., 2010).

Analitin derisiminin yuksek olmasi, sabit fazin adsorpsiyon kapasitesinden daha
yiikksek oldugunda asir1 yiikleme gerceklesir. Bu da genellikle kromatogramda
asimetrik ve yayvan pikler olarak ortaya ¢ikar. Asir1 yiikleme kosullarinda alikonma
faktorleri degismis gibi goriinebilir. iki degisken sabit fazin yiikleme kapasitesini
siirlamaktadir, bunlar spesifik yiizey alani ve karbon yiikiidiir (Gumustas ve Ozkan,
2011).

Core-shell pargaciklarla paketlenmis kolonlar kullanilarak elde edebilecegimiz
en Oonemli kazan¢ analiz basina gecen zamanindaki ve dogaya salmman organik
atiklardaki azalmadir. Geleneksel kolonlarla karsilastirildiginda core-shell kolonlarda
pikler aras1 daha iyi bir ayirim ve performans ile analiz stiresinde 4,7 dakikadan 1,8
dakikaya inmesi gibi dikkate deger bir azalma goriiliir. Siiredeki bu azalma 3,0 mL
dk? akis hizindaki core-shell parcaciklarla dolu kolonlarda ok daha iyi bir hale
gelebilir. Bu 6nemli Olgiide azalma da daha disiik basing degerlerinin bir sonucudur
(Badman ve ark., 2010). Geleneksel veya monolitik kolonlarla karsilagtirildiginda 1,7
pUm tam pordz pargaciklar ve 2,7 um core-shell pargaciklar igin gelecek vaad eden

sonuglar elde edildigi goriilmiistiir (Ruta ve ark., 2010).

Bunun yani sira 2009’dan beri core-shell parcaciklarin analitik uygulamalarimi
aciklayan makale sayis1 gittikce artar bi hale gelmistir. Bu kolonlarin etkinlik,
hassasiyet, analiz siiresi ve ¢oziici tiketimi Ozelliklerinin farkli alanlardan

arastirmacilarin core-shell parcaciklarindan yararlandigini gosterir. Ayrica, biitce
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kisitlamalar1 nedeniyle 2 pm altindaki teknolojiyi benimseyemeyen ¢ogu arastirici
mevcut aletlere uyum saglayabilen core-shell parcaciklarla dolu kolonlari

kullanmaya baslamistir.

Ureticiler, ilk olarak farkli alilkonma mekanizmasi saglayan baglanmis kimyasallar

ve gesitli caplardaki yeni core-shell sabit fazlar ile analiz yapmaya baslamistir.

Repaglinid ile yapilan bir ¢alisma sonuglara gore; YPSK’da optimizasyon
calismalar1 sonucu 3 farkli kolon denenmis ve bu ¢alismalar sonucunda core-shell
kolonunun diger yeni nesil kolonlara gore analiz siiresini kisalttig1 ve pik sekillerini
daha keskin hale getirdigi goriilmiis ve daha etkin analizler yapilmasina olanak

saglanmistir. Sekil 1.15°da bunun verileri verilmektedir.

Dedektor Cevabi

1001 . .
ol IS repaglinid
607
407
20
o]

0 ] 2 3 2 5 5 7 3
807 L.
o] IS repaglinid
407
207

o]

0 ] 2 3 4 5 5 ‘ 8
80
0] repaglinid

IS pag

407

0

: ; : ) / 5 5 7 b

Zaman (dk)

Sekil 1.15. YPSK’da yapilan 3 farkli kolonun ¢alisma sonucu a) core-shell kolon
kinetex 150 mmx4,60mm;5um b)yeni nesil kolon 150 mmx4,60mm;5um ve c) yeni
nesil kolon 150 mmx4,60mm;2,5um
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Ayni galisma da UPSK kullanildiginda (Kolon; 50x2,1mm 1,8um); UPSK,
YPSK’ya gore daha ¢ok c¢evre dostu oldugu bir kez daha goriilmiistiir. Bu caligsma

esnasinda 6 kat daha az ¢oziicii harcanmistir ve ayni zamanda analiz siiresi de yariya

inmistir.
REP a
IS
E 1 2 3 4 5
Q
o
5 REP
< b
= 1S
Zaman (dk)

Sekil 1.16. UPSK (b) ve YPSK (a) arasindaki farki gosteren bir g¢alismanin
kromatogrami

Victor Gonzélez-Ruiz ve ark. (2015)’min yaptigi arastirmada farkli kosullar
altinda kamptotesin ve dogal bir anti kanser ila¢ olan luotonin A analoglarinin
aymmminda 6 farkli sabit fazin (Sum geleneksel silika ve 2,6um core-shell
parcaciklar, oktadesil, pentafluorofenil-propil ve fenil-hekzil modifikasyonlari)

kromatografik davraniglar1 kargilastirilmaktadir.

Yeni nesil kolonlarin diger kolonlara gore; kisa siirede keskin pik sekilleri
olusturmasi, ¢oziicii sarfiyatini1 azaltarak ¢evreci olmasi, daha hassas tayin saglamasi,

daha kararl1 alikonma stiresi ve tekrar edilebilir sonuglar ortaya ¢ikarmasi avantajlar
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arasindadir. Boylece ayirim giiclinde kayip olmaksizin yiiksek hizli analizler

gerceklestirilebilmektedir.

Core-shell pargaciklar, kiclik boyutlardaki tamamen pordz pargaciklara ve
monolitik kolonlara ¢6ziiniirliikk ve etkinlik agisindan esit hatta bu iki tip kolondan
daha tstiin oldugunu ispatlanmistir. Core-shell parcacikli kolonlardan yararlanilarak
bir¢cok alanda sunulan oldukca fazla sayida ¢alisma bu teknolojinin analitik kimyanin
neredeyse tiim alanlarinda benimsenmesinin katlanarak arttigin1 ortaya koymaktadir
(Barwick ve Ellison, 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Genel Bilgi

Bu boélimde tamsulosin, dutasterit ve rilpivirin (IS)  bilesiklerinin siv1
kromatografik yontemle tayini ve vyine YPSK vyodntemiyle bu bilesiklerin
davraniglarin1 incelemede kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi

verilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

2.2.1. Yuksek Performans Sivi Kromatografi Cihazi

Cahisilan  bilesiklerin  sivi  kromatografik davraniglarinin  incelenmesinde
Shimadzu marka YPSK cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, sistem kontrol (nitesi,
pompa, dedektdér (Foto Diyod Dizi), kolon firmi ve gaz giderme (Qnitesi

bulunmaktadir. Calismada kolon firmi  kullanilarak  gesitli  sicakliklarda

calisiimistir. Optimum kosul 45°C olarak tespit edilmistir.

Calismada, X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um), XSelect HSS T3 XP (150 x 4,6;
2,5 um), XBridge C-18 (150 x 4,6; 5 pum) ve Kinetex C-18 (150 x 4,6; 5 um)

kolonlart kullaniimistir. Ayirma Kinetex C—18 kolonda gergeklestirilmistir.
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2.2.2. Diger Cihazlar

a) pH metre, Elektrot : Metleer Toledo MA 235 pH, Hanna HI 1332
Ag/AgCl kombine cam elektrot

b) Su banyosu : HETO CBN 8-30 ve HETO HMT 200

¢) Hassas terazi : Precisa XB 220A

f) Manyetik karistirici : Velp Scientifica

g) Saf su cihazi : Human Corp. Zeneer Power |

2.3. Kullanilan Diger Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan bitin kimyasal maddeler, analitik veya YPSK

safliktadir. Bu tezde ¢alisilan bilesikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

Calisilan Bilesikler Kimyasal Yapisi Dalga Boyu
Tamsulosin C20H28N205S 220 nm
(Nobel ilag) 408,56 g/mol

Dutasterit C27H30FsN202 220 nm
(Kogak ilag) 528,53 g/mol

Rilpivirin C22H18Ng 220 nm
(Janssen — Cilag Tiirkiye ilag) 366,42 g/mol
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2.4. Kullanilan COzeltiler

2.4.1. Kromatografik Cahismalar

2.4.1.1. Calhsilan Bilesiklerin YPSK Ayiriminda Kullanilan Cozeltileri

Calisilan bilesiklerin her birinden 0,0050 g, 10 mL asetonitrilde ¢dzulerek 500
ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C°de muhafaza edilmislerdir. Her bir stok
cozeltiden 100 ppm olacak sekilde hareketli faz ile seyreltmeler yapilmis ve
hazirlanan ¢alisma c¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina enjekte
edilmistir. Her bir bilesik icin Ucer kez enjeksiyon yapilarak ortalama alikonma

zamanlar1 belirlenmistir.

Asetonitril-su ikili karisim: %50 (h/h); 1 Litrelik stok hareketli fazin
hazirlanmasinda 500 mL asetonitril alinmis ve (zerine 500 mL su ilave
edilmistir. Hareketli faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO, (%85 (a/a); 98 ¢
mol; 1,685 g mL™) ilave edilmistir. Bu ortama aym derisimde asetonitril
bulunduran su-asetonitril karisgminda hazirlanmis, NaOH’den (5 M), istenilen

pH’ye getirmek icin ilaveler yapilmustir.

Asetonitril-su ikili karisimi %55 (h/h); 1 Litrelik stok hareketli fazin
hazirlanmasinda 550 mL asetonitril alinmis ve U(zerine 450 mL su ilave
edilmistir. Hareketli faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3POs (%85 (a/a);
98 g mol™; 1,685 g mL™) ilave edilmistir. Bu ortama ayn: derisimde asetonitril
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bulunduran su-asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (5 M), istenilen pH’ye

getirmek igin ilaveler yapilmustir.

Asetonitril-su ikili karistmi %60 (h/h); 1 Litrelik stok hareketli fazin
hazirlanmasinda 600 mL asetonitril alinmis ve (zerine 400 mL su ilave
edilmistir. Hareketli faza 15 mM derisimde olacak sekilde H3PO,4 (%85 (a/a); 98 g
mol™; 1,685 g mL™?) ilave edilmistir. Bu ortama ayn: derisimde asetonitril
bulunduran su-asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (5 M), istenilen pH’ye

getirmek icin ilaveler yapilmustir.

Asetonitril-su ikili karistmi %65 (h/h); 1 Litrelik stok hareketli fazin
hazirlanmasinda 650 mL asetonitril alinmis ve (zerine 350 mL su ilave
edilmistir. Hareketli faza 15mM derisimde olacak sekilde HsPO, (%85 (a/a); 98 g
molt; 1,685 g mL™Y) ilave edilmistir. Bu ortama aym derisimde asetonitril
bulunduran su-asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (5 M), istenilen pH’ye

getirmek icin ilaveler yapilmistir.

Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklar: giin hazirlanmiglardr.
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2.4.1.2. Stok Cozeltilerin Hazirlanisi

2.4.1.2.1. Standart Maddelerin Stok Cozeltisi

Deneylerde kullanilan Tamsulosin ve Dutasterit 25 mg hassas bir sekilde
tartilarak, 25 mL asetonitril igerisinde 1000 pg mL™! derisimde stok cozeltileri
hazirlanmustir. I¢ standart olarak segilen rilpivirin 2,5 mg tartilarak asetonitrilde

¢oziilerek 25 mL’ye tamamlanarak 100 pg mL ! derisimde hazirlanmustir.

2.4.1.2.2. Serum Stok Cozeltisi

Serum stok ¢ozeltisi hazirlamak icin, 10 mL’lik agz1 kapakl santrifiij tiipiine
3,2 mL insan serumu konulur. Insan serumu iizerine, 1000 ppm’lik standart
maddenin stok ¢ozeltisinden toplam hacimde 100 ppm olacak sekilde Tamsulosin ve
Dutasterit ilave edilir. Uzerine 4,8 mL asetonitril ilave edilerek serum proteinleri
cokturalar. Cozeltinin iyice karigmasi, Tamsulosin ve Dutasterit ile serum
numunesinin iyice etkilesmesini saglamak i¢in 10 dakika stre ile ultrasonik banyoda
karistirilir. Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakika slre ile santrifilj edilir, boylece
serum proteinlerinin ¢okmesi saglanir. Ustteki berrak ¢ozeltiden (100 ppm’lik serum
stogundan) gerekli miktarlarda alinarak hareketli faz ile tamamlanir. Siringa ucu

filtre ile stiztldiikten sonra sisteme enjekte edilir.
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2.4.1.2.3. Idrar Stok Cozeltisi

Idrar stok ¢dzeltisi hazirlamak igin, 10 mL’lik agz1 kapakli santrifiij tiipiine 3,2
mL saglikli insan idrar1 konulur. Saglikli insan idrar1 lizerine, 1000 ppm’lik standart
maddenin stok ¢ozeltisinden toplam hacimde 100 ppm olacak sekilde Tamsulosin ve
Dutasterit ilave edilir. Uzerine 4,8 mL asetonitril ilave edilerek idrar proteinleri
¢oktiriiliir. Cozeltinin iyice karismasi, Tamsulosin ve Dutasterit ile idrar
numunesinin iyice etkilesmesini saglamak i¢in 10 dakika stre ile ultrasonik banyoda
karistirilir. Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakika sire ile santrifiij edilir, boylece idrar
proteinlerinin ¢dkmesi saglanir. Ustteki berrak ¢ozeltiden (100 ppm’lik idrar
stogundan) gerekli miktarlarda alinarak hareketli faz ile tamamlanir. Siringa ucu

filtre ile stiztldiikten sonra sisteme enjekte edilir.

2.5. Analitik Yontemin Validasyonu (Yontem Gegerlik Testleri)

2.5.1. Validasyonun Genel Islemleri

e (Cihazin kontrolii ve validasyonu (tiim donanim ve yazilimlar i¢in gegerlidir),

e Qelistirilen yontemin gecerliligini kanitlamak icin veya gelistirilmis olan bir
yontemdeki parametrelerde yapilan degisikliklerden sonra yapilan
Validasyon,

e C(Cihaz ve ilgili yontem secildikten sonra ve validasyonlar1 yapildiktan
sonra ayirma yontemleri igin gerceklestirilen Sistem Uygunluk Testleri
(SUT)’dir (Gumustas ve Ozkan, 2011).
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2.5.1.1. Sistem Uygunluk Testleri

2.5.1.1.1. Etkin Tabaka Sayis1 (N)

Kolonun en 6nemli parametrelerinden biri etkin tabaka sayisidir. Kolondan
cikan pikin sivri ve dar olmas: ve ayrica piklerin birbirlerinden iyi ayrilmas: ile
ilgilidir. N’nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi,
deney kosullara 6rnegin, akis hizi, sicaklik kolon kalitesi, dolumun tek bicimliligi
gibi gesitli etkenlere de baglidir. Tavsiye edilen etkin tabaka sayisi degeri ise N >
2000°’dir (Gumustas ve Ozkan, 2011).

2.5.1.1.2. Kuyruklanma Faktort (T)

Bu faktor kromatogramdaki pikin simetrik olmasi ile ilgilidir. Caligmalarda
stirekli simetrik pikler secilmelidir. Simetrik olmayan pikler secildiginde; dogru
olmayan tabaka sayisi ve ayrim giicii sonuglari, kararli olmayan miktar tayinleri,
gbzlemlenemeyen pik kuyruklanmalar1 ve alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik

olmasi gibi sorunlarla karsilasilir (Gumustas ve Ozkan, 2011).

2.5.1.1.3. Kapasite Faktori (k)

Analizi yapilan maddelerin alikonma zamanlar1 veya alikonma hacimleri ile

hesaplanir. Kapasite faktort uygulanan yonteme, her maddenin kendi fiziksel ve
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kimyasal yapisina bagli olarak farkliliklar gosterir ve 0Ozgul bir degerdir.
Kromatografik parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en énemli

parametrelerden biridir (Gumustas ve Ozkan, 2011).

2.5.1.1.4. Secicilik Faktori (a)

Secicilik, blyuk oranda kullanilan sabit fazin 0zelligine bagli olarak degisiklik
gosterse de hareketli faz bilesimi de segiciligi kismen etkileyen faktorlerden biridir
(Gumustas ve Ozkan, 2011).

2.5.1.1.5. Ayirma Gicii (Rs)

Kromatografik islemlerde kolon etkinliginin ve ¢ozucu etkinliginin ortak etkisi
ayirma gucu kavramiyla ifade edilir. Ayirma gicunin hesaplanmasinda, kapasite

faktoru, tabaka sayisi ve secicilik kullanilmaktadir (Ozkan, 2012).

[5:3

[5:3

A 4

Alan numunenin miktari
ile orantilidir.

mAU

zaman

Enjeksiyon

Sekil 2.1. S1vi kromatografide bir kromatogram
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2.5.2. Tipik Validasyon Karakteristikleri

2.5.2.1. Dogruluk (Geri Kazanm)

Analiz sonucu elde edilen degerin gercek degere yakiligmmin bir 6lcusidur.
Sonuglar ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin
(analizi yapilacak madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildiginin
bir goéstergesidir (Ozkan, 2012).

2.5.2.1.1. Referans Standart ile Karsilastirmak

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er Olciim alinir ve bu
degerler % geri kazanim degerlerine cevrildikten sonra timi bir arada toplanir.
Sonuclar referans kabul edilen veya basili olan baska bir yontem sonuclar: ile

istatistiksel olarak karsilastirilir (Ozkan ve ark., 2015).

2.5.2.1.2. Kér Matriks Ortamina Analizi Yapilan Maddeyi ilave Etmek

Matriks etkisi olan numunelerle calisildigi zaman kullanilan bir yontemdir.
Analizi yapilacak madde bos matrikse degisik derisimlerde eklenir. Bu matriks ilag
dozaj formlar: icin (etken maddesiz) yardimci maddelerden, pestisit kalintilari igin
pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden olusur (Ozkan ve ark., 2015).
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Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her
seviyede en az 3’er 6l¢lim yapilir. Sonuclar % geri kazanim olarak ifade edilir ve %
bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir (Ozkan ve
ark., 2015).

2.5.2.1.3. Standart Ekleme Yodntemi ile Saf Madde ilavesi

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlari matriks icerisinde yer
alan ve miktar: bilinmeyen veya daha 6nce tayin edilmis ayn1 maddenin Gzerine
ilave edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi deney verilerinden matematiksel
olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir
yaklasimdir. Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis bitin numuneler en az 3’er
defa analiz edilir. Sonuglar ilave edilen ve 6lciilen madde miktarlar: verilerek ifade
edilir. Bu teknik, katki maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi
durumlarda kullanilir. Sonuclarin ortalamalari, % bagil standart sapma (%BSS)
ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.

2.5.2.2. Segicilik

Analizi yapilacak maddenin, numunede bulunan girisim yapma ihtimali
bulunan diger yardimci veya etken maddeler yaninda miktarmin tam ve dogru

olarak tayin edilebilecegini gdsteren bir parametredir (Ozkan ve ark., 2015).
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2.5.2.3. Kesinlik

Gelistirilen yontemin c¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin Slgiistidiir.
Yani bir numuneye ayni yontem bir¢ok defa uygulandiginda analit i¢in bulunan

sonuglarin birbirine yakinliginin 6lgsiidiir.

2.5.2.3.1. Orta-Kesinlik

Orta-kesinlik laboratuar i¢i deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik 6l¢ustddir.
Farkli analizciler, farkli giinlerde veya farkli cihazlar kullanilarak saptanabilen
degerlerdir. Deneyler arasi, Galigmalar arasi veya giinler arasi kesinlik olarak
tanimlanan bu deger ¢alismanin tam anlamda kesinligini belirtir. Orta-kesinligi
saglayan ¢alisma ayni zamanda diger kesinlik parametrelerini de saglamis olur.
Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir ve bu
cOzeltilerin her birinden en az 3’er dl¢iim, farkli giinlerde ve/veya farkli cihazlarla

ve/veya farkli analizciler ile yapilir (Prichard ve Barvick, 2007).

2.5.2.3.2. Tekrarlanabilirlik

Kisa bir zaman aralig: igerisinde ayni islem Kosullar altindaki kesinligi ifade
eder. Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢ozeltisi hazirlanir ve bu
¢ozeltilerden en az 10 6l¢iim yapilir (tercinen 30—40 6lgiim yapilmalidir). Tekrar
edilebilirlik 6lglisu giin i¢i veya calisma sirasindaki kesinlik olarak da adlandirilir
(Ozkan ve ark., 2015).
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2.5.2.3.3. Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik 6zellikle ortak ¢alisma yapan farkli laboratuarlarin
uygulamalari sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklari belirten bir kesinlik
olcusudiir. Ozellikle yontem tek bigimliligi (standardizasyonu) c¢alismalarinda
kullanilan bir kesinlik derecesidir. Gelistirilecek yontem farkli laboratuarlarda da
ayni anda kullanilacaksa bu kesinligin hesaplanmasi ve degerinin mutlaka raporda
belirtilmesi gerekir. Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢ozeltisi ayri
ayr laboratuarlarda, farkli analizciler ile ve farkli zamanlarda (en az bir kag guin ara
ile yapilmalidir) hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6l¢tim yapilir

(Ozkan ve ark., 2015).

2.5.2.4. Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Sinira (TS)

Analizi yapilan 6rnegin belirdigi fakat kantitatif sinirlar icerisine girmedigi en

alt derisimidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir.

2.5.2.5. Tayin Alt Sinirn (TAS)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlar1 igerisine girmeyen veya
kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan derisim diizeyidir. Dogrudan

yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir (Barwick ve Ellison, 2005).
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2.5.2.6. Dogrusallik

Derisime karst cevabin dogru orantili olarak artmasi ve cizilen grafikte
noktalarin diiz bir ¢izgi lizerinde yer almasidir. Egim (m), kesisim (n) ve korelasyon
katsayist (r) dogrusallig1r veren parametrelerdir. Bunlar analit derisiminin Ol¢iilen
degerlere kars1 regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir. Korelasyon
katsayist r = 0,999 ve iizerinde ise dogrusallik saglanmis demektir (Ozkan ve ark.,
2015).

2.5.2.6.1. Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi)

Analitin bilinen derisimleri ile cihazlarda Slgiilen degerler arasindaki iligkidir.
Bir Kkalibrasyon egrisi hazirlanirken segilen derisimler daha Once yapilan
caligmalarla belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir.
Tayin alt smnir1 ve Tayin iist sirt derisimleri de dahil olmak iizere calisma
araliginda en az 5 derisim i¢in (kor hari¢) cihazdan olciilen degerlere gore hazirlanir.
Dogrusal olmayan egriler i¢in daha fazla standart derigsimin segilmesi uygun olur

(Barwick ve Ellison, 2005).

2.5.2.7. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gecgerli oldugu alt
ve Ust smirlar arasinda yer alan derisim araligina ¢alisma araligi denir (Ozkan ve
ark., 2015).
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2.5.2.8. Kararhhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden
kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢ozlcu ytzdesi, pH, iyonik gic,
sicaklik gibi etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki giivenirliginin
bir Olcusidir ve yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken 6enmli bir

parametredir (Barwick ve Ellison, 2005).

2.5.2.9. Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir.
Pek ¢ok kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1 olarak tanimlanmistir. Tayin alt sinir1

ne kadar kii¢iikse yontem o derece duyarlidir demektir (Ozkan ve ark., 2015).

2.5.2.10. Stabilite

Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber yapilmasi tavsiye edilir.
Tekrar edilebilir ve givenilir sonuclar elde edebilmek icin numunelerin, standart
maddelerin ve kullanilan ¢6ziiciilerin uygun bir siire (6rnegin 1 giin, 1 hafta, 1 ay
veya ne kadar sureye ihtiya¢c duyuluyorsa o kadar sire) stabilitesini korumasi
gereklidir (Barwick ve Ellison, 2005).
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2.5.2.11. Tutarhhk

Yontemin gergek  kullanim  kosullar1  altinda tekrar edilebilirliginin
saptanmasidir. Bunun i¢in c¢alismanin: ayni laboratuvarda farkli analizciler
tarafindan, ayn1 laboratuvarda farkl cihazlar tarafindan gergeklestirilmesi, reaktif ve
cozlculerin markalarimin degistirilmesi, farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi
gibi normal test sartlarinin degistirilmesi, ayirma yontemlerinde ayn1 marka ve
modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmas: gereklidir (Ozkan ve ark.,
2015).

2.6. Yontem

2.6.1. Deneyin Yapihisi

YPSK sistemine bilesikleri enjekte etmeden Once, sistemin dengelenmesi ve
kanallarda bulunan havanin giderilmesi amaciyla hazirlanan hareketli faz
kanallardan gegcirilir. Boylece kolon sartlandirilir ve sistem basinci uygun hale

getirilir.

2.6.2. YPSK Ydnteminin Optimizasyonu

Gelistirilecek yontem icin en iyi ayirimin saglanmasi amaciyla optimum

kromatografik kosullar saptanmistir. Bu amagla tamsulosin ve dutasteritin ters-faz
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stvi kromatografisiyle ayiriminda; sabit faz segimi, hareketli faz organik diizenleyici
orani (asetonitril orani; % 50, 55, 60, 65 (h/h)), i¢ standart secimi (rilpivirin),
hareketli fazin pH secimi ( 3,0; 3,5; 4,5; 5,0; 6,0; 7,0), kolon sicakhg: (25, 35,
45°C) ve hareketli fazin akis hizinin (0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mL dk?)
etkileri incelenmistir. Ayrica hazirlanan ¢ozeltilerin ne kadar stireyle kararli oldugu

da belirlenmistir
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3. BULGULAR

3.1. Tamsulosin ve Dutasterit Maddeleri i¢in Gelistirilen YPSK Yontemine Ait

Analiz Bulgular:

3.1.1. YPSK Sisteminin Optimizasyonu

Tamsulosin ve dutasterit maddelerinin YPSK yontemiyle analizi igin en uygun
kromatografik kosullarin belirlenmesinde, dncelikle sabit faz 6zellikleri; fonksiyonel
grup, tanecik ¢api, silika tiirl agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz
organik duzenleyicisinin se¢imi, hareketli faz organik ¢oézicu tirinin ve oraninin
etkisi ve akis hizinin etkileri incelenmistir. Analiz sirasinda dogrulugu ve kesinligi

arttirmak agisindan i¢ standart kullanilmustir.

3.1.1.1. Sabit Faz Segimi

Gelistirilen yontemde YPSK ile analiz igin dort farkli sabit faz (kolon)
denenmistir. Kolon se¢imi sirasinda hareketli faz tampon ¢ozeltisi olarak fosforik
asit (pH 7,0), hareketli faz olarak asetonitril:su, 60:40 (h/h) oranlarinda karistirilarak
kullanilmistir. Kolon sicakligi 45°C, hareketli faz akis hiz1 1 mL dk? olarak

belirlenmistir.
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Dutasterit ve tamsulosinin yukarida verilen sartlarla kullanilan kolonlar
sirasiyla X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um), XSelect HSS T3 XP (150 x 4,6; 2,5 pm),
XBridge C-18 (150 x 4,6; 5 um) ve Kinetex C-18 (150 x 4,6; 5 um) dir. Calisilan
bilesiklerin kapasite faktorleri ve kuyruklanma faktorleri Cizelge 3.1°de
verilmektedir. Bu bilesikler icin elde edilen alikonma zamanlari, pik sekilleri ve
kuyruklanma faktorleri dikkate alinarak Kinetex C—18 kolon tercih edilmistir.
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Sekil 3.1. 45°C’de, 1 mL dk?* akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h),
pH:7,0, X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um) kolonu ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.2. 45°C’de, 1 mL dk? akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h),
pH:7,0, XSelect HSS T3 XP (150 x 4,6; 2,5 um) kolonu ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.3. 45°C’de, 1 mL dklakis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h),
pH:7,0, XBridge C-18 (150 x 4,6; 5 um) kolonu ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit

(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.4. 45°C’de, 1 mL dk?! akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h),
pH:7,0, Kinetex C-18 (150 x 4,6; 5 um) kolonu ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Cizelge 3.1.

Sistem Uygunluk Parametreleri Kullanarak Sabit Fazlarin Karsilastirilmasi
Zaman TAM IS DUT
Kolon
(dk) N |Rs| T N Rs T o N Rs T o

Xterra (250 x 4,6; 5pm) 8,5 6441 | - | 0,99 10041 | 11,90 [ 1,09 | 360 | 11510 | 692 | 1,07 [ 154

XSelect HSS T3 XP (150 x 4,6; 2,5 pm) 110 | 9842 | - | 1,28 14250 | 11,89 | 1,19 | 220 | 22171 | 30,8 | 1,19 | 345
XBridge C18 (150 x 4,6; 5 um) 7,0 5408 | - | 1,23 7248 | 567 | 121 | 308 | 11108 | 181 | 1,19 | 4,17
Kinetex C18 (150 x 4,6; 5 pm) 65 7533 | - | 1,09 11158 | 894 [ 106 | 718 [ 17536 [ 22,73 | 1,09 | 4,26
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3.1.1.2. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik ¢odzuci
oraninin etkisi, hareketli fazin pH’si, akis hizi ve kolon sicakliginin etkileri

incelenmistir.

3.1.1.2.1. Hareketli Fazin Organik Coziicii Yiizdesinin Belirlenmesi

Iyi bir ayirim igin en uygun asetonitril oranimin saptanmas: amaciyla hareketli
faz cozlcu icerigi hacimce % 50, 55, 60 ve 65 olacak sekilde degistirilmistir.
Hareketli faz oraninin incelenmesi ¢alismalarinda, % 0,1 H3zPO, (pH=7,0 ile 5M
NaOH) iceren hareketli faz ( akis izt 1 mL dk?!) 25°C kolon sicakhginda

kullanilmastir.
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Sekil 3.5. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25°C’de, pH:3,0, 1 mL dk? akis
hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon (50:50; h/h) ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.6. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25°C’de, pH:3,0, 1 mL dk? akis
hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon (55:45; h/h) ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.7. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25°C’de, pH:3,0, 1 mL dk? akis
hizi ile 220 nm’de, ACN: Tampon (60:40; h/h) ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram

348
»

60D

50D

40D

6,38

30p

20D

il

[}
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Zéman (dak)

Sekil 3.8. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25°C’de, pH:3,0, 1 mL dk? akis
hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon (65:35; h/h) ile yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram

Dedektor Cevabi
2,29
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Dutasterit ve tamsulosin maddelerinin ayr1 ayri analizlerinde toplam analiz
stiresi g6z onine alinarak % 60 (h/h) ACN-su karisimi galismalarda hareketli faz

olarak kullanilmastir.

3.1.1.2.2. Hareketli Faz pH’s1, Akis Hiz1 ve Kolon Sicakliginin Belirlenmesi

Pik sekillerinin en dizgun ve ayirimin en net oldugu pH nm secilmesi
icin, diger kosullar sabit tutulup (%60 ACN, % 0,1 H3PO,; 1,0 mL dk ! ) hareketli
faz pH’s1 3,0; 3,5; 4,5; 5,0; 6,0 ve 7,0 degerlerine ayarlanmistir. Pik simetrileri
incelenerek pik sekillerinin en diizgiin ve alikonma zamanlarinin uygun oldugu pH

degeri 7 olarak secilmistir.

3,63
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Sekil 3.9. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk?! akis hizi ile
220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:3,0’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.10. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk ! akis hiz1 ile
220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:3,5’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.11. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk* akis hiz1 ile
220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:4,5’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.12. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk ! akis hiz1 ile

220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:5,0’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.13. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk* akis hiz1 ile
220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:6,0’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.14. Xterra C18 (250x4,6; 5um) kolonu ile 25 °C’de, 1 mL dk? akis hiz1 ile
220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0’de yapilan tamsulosin (a), dutasterit
(b) ve rilpivirin (1S) analizine ait kromatogram

Dutasterit ve tamsulosin maddelerinin analizinde kullanilan hareketli faz akis
hizinin aymrima etkisinin incelenmesi amaciyla, asetonitril ve % 0,1 M H3POs (60:
40 h/h; pH =7,0) iceren hareketli faz, 45°C kolon sicakliginda farkli akis hizlarinda
YPSK sistemine verilmistir. Sistemin basinci da gz 6nine alinarak akis hizi 0,5;
0,75: 1,0;: 1,5: 2,0: 2,5 ve 3,0 mL dk'olarak degistirilmistir. Yapilan deneyler
sonucunda optimum akis hiz1 2 mL dk olarak secilmis ve asetonitril oraninin

degistirilmesiyle uygun kromatografik kosullar belirlenmistir.
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Sekil 3.15. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150x4,6; 5um) kolonu ile 0,5 mL dk~ ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.16. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150x4,6; 5um) kolonu ile 0,75 mL dk~ ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.17. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150x4,6; 5um) kolonu ile 1,0 mL dk ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.18. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150x4,6; 5um) kolonu ile 1,5 mL dk~ ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.19. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex
C18 (150x4,6; 5um) kolonu ile 2,0 mL dk~! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.20. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex
C18 (150x4,6; 5um) kolonu ile 2,5 mL dk™ ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.21. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex
C18 (150x4,6; 5um) kolonu ile 3,0 mL dk ! akis hiz1 ile yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Cizelge 3.2. Sistem parametrelerine gore akis hizlariin optimizasyon sonucu

At | g TAM IS DUT

(mbmin™) 1 gary [Ty N |Rs| T tr N Rs | T | tr N Rs T
05 24 | 40 | 12238 | - | 130 | 585 | 15366 | 11,12 | 1,19 | 12,9 | 20255 | 2552 | 117
0,75 37 | 277 | 10301 | - | 115 | 416 | 14946 | 1132 | 1,14 | 9,00 | 20862 | 2512 | 1,09
1,0 46 | 194 | 7533 | - | 1,09 | 2,82 | 11158 | 894 | 106 | 6,15 | 17536 | 2273 | 1,09
15 72 | 131 | 4511 | - | 105 | 189 | 7372 | 695 | 105 | 417 | 14362 | 2002 | 108
2,0 95 | 099 | 2867 | - | 104 | 134 | 5256 | 578 | 1,03 | 2,77 | 11400 | 17,50 | 1,06
2,5 120 | 079 | 1919 | - | 1,04 | 115 | 3577 | 473 | 102 | 2,54 | 9157 1520 | 101
30 140 | 066 | 1376 | - | 1,02 | 095 | 2530 | 396 | 1,02 | 2,10 | 7295 1318 | 101
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Calisilan bilesiklerin belirlenen optimum kosullarinda sicakligin bilesiklerin

alikonmasina etkisi incelenmistir. Bu amagla kolon sicakligi 25°C, 35°C ve 45°C

olarak denenmistir. Beklendigi gibi sicakligin artmasi bilesiklerin alikonma
siirelerini azaltmistir. Analiz siiresi kisaldigindan dolayr 45°C calisma sicaklif

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.22. 1 mL dk ! akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0,
X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um) kolonu ile 25°C’de, yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.23. 1 mL dk ! akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0,
X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um) kolonu ile 35°C’de, yapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram
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Sekil 3.24. 1 mL dk ! akis hiz1 ile 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0,
X Terra C-18 (250 x 4,6; 5um) kolonu ile 45°C’de, vyapilan tamsulosin (a),
dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram

Optimize edilen son kosullar Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Optimize edilen kosullar

Kolon Kinetex C18 (150x4,6; 5um) (Phenomenex, ABD)
Hareketli faz bilesimi (h/h) Asetonitril : su, 60:40 h/h

pH pH 7,0 (5M NaOH ile)

Sicakhik °C 45°C

Akis hizi (mL dk—1) 2mLdk !

Enjeksiyon hacmi (pL) SuL

Dalga boyu (nm) 220 nm

i¢ standart rilpivirin

3.1.1.2.3. Sistem Uygunluk Testi Sonuclari

Gelistirilen analiz yontemi icin sistem uygunluk testleri YPSK-FDD (Fotodiyot
dizi dedekt6ri) sistemine enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Sistem uygunluk
parametreleri 60:40(h/h) asetonitril-su; % 0,1 H3PO4pH =7,0; akis hiz1 2 mL dk !
ve kolon sicakligimin 45 °C oldugu kosullarda Cizelge 3.5’de verilmektedir.
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Cizelge 3.4. Sistem uygunluk parametreleri

Parametreler TAM IS DUT
Alikonma zaman (tR) 1,03 1,33 2,72
Kapasite faktéri (k) 0,52 0,95 3,00
Coziunurluk (Rs) - 5,52 16,13
Kolon etkinligi (N) 2874 5260 10950
Segicilik () - 1,83 3,15
Kuyruklanma faktori 1,06 1,03 1,06

3.1.1.2.4. Hizlandirilmis Bozundurma Cahsmalari

Kalibrasyon basamagindan sonra yontemin segiciligini gostermek igin
hizlandirilmis bozundurma ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bozundurma ¢alismalari
yapilirken standart etken maddeler belirli kosullara tabi tutulmustur. Bu sartlar 0,1
M HCl ile asit hidrolizi, 0,1 M NaOH ile baz hidrolizi, %3’liik H-O: ile oksidasyonu
ve 6 saat kat1 maddenin etiiv icerisinde 100°C’ de bekletilmesini kapsamaktadir.
Hidroliz ve oksidasyon kosullari igin 60 dakika bekletilen madde ¢Ozeltileri analiz
edilmistir. Sonuglar bozundurulmamis 50 pug mL ! standart madde ile kiyaslanarak
ylizde bozunma hesaplar1 yapilmistir. Bu calismalar sonucunda olasi bozunma

iriinleri yaninda etken maddelerin analizinin miimkiin oldugu gortilmiistiir.

71



rerers bl

0 051 152 253 354 45 (0 051 152 253 354 45

c) d)

0 051 152 253 354 45 0 051 152 253 354 45

YZZANN

0 051 152 253 354 45 0 051 152 253 354 45

N

0 051 152 253 354 45 0 051 152 253 354 45

—

!

Sekil 3.25. Tamsulosin i¢in yapilan hizlandirilmis bozundurma ¢aligmalarina ait
kromatogramlar a) HCI (0,1 M); b) NaOH (0.1 M); c) H202 (%3); d) Isitma 100 °C;
e) HCI (1 M); f) NaOH (1 M); h) H202 (%30); g) 24 Saat Etiiv’de Bekletme
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Sekil 3.26. Dutasterit i¢in yapilan hizlandirilmis bozundurma ¢alismalarina ait
kromatogramlar a) HCL (0,1 M); b) NaOH (0,1 M); ¢) H202 (%3); d) Isitma 100 °C;
e) HCI (1 M); f) NaOH (1 M); g) H202 (%30); h) 24 Saat Etiiv’de Bekletme
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Cizelge 3.5. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarina ait Sonuclar

Bozunan Madde Miktar
Uygulanan Kosullar (%)

TAM DUT

HCI (0.1 M) 6,45 3,93
NaOH (0.1 M) 56.73 74,88

H202 (%03) 0.0 0.0
Isitma 100 °C 10,13 14,25
HCI (1 M) 77.62 97,21
NaOH (1 M) 67.16 90,81
H202 (%630) 18,34 94.99

24 Saat Etiiv’de Bekletme 8,98 10,59

3.1.1.2.5. Kalibrasyon Calismalari

Her bir bilesene ait kalibrasyon egrileri olusturulup yontem validasyonu

asamasina gecilmistir.
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Sekil 3.27. Kalibrasyon sonuglari; rilpivirin (IS) (10 pg mL™?), tamsulosin (a) ve
dutasterit (b) (10, 30, 40, 50, 100 pg mL™?)

Cizelge 3.6. Validasyon parametreleri ve kalibrasyon sonuglari

TAM DUT
Dogrusal arahk (ug mL2) 0,5-200 0,5-200
Egim 0,090 0,068
Kesisim 0,153 0,046
Tammlayicihk katsayisi 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 8,28 x 10* 5,44 x 10
Kesisimin standart hatasi 6,22 x 102 4,26 x 102
Teshis simir1 (ug mL™) 0,045 0,038
Tayin alt simir1 (ug mL2) 0,138 0,116
Gun ici tekrar edilebilirlik % BSS 1,21 1,08
Giinler arasi tekrar edilebilirlik % BSS 1,44 1,26

3.1.1.2.5.Biyolojik Numunelere Uygulama

Optimizasyonu ve validasyonu tamamlanan yontem biyolojik numune analizleri

icin de kullanilmistir. Biyolojik numuneler hazirlanirken idrar (Sekil 3.26) ve
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plazmaya (3.27.) in-vitro olarak ilave edilen standart maddelere ait geri kazanim
sonuglart elde edilmistir. Geri kazanim sonuclari standart maddelere ait olan
kalibrasyon denkleminde yerine yerlestirilerek hesaplanmistir. Bunlara ait sonuglar

Cizelge 3.7.’da verilmistir.
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Sekil 3.28. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150x4,6; 5um) kolonu ile 2,0 mL dk ! akis hizi ile idrarda yapilan tamsulosin (a),

dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram

76



1,026

80-

70

60-

o
o

50+

1,297

40+

Dedektor Cevabi

2,773

30-

201

L

0 0.5 1 15} 2 25 Zaman (dk)
Sekil 3.29. 45°C’de, , 220 nm’de, ACN: Tampon, (60:40; h/h), pH:7,0, Kinetex C18
(150%4,6; 5um) kolonu ile 2,0 mL dk ! akis hiz1 ile plazmada yapilan tamsulosin
(@), dutasterit (b) ve rilpivirin (IS) analizine ait kromatogram

Cizelge 3.7. Tamsulosin ve Dutasteritin idrar ve plazmadan elde edilmis sonuglari

Idrar érnegi Plazma érnegi

Tam Dut Tam Dut
Bilinen miktar (ug mL™) 10,00 10,00 10,00 10,00
Bulunan miktar (ug mL™) 9,86 9,93 10,25 10,05
% BSS 1,08 1,76 1,73 2,00
% BH 1,4 0,70 -2,50 -0,50
ilave edilen (ug mL™?) 5,00 5,00 5,00 5,00
Bulunan (ug mL™?) 4,98 5,07 5,17 5,04
Geri kazamim (%) 99,45 100,90 103,35 100,70
Geri kazanima ait % BSS 0,52 0,48 0,83 1,13
% BH 0,55 -0,90 -3,35 -0,70
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4. TARTISMA

4.1. Cahsilan Bilesiklerin Sivi Kromatografik Yontemle Ayrilmasi

Tamsulosin ve dutasterit etken maddelerinin YPSK yontemiyle analizi icin en
uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, tamsulosin ve dutasteritin
kromatografik davranislar1 Oncelikle sabit faz ozellikleri; fonksiyonel grup,
tanecik ¢api, silika tiirii acisindan degerlendirilmistir. Hareketli faz organik
diizenleyicisinin sec¢imi, hareketli faz organik ¢6ziicii tiiriiniin ve oraninin etkisi ve
akis hizinin etkileri incelenmigstir. Analiz sirasinda kisa zamanda sonug

aliabilmesi i¢in i¢ standart se¢imi yapilmistir.

Gelistirilen yontemde YPSK yontemi ile analiz i¢in dort farkli sabit faz
(kolon) denenmistir. Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz
organik dizenleyici se¢imi, hareketli faz organik bilesiminin ve oraninin etkisi,

hareketli faz pH ve akis hiz1 etkileri incelenmistir.

Kolon secimi sirasinda 0ncelikle XTerra C18 (Sekil 3.1) ve XSelect HSS T3
XP (Sekil 3.2) kolonlar1 denenmis fakat analiz siiresini uzattigindan (sirasiyla
analzi sureleri 8-10 dakika) dolayi tercih edilmemistir. XBridge C18 (Sekil 3.3)
kolonu ise Kinetex C18 (Sekil 3.4) kolonu gibi analizi kisa siirede ( 6 dakika)
tamamlamig fakat ayrim giicii ve etkin tabaka sayisi farkindan dolay1 Kinetex C18

(150%4.6; 5um) kolonu tercih edilmistir.
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Bilindigi gibi, ters faz sivi kromatografide hareketli fazin organik
¢ozlcuslnin ve pH’smin etkisi incelenerek iyonlasan bilesikler icin ayirma
optimize edilir. Hareketli faz oraninin incelenmesi ¢alismalarinda, % 0,1 H3PO4
(pH=7,0) iceren hareketli faz (2 mL dk 1) 45°C kolon sicakliginda kullanilmis ve
hareketli fazin organik c¢ozicu yuzdesi, %50-%65 (Hareketli fazin asetonitril
miktarindaki degisimleri Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8” de verilmistir)
araliginda dort farkli derisimde degistirilerek  Dbilesiklerin  alikonmalari
incelenmistir. %60 (h/h) asetonitril-su ikili karisiminda dutasterit ve tamsulosin
maddelerinin ve i¢ standart olarak kullanilan rilpivirin tam olarak ayrildig

belirlenmistir.

Dutasterit ve tamsulosin analizinde kullanilan hareketli faz akis hizinin
ayirima etkisinin incelenmesi amaciyla, asetonitril ve % 0,1 H3PO4 (60:40 h/h;
pH =7,0) iceren hareketli faz, 45°C kolon sicakliginda farkli akis hizlarinda
YPSK sistemine verilmistir. Akis hiz1 sistemin geri basinci dikkate alinarak 0,5
mL dk* (Sekil 3.15); 0,75 mL dk * (Sekil 3.16); 1,0 mL dk t (Sekil 3.17); 1,5 mL
dkt (Sekil 3.18); 2,0 mL dk* (Sekil 3.19); 2,5 mL dk* (Sekil 3.20) ve 3,0 mL dk~
! (Sekil 3.21) olarak degistirilmistir. BUtin sartlar gdze alinarak akis hiz1 2 mL dk-
! olarak secilmistir.

Tamsulosin ve dutasterit etken maddelerinin analizi icin uygun pH seciminde
ise 6 farkli kosul denenmistir. Bunlar pH: 3,0 (Sekil 3.9); pH: 3,5 (Sekil 3.10);
pH: 4,5 (Sekil 3.11); pH: 5,0 (Sekil 3.12); pH: 6,0 (Sekil 3.13) ve pH: 7,0 (Sekil
3.14) dir. Yapilan bu 6 farkli deney sonucunda siireyi kisaltip, pikleri
keskinlestirdigi i¢in pH: 7,0 uygun kosul olarak se¢ilmistir.

I¢ standart segimi yapilirken bir¢ok bilesik denenmis ve bunlardan en diizgiin
ve simetrik pik seklini veren, segicilik ve analiz siiresi goz oniine alindiginda ve en

kisa zamanda analizi etkilemeyecek sekilde kolondan alabildigimiz madde olan
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rilpivirin se¢ilmis ve bu madde i¢ standart (IS) olarak kullanilmistir. Denenen
diger bilesikler, ya analizi yapilacak bilesiklerle iist liste ¢akigsmis ya da analiz

siiresinin uzamasina neden olmustur.

Sicaklik sec¢imi sirasinda ise Sekil 3.22, Sekil 3.23 ve Sekil 3.24°te oldugu
gibi li¢ farkli deney yapilmistir. Bu ¢alismalarda 25°C, 35°C ve 45°C’ de deneyler
yapilmigtir. Yapilan bu ii¢ deney Kkarsilagtirildiginda, siireyi kisaltip pikleri
keskinlestirdigi i¢in uygun kosul olarak 45°C’ yi secilmistir.

Tez konusu segilirken yapilan literatiir taramalarinda tamsulosin ve dutasterit
iceren farmasotik preparatlarin analizi ile ilgili ¢alismalara rastlanmis ancak
onceden yapilan calismalarda core-shell partikiillii kolonlarla yapilan bir ¢alisma
olmamistir. Gelistirdigimiz yontemin gerekli optimizasyon ve validasyon islemleri
gerceklestirilmis ve literatiirde verilen analiz kosullarindan daha iyi bir geri
kazanim, teshis sinir1 ve tayin alt smir1 degerlerine ulasilmistir. Validasyon
parametreleri incelendiginde ise yontemin dogru, duyarli, kararli bir yontem

oldugu gorulmektedir.

Bozundurma c¢alismalar1 sonucunda Cizelge 3.5’te goriildiigli {izere
tamsulosin ve dutasterit etken maddeleri toplam 9 kosul altinda 2’ser mL olmak
tizere incelenmistir. Yapilan bu ¢alismalarin sonucunda tamsulosin ve dutasteritin

sert kosullar altinda yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok bozundugu goriilmektedir.

Gelistirilen yontemin validasyonuna ge¢meden Once sistem uygunluk
parametreleri saptanmis ve elde edilen parametreler 1s18inda (Cizelge 3.4)

yontemin uygulanabilir oldugu bulunmustur.
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Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla gerekli yontem
gegerlilik testleri i¢in kaynaklarda bildirilen parametreler secilmis ve ilgili
gecerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu amagla, validasyon ¢alismalarinda;
dogrusallik, dogrusallik  araligi, duyarhilik, kesinlik, geri kazanim,
tekrarlanabilirlik vb. parametreler incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri

yapilmigtir (Gumustas ve Ozkan, 2011).

Tamsulosin ve dutasterit etken maddelerinin YPSK-UV/GB analizinde teshis
sinir1 tamsulosin igin; 0,045 pg mL™?, dutasterit igin ise 0,038 ug mL™ ve tayin alt
sinirt kabul edilen BSS smrlar1 icinde (< %2) tamsulosin icgin; 0,138 pg mL?,
dutasterit icin ise 0,116 pug mL tolarak saptanmistir (Cizelge 3.6).

Tamsulosin ve dutasterit tayini igin gelistirilen YPSK-UV/GB dedektor
yontemi biyolojik numunelere uygulanmis ve bu maddelerin yonteme bir etkisinin
olup olmadigi da arastirllmistir ve sonug¢ olarak biyolojik matrislerin analiz
tizerine etkisi olmadigi gorilmistir. Bunun i¢in geri kazanim deneyleri

gergeklestirilmistir.

Sonug olarak tamsulosin ve dutasteritin YPSK ile analiz yonteminde Kinetex
C18 (150x4.6; 5um) kolon, 45°C kolon sicakhigi ile hareketli faz igerigi
asetonitril: su, 60: 40 (h/h) ile % 0.1 O-fosforik asit (pH 7.0 5M NaOH ile), igceren
hareketli faz, 2 mL dk ! akis hizinda kullanilmistir. Calisma dalga boyu 220 nm
olarak secilmistir. Bu kosullarda; tamsulosin, dutasterit ve i¢ standart olarak
secilen rilpivirin alikonma zamanlar1 sirastyla 1,03; 2,72 ve 1,33 olarak saptanmis

ve analizlere bu sartlarda devam edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada prostat tedavisinde kullanilan tamsulosin ve dutasterit etken
maddelerinin ayni anda YPSK teknigi ile analizleri i¢in gerekli parametreler
saptanmis ve bu parametreler kullanilarak da aymi anda analizleri yapilmistir. Bu
amacla degisik kolon, akis hizi, sicaklik, pH ve hareketli faz kullanilarak en iyi
kosullar saptanmigtir. Ayrica yeni gelistirilen kii¢iik ¢apli core-shell parcacik igeren
kolonlarin yiiksek etkinlikte ayirimlar icin iyi bir alternatif oldugu tez kapsaminda

anlatilmistir.

Alisilagelmis kolonlar ile yeni nesil kolonlar karsilastirildiginda yeni nesil
kolonlar kisa siirede daha keskin pik sekilleri, hareketli faz pH degisikliklerinden
sonra daha hizli kolon sartlanmasi, ¢6ziicii sarfiyatini azaltarak ¢evreye daha az zarar
vermesi ve daha hassas tayin saglamaktadirlar. Paketleme materyallerinin pargacik
bliytikliiglindeki yeni egilimleri daha az giiriiltii, daha istikrarl bir akis, daha kararli
alikonma zamani ve daha tekrar edilebilir sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir. Boylece
ayirim giiciinde kayip olmaksizin yiiksek hizli analizler gergeklestirilebilmektedir.
Klgiik capli core-shell parcaciklara sahip kisa kolonlar ¢ok etkin bir kromatografik
performans sunabilmektedir. Core-shell parcacik iceren kolonlarm tamamen poréz
parcacik iceren kolonlarn yerini almasiyla kromatografik uygulamalarin bir st
seviyeye taginacagi ileri siiriilmektedir. Bununla beraber core-shell parcaciklardan daha

etkin verim almak i¢in mevcut cihazlarin da gelistirilmesi gerekmektedir.

Core-shell parcaciklar, kiglk boyutlardaki tamamen poroz pargaciklara ve
monolitik kolonlara ¢ozinurlik ve etkinlik agisindan esittir hatta bu iki tip kolondan
daha iistiin oldugunu da kanitlamistir. Core-shell parcacikli kolonlardan yararlanilarak
bircok alanda sunulan oldukga fazla sayida ¢alisma bu teknolojinin analitik Kimyanin

neredeyse tim alanlarinda benimsenmesinin katlanarak arttigin1 géstermektedir.
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Yaptigimiz ¢alismalarin sonucu; daha 6nce yapilmis olan (Sravan ve ark., 2014;
Shah ve ark., 2014; Siddartha ve ark., 2014; Mhamunkar ve ark., 2012;
Patel ve ark., 2010) ¢alismalara gore analiz siiresi olduk¢a kisalmustir, ayirim giicii
bakimindan incelendiginde ise 6nceden yapilan (Sravan ve ark., 2014; Mohammed,
2014; Mhamunkar ve ark., 2012; Patel ve ark., 2010) caligmalara gore ¢ok daha iyi
bir ayirim yapildigi goriilmektedir, segicilik bakimindan degerlendirildiginde ¢ok iyi bir
secicilik ile ¢alismamizi siirdiirdiigiimiiz goriilmektedir, etkin tabaka sayis1 agisindan
bakildiginda 6nceden yapilan (Shah ve ark., 2014; Mhamunkar ve ark., 2012; Patel ve
ark., 2010; Sravan ve ark., 2014; Mohammed, 2014) calismalara gore daha fazla
cikmistir ve bunun sonucunda da deneyimizin daha iyi bir aymrimla sonuglandigi
goriilmiistlir. Ayrica ¢oziicli sarfiyatin1 azalttigimiz i¢in ¢alisma yesil kimya alaninda

da Onem kazanmaktadir.

Sonug olarak elde edilen veriler 1s1ginda, tamsulosin ve dutasteritin ayni anda
analizi i¢in hizli, duyarli, kesin, kolay, dogru ve herhangi bir 6n ayirma islemine gerek
duyulmayan bir analiz yontemi gelistirilmis ve piyasa preparatlarindan bu maddelerin

ayni anda analizine basarili bir sekilde uygulanabilcegi diistiniilmektedir.
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OZET

Dutasterit ve Tamsulosin HCI’nin Yeni Nesil Kolonlar Kullanarak Bazi Sivi

Kromatografik Yontemlerle Es Zamanh Analizi ve Optimizasyonu

Bu ¢alismada yiiksek performansli sivi kromatografi teknigi ve bu yontemde kullanilan
yeni nesil kolonlarm farmasotik analizlerdeki yeri anlatilmaktadir. Yeni nesil kolonlarin,
geleneksel silika kolonlarla etkinlik, analiz siiresi ve performans bakimindan karsilastiriimasi
yapilmistir.

Yeni nesil kolonlarda dolgu maddesi olarak kullanilan core-shell pargaciklarin yapisi
anlatilarak, bunlarin analizlere etkileri incelenmistir.

Calismalar sonucunda yeni nesil core-shell silika parcaciklari iceren kolonlarin,
analiz siiresi, etkinlik ve performans yoniinden geleneksel silika parcacik iceren kolonlara
gore daha iyi performans gosterdigi anlagilmustir.

Bu yodntemde; tamsulosin ve dutasteritin Kinetex C18 (150x4.6; 5um) kolon, 45°C
kolon sicakligi ile hareketli faz igerigi asetonitril: su, 60: 40 (h/h) ile % 0.1 O-fosforik asit
(pH 7.0 5M NaOH ile ayarlanmustir), iceren hareketli faz, 2 mL dk ! akis hizinda
kullanilmigtir. Dedektor olarak UV dedektor segilmistir. Calisma dalga boyu ise 220 nm
olarak secilmistir. I¢ standart olarak diger i¢ standartlara kiyasla daha iyi bir pik sekli, kisa
alikonma zamani ve daha iyi bir ayirim gosteren rilpivirin segilmistir. Gelistirilen YPSK
yontemiyle 3 dakika gibi kisa bir sure icerisinde tamsulosin, dutasterit ve i¢ standart olan
rilpivirinin iyi bir sekilde ayrilmasini saglamistir. Bu sartlar kullanilarak, tamsulosin igin
1,03 dk; dutasterit i¢in 2,72 dk ve rilpivirin i¢in 1,33 dk alikonma zamani elde edilmistir.

Tamsulosin ve dutasterit tayini icin valide edilen yoéntem biyolojik numunelere
uygulanmig ve bu maddelerin yonteme bir etkisinin olup olmadigi da arastirilmistir ve
sonu¢ olarak biyolojik matrislerin analiz {izerine etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bunun i¢in
geri kazanim deneyleri gerceklestirilmis ve sonug olarak biyolojik matrislerin analiz tizerine
etkisi olmadigi birkez daha desteklenmistir.

Yontem tamamen valide edilmistir. Gelistirilen yOntemin gecerliligini ve
uygulanabilirligini gostermek igin geri kazanim ¢aligmasi yapilmistir. Yiiksek orandaki
geri kazanim; yontemin, ilaglarin formiilasyonunda kullanilan katki maddelerinden ve
yardimc1 maddelerden etkilenmedigini gostermektedir. Gelistirilen YPSK c¢aligmasi,
hammaddede ve farmasdtik formiilasyonlarda tamsulosin ve dutasteritin ayni anda tayini
i¢in gelistirilmis olan yontem hizli, basit, yiiksek kesinlik ve dogruluktadir. Gelistirilen bu
yontem, ekonomik oldugu ve zaman kazandirdig1 igin, kalite kontrol laboratuvarlarinda
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Core-shell kolon, Dutasterit, Ila¢ analizi, Tamsulosin, Yuksek

basing¢li s1vi kromatografisi.
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SUMMARY

Simultaneous Determination and Optimization of Dutaseride and Tamsulosin
HCI Using New Generation Columns Via Liquid Chromatographic Methods

In this study high performance liquid chromatography technique and the place of
new generation columns which used in this technique for the pharmaceutical analysis
were described. The comparison of new generation of columns with traditional silica
column according to the efficiency, analysis time and performance were reported.

The structure of core-shell particles as a filling material were explained and
the effect of these particles on the analysis were eamined.

As a result of the studies, it can be understand that columns which include new
generation core-shell silica particles shows better performance according to the
analysis time, efficiency and performance when compared to the columns that
include traditional silica particles.

In this method; the Kinetex C18 (150x4.6; Sum) column, 45°C column
temperature, mobile phase containing acetonitrile: water, 60: 40 (v / v) with 0,1%
phosphoric acid (pH 7.0 adjusted with 5 M NaOH), and 2 mL min flow rate were
used for the simultaneous determination of tamsulosin and dutastride. The detector
was selected as UV detector and the wavelength was used as 220 nm. Rilpivirin was
chosen as the internal standard because it showed a shorter retention time with better
peak shape and better resolution, compared to other potential internal standards. A
good resolution between dutasteride, tamsulosin and internal standard within a short
analysis time such as 3 minutes was provided with the developed HPLC method.
Under the these experimental conditions, the retention time was obtained as 1,03 min
for tamsulosin; 1,33 min for rilpivirine and 2,72 min for dutasteride.

The validated method was applied to the biological samples for the
determination of dutasteride and tamsulosin, and the effect of the biological
matrices to the developed method was investigated. As a result, there is no effect
from the biological matrices was seen. For this purpose recovery studies were
realized and the results were support that the biological matrices did not affect the
analysis.

The proposed method was fully validated. In order to demonstrate the validity
and applicability of the developed HPLC method, recovery tests were carried out.
High percentage recovery shows that the method is free from the interferences in the
biological matrices. The present HPLC method is a rapid, simple, high precise and
accurate method for the simultaneous determination of tamsulosin and dutastride.
The developed method is suitable for quality control laboratories where economy and
time are essential.

Keywords: Core-shell column, Dutasteride, High performance liquid
chromatography, pharmaceutical analysis, Tamsulosin.
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