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CESITLI ANALITIK YONTEMLERLE iRBESARTAN VE
HiDROKLOROTIAZID’IN FARMASOTIK PREPARATLARDAKI
TAYINI

OZET

Irbesartan, bir angiotensin-ll reseptdr antagonisti ve hidroklorotiazid tiazid
sinifindan bir diiiretiktir. Irbesartan ve hidroklorotiazid kombinasyonlarinin
hipertansiyon tedavisi i¢in kullanimi oldukca yaygindir. Bu calismanin amaci,
irbesartan ve hidroklorotiazidin es zamanl analizi i¢in yeni, basit ve duyarl bir
yontem gelistirmek ve yoOntemin farmasotik tablet ve idrar orneklerine
uygulanmasmi gostermektir. irbesartan, hidroklorotiazid ve agomelatin (i¢
standart), foto diyot dizisi dedeksiyonlu yiiksek performansli sivi kromatografisi
ile analizlenmistir. Analizlerde monolitik yapili ters faz bir analiz kolonu
(Chromolith® HR, RP-18e) ile birlikte degisken hareketli faz ve akis hizi
programlar1 kullanilmistir. Analitler 230 nm dalga boyunda toplam 27.5 dakikada
analiz edilmistir. Idrar numuneleri, hicbir 6n hazirhk basamaklar
uygulanmaksizin, sadece siizme ve seyreltme ile sisteme verilmistir. Gelistirilen
yontem basarili bir sekilde farmasdtik tablet ve idrar 6rneklerine uygulanmustir.
Sonug olarak, irbesartan ve hidroklorotiazidin rutin kalite kontrol analizlerine
uygulanabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Irbesartan, hidroklorotiazid, YPSK, farmasotik uygulama,
idrar analizi
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DETERMINATION of IRBESARTAN and HYDROCHLOROTHIAZIDE in
PHARMACEUTICAL PREPARATIONS with VARIOUS ANALYTICAL
METHODS

ABSTRACT

Irbesartan is an angiotensin-1l receptor antagonist and hydrochlorothiazide is a
thiazide-class diuretic. Use of irbesartan and hydrochlorothiazide combinations is
quite common in the treatment of hypertension. The aim of this study is to
develop a new, simple and sensitive method for the simultaneous analysis of
irbesartan and hydrochlorothiazide, and to demonstrate the application of the
method on pharmaceutical tablet and wurine samples. Irbesartan,
hydrochlorothiazide and agomelatine (internal standart) were analyzed using high
performance liquid chromatography with diode aray detection. A reversed-phase
analysis column (Chromolith® HR, RP-18e) with mobile phase and flow rate
gradient programs were utilized in the analyses. The analytes were detected at 230
nm wavelength within 27.5 minutes. Urine samples were introduced in to the
system with only filtration and dilution, without any pre-treatment steps. The
developed method was successfully applied to pharmaceutical tablets and urine
samples. As a result, its applicability on the routine analyses of irbesartan and
hydrochlorothiazide has been demonstrated.

Key words:. Irbesartan, hydrochlorothiazide, HPLC, pharmaceutical application,
urine analysis



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ICINDEKILER

OZGECMIS

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

CiZELGELER DiZiNi

SEKILLER DiZiNi

SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

GIRIS VE AMAC

KAYNAK BILGISI

Irbesartan’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Hidroklorotiazid’'in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Irbesartan ve Hidroklorotiazid Analizleri ile Tlgili Yapilmis
Cahismalar

GERECLER

Kullamlan Kimyasallar

Kullanilan Cihazlar

YONTEMLER

UV-Gorandr Alan Spektrofotometrisi Y ontemi
Standart cozeltilerin hazirlanigst

Analiz parametreleri

YPSK Y ontemi

Standart ¢ozeltilerin hazirlanigt

Hareketli fazin hazirlanist

SAYFA

viii

Xiii

(ep]

12
12
12
13
13
13
13
13
13
14



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Analiz parametreleri

Ornek Cozeltilerin Hazirlamsi
Tablet cozeltisinin hazirlanist
Idrar numunesinin hazrlanist
Sonuclarin Degerlendirilmesi
Yontem Gegerliliginin Tespiti (Validasyon)
Sistem uygunluk testleri
Dogrusallik

Dogruluk

Kesinlik

Saptama sinirt ve tayin alt sinirt
Spesifiklik

BULGULAR ve TARTISMA

iﬂrbesartan ve Hidroklorotiazid’in UV Bdlgedeki Spektral
Ozelliklerinin Incelenmesi

Irbesartan ve Hidroklorotiazid’in YPSK Yéntemi ile Analizi
Yontem gelistirme

YPSK yonteminin validasyonu

Gelistirilen Yontemlerin Numunelere Uygulanmasi
UV-spektrofotometrik yontemin tabletlere uygulanmasi

YPSK yonteminin tablet ve idrar numunelerine uygulanmasi
SONUC VE ONERILER

KAYNAKLAR

EK 1 Chromolith® High Resolution RP-18e (100x4.6 mm) kolon
analiz sertifikasi

EK 2 Chromolith® RP-18e (100x4.6 mm) kolon analiz sertifikasi

Vi

14
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
18
19
19

24
24
49
55
55
57
62
64

66

67



@ ANADOLU UNIVERSITESI

EK 3 Fortis C18 (5 pm, 100x4.6 mm) kolon analiz sertifikasi
EK 4 irbesartan standart maddesinin analiz sertifikasi
EK 5 Hidroklorotiazid standart maddesinin analiz sertifikasi

EK 6 Agomelatin standart maddesinin analiz sertifikasi

Vil

68

69

71

72



@ ANADOLU UNIVERSITESI

CIZELGELER DiZIiNi

CIZELGE NO VE ADI

Cizelgel Analiz sirasindaki UV parametreleri

Cizelge 2 USP esitlikleri

Cizelge 3 IRB ve HCT i¢in dogrusallik ¢aligmalarinin sonuglari

Cizelged Kolonlarin 6zellikleri

Cizelge5 ACN degisminin IRB ve HCT’nin alikonma
zamanlarina etkisi

Cizelge6 Tampon miktarinin IRB ve HCT’nin alikonma
zamanlarina etkisi

Cizelge7 Degisken hareketli faz sistemi |

Cizelge 8 Degisken hareketli faz sistemi I

Cizelge9 Degisken hareketli faz sistemi 111

Cizelge 10  Degisken hareketli faz sistemi [V

Cizelge1l Degisken hareketli faz sistemi V

Cizelge12  Degisken hareketli faz sistemi VI

Cizelge13  Degisken hareketli faz sistemi VII

Cizelge14  Analitler ve IS nin farkli kolonlardaki bagil alikonma
degerleri

Cizelgel5 HCT, IRB ve AGO’nun farkli kolonlar ile farkli
orneklerde yapilan analizlerinde elde edilen
sinyallerinin alikonma zamani ve pik normalizasyonu
kesinliklerinin karsilastirmasi

Cizelge16  Sistem uygunluk testlerinin sonuglari

Cizelge17  Dogruluk ¢alismalarinin sonuglari

Cizelge 18  IRB standart ¢ozeltileri igin kesinlik ¢aligmalarinin
istatistiksel degerlendirmesi

Cizelge19  HCT standart ¢ozeltileri i¢in kesinlik ¢alismalarinin

viii

SAYFA

13
17
24
26

27

33

36
36
37
38
39
41
44

47

47

48
50

51

51



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 20

Cizelge 21

Cizelge 22

Cizelge 23

Cizelge 24

Cizelge 25

Cizelge 26
Cizelge 27

istatistiksel degerlendirmesi

Idrar icerisinde IRB ic¢in kesinlik calismalarmm
istatistiksel degerlendirmesi

Idrar igerisinde HCT igin kesinlik ¢alismalarinin
istatistiksel degerlendirmesi

IRB standart ¢dzeltisi i¢in giin i¢i ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

HCT standart ¢ozeltisi i¢in giin i¢i ve giinler arast
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Idrar icerisindeki IRB igin giin i¢i ve giinler aras1
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Idrar icerisindeki HCT igin giin ici ve giinler arasi
dogrusallik analizinin istatistiksel degerlendirmesi

Co-irda® ila¢ tableti analiz sonugclari

Belirlenen kosullar altinda gerceklestirilen tablet
analizlerinin sonuglari

52

52

53

53

54

54

57

59



@) ANADOLU UNIVERSITESI

SEKILLER DiZiNi

SEKIL NO ve ADI

Sekil 1  Irbesartan’in molekiil yapisi

Sekil 2 IRB’nin sulu asidik ¢ozeltideki absorpsiyon spektrumu

Sekil 3  Hidroklorotiazid’in molekiil yapisi

Sekil4  HCT nin sulu asidik (duz gizgi) ve alkali (kesik ¢izgi)
cozeltilerdeki absorbans spektrumu

Sekil 5  Degisken hareketli faz sistemi

Sekil 6  1.95x10° M HCT ve 1.99x10° M IRB spektrumlar1

Sekil 7 EtOH yiizdesi degisiminin 1.99x10° M IRB’ye etkisi

Sekil 8  IRB i¢in ylzde EtOH-absorbans iliskisini gosteren grafik

Sekil 9 EtOH yiizdesi degisiminin 1.97x10™ M HCT ye etkisi

Sekil 10 HCT igin yuzde EtOH-absorbans iligkisini gosteren grafik

Sekil 11  1.99x10°-1.99x10"° M derisim arahginda %10 HCI ve
%20 EtOH iceren IRB cozeltilerinin kalibrasyon
spektrumu

Sekil 12 3.90x10°-3.90x10™ M derisim araliginda %10 HCl ve
%20 EtOH igeren HCT c¢ozeltilerinin kalibrasyon
spektrumu

Sekil 13 %40 ACN iceren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve
IRB (b) kromatogramlari

Sekil 14 %30 ACN igeren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve
IRB (b) kromatogramlari

Sekil 15 %30 ACN ve %10 pH=2 tamponu igeren hareketli faz ile
elde edilen HCT (a) ve IRB (b) kromatogramlari

Sekil 16 %30 ACN ve %10 pH=6.3 tamponu igeren hareketli faz ile
elde edilen HCT (a) ve IRB (b) kromatogramlar1

Sekil 17 %25 ACN, %10 tampon (0.025 M pH=6.3 fosfat tamponu)

iceren hareketli fazla elde edilen HCT (a) ve IRB (b)
kromatogramlari

SAYFA

14
19
20
21
21

22

23

24

28

29

31



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

Sekil 24

Sekil 25

Sekil 26

Sekil 27

Sekil 28

Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31

Sekil 32

Sekil 33

%25 ACN, %50 tampon (0.025 M pH=6.3 fosfat tamponu)
iceren hareketli fazla elde edilen HCT (a) ve IRB (b)
kromatogramlar1

1.5x10 M HCT ve 1.5x10™ M IRB iceren ¢ozeltinin
degisken hareketli faz sistemi [‘e gore yapilan analizi

1.5x10™ M HCT ve 1.5x10™ M IRB iceren ¢ozeltinin
degisken hareketli faz sistemi I[I‘ye gore yapilan analizi

1.5x10 M HCT ve 1.5x10™ M IRB iceren ¢ozeltinin
degisken hareketli faz sistemi III‘e gore yapilan analizi

1.5x10 M HCT ve 1.5x10™ M IRB iceren ¢ozeltinin
degisken hareketli faz sistemi I'V‘e gore yapilan analizi

1.5x10 M HCT ve 1.5x10™ M IRB iceren ¢ozeltinin
degisken hareketli faz sistemi Ve gore yapilan analizi

AGO’nun kimyasal yapisi

Degisken hareketli faz sistemi VI’nin farkli tamponlar ile
piklerin alikonma zaman tizerine etkisi

Chromolith® HR kolon ile elde edilen kromatogram

Degisken hareketli faz sistemi VI’'nin maddelerin idrardan
analizi sirasinda piklerin alikonma zamani iizerine etkisi

Degisken hareketli faz sistemi VII

HCT (0.6 pg/mL, 7.822), IRB (14.4 pg/mL, 22.981) ve
AGO (4pg/mL, 23.612) iceren standart ¢cozeltinin
kromatogrami (Chromolith® HR kolon ile)

HCT (0.6 pg/mL, 7.692), IRB (14.4 pg/mL, 22.336) ve
AGO (4pg/mL, 23.695) iceren standart ¢ozeltinin
kromatogram (Chromolith®, RP-18e kolon ile)

HCT (0.6 pg/mL, 15.556), IRB (14.4 ug/mL, 23.634) ve
AGO (4pg/mL, 25.863) iceren standart ¢cozeltinin
kromatogrami (Fortis Cyg kolon ile)

Stabilite ¢calismasindan 1 ay ara ile elde edilen
kromatogramlar

Co-irda® ilag tableti (300 mg IRB/12.5 mg HCT)
spektrumu

Xi

36

37

38

39

40

40

42

43

43

44

44

45

46

56

57



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Sekil 34

Sekil 35

Sekil 36

Sekil 37

Sekil 38

Sekil 39

Co-irda®tablet ¢ozeltisinin analizinden elde edilen
kromatogram

3.0 pg/mL HCT, 72.0 pg/mL IRB ve 4 mg/mL AGO
iceren idrar analiziyle elde edilen kromatogram

Co-irda®tablet ¢ozeltisinin analizinden elde edilen
kromatogram (Chromolith®, RP-18e kolon ile)

Co-irda®tablet ¢ozeltisinin analizinden elde edilen
kromatogram (Fortis C,g kolon ile)

HCT (0.6 pug/mL, 7.578), IRB (14.4 pg/mL, 22.325) ve
AGO (4pg/mL, 23.711) iceren idrar ¢dzeltisinin
kromatogrami (Chromolith®, RP-18e kolon ile)

HCT (0.6 pg/mL, 15.577), IRB (14.4 pug/mL, 23.653) ve
AGO (4pg/mL, 25.856) iceren idrar ¢ozeltisinin
kromatogrami (Fortis Cyg kolon ile)

xii

58

59

60

60

61

61



@ ANADOLU UNIVERSITESI

SiIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

ABD
Abs
ACN
ADE
AGO
ANOVA
ARA-II
BSS
CAN
CN
cVv
DPV
DSO
ESI
EtOH
HCT
ICH
IRB
IS
ITK
KDV
KE
KFME
KS
KZE
LOD
LOQ
LOS
MAA-EGDMA
MEKK
MeOH
OoDS

: Amerika Birlesik Devletleri

: Absorbans

> Asetonitril

: Anjiyotensin doniistiiriicli enzim

: Agomelatin

: Tek yonll varyans analizi

- Anjiotensin 11 reseptdr antagonistleri
: Bagil standart sapma

: Kandesartan sileksetil

: Siyano

: Siklik voltametri

: Diferansiyel puls voltametri

: Diinya Saglik Orgiitii

: Elektrosprey iyonizasyon

: Etanol

: Hidroklorotiazid

: Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi
: Irbesartan

: I¢ standart

: Ince tabaka kromatografisi

: Kare dalga voltametri

: Kapiler elektroforez

: Kat1 faz mikroekstraksiyonu
. Kitle spektrometresi

: Kapiler zon elektroforez

: Saptama sinir1

: Tayin alt sinir1

: Losartan

: Metakrilik asit etilen glikol dimetakrilat

: Miselli elektrokinetik kapiler kromatografi
: Metanol

: Oktadesil silan

Xiii



@ ANADOLU UNIVERSITESI

PDA
PVDF
PN
rpm
SEM
SK/KS
SS
TEL
USP
uv
VAL
YPITK
YPSK

: Fotodiyod dizisi dedektor

: Poliviniliden florur

: Pik normalizasyonu

: Dakika basina doniis sayis1

: Ortalamanin standart sapmasi

: S1v1 kromatografi/ kiitle spektrometrisi

: Standart sapma

: Telmisartan

: Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi
: Mor otesi

: Valsartan

: Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi

: Yiiksek performansli sivi kromatografi

Xiv



@ ANADOLU UNIVERSITESI

GIRIS ve AMAC

Hipertansiyon, sistemik arteriyel kan basincinin devaml yiikselmesi ile kendini
gbsteren  bir  kap-damar hastaligidir.  Hipertansiyon, zamanla ciddi
kardiyovaskiiler hastaliklara yol agmasi (konjestif kalp yetmezligi, koroner kalp
hastalig1, inme vs.) ve sik goriilmesi nedeniyle 6nemli bir klinik sorun ve sagligi
bozucu 6nemli bir etken sayilir. Kardiyovaskiiler riske sistolik ve diyastolik
basingtaki yiikselmenin katkisi, yasa gore, bir dereceye kadar fark gosterir. Soyle
ki, yash hipertansiyonlularda kardiyovaskiler morbidite ve mortalite, diyastolik
basingtaki yiikselmeden ziyade sistolik basingtaki ylikselme ile daha yakindan
iligkilidir. Cesitli iilkelerde arteriyel hipertansiyonun 40 yasin {izerindeki niifus
kesiminde goriilme siklig1 %15-20 kadardir. 40 yasin altinda seyrek goriiliir; 40
yasin listiinde goriilme siklig1 yas ile orantili bir sekilde artar ve 65 yasin iizerinde
%350’yi gecer. Bazi irklarda (Amerikan siyahlar1 gibi) 65 yasindan sonra gorilme
sikligr %70°1 gecer. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 1988 yili itibariyle
niifusun yaklagik %30’unu teskil eden 70 milyon kisinin arteriyel kan basincinin
140/90 mmHg diizeyinin iizerinde oldugu ve bunlarin ancak %54’{inlin
hipertansiyonlu olduklarini bildikleri ve sadece %11’inde hipertansiyonun yeterli
derecede kontrol altina alinmis oldugu kestirilmistir (Kayaalp, 1995).

Niifus i¢inde bireylerin arteriyel kan basincinin dagilimi normal Gauss egrisine
uyar. Bu nedenle, hipertansiyon ile normatansiyon arasindaki sinir, esas olarak
itibaridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 1958 de yaptig1 bir yayinda yatar ve oturur
durumda Olgiilen arteriyel kan basincinin 160/95 mmHg (sistolik/diyastolik)
diizeyinin istiinde olmasii hipertansiyon olarak tanimlamistir. Sistolik veya
diyastolik basing¢tan birinin, yukarida kendine uyan degerin iizerine c¢ikmasi
hipertansiyon tanimi i¢in yeterlidir; mutlaka ikisinin birden bu degerlerin {izerine
¢ikmasi gerekmez. Anilan yayinda 140/90 mmHg degeri normal sistolik ve
diyastolik kan basincinin {ist sinir1 olarak teklif edilmistir. Arteriyel kan basinci
yasla paralel olarak normal bir yiikselme gosterdiginden DSO’niin yas faktriinii
dikkate almayan smiflandirmasi elestiriye ugramistir. Asagidaki siniflandirma
eriskinlerde, uygulama yoniinden daha akilci ve daha degerli bulunmustur.

a) Normatansiyon:
i) 17-40 yas aras1 140/90 degerinin alt1
i) 41-60 yas arast 150/90 degerinin alt1
iii) 60 tistiinde 160/90 degerinin alt1
b) Hipertansiyon:
i) 17-60 yas arasinda 160/90 degerinin {stii
i) 60 yasin1 gegenlerde 175/95 {istii
c) Sinirda hipertansiyon:
Yukarida belirtilen hipertansiyon ve normatansiyon sinirlar1 arasinda
Olctim gosteren kisilerde sinirda hipertansiyon bulundugu kabul edilir.

Yukarida belirtilen riskli arteriyel kan basincina sahip hipertansiyon hastalarina
farkli mekanizmalarda iki veya daha fazla ilacin birlikte kullanildigi tedaviler
uygulanmaktadir. Kombine antihipertansif ilaglarin kullanimindaki bu biiyiik
artis, son yillarda, angiotensin II reseptdr antagonistlerini 6n plana c¢ikarmaktadir

(Kayaalp, 1995).
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Angiotensin |1 reseptor antagonisti ilaglar kategorisinde olan irbesartan (IRB), kan
damarlarinin daralmasini engelleyerek calisir ve boylece tansiyonu diisiiriir ve kan
akigini gelistirir (Kayaalp, 2006).

Hidroklorotiazid (HCT), tiazid grubu idrar soktiiriiciiler (ditiretikler) arasinda yer
alir. Viicutta sivi tutulumuna yol acan asiri miktarda tuzun viicut tarafindan
emilimini engellemeye yardime1 olan bir idrar soktiiriiciidiir (Kayaalp, 2006).

HCT ve IRB kombinasyon formlar1 hipertansiyon tedavisi i¢in kullanilir. Piyasada
genellikle 300mg/12.5mg veya 150mg/12.5mg Irbesartan/Hidroklorotiazid tablet
formlar1 halinde bulunur.

IRB ve HCT'nin birlikte tayini igin gelistirilmis ¢esitli yontemler mevcuttur.
Bilimsel ¢aligmalarda mor Otesi - goriiniir alan spektrofotometrisi (UV) basta
olmak tizere, yiikksek performansl sivi kromatografi (Y PSK), kapiler elektroforez
(KE) vb. yontemlerle yapilan analizler yer almaktadir.

Bu iki maddenin es zamanli olarak farmasétik preparatlardaki ve idrardaki
miktarlarin tespiti i¢in simirli sayida YPSK yontemi mevcuttur. Calismalarda
kullanilan hareketli faz sistemi genellikle analiz boyunca sabit bilesimde iken, bu
tez calismasinda maddelerin kimyasal oOzelliklerine bagli olarak, degisken
hareketli faz sistemi ve degisken akis hiz1 kullanilmistir. Ayrica analizler, yaygin
olarak kullanilan Cj;g monolitik silika bazli kolonlarin yeni nesli olan yiiksek
ayirima sahip kolonla gergeklestirilmistir. Yeni nesil kolonla karsilastirilmak
Uzere daha yiiksek makropor ve daha diisiik mezopor boyutuna sahip birinci nesil
monolitik kolon ve geleneksel C,g kolon da kullanilmistir. Birinci nesil kolonlara
gore daha kiigiik makropor boyutuna sahip yeni nesil kolon ile maddelerin ayirimi
ve pik simetrilerinin diger kolonlara gore daha iyi oldugu gosterilmistir. Diger
yandan, analiz edilecek biyolojik numune (idrar), hicbir 6n hazirlik islemine
ihtiyag duyulmadan (kati-sivi yada sivi-sivi ekstraksiyon vb. olmaksizin) sisteme
dogrudan verilmis ve verimli sonuglar elde edilmistir.

Bu c¢alismada maddelerin UV-gorinir alan spektrofotometrisi ve YPSK
yontemleri ile farmasttik preparatlarda tayinleri karsilastirilmis ve ayrica etken
maddelerin YPSK ile analizinin idrara uygulanabilirligi arastirilmistir. Boyle bir
calismanin gelistirilmesi, IRB ve HCT’ nin es zamanl analizlerinde kromatografik
yonden daha iyi bir ayrim yapilabildigini gostermistir. Diger yandan, idrar
numunesinden maddelerin analizi sirasinda hi¢bir 6n isleme ihtiyag
duyulmamasindan dolayr zaman ydniinden de tasarruf saglanmistir. Yontemler
istatistiksel agidan degerlendirilmis ve rutin analizlerde kullanilabilirligi
tartisilmistir.
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KAYNAK BIiLGIiSi

IRB ve HCT, hipertansiyon tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddelerindendir.
Antihipertansif ilaglardan olan bu maddelerden IRB anjiotensin reseptor
blokorlerinden, HCT ise diiiretikler simifindandir.

Agizdan alinabilen peptid yapili olmayan anjiotensin reseptdr blokorleri
hipertansiyon tedavisine 1990'larin basinda girmistir. Halen 7 ilag¢ klinik
kullanima girmis ve bunlardan besi (irbesartan, kandesartan, losartan, telmisartan
ve valsartan) Tiirkiye'de pazarlanmistir. Halen tedavide kullanilan anjiotensin

reseptor blokorleri AT, reseptorlerin selektif antagonistleridir (Kayaalp, 2006).

Klinik denemelerde antihipertansif etkilerinin, kalsiyum kana blokorleri, beta-
blokdrler ve ditiretiklerinkine yaklasik derecede oldugu saptanmistir. Anjiotensin
reseptor blokorleri ile tedavi sirasinda renin-anjiotensin sistemi bloke oldugu i¢in
kan basinct sodyuma fazla bagimli hale gelmistir. Bu nedenle kanda sodyum
diizeyinin diisiik olmas1 veya diisiik sodyum diyeti, antihipertansif etkinliklerini
arttirir. Bundan dolayr diiiretiklerle, sik olarak, kombine edilerek kullanilirlar.
Kendilerinin de tek basina verildiklerinde natriiiretik ve diiiretik etkisi vardir.
Kombinasyonla, kan basinci diismesi ilaglar tek basina verildiginden daha fazla
olur. Cogunun diisiik doz hidroklorotiazid (12.5 mg) ile kombine preparati
cikarilmistir (Kayaalp, 2006).

Anjiotensin reseptor blokorleri halen hipertansiyon tedavisinde kullanilirlar.
Konjestif kalp yetmezligi tedavisinde kullanilabilirler. Diyabetik nefropatide
bobregi korurlar. Anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorii ilaglarin
oksiirtik yaptigi hastalarda onlar yerine kullanilabilirler (Kayaalp, 2006). Baslica
yan tesirleri, sersemlik, semptomatik hipotansiyon ve tat duyusunda bozulmadir

(Kayaalp, 2006).

Dilretikler ise bobrek tubuluslar iizerine olan etkileriyle Na* ve su kaybim
arttiran ilaglardir. Antihipertansif olarak daha ziyade tiazid tiri ditiretikler
kullanilir (Kayaalp, 2006). Yapilarinda ditiretik etkiden sorumlu olan sulfonamid
(SO2NHy) grubuna ve heterosiklik halkaya sahip ilaglardir (D6kmeci, 2000).

Tiazidler az toksik olmalari, oral yoldan kullanilmalari ve dehidratasyon
olusturmamalar1 nedeniyle tedavide ¢ok sik kullanilan diiiretiklerdendir
(Dokmeci, 2000).

Hafif hipertansiyon olgularinda tek baglarina kullanildiklarinda, yaptiklar1 kan
basinci diismesi genellikle yeterli derecede olur ve baska bir antihipertansif ilag
kullanilmasina gerek kalmayabilir. Orta ve agir hipertansiyon olgularinda, diger
bir gruptan bir antihipertansif ilacla birlikte (kombine) kullanilirlar (Kayaalp,
2006).

Tiazidler ve tiirevleri oral yoldan iyi emilirler. Metabolizmalar1 arasinda bazi
farkliliklar vardir. Genellikle metabolitleri inaktifitr. Tiazidlerin prototipi olan
hidroklorotiazidin lipitlerde ¢ozinurligii az oldugundan emilmesi zordur. Urik
asidin eliminasyon mekanizmasiyla bobrekten atilirlar (D6kmeci, 2000).

Tiazidlerin asir1 Na* kaybi ve hipovolemi, hipokalemi, hiperglisemi, hiperiirisemi
ve hiperlipidemi gibi yan etkileri mevcuttur (Dokmeci, 2000).



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Irbesartan’mn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Anjiotensin 1l reseptor antagonisti bir madde olan IRB, 2-bitil-3-[[20-(1H-
tetrazol-5-il)[1,10-bifenil]-4-iljmetil]-1,3 diazaspiro[4.4]non-1-en-4-on  olarak
adlandirtlir. Kapali formiilii CsH2sNeO ve molekdl agirhigr 428.5 g/mol’ dar
(Moffat ve ark., 2011).

Sekil 1. irbesartan’mn molekiil yapisi

IRB beyaz, kristal yapil1 kat1 bir maddedir. Erime noktas1 180-181°C’ dir. Alkol ve
metilen klorlr icinde ¢dzinurken suda ¢ozinmez. Apolar ve asidik karakterli olup
pKa’s1 4.5’tir. Sulu asit ¢ozeltilerinde (0.2 M HCI) UV maksimum absorbans
verdigi dalga boylarn 224 ve 246 nm’dir (Moffat ve ark., 2011).

Absorbans

200 225 250 275 300 325 35 375 400
Dalga boyu (nm)

Sekil 2. IRB’nin sulu asidik ¢ozeltideki absorpsiyon spektrumu (M offat ve ark., 2011)
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Hidroklorotiazid’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Tiazid ditUretiklerinden olan HCT, 6-kloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7
sulfonamid 1,1-dioksit olarak adlandirilir. Kapali formiilii C;HgCIN3O4S, ve
molekiil agirligi 297.7 g/mol’ dur (Moffat ve ark., 2011).

€Kl . O1arokiorotiazid’'in moiekKu apisl
kil 3. Hidroklorotiazid’in molekiil yap

Beyaz, toz halinde kristal olan HCT nin erime noktas1 273-275°C'dir. Pratikte
suda, kloroformda ve eterde ¢oziinmezken, 1/200 oraninda etanol (EtOH) ve 1/20
oraninda asetonda ¢oziiniir. Dimetilformamid ve alkali hidroksit ¢ozeltilerinde ise
kolay ¢ozunur. Bazik 6zellik gostermekle birlikte 7.0 ve 9.2 olmak Uzere iki tane
pKa degerine sahiptir. Sulu asit ¢ozeltilerinde maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 272-324 nm iken, sulu akali ¢ozeltilerinde 274 nm'dir (Moffat ve ark.,
2011).

Absorbans

| | | | HT"\-_ ] |
200 225 250 275 300 325 350 375 400

Dalga boyu (nm)

Sekil 4. HCT’nin sulu asidik (diiz ¢izgi) ve alkali (kesik ¢izgi) ¢ozeltilerdeki absorbans
spektrumu (Moffat ve ark., 2011)
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Irbesartan ve Hidroklorotiazid Analizleri ile lgili Yapilmis Calismalar

Albero ve ark. (2002), sadece IRB tayininin yaninda, HCT varliginda IRB tayini
icin birinci tiirev spektrofotometrik yontemini gelistirmislerdir. Olgiimler IRB igin
263.0 nm’de yapilmistir. Bu Ol¢cimlerin sonucunda 1.0-12.0 mg/L derisim
araliginda IRB i¢in dogrusal aralik gosterilmis ve LOD degeri 0.15 mg/L olarak
belirlenmistir. IRB varhiginda HCT tayini ise direkt spektrofotometrik yontem ile
317 nm’de yapilmistir. Kalibrasyon grafigi, HCT nin 2.0-50.0 mg/L oldugu
derisim araliginda dogrusal olarak verilmistir. Ayrica LOD degeri de 0.25 mg/L
olarak belirlenmistir. YOntem, ticari tabletlere basarili bir sekilde uygulanmistir.

Joseph-Charles ve ark. (2003), tabletlerden ayn1 anda IRB ve HCT tayini icin
ikinci ttrev spektrofotometrik yontemini uygulamislardir. Olgiimler IRB igin
230.1 nm'de, HCT i¢in 232.7 nm’de yapilmistir. Yapilan ¢alismada IRB igin
dogrusallik aralig1 14.4-33.6 mg/L ve LOQ 5.0 mg/L iken, HCT ig¢in bu degerler
sirastyla 1.2-2.8 mg/L ve 1.1 mg/L’dir. Yontemin gegerliligini, ticari tabletlerde
ayni anda IRB ve HCT tayini yapip sonuglar yiiksek geri kazanim, dogruluk ve
kesinlik ile vermislerdir.

Vetuschi ve ark. (2005), akolli ornekler kullanarak dordinci turev
spektrofotometrik yontemini gelistirmislerdir. Tayin sirasinda IRB igin 250-310
nm, HCT ic¢in ise 330-340 nm dalgaboyu araligin1 kullanmislardir. IRB igin
kalibrasyon araligi 120-480 pg/mL ve HCT igin ise 10-40 pg/mL olarak
verilmigtir. Yontem, standart karisimlara verimli bir sekilde uygulanmistir.

Sridharan ve ark. (2010), UV spektrometri yontemi ile standart ekleme metodunu
kullanarak kombine tabletlerden IRB ve HCT'nin es zamanli tayinini
gerceklestirmislerdir. %30 EtOH igeren sulu ¢ozeltilerde, IRB 234 nm'de, HCT
ise 272 nm’de tayin edilmistir. Validasyon parametreleri ICH yonergelerine gore
yapilmistir. IRB 10-26 pg/mL ve HCT 5-13 pg/mL derisim araliginda dogrusallik
gostermistir. Tablet analizlerinde IRB 9%99.32+0.631 ve HCT %100.15+0.762
bulunmustur. Metot, istatistiksel olarak incelenmis ve kalite kontrol
laboratuarlarinda iki maddenin de ilaglardan rutin analizi i¢in kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Erk (2003a), antihipertansif ilaglar olan IRB ve HCT nin insan plazmasindan
tayini i¢in basit, hassas ve dogrulugu yiiksek olan YPSK yontemini gelistirmistir.
Calismada Supelcosil Cig (5 pm, 150x4.6 mm) analitik kolon, pH’1 2.5 olan 10
mM potasyum dihidrojen fosfat:MeOH:ACN (5:80:15, v/v/iv) karisimli hareketli
faz kullanilmis ve akis hiz1 analiz stiresince 1.0 mL/dk’ da sabit tutulmustur. 275
nm’'de dedekte edilen IRB 5.8 dakika kolonda tutunurken HCT 7.8 dakika
tutunmustur.  Plazma numunesi hazirlanirken ACN ile protein ¢okturmes
yapilmis ve daha sonra ters faz sivi kromatografiyle analiz edilmistir. Analiz
sirasinda i¢ standart (IS) madde kullanilmamustir. Dogrusallik araligi IRB igin
10.0-60.0 pg/mL ve HCT icin 4.0-20.0 pg/mL olarak verilmistir. GUnler ici ve
giinler aras1 yapilan tayinlerde istatistiksel degerler kabul edilebilir dizeyde
c¢ikmistir. Bu ¢alismanin, farmakokinetik calismalar i¢in hastalarda bu ilaglarin
tayininde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Erk (2003b), antihipertansif ila¢ olan kandesartan sileksetil (CAN) ve HCT’ nin
kan plazmasi ve tablet formlarinin analizi i¢in fotodiyod dizisi dedektdr (PDA)
kullanarak hizli ve basit bir YPSK metodu gelistirmistir. Sistemde Supelcosil Cig
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(5 um, 150x4.6 mm) kolon ve 10mM potasyum dihidrojen fosfat:MeOH:ACN
(2:80:18, v/viv) (pH 2.5) igeren bir hareketli faz kullanilmigtir. Analiz sirasinda
akig hiz1 1 mL/dk olarak belirlenmistir. Maddelerin sisteme verilmesinden sonra,
CAN ve HCT 260.0 nm’de dedekte edilmistir. CAN kolonda 3.5 dakika
tutunurken HCT 6.5 dakika tutunmustur. Analiz sirasinda girisim yapan herhangi
bir maddeye rastlanmamistir. Ters faz YPSK sistemine verilmeden Once
numuneye sadece ACN ile protein ¢oktiirme islemi uygulanmistir. Ayrica
analizde IS kullanilmamistir. Analiz sonrasinda CAN igin dogrusallik araligi
30.0-2500.0 ng/mL, LOD 2.0 ng/mL ve LOQ 11.0 ng/mL olarak verilirken HCT
icin ise ayni degerler sirasiyla 20.0-1000.0 ng/mL, 3.58 ve 6.75 ng/mL olarak
verilmistir. Basit, hizl1 ve herhangi bir ayirma islemi kullanilmayan bu yontem ile
CAN ve HCT igeren tabletler ile kan plazmasi basarili bir sekilde analizlenmistir.

Satana ve ark. (2001), valsartan (VAL) ve HCT nin farmasotik preparatlarindan
es zamanl tayini i¢in birinci tirev UV spektrofotometri ve YPSK yontemlerini
gelistirmislerdir. Tiirev yontemi, VAL igin 270.6 nm ve HCT i¢in 335 nm’deki 1.
tiirev pikleri ile ilag derisimi arasindaki dogrusal iliskiye baglidir. Bu yontemle
kalibrasyon grafigi VAL i¢in 12.0-36.1 pg/mL araliginda, HCT igin ise 4.0-12.1
pMg/mL araliginda verilmistir. Ayrica karsilastirma yontemi olarak, analizin 225
nm’de UV dedeksiyonuyla yapildig1 YPSK yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde
ise, tersfaz bir kolon ile 0.02 M fosfat tamponu (pH 3.2)-ACN (55:45, v/v) iceren
hareketli faz kullanilmistir. Analiz sonunda VAL i¢in dogrusallik araligi 0.06—1.8
png/mL ve HCT igin ise 0.07-0.5 pg/mL oldugu gorilmiistir. Gelistirilen bu
yontemler, ticari tabletlere ve laboratuarda hazirlanan karisimlara basarili bir
sekilde uygulanmustir.

Carlucci ve ark. (2000), tabletlerden VAL ve HCT’nin es zamanl
analizlenebilmesi i¢in ters faz YPSK yontemi gelistirmislerdir. Analizde ters faz
Hypersil ODS (5 um, 250x4.6 mm) bir kolon ve ACN:asetat tamponu (pH 4.0;
0.1 M) (40:60, v/v) iceren hareketli faz kullanilmigtir. Kromatogramlar PDA
dedektor ile 220 nm’de kaydedilmistir. Validasyon ¢aligmalari sonucunda VAL
icin dogrusallik araligi 5.0-10.0 pg/mL, LOD ise 1.0 pg/mL olarak bulunurken,
HCT igin sirasiyla bu degerler 0.5-2.0 pg/mL ve 0.05 pg/mL’ dir.

Rane ve ark. (2010), sivi kromatografi (SK) ile stabilite kontrolt icin yontem
gelistirmigler ve kombine farmasétik preparatlardan IRB ve HCT nin es zamanli
tayinini gergeklestirmislerdir. Kromatografik ayirma sirasinda Ace5 Cig 25 cm
analitik kolon ve asetik asit ile pH'1 5.5'¢ ayarlanmis 50 mM amonyum
asetat: ACN (70:30, v/V) iceren hareketli faz kullanmislardir. Analiz 1.5 mL/dk
akis hizinda, 30°C sicaklikta, PDA dedektor ile 235 nm’de yapilmistir. IRB, HCT
ve bunlarin kombine ilaglar1 tizerine termal, fotolitik, hidrolitik ve oksidatif
kosullarin etkisi incelenmistir. IRB ve HCT nin pik homojenligi PDA dedektor
kullanilarak elde edilmistir. Numunenin kromatograminda ise, bozunma
riinlerinin varhigt bu yontemle kanitlanmistir. 1S olarak metil paraben
kullanilmigtir. IRB i¢in dogrusallik araligir 10-200 pg/mL, korelasyon katsayisi
0.998, LOD 0.019 pg/mL, LOQ 0.053 pg/mL iken, HCT igin aymi degerler
sirastyla 5-100 pg/mL, 0.999, 0.023 pg/mL ve 0.070 pg/mL olarak
hesaplanmistir. IRB ve HCT igin geri kazanim degerleri %100.45-101.25 arasinda
verilmistir. Gelistirilen bu yontemin, IRB ve HCT'nin kantitatif tayinlerine ve
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stabilite tayinlerine uygun oldugunun yaninda bu maddelerin farmasdétik
formlarinin kalite kontroliinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Khodke ve ark. (2010), IRB ve HCT' nin es zamanli analizi ve stabilite ¢alismalari
icin bir YPITK yontemi gelistirilmistir. Bu ydntemde, silikajel 60F s, ile kapl
ITK tabakalar1 ve ACN:kloroform (5:6, v/V) icerikli hareketli faz kullanilmustir.
Calisilan dalga boyu ise 270 nm olarak sec¢ilmistir. Bu ilaglarin stabilitelerini
belirlemek i¢in ise oksidatif, fotolitik, hidrolitik ve termal kosullarda farkli pH
degerlerinde ¢alisilmistir. ki maddenin de termal ve fotolitik kosullarda
bozunmadig fakat hidrolitik kosullar altinda bozundugu goriilmiistiir. Yontemin
stabilite kontrolii i¢in basit ve dogru oldugu gosterilmistir. Ayrica bu sekilde
maddelerin piklerinin saflik profilleri de teyit edilmistir.

Tutunji ve ark. (2010), insan plazmasinda IRB ve HCT' nin es zamanl analizi igin
stvi kromatografi/kitle spektrometrik (SK/KS) bir yontem gelistirmislerdir.
Analiz 6ncesi plazma orneklerine ACN eklenip proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Iki
analit ve IS olarak kullanilan losartan, ters faz Cig kolonu (50x4mm, 3um) ve
%2.5 formik asit:MeOH:ACN (40:45:15, v/viv) iceren hareketli faz kullanilarak
0.70 mL/dk akis hizinda analizlenmistir. IRB igin 427->175 ve HCT igin m/z
296>269 ve m/z 296>205 gegislerinde negatif iyon modunda ESI kaynagi
kullanilarak maddeler iyonize edilmistir. Validasyon g¢aligmalariyla elde edilen
dogrusal aralik IRB igin 0.06-6.00 pg/mL, HCT icin ise 1.0-112.0 ng/mL’dir. Bu
yontem ile insan plazmasinda IRB ve HCT' nin kombine tabletlerinin
bioesdegerlik caligsmalarina uygulanabilecegi gosterilmistir.

Hillaert ve ark. (2003), kapiler zon elektroforez (KZE) ve misalli elektrokinetik
kapiler kromatografi (MEKK) ile HCT ve alti tane anjiotensin II reseptor
antagonistlerinin (ARA-I1) (CAN, eprosartan mesilat, IRB, LOS, TEL ve VAL) es
zamanl tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. KZE ve MEKK yontemleri,
farmasotik preparatlardaki HCT/ARA-II kombinasyonlarinin kalitatif ve kantitatif
tayini i¢in uygun bulunmustur. ARA-II'lerle olan her kombinasyon icin en az iki
metot kullanilmis ve bu metotlarin validasyonu yapilmistir.

Gonzélez ve ark. (2002), baz1 anjiotensin II reseptor antagonistieri (ARA I1: LOS,
IRB, VAL, CAN ve onun metaboliti olan kandesartan M1) icin florimetrik
dedeksiyon ile YPSK yontemi gelistirmislerdir. Analitler ve IS olarak kullanilan
blimetanid asidik kosullar altinda plasmadan Cg kartuslu kat1 faz ekstraksiyonu ile
ekstre edilmistir. Analitler ve girisim yapan maddeler, puBondapak Cig ters faz
kolon ile oda sicakliginda ayrilmistir. En uygun hareketli faz olarak pH=4 olan
5mM asetat tamponu:ACN secilmis, akis hizi 1.0 mL/dk’dan 1.2 mL/dk’'ya
degisecek sekilde gradient kosullarda calisilmigtir. Floresans dedektoriin
eksitasyon dalgaboyu 250 nm ve emisyon dalgaboyu ise 375 nm olarak
ayarlanmigtir. Maddeler igin validasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve losartan haricinde
(%12) diger analitlerin bagil standart sapmalar1 (BSS) %8 olarak hesaplanmistir.
Plazmadan tayinleri sirasinda elde dilen LOQ degerleri CAN ve metaboliti igin 3
ng/mL, LOSicin 16 ng/mL, IRB ve VAL icin 50 ng/mL’dir. Bu sekilde yontemin,
bazi ARA II bilesiklerinin belirli dozlarda oral olarak alinmasindan sonra klinik
calismalar altinda hipertansif hastalardan elde edilen plazmalara uygulanabilirligi
gosterilmistir.
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Nie ve ark. (2005), insan plazmasi ve idrarindan ¢esitli ARA-II’leri (CAN, LOS,
IRB, VAL, TEL) analiz etmek i¢in YPSK ile kombine edilmis kati faz
mikroekstraksiyon (KFME) yontemini gelistirmislerdir. Bu mikroekstraksiyon
yonteminde polimonolitik bir kapiler (MAA-EGDMA) kullanmiglardir. Bu
kapiler sayesinde biyolojik Ornekler icerisindeki proteinler basarili bir sekilde
ayrilarak YPSK sistemine gonderilmistir. Analiz sonucunda dogrusallik araligi
TEL igin 0.5-200 ng/mL, CAN ve IRB igin 5-2000 ng/mL, VAL igin 10-2000
ng/mL ve LOS igin 50-5000 ng/mL’dir. Korelasyon katsayilar1 her biri igin
plazma o6rneginde 0.9985’in, idrar Orneginde ise 0.9994’iin iizerindedir. Tayin
sinirlart ise plazma orneginde 0.1-15.3 ng/mL, idrar Orneginde ise 0.1-15.2
ng/mL’dir. Tekraredilebilirlik Ug¢ derisim i¢in incelenmis ve BSS’s1 %7’ den diisiik
cikmigtir. Yontemde kullanilan monolitik kapilerin saglam ve biyolojik
numunelerin direk analizine uygun oldugu gosterilmistir.

Chang ve ark. (1997), IRB'nin insan plazma ve idrar 6rneginden tayini i¢in bir
YPSK yontemi gelistirmislerdir. Yontemde IRB ve IS madde 100 mg Isolute CN
kartusu kullanilarak kati faz ekstraksiyonuyla orneklerden ekstre edilmistir.
Andlizler, eksitasyon dalgaboyu 250 nm ve emisyon dalgaboyu 371 nm olan
floresans dedektor altinda ODS analitik kolonu kullanilarak yapilmistir. Hareketli
faz olarak pH=3.5 olan zay1f fosfat: ACN (50:50, v/v) kullanilmis ve akis hiz1 0.8
mL/dk olarak ayarlanmistir. Iki &rnek igin de validasyon ¢alismalar1 yapilmis ve
dogrusallik araligi iki 6rnekte de 1-1000 ng/mL bulunmustur. Her bir 6rnegin
LOQ degeri 1 ng/mL olarak hesaplanmistir. Kalite kontrol 6rnekleriyle yapilan
calismalarda %95’in tizerinde dogruluk bulunmustur. Gilinler i¢i ve giinler arasi
yapilan ¢alismalarda varyasyon katsayist %8’den diisiik ¢ikmustir. Ayrica IRB’nin
idrar ve plazma Ornekleri icinde -20°C’de en az 7 ay stabil kalabildigi
gosterilmistir.

Fang ve ark. (2005), HCT' nin insan plazma ve idrar 6rneginden tayini i¢in hassas
ve se¢ici bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem YPSK-KS/KS’e dayanmaktadir.
HCT ve IS olarak kullanilan hidroflumetiazid sivi-sivi ekstraksiyonu ile idrar ve
plazmadan ekstre edilmistir. KS/KS dedeksiyonu negatif iyonizasyon modunda
kullanlmistir. Gelistirilen yontemde plazmadaki dogrusallik araligir 1-100 ng/mL
iken, idrarda 0.05-20 pg/mL’dir. iki metod icin de kabul edilebilir dogruluktaki
standart egrisinin biitiin derisimlerinde varyasyon katsayisi %5.6’dan diisiik
cikmistir. Plazma ve idrarda yapilan bu ¢alisma ile Losartan/HCT kombinasyonu
tabletlerin farmakokinetik ¢alismalarina 1g1k tutmustur.

Liu ve ark. (2007), insan plazmasinda HCT i¢in hizli ve hassas bir yontem olan
bir YPSK-KS/KS yontemi gelistirmiglerdir. Analit ve IS olarak kullanilan IRB
MeOH kullanilarak plazmadan ¢oktiiriilmiis ve ekstre edilmistir. Analiz sirasinda
Phenomenex Kromasil Cig kolonu ve su:MeOH (27:73, v/v) igeren hareketli faz
kullanilmigtir. Validasyon calismalariyla plazmadaki dogrusal aralik 0.78-200
ng/mL arasinda bulunmustur. Y 6ntemin, 12 mg HCT tabletinin oral olarak viicuda
alimmasindan sonra farmakokinetik ¢alismaya uygulanabilirligi gosterilmistir.

Bae ve ark. (2009), floresans dedektor kullanarak basit ve hizli bir yontem olan
YPSK ile insan plazmasindan IRB analizi yapmislardir. Numune hazirlama
islemi, 800 ng/mL LOS (IS) igeren 0.1 mL plazma 6rneginin 0.4 mL ACN ile
proteinlerinin ¢oktiiriilmesinden olusmaktadir. Kromatografik ayirma islemi
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40°C’de Zorbax Xclipse XDB marka Cyg (150x4.6mm, 5 um) analitik kolonu ile
1.0 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak ACN:%0.1
formik asit (37:63, v/v) kullanilmistir. Floresans dedektoriin eksitasyon dalga
boyu 250 nm ve emisyon dalga boyu 370 nm’ye ayarlanmistir. Yapilan ¢caligmada
IRB’nin alikonma zamani 4.4 dk ve LOS’ninki 5.9 dk olarak gozlenmistir.
Validasyon ¢alismlari ile dogrusal aralik 10-5000 ng/mL, LOQ degeri 10 ng/mL,
varyasyon katsayist %8.48’den diisiik, dogruluk ise %94.4’ten fazladir. IRB’nin
geri kazanimi %98.4 iken LOS’un %99.1°dir. Gelistirilen bu ydntemin, 300 mg
IRB tabletini vicuduna alan hastalarda farmakokinetik ¢alismalar i¢in basarili bir
sekilde uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

Gupta ve ark. (2011), Britton-Robinson tamponu kullanarak hassas voltametrik
bir yontem gelistirmislerdir. pH=2.0-12.0 araliginda IRB’nin iyi bir katodik pik
verdigi  goriilmiistiir. Indirgenme mekanizmasinin  kontrollii  potansiyel
mekanizmasina, kulometriye ve spektral analize dayandigi kabul edilmistir. En
uygun kosullarda validasyon c¢aligsmalar1 da yapilmis ve IRB i¢in dogrusal aralik
3.0x10°-5.7x10% M, LOD degeri de 5.33x107 M olarak belirlenmistir. Bu
calisma ile, Britton-Robinson tamponu kullanilarak IRB’nin indirgenme pikinin
voltametride katyonik yiizeye etkisi tanimlanmustir.

Onceki calismalarda camsi karbon elektrot kullamlarak HCT’ nin voltametrik
caligmas1 gergeklestirilmis. pH=3.3'te Britton-Robinson tamponundaki madde
+1040 mV'ta iyi bir pik vererek yiikseltgenmistir. CV calismasi ile oksidasyon
slirecinin tersinir ve diflizyon kontrollii oldugunu gosterilmistir. Razak (2004),
hassas, basit ve zamandan tasarruflu bir yontem olan diferansiyel puls anodik
voltametri yontemini gelistirmistir. Bu yontem ile idrara ve ticari tabletlere
ekstraksiyon uygulanmadan ilacin analizi ve validasyonu yapilmistir. Standart
¢ozeltinin LOD degeri 5.0 ng/mL iken, idrar i¢inde IRB’nin LOD degeri 14.0
ng/mL’dir. Tabletlerin analizinden elde edilen sonuglar USP 26'daki HPLC
metoduyla yapilan analiz sonuglariyla istatistiksel olarak karsilastirilmustir.

Boza ve ark. (2009), IRB tayini icgin diferansiyel puls (DP) ve kare dalga (KD)
voltametrik yontemini gelistirmislerdir. IRB’nin elektrokimyasal davranigi asili
civa elektrodu ile siklik voltametri (CV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve
kare dalga voltametri (KDV) yontemleri kullanilarak incelenmistir. Deneyin
optimum kosullarinin bulunmasinda farkli parametreler degistirilmis ve en uygun
kosullar bulunmustur. IRB'nin 8x10°5-1x10* M derisim araliginda o6l¢iilen
akimlart her iki yontem i¢in de 1iyi bir dogrusallik vermistir. Ayrica
tekraredilebilirlik, geri kazanim gibi validasyon parametreleri de incelenmis ve
kabul edilebilir sonuglar elde edilmistir. Bu yontem, insan serum drneginden ve
farmasttik tabletlerden IRB’ nin analizine uygulanmistir.

Yukaridaki calismalarin disinda USP 29’da IRB analizi YPSK yontemi ile
verilmistir. Yontemde ACN:Fosfat tamponu (pH 3.2) (33:67, v/v) iceren hareketli
faz ve 250x4 mm’lik bir kolon kullanilmistir. 220 nm’de 1.0 mL/dk akis hizinda
USP saflikta IRB ve IRBa maddelerinin analizleri yapilmistir. USP safliktaki IRB
1.0 dk kolonda tutunurken IRB 0.8 dk tutunabilmistir. Sonugta iki pik arasindaki
ayirimin 2’den biiylik ve tekrarli yapilan analizlerin standart sapmasi 0.1°den
kiigiik bulunmustur.
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USP 30’da HCT i¢in YPSK yontemi ile benzotiazidin, klortiazid ve HCT’in es
zamanli analizi yapilmigtir. ACN:MeOH (3:1, v/iv) ve %0.5'lik formik asit
¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmis ve bu ¢ozeltiler ile degisken hareketli faz sistemi
kullanilarak analizler yiiriitiilmistiir. 3.5 pm, 50%4.6 mm o6zelliginde bir kolon
igerisinde 1.0 mL/dk akis hizinda ve 35°C kolon sicakliginda analiz yapilmistir.
Bu analiz kosullarinda benzotiazidin 0.5 dk, klortiazid 0.8 dk ve HCT 1.0 dk
kolonda tutulmustur. Benzotiazidin ve klortiazid arasindaki ayirim giicii 2’yi,
klortiazid ve HCT arasindaki ayirim giicii ise 1.5’1 agmamistir. Bu {i¢ madde i¢in
de kuyruklanma faktorii 1.5’in altindadir. Tekrarli yapilan g¢alismalardan elde
edilen standart sapma ise 0.1’den kiiciik bulunmustur.
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GERECLER
Kullamlan Kimyasallar

Standart maddeler olarak kullanilan her ikisi de %99 safliktaki IRB Ulkar Kimya
Sanayii ve Ticaret A.S. (Tirkiye) ve HCT Cambrex Profarmaco Milano S.r.l
(Italya) firmasi tarafindan iiretilmis olup Nobel Ilag A.S. (Diizce) firmasi
tarafindan tedarik edilmistir. I¢ standart olarak kullanilan %98 safliktaki
agomelatin (AGO) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan, YPSK safliktaki ACN
Merck KGaA (Almanya) firmasindan, fosfat tamponu hazirlamak i¢in kullanilan
%99.8 safliktaki NaH,PO, ve %99.6 safliktaki Na,HPO,.2H,O Sigma-Aldrich
(ABD) firmasindan, YPSK safliktaki su Merck KGaA (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Co-irda® (300 mg IRB/12.5 mg HCT) ilag tablet 6rnegi ise
Nobel ilag A.S. (Diizce) firmasindan saglanmustir. Distile etanol |aboratuarimizda
tamami cam malzemeden olusturulmus diizenek ile elde edilmistir.

Kullanilan Cihazlar

Gelistirilen YPSK yonteminde LC-20AT model LPGE fiinitesi takilmig gradient
pompa, SIL-20A otomatik ornekleyici, CBM-20A model iletisim tinitesi, CTO-
10-ASvp model kolon firini, SPD-M20A model foto diyot dizis dedektori ve
DGU-20A5 model gaz giderme initesinden olusan Shimadzu (Japonya)
firmasinin tiriinii YPSK cihazinin yaninda Intel Pentium 4 islemcili bilgisayar ve
Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz programi kullanilmustir.

Spektrofotometrik ¢aligmalar Shimazdu (Japonya) marka UV-2450 UV-Vis
spektrofotometrede yapilmistir. Olgiimlerde 1 cm 151k yoluna sahip kuvars
kiivetler kullanilmustir.

Kimyasal maddelerin tarttminda Ohaus (isvigre) marka Explorer E12140 model
analitik terazi, ¢ozeltilerin hazirlanmasinda 100-1000 pL ve 20-100 pL araliginda
caligabilen Eppendorf (Almanya) marka Research model pipetorler, ¢ozeltilerin
partikiillerinden ayrilmasinda Eppendorf (Almanya) marka 5810R model santrifiij
aeti, cozeltilerin igindeki ¢Oziinmiis gazin uzaklastirilmas: i¢in Bandelin
(Almanya) marka RK 100H model ultrasonik banyo ve ¢ozeltilerin pH’in1
ayarlamada Seven multi, Mettler Toledo (Isvigre) marka pH metre kullanilmustir.

YPSK y6nteminde analiz sirasinda kullanilan Chromolith® High Resolution RP-
18e (100x4.6 mm) ve Chromolith® Performance RP-18e, (100x4.6 mm) kolonlar
Merck (Almanya), Cig (5 pm, 100x4.6 mm) kolon Fortis (Ingiltere) firmasmin
drdnleridir.
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YONTEMLER
UV-Gorianar Alan Spektrofotometrisi Y ontemi
Standart ¢ozeltilerin hazirlanigt

UV -spektrofotometrik yontemde kullanilmak iizere hazirlanan standart ¢ozeltiler
icin ayr1 ayr1 21.4 mg IRB ve 14.5 mg HCT tartilmistir. Her bir standart madde
ayr1 balon jojelerde 50 mL saf EtOH igerisinde ¢oziilerek yaklasik 1x10° M (IRB
icin 9.99x10% M, 0.428 mg/mL; HCT igin 9.74x10* M, 0.290 mg/mL)
seviyesinde ¢ozeltiler elde edilmistir.

Seyreltme islemlerinde 3 M HCI:Su:Etanol (10:70:20, v/v/v) bilesimine sahip
seyreltme ¢ozeltisi kullanilmistir. 9.99x10* M’lik IRB ¢ézeltisinden 2 mL alinip
seyreltme ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanarak 1.99x10* M (0.0853 mg/mL)
derisimdeki stok cozelti elde edilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri ise bu stoktan
seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak 1.99x10°-1.99x10° M (0.853-8.53 pg/mL)
araliginda hazirlanmistir. Benzer uygulamalar HCT i¢in de gergeklestirilmis ve
3.90x10°-3.90x10° M (1.16-11.6 pg/mL) arah@mnda kalibrasyon g¢ozeltileri
hazirlanmustir.

Analiz parametreleri

UV-spektrofotometrisi ile yapilan 6lgiimlerde maddenin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunu tespit edebilmek amaciyla spektrum taramasi yapilmistir.
Analiz sirasindaki aetsel parametreler asagida verilmistir.

Cizelge 1. Analiz sirasindaki UV parametreleri

Parametre Deger
Tarama araligi 190-400 nm
Olgiim modu Absorbans
Tarama modu Tek
Tarama hiz Orta
Ornekleme aralig1 0.2 nm
Isik yolu uzunlugu 1.0cm
Aralik genisligi 0.5nm

YPSK Yontemi
Standart ¢ozeltilerin hazirlanist

HCT standart stok ¢ozeltisi icin 7.5 mg standart madde tartilip 50 mL balon jojede
%25 ACN kullanilarak ¢oziilmiistiir. 5.04x 104 M (0.150 mg/mL) derisiminde
¢ozelti elde edilmistir.

IRB standart stok ¢ozeltisi i¢in 18 mg standart madde tartilip 50 mL balon jojede
%25 ACN kullanilarak ¢oziilmiistir. 8.40x10* M (0.360 mg/mL) derisiminde
¢ozelti elde edilmistir.
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IRB standart stok ¢ozeltisinden 10 mL ve HCT standart stok ¢ozeltisinden 1 mL
almip %25 ACN ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Bu sekilde IRB ve HCT igeren
ikili karigim elde edilmistir. Cozeltideki IRB derisimi 3.36x10* M (0.144
mg/mL), HCT derisimi ise 2.02x10° M (6.01 pg/mL)’dir.

IS olarak kullanilan AGO standart stok ¢ozeltisi i¢in 2 mg standart madde tartilip
25 mL balon jojede %25 ACN kullamlarak ¢oziilmiistiir. 3.29x10% M (0.0800
mg/mL) derisiminde ¢6zelti elde edilmistir.

Hareketli fazin hazirlanigt

Analizler boyunca degisken hareketli fazla eliisyon yapilmistir. Hareketli faz
ACN, 0.025 M pH 6.3 fosfat tamponu ve YPSK safliktaki su karigimindan
olugmaktadir. 0.025 M pH 6.3 fosfat tamponu i¢in 1503.0 mg %99.8 safliktaki
NaH2PO4 ve 503.5 mg %99.6 safliktaki NapHPO,4.2H0 tartilarak 500 mL YPSK
safliktaki suda ¢Oziilmiistiir. Cozelti i¢indeki ¢oziinmiis gazlarmn uzaklastirilmasi
icin yaklasik 5 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. Belirtilen ¢oziculerin
istenen oranlarda karigtirilarak sisteme verilmesi YPSK cihazinin pompa tiinitesi
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Analiz parametreleri

YPSK analizleri i¢in ACN, fosfat tamponu ve YPSK safliinda sudan olusan
degisken hareketli faz, sisteme yine degisken akis hiziyla verilmistir.

Analiz baglamadan 6nce ACN:Su:Tampon (0.025 M pH 6.3 fosfat tamponu)
(3:87:10, v/vivl) bilesimine sahip hareketli faz 0.8 mL/dk akis hiz1 ile sisteme
verilirken, analiz siiresince su programa gore diizenlenmistir: Analiz boyunca
tampon orani %10 oraninda sabit tutulmustur. ACN oram ilk 15 dk boyunca
%3'ten %10'a, 15-25 dk arasinda %10°dan %45’¢ ¢ikarilmis ve 25-27.5 dk
arasinda tekrar %3’e distrilmiistiir. Akis hiz1 ise ilk 15 dk 0.8 mL/dk’da sabit
tutulmus, 15-17.5 dk arasinda 1.5 ml/dk’ya cikarilmis ve 25. dk’ya kadar 1.5
mL/dk’da sabit tutulmustur. 25-27.5 dk arast ise tekrar 0.8 mL/dk’ya
diistirilmiistir.
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Sekil 5. Degisken hareketli faz sistemi

Analizlerde monolitik silika bazli kolonlarin yeni nesll bir 6rnegi olan
Chromolith® High Resolution RP-18e (100x4.6 mm) kolon, Chromolith®
Performance RP-18e (100x4.6 mm) kolon ve Fortis Cig kolon (5pum, 100x4.6
mm) kullanilmistir.

Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon sicakligi 40°C olarak uygulanmigtir. Analitlerin
dedektor yanitlar1 230 nm dalga boyuna ayarli foto diyot dizisi dedektor ile
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Olclilmiistiir. Ayrica dedektor sinyal toplama frekansi 6.25 Hz ve slit genisligi 1.2
nm'dir.

Ornek Cozeltilerin Hazirlams:

Tablet ¢ozeltisinin hazirlanist

10 tane Co-irda® (Nobel ilag A.S.) ilag tableti (300 mg IRB/12.5 mg HCT) tek tek
hassas terazide tartilmig ve ortalama tablet agirligi hesaplanmigtir. 10 tabletin
hepsi kapsiilde toz haline getirilmistir.

UV-gorandr aan spektrometrik yontem igin toz haline getirilmis tabletlerden
ortalama tablet agirhigina (0.6167 Q) esit miktar tartilip 100 mL seyreltme
cozeltisinde ¢Ozlilmiistiir. Elde edilen c¢ozelti 4000 rpm hizda 10 dk
santrifiijlenmistir. Ustte kalan berrak kisim 0.45 pm PVDF filtreden siiziilmiistiir.
Hazirlanan ¢ozelti igerisindeki teorik IRB derigimi 7.0x10° M ve HCT derisimi
4.2x10* M olarak hesaplanmustir. Elde edilen tablet ¢ozeltisi IRB icin 1:1000,
HCT icin 1:100 oraninda seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilip spektrumlart alinmstir.

YPSK analizleri i¢in toz haline getirilmis tabletlerden ortalama tablet agirligina
(0.6167 g) esit miktar tartilip 100 mL %25 ACN’de ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti 4000
rpm hizda 10 dk santrifiijlenmistir. Ustte kalan berrak ¢ozelti 0.22 pm gdzenek
capli PVDF filtreden siiziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 1:5 oraninda %25 ACN ile
seyreltilmistir. Cozelti igerisindeki IRB derigimi 1.40x10° M (0.6 mg/mL) ve
HCT derisimi 8.40x10° M (0.025 mg/mL) olarak hesaplanmistir. Elde edilen
tablet cozeltisi vial igerisinde 50:1000 oraninda %25 ACN ile seyreltilip sisteme
verilmistir.

Idrar numunesinin hazirlanisi

Analizi yapilacak idrar numuneleri saglikli bireylerden temin edilmistir. Idrar
numunesinden 10 mL kadar alinip 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Ust
kisimdaki berrak ¢ozelti 0.22 um gbézenek ¢apli PVDF filtreden siiziilmiistiir.
Siizlilen idrardan 1 mL alinarak YPSK safliktaki su ile 10 mL’ye tamamlanmistir.
Analizler 1:10 oraninda seyreltilmis idrar numuneleri iizerinden yiiriitiilmiistiir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Anadizler sonucunda elde edilen her kromatogramdan IRB ve HCT'nin pik
normalizasyonu yontemiyle PN degerleri hesaplanmis ve bu degerler IS pikinin
PN degerine oranlanarak analizlerdeki hatalar en aza indirilmeye calisilmistir. PN
degerleri ve c¢ozeltilerin derisimlerinden yola ¢ikilip dogrusallik denklemleri
kullanilarak yontemin LOD ve LOQ degerleri, IRB ve HCT'nin tabletlerdeki ve
idrardaki miktarlart hesaplanmistir.

Yontem Gegerliliginin Tespiti (Validasyon)

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi'nin (ICH) tavsiye ettigi sekilde
validasyon islemleri gelistirilen yonteme uygulanmis ve yontemin analitik agidan
kabul edilebilir veriler sagladigi gosterilmistir. Yontemin validasyonu i¢in ICH
kilavuzunda da belirtildigi sekilde spesifiklik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik,
tayin alt sinir1, saptama sinir1 ve sistem uygunluk testleri yapilmistir.
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Sistem uygunluk testleri

Analizler sirasinda kullanilan YPSK cihazinin ve analiz kolonlarinin
performansini gosteren sistem uygunluk parametrelerinin hesaplanmasi yontem
gelistirme basamaginda olduk¢a 6nemlidir. Ayirim giicii (Rs), kuyruklanma (T) ve
asimetri faktoril (As), teorik tabaka sayisi (N), kapasite faktori (k) ve secicilik
faktorl (o) gibi parametreler sistem uygunluk parametrelerini olusturur. Y ontem
gelistirme sirasinda bu parametrelerin her biri IRB, HCT ve IS i¢in USP
metoduna gore Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz programi
kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalarda kullanilan formiiller Cizelge 2'de
verilmistir.

Dogrusallik

Derisime kars1t analit cevabinin gelistirilen yontemde dogru orantili olarak
degistigi ve korelasyon katsag1s1 (r) ile ifade edilen bir parametredir. Analizlerde
HCT (1.008x10°°, 2.015x10°, 4.030x10°°, 6.046x10°°, 8.061x10° ve 1.008x10°
M) ve IRB (1.680x10°, 3.360x10°, 6.721x10°, 1.008x10* 1,344x10* ve
1.680x10* M) i¢in derisime karsi analit cevabinin yer aldigi grafikler elde
edilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi olarak incelenmis ve dogrusal
regresyon analiziyle egim, kesim, korelasyon katsayisi, egim ve kesim
degerlerinin %95 giiven seviyesindeki olas1 sinirlart hesaplanmistir. Bunlarin yani
sira gruplar arast uyum, tek yonlU varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi ile incelenmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism
v6.0b programi ile yapilmustir.

Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin gergek degere yakinligi olarak
tanimlanmaktadir. Geri kazanim c¢alismalarinda ger¢cek degere ne kadar
yaklagildiginin bir gostergesidir. Bos idrar ve dnceden analizlenmis tablet ¢ozeltisi
icerisine diisiik, orta ve yliksek seviyelerine denk gelecek sekilde IRB ve HCT
ilave edilmistir. Her derigim seviyesi i¢in iiger set hazirlanip analizlenmis ve geri
kazanim degerleri hesaplanmustir.

Kesinlik

Gelistirilen YPSK yontemiyle analizi yapilan etken maddelerin sonuglarinin
birbirine yakinliginin 6l¢isiidiir. Kesinlik ¢aligmalar1 giinler i¢i ve giinler arasi
deneyleri icermektedir. Dogrusallik ¢alismalarinda kullanilan 3.360x10° M IRB
ve 2.015x10° M HCT derisimdeki ¢ozeltileri (n=8) ayni giin igerisinde ve ardigik
U¢c gun sire ile belirlenen kosullarda analiz edilmistir. Sonuglarin istatistiksel
degerlendirmesinde ortalama, ortalamanin standart hatast (SEM), SS, %BSS,
ortalamanin %95 giiven seviyesindeki olasi sinirlart olarak verilmistir. Bunlarin
yani sira gruplar aras1 uyum, tek yonlt varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’in
coklu karsilastirma testi ile incelenmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad
Prism v6.0b programi ile yapilmistir.

Saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt stmirt (LOQ)

Saptama sinirt (LOD), analizi yapilan 6rnegin kromatogramdaki pikinin ve
yerinin belirdigi, ama miktar tayini sinirlar icerisine girmeyen en alt derisim

16



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

olarak degerlendirilmektedir. Tayin alt sinir1 (LOQ) ise analizi yapilan maddenin
kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin edilebilecegi,

Cizelge 2. USP esitlikleri

Parametre

Esitlik

N: teorik tabaka sayisi
tr: alikonma zamani

W: pik genisligi

T: kuyruklanma faktéri
Wo.0s: pikin %5
yiiksekligindeki pik genisligi
0o 05- pl kin %5
yiiksekligindeki ilk yarisinin
genisligi

As; asimetri faktorl

,b)o_]_o: pl kin %10
yiksekligindeki ikinci
yarisinin genisligi
0o.10- plkln %10
yiiksekligindeki ilk yarisinin
genisligi

Rs=2X
s W+ W,

tp — tRp

Rs: ayirim giicii
tr: alikonma zamani

tro: Onceki pikin alikonma
zamant

W: pik genisligi
W dnceki pikin pik genisligi

k' = kapasite faktorl
t: alikonma zamanm

to: 6l zaman

a: bagil alikonma zamani
K 1: birinci pikin kapasite
faktorl
K 5: ikinci pikin kapasite
faktorl

ty: birinci pikin alikonma
zamant

t,: ikinci pikin alikonma
zamani

to: 6l zaman
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dogrusallik araligi disinda olan veya araligin en alt sinirin1 olusturan derigim
diizeyi olarak bilinir. LOD ve LOQ degerleri, ICH 1n tavsiye ettigi standart sapma
ve kalibrasyon egrisinin egimine dayanarak hesaplanmigtir. Kesimin standart
sapmasinin egime oraninin kullanildigi hesaplamalarda elde edilen oran degeri
saptama sinir1 i¢in 3.3, tayin sinirt i¢in ise 10 ile carpilmistir. Hesaplamada
kullanilan istatistiksel veriler dogrusalligin gilinler arasi c¢aligmalarindan elde
edilmistir.

Spesifiklik

Yontemin segiciligi, analizi yapilacak numunede var olan ve bu maddeyle girisim
yapabilecek safsizliklarin yaninda analiz edilmek istenen maddenin ol¢iilebilme
yetenegi olarak degerlendirilir. IRB ve HCT safsizliklarinin muhtemel etkisini ve
tabletlerdeki katki maddelerinin olusturabilecegi girisimleri incelemek igin {i¢
farkli analiz kolonu ile aragtirmalar yapilmistir. Her bir kolon ile elde edilen
kromatogramlar karsilastirilmis ve herhangi bir pozitif ya da negatif girisime

rastlanmamustir. Ayrica analitlerin ve IS piklerinin safliklari PDA dedektor ile
kontrol edilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

IRB ve HCT’nin farmasdtik preparatlardan ve biyolojik numuneden es zamanl
analizi i¢in yiikksek ayirma giicii, dogruluk ve tekrar edilebilirlik 6zelliklerinden
dolayr YPSK teknigi temel alinmistir. Maddelerin analiz ¢aligmalarina yontem
gelistirme islemleri ile baglanmistir. Yontem gelistirme sirasinda 6zglin bir
calisma elde edebilmek i¢in hareketli ve sabit fazin se¢imi, en uygun analiz
kosullarin belirlenmesi ve yontemin gegerliliginin saglanmasindan sonra,
gelistirilen yontem ticari tabletlere ve bu etken maddelerin idrardan analizine
uygulanmistir. Gelistirilen YPSK yoOntemiyle elde edilen tablet analiz sonuglari
UV -spektrofotometri yontemi ile karsilastirilmisgtir.

Irbesartan ve Hidroklorotiazid’'in UV Bolgedeki Spektral Ozelliklerinin
incelenmesi

Maddelerin tabletlerdeki miktar tayinlerini belirlemek icin yapilan ¢alismalara
evrensel bir yontem olan UV-gorinir alan spektrofotometrisi kullanilarak UV ve
gorunur bolgedeki davraniglarini incelemekle baslanmistir. IRB ve HCT’nin her
ikisinin de saf suda tamamen ¢oziinmedigi fakat alkol igerisinde ¢oziindiigi
dikkate alinarak EtOH icerisinde 9.99x10™ M IRB ve 9.74x10“* M HCT standart
stok ¢oOzeltileri hazirlanmistir.

IRB ve HCT’nin es zamanli olarak analizlenebilmesi i¢in birbirleriyle girisim
yapmadiklar1 ve en verimli sonuclarin alinabilecegi dalga boylar1 se¢ilmek
zorundadir. Bu durum dikkate alindiginda, maddelerin standart stok
cozeltilerinden uygun seyreltmeler yapilarak spektrumlari alinmis ve bu
spektrumlar iist liste getirilerek es zamanli analizi miimkiin kilacak dalga boylar
secilmistir.
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Sekil 6. 1.95x10° M HCT ve 1.99x10° M |RB spektrumlari
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Spektrumdan da goriildiigii iizere IRB 206 ve 226 nm’de belirgin tepe noktalar1
verirken HCT varliginda IRB analizi ancak 250 nm’de mimkun gorinmektedir.
Cunkt, 206 nm'de en yiksek absorbansi vermesine ragmen, ileri asamalarda
ortam asitlendirildiginde pikin sekli bozulmaktadir. 226 nm’de ise HCT nin 226
nm'de verdigi pikle ortismekte ve bu dalga boyunda analizi mimkin
olmamaktadir. Aym1 sekilde HCT 271 ve 320 nm’de en yiiksek absorbanslari
verirken IRB varliginda analizi 226 nm’de gerceklesebilmektedir. Burada ise,
tablet icerisindeki HCT miktarinin IRB’ye gbre 6nemli dl¢iide az olmasi ve diisiik
derigimlerde dahi sinyal alinabilmesi i¢in en yiiksek absorbans1 yaptigi dalga boyu
secilmistir.

IRB ve HCT standart ¢6zeltileri baslangigta %100 EtOH ile hazirlanmigtir. Fakat
bu durum caligmanin maliyetini oldukga yiikseltecektir. Analiz maliyetlerini
diisiirebilmek adina, belirli oranlarda EtOH igeren ¢ozeltilerin kullanilmasinin
IRB ve HCT’nin spektrumlar: iizerine nasil etki ettiginin incelenmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmistir. Calismanin bu kisminda degisik oranlarda EtOH igeren ¢ozeltiler
hazirlanarak diisiik EtOH igerigi ile olabildigince verimli sonuclarin elde edilmesi
amaclanmistir. Bunun i¢in 9.99x10* M IRB ve 9.74x10* M HCT standart stok
cozeltilerden yuizde 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 EtOH igerecek sekilde ve her biri ayn1
derisimde olan yeni ¢dzeltiler hazirlanip spektrumlari alinmustir.
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Sekil 7. EtOH yiizdesi degisiminin 1.99x10° M |RB’ye etkisi
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Sekil 9. EtOH yiizdesi degisiminin 1.97x10° M HCT yeetkisi
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Sekil 10. HCT icin yluzde EtOH-absorbans iliskisini gosteren grafik (sinyaller 226 nm’de
kaydedilmistir)

Bu spektrumlar yardimiyla, IRB i¢in 250 nm’de ve HCT ig¢in 226 nm’de
absorbanslar okunmustur. Okunan degerler yiizde EtOH degisimi-absorbans
grafigine gegirilmistir. IRB’nin %5-20 ve %30-50 EtOH igeren ¢ozeltilerinin
absorbanslarinda %20-30 EtOH iceren ¢ozeltilerinkine gore daha belirgin farklar
olugmustur. %20-30 EtOH igeren ¢ozeltilerdeki absorbanslar birbirine ¢ok yakin
oldugu ve maksimum absorbanslar1 verdikleri i¢in kabul edilebilirdir. HCT de ise,
%5-20 EtOH igeren ¢ozeltilerin absorbansinda bir dalgalanma mevcuttur. Fakat
%20-50 EtOH igeren ¢ozeltilerin absorbanslart hemen hemen sabit kalmistir. Her
iki madde i¢in ortak disiildiigiinde, madde sarfiyatinin en az olacagi, aym
zamanda maksimum absorbanslarin elde edilebilecegi kosullar secilmelidir. Bu
durum géz oniinde bulunduruldugunda uygun araligin yiizde 20-30 EtOH igeren
¢ozelti oldugu goriilmiis ve %20 EtOH ile calisilmasina karar verilmistir.

Onceki ¢alismalarda, ¢oziicii olarak sadece alkol igeren ¢dzeltinin spektrumu ve
cOzucunun asidik veya bazik karakterli oldugu bir ¢ozelti spektrumuyla
karsilastirildiginda maddelerin verdigi absorbanslarin farkli oldugu ortaya
cikmistir. Bu spektrumlar dikkate alindiginda maddelerin maksimum absorbans
verdigi spektrumun asidik ¢ozelti oldugu goriilmiistiir (Moffat ve ark., 2011;
Joseph-Charles ve ark., 2003). EtOH iceren ¢ozeltinin nétral Ozelliklere sahip
olmasindan dolay1 ¢6zeltinin asitligini arttirmak i¢in ortama HCIl eklenmesine
karar verilmistir. Ortamin asitligi 3 M HCl ile saglanmustir.

Bir sonraki basamakta IRB ve HCT’nin maksimum absorbans verdigi dalga
boylarinda derisime bagli dogrusal yanitlar verip vermedigi arastirilmistir. Her iki
madde i¢in de bir seri ¢aligma ¢ozeltileri hazirlanmistir. IRB kalibrasyon seti igin
9.99x10™* M’lik standart stok ¢ozeltisi kullanilarak %10 HCI ve %20 EtOH iceren
1.99x10°-1.99x10° M araliginda on tane ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin
kor ¢ozeltiye (%10 HCl ve %20 EtOH igeren sulu ¢ozelti) karst 190-400 nm
arasinda spektrumlar1 alinmistir.
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Sekil 11. 1.99x10°-1.99x10° M derisim arahginda %10 HCl ve %20 EtOH iceren IRB
cozeltilerinin kalibrasyon spektrumu

250 nm’de yapilan kalibrasyon sonucunda elde edilen absorbans degerleri,
derisime kars1 grafige gecirilmistir. IRB i¢in elde edilen bu kalibrasyon grafigi ile
A=15878C - 0,0295 (A: absorbans, C: molarite cinsinden derisim) denklemine
uyan 1=0.9991 korelasyon katsayisina sahip dogrusallik elde edilmistir. IRB’nin
UV spektrofotometrik yontemle tayini igcin 250 nm’'de gozlenen pikin analitik
acidan degerlendirilebilir oldugu ve bu derisim araliginda duyarli tayinlerin
yapilabilecegi sonucuna varilmistir.

HCT kalibrasyon seti icin 9.74x10™* M’lik standart stok ¢ozeltisi kullanilarak %10
HCl ve %20 EtOH iceren 3.90x10°-3.90x10° M araliginda on tane ¢ozelti
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin kor ¢ozeltiye (%10 HCI ve %20 EtOH igeren sulu
¢ozelti) karst 190-400 nm arasinda spektrumlart alinmistir. Elde edilen spektrum
Sekil 12°de verilmistir.

226 nm’de yapilan kalibrasyon sonucunda elde edilen absorbans degerleri,
derisime kars1 grafige ge¢irilmistir. HCT i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ile
A=33386C - 0,0539 (A: absorbans C: molarite cinsinden derisim) denklemi ve
r=0.9998 korelasyon katsayisina sahip dogrusallik elde edilmistir. HCT nin UV
spektrofotometrik yontemle tayini i¢in 226 nm’de gozlenen pikin analitik agidan
degerlendirilebilir oldugu ve bu derisim araliinda duyarli tayinlerin
yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 12. 3.90x10°-3.90x10° M derisim araliginda %10 HCI ve %20 EtOH iceren HCT
cozdtilerinin kalibrasyon spektrumu

IRB ve HCT igin yapilan kalibrasyon c¢alismalarinin sonuglar1 Cizelge 3'te

verilmigtir.

Cizelge 3. IRB ve HCT icin dogrusallik calismalarimin sonuglari

HCT IRB
A(rl\jl)‘k 3.900x10°® - 3.900x10°° 1.990x10°® - 1.990x10°®
Egim 33386 + 203.6 15878 + 230.3
Kesim -0.05393 + 0.004927 -0.02952 + 0.002841
r 0.9998 0.9991
LOQ (M) 1.476x10° 1.789x10°
LOD (M) 4.870x10” 5.904x10°’

Irbesartan ve Hidroklorotiazid’in YPSK Yontemi ile Analizi

Yontem gelistirme

YPSK analizleri i¢in yapilan yontem gelistirme islemlerine, IRB ve HCT nin
kimyasal yapilar1 ve 6zellikleri, gecmiste yapilan ¢alismalar ve giincel gelismeler
dikkate alinarak hareketli faz ve kolon (sabit faz) se¢imiyle baglanmustir.
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Saglam, basit, hizli testler gelistirmek amaciyla, yeni ve gelismis analitik
enstrumanlarin  kullanim1 giinlimiiz uygulamalarinda 6nemli bir noktadir. Bu
durumda etkili ayirimi gelistirmek i¢in temel yollardan biri, 2 pm’nin altinda
partikillere sahip monolitik, polimerik yada hibrit materyalli yeni sabit fazlar
kullanmaktir. 2 pm’nin altinda partikiilleri ve ¢ok dar bosluklariyla bu kolonlar
diisiik ¢oziicii tiiketimi, daha yiiksek kolon verimi ve daha diisiik analiz siiresi gibi
avantajlara sahiptir. Ayrica monolitik kolonlar, basing diismesi yOniinden
geleneksel Cig kolonlar ile karsilagtirildiginda, igindeki tek bir monolitik silika
cubuguna sahip essiz yapisiyla basing problemlerini ortadan kaldirir. 3 mL/dk ve
daha fazla akis hizinda monolitik kolonlar siradan YPSK sistemleri ile
farmasoétiklerin analizinde yaygin olarak kullanilir. Yeni hibrit ve polimerik
materyal ile dolu kolonlar, 6zellikle genis pH aralig1 ve etkili ayirimlar icin diger
bir secenektir. Chromolith® YPSK kolonlar, standart bir partikiillii kolonun ayirim
stiresiyle karsilastirildiginda mitkkemmel ayirimlar saglar, ¢iinkii, ¢ift durumlu bir
yapiya sahip, oldukca porlu, monolitik silika ¢ubuklardan yapilmiglardir. Kolon
kiiciik partikiiller halinde doldurulmak yerine, tek bir parca, yiiksek saflikta silika
jelden olusmustur. Daha uzun 6miirlii olmasi ve biyolojik numuneler ile daha
diisiik matriks hassasiyeti gostermesi, Chromolith® kolonlarin ek avantajlaridir
(Can, 2011; Can ve Arli, 2010; http-1). Ayrica monolitik silika bazli kolonlarin
yeni nesli olan yiiksek ayirima sahip Chromolith® HR kolonlar birinci nesil
kolonlarin yaptigi ayirimi daha iyi gergeklestirmesi, pik simetrilerinin daha iyi
olmas1 ve makropor boyutunun yaklagik 1.1 um civarinda olmasindan dolay1

tercih edilebilir (http-2).

Monolitik silika bazli kolonlarin yukarida bahsedilen avantajlart dogrultusunda
analizlerde monolitik silika bazli kolon teknolojisinin yeni gelistirilmis
trinlerinden olan Chromolith® High Resolution RP-18e (100x4.6 mm), birinci
nesil monolitik silika bazli bir kolon olan Chromolith® Performance RP-18e,
(100x4.6 mm) ve Fortis Cig (5 um, 100%4.6 mm) kolon kullanilmistir. Kolonlarin
Ozellikleri birbirleri ile karsilagtirmali olarak Cizelge 4'te verilmistir. Analizlere
birinci nesil monolitik kolon (Chromolith® Performance RP-18¢) ile baglanmustir.

S1vi kromatografisindeki en 6nemli bilesenlerden biri olan hareketli fazin se¢imi
asamasinda YPSK analizlerinde genel kullanima sahip ¢oziiciilerden olan
metanol, ACN, su ve gesitli tampon tiplerini iceren ¢dzeltiler hareketli faz olarak
denenmistir. IRB diisiik polaritede (log P = 10.1) ve HCT yiiksek polaritede (log
P=-0.1) maddelerdir. Analiz siiresi i¢erisinde iki maddenin de birbirinden ayrilmis
bir sekilde kolondan ¢ikmalarini saglamak i¢in, ilk olarak, diisiik polarliktan
yiiksek polarliga dogru ACN igeren hareketli faz denenmistir. %50 ACN igeren
hareketli faz kullanildiginda HCT piki 1.577 dk’da, IRB piki ise 1.843 dk’da
kolondan ¢ikmustir. Piklerin birbirlerine ¢ok yakin ve alikonma zamanlarinin ¢ok
diisiik olmasindan dolay1 analitlerin kolondan eliisyonlarinin daha ileri dakikalara
kaydirilmasi1 gerekliligi ortaya ¢ikmustir. Ciinkii calismanin ileri asamalarinda
analizlenecek olan ilag¢ tabletleri ve bu maddelerin idrardan analizleri sirasinda
analizin ilk dakikalarinda tablet veya idrardan gelen maddelerin verdigi pikler ile
girisim yapabilirler.
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Cizelge 4. Kolonlarin ézellikleri

Chroglg_liltéfHR, Chromolith®, RP-18e Fortis Cg
Partikll boyutu - - 5um
Kolon uzunlugu 100 mm 100 mm 100 mm
Kolon i¢ capr 4.6 mm 4.6 mm 4.6 mm
M ak;goig)yoﬁrl/dl\élgeéopor 1.15um/ 15 nm 1.5um/ 13 nm -
Yiizey Alan1 (m?/g) 250 250 380
K arbon Y tizdesi (%) 18 18 17
Toplam Gegirgenlik (%) - 80 -
Por Hacmi 1mL/g 1mL/g -
0.8 mL/dk’de Kolon 37 bar 11 bar 28 bar
Basinci
1.5 mL/dk’de Kolon 69 bar 20 bar 56 bar
Basinci
pH arah@ 2.0-75 2.0-75 1.0-11.0

IRB ve HCT’nin en azindan analizin ilk dakikalarinda kolonda tutunmasi saglanip
bu girisimlerin engellenebilecedi diisiintilmiistiir. Bu noktada hareketli fazin
polaritesinin arttirilmasinin alikonma zamanlar1 iizerine etkisi incelenmistir. Sabit
sicaklik (40°C) ve sabit akis hizinda (1.0 mL/dk) yiizde 40, 30, 20, 15 ACN ve
%10 pH 2 fosfat tamponu iceren hareketli fazlar denenmistir. incelemelerde
3x10° M derigsimde IRB ve HCT iceren kalite kontrol ¢ozeltileri kullanilmistir.
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ACN degisiminin maddelerin alikonma zamanlarina etkisinin sonuglar1 Cizelge
5’te verilmistir.

Cizelge 5. ACN degisminin IRB ve HCT’nin alikkonma zamanlarina etkisi

ALIKONMA ZAMANI

HAREKETLI FAZ MADDE (k) ALAN
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2)
IRB 1.843 200801
(40:50:10, v/IViv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) IRB 2533 197614
(50:40:10, viviv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) IRB 5.759 198810
(60:30:10, V/Viv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) IRB 6.25 200477
(80:20:10, viviv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) IRB Pik g6zlenmedi
(75:15:10, ViViv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) HCT 1577 158141
(40:50:10, viviv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) HCT 1655 164551
(50:40:10, viviv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) HCT 1798 127231
(60:30:10, V/Viv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) HCT 2134 139783
(80:20:10, viviv)
Su: ACN: Fosfat tamponu (0.025 M, pH=2) HCT 2508 142242
(75:15:10, ViViv)
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Sekil 13. %40 ACN iceren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve IRB (b) kromatogramlari
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Sekil 14. %30 ACN iceren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve IRB (b) kromatogramlari

Sonuglar, ACN ylizdesi degisiminin HCT nin alikonma zamanin1 énemli 6lg¢lide
etkilemezken, IRB’nin alikonma zamani iizerinde olduk¢a etkili oldugunu
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gostermistir. IRB apolar 6zellige sahip oldugu icin hareketli faz igeriginin
polarliginin artmas1 maddenin kolondaki tutunma siiresini de arttirmistir.

Yukarida anlatilan c¢alismalarla es zamanli olarak yapilan incelemelerde
maddelerin birbirinden ¢ok farkli asidik 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle (IRB
icin pKa = 4.5, HCT igin pKa = 7.0 ve pKp = 9.2) ve pik sekillerinin
tyilestirilmesi i¢in, dnceden yapilan calismalar baz alinarak, hareketli faza 0.025
M fosfat tamponu eklenmesine karar verilmistir. Maddelerin pK, degerleri dikkate
alinarak hem asidik hem de bazik tamponlar denenmistir ilk ¢alismalar pH=2
fosfat tamponu iizerinden yiiriitiilmiistiir. Asidik 6zellik gosteren IRB’nin pH=2
degerinde iyonlasmamis halde, bazik 6zellik gosteren HCT nin ise iyonize halde
bulunacagi 6n goriilmiis ve bu durumun IRB’nin ve HCT nin kolonda tutunmasini
nasil etkileyecegi arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda Sekil 15'teki
kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 15. %30 ACN ve %10 pH=2 tamponu iceren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve
IRB (b) kromatogramlari

Ayni hareketli faz kullanilarak tampon pH=6.3"¢ ¢ikarildiginda ise Sekil 16’ daki
kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 16. %30 ACN ve %10 pH=6.3 tamponu iceren hareketli faz ile elde edilen HCT (a) ve
IRB (b) kromatogramlari

pH degisimine bagli olarak yiiriitilen calismalarda ortam pH’sinin asidik
bolgeden notral bolgeye dogru degistirilmesinin IRB alikonma zamani iizerine
etkisinin yiiksek oldugu ve pH bazik degerlere kaydik¢a IRB’nin kolondan ¢ikis
stiresinin kisaldig1 tespit edilmistir. Bu durum IRB’nin zayif asidik karakteri
nedeniyle pH=2 ortaminda zayif iyonizasyonu ve dolayisiyla kolon i¢i ligandlara
daha iyi tutunmasi anlamina gelmektedir. Ancak HCT icin benzer bir durum
gozlenmemistir. Bunun nedeni ise HCT’nin bazik karakterli olmasindan
kaynaklanmaktadir. HCT asidik bolgede iyonize olmasina ragmen kolon iginde
tutunamamig ve analizin ilk dakikalarinda kolondan ¢ikmustir.

Hareketli fazin icindeki tampon miktar1 degisiminin madde piklerinin alikonma
zamanina etkisi de incelenmis ve sonuglar Cizelge 6'da verilmistir. Tampon
miktarmin degisiminden elde edilen kromatogramlar ise Sekil 17 ve 18de
verilmektedir.

Tampon miktarmin artirilmast HCT nin alikonma zamanini hemen hemen hig
etkilemezken IRB’nin alikonma zamanini olduk¢a arttirmigtir. Bu artiga bagh
olarak IRB’nin kolon i¢inde daha wuzun siire kalmasi nedeniyle bant
genislemesinin artmasi sonucu egri alti alan1 degismemekle birlikte, pik
yayvanlagmis ve yiiksekligi azalmigtir.
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izelge 6. Tampon miktarmin ve nin alikonma zamanlarina etKisi
Cizelge 6. Tamp kt IRB ve HCT’ hk 1 tk

. DERISiM ALIKONMA
HAREKETLI FAZ M) MADDE ZAMANI (dk) ALAN
Su:ACN:Tampon(0.025 M, pH=6.3)
3%x10° IRB 8.381 181586
65:25:10, viviv
Su:ACN:Tampon(0.025 M, pH=6.3)
3%x10° IRB 11.078 183767
15:25:50, viviv
Su:ACN:Tampon(0.025 M, pH=6.3)
3%x10° HCT 1.919 131622
65:25:10, v/viv
Su:ACN:Tampon(0.025 M, pH=6.3)
3%x10° HCT 1.920 131458
15:25:50, viviv
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Sekil 18. %25 ACN, %50 tampon (0.025 M pH=6.3 fosfat tamponu) iceren hareketli fazla
elde edilen HCT (a) ve IRB (b) kromatogramlari

Buraya kadar yapilan c¢alismalarin hepsi izokratik kosullarda gergeklesmistir.
Izoktarik sistemin, &zellikle HCT’nin alikonma zamanini otelemede yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Yani, maddenin tablet ve idrar numunesinden analizleri
diistintildiiginde, erken gelen HCT pikine olabilecek girisimlerden dolay1
analizlenmesinin zor olacagi tahmin edilmektedir. Ayrica, IRB ve HCT’nin
polarite farkindan dolay1 es zamanli analizlerini gergeklestirebilmek i¢in degisken
hareketli faz sisteminin daha uygun olabilecegi diisiiniilmistiir. Bu yiizden de

hareketli faz igeriginin ve akis hizinin analiz siiresince degistigi sistemler
denenmistir.

Hareketli fazin yiiksek polariteye sahip oldugu bilesimler HCT i¢in uygunken,
diisiik polaritede oldugu bilesimler IRB ic¢in en kabul edilebilir sonuglari
vermistir. Yani, IRB piki %20’den daha diisik ACN oranlarinin kullanildigi
hareketli faz sistemleri ile kolondan ayrilmazken, HCT, ACN oraninin diismesiyle
orantilt olarak kolondan ge¢ ayrilmistir. Bu durum dikkate alindiginda, sabit
sicaklik, basing ve akis hizinda, ilk olarak farkli oranlarda degisen ACN igeren
cesitli degisken hareketli faz sistemleri kullanilarak IRB ve HCT es zamanli
analiz edilmistir.

Degisken hareketli fazin kullanildig: ilk sistem Cizelge 7'de verilmis ve Sekil
20’deki kromatogram elde edilmistir.
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Cizelge 7. Degisken hareketli faz sistemi |

0.025M pH=6.3 Akis hz

Zaman (dk) | ACN (%)
Fosfat tamponu (%) | (mL/dk)

0 5 10 1.0
0-15 5-40 10 1.0
15-20 40—5 10 1.0
mall
45_-230nm,4nm 1.00)
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35—5 .
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5 q
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15 g
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Sekil 19. 1.5x10° M HCT ve 1.5x10° M |IRB igeren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi
|"'e gore yapilan analizi, HCT piki 4.346 dk, IRB piki 13.161 dk

ACN miktariin biraz daha diisiiriilmesinin HCT’nin alikonma zamanini
arttiracagl o6n goriilmiis ve asagidaki degisken hareketli faz sistemi hazirlanmistir.

Cizelge 8. Degisken hareketli faz sistemi ||

0.025M pH=6.3 Akis iz

Zaman (dk) | ACN (%)
Fosfat tamponu (%) | (mL/dk)

0 3 10 1.0

0-15 3—40 10 1.0

15-20 40—-3 10 1.0
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Sekil 20. 1.5x10° M HCT ve 1.5x10° M |IRB igeren gozeltinin degisken hareketli faz sistemi
I1'ye gore yapilan analizi, HCT piki 4.919 dk, IRB piki 13.492 dk

Yukaridaki c¢aligmalarda hareketli faz igerisindeki ACN oranmmin HCT’nin
kolondan cikisinin geciktirilmesi amaciyla %3’e kadar disiiriilmesine ragmen,
maddenin alikonmas1 daha fazla arttirilamamistir. Dolayisiyla, sadece ACN orant
tizerinde degisiklikler yapmanin istenen sonuglar1 elde etme yolunda yetersiz
kalacagi diisliniilmiistiir. Bu nedenle HCT’nin alikonma zamanini arttirmak igin
yukarida belirtilen uygulamalara ek olarak akis hizinda da analiz boyunca
degisimlere gidilmistir. Akis hizinin 6nceki denemelerdeki baslangi¢c degeri olan
1.0 mL/dk’dan daha diisiik degerlere ayarlanmasinin HCT nin kolonda daha fazla
tutunarak alikonma zamanimi artiracagi disiiniilmiistiir. Fakat bunun yaninda
diisiiriilen akis hiz1 ile birlikte IRB’nin de alikonma zamaninin artisini engellemek
ve daha erken gelmesini saglamak icin akis hizinin artmasinin gerektigi sonucuna
varilmistir. Bu yiizden, hareketli faz bilesimindeki ACN orami1 degisimindeki
artisa benzer sekilde analiz siiresi boyunca akis hiz1 da artirilmistir. Akis hizi
degisimi, analiz siiresi igerisinde farkli zamanlarda gergeklesecek sekilde bir
programa gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 9. Degisken hareketli faz sistemi |11

0.025M pH=6.3 Akis hz

Zaman (dk) | ACN (%)
Fosfat tamponu (%) | (mL/dk)

0 3 10 0.8
0-15 3—40 10 0.8—-2.0
15-20 40—-3 10 2.0
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Sekil 21. 1.5x10° M HCT ve 1.5x10° M |RB iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi
III’e gore yapilan analizi, HCT piki 4.846 dk, IRB piki 11.967 dk

Yukaridaki hareketli faz sisteminde akis hizi 2.0 mL/dk’ya ulastikca 10.
dakikadan sonra cihaz kaynakli olarak temel cizgide belirgin bir bozulmaya yol
acmaktadir. Bunu gidermek i¢in akis hizi disiirildiigii ve tepe noktast 1.5
mL/dk’ya kadar arttirildigi yeni bir sistem hazirlanmistir.

Cizelge 10. Degisken hareketli faz sistemi |V

0.025M pH=6.3 AKis hiz

Zaman (dk) | ACN (%)
Fosfat tamponu (%) | (mL/dk)

0 3 10 0.8
0-15 3—40 10 0.8—1.5
15-20 40—3 10 15
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Sekil 22. 1.5x10° M HCT ve 1.5x10° M |RB iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi

IV'e gore yapilan analizi, HCT piki 6.290 dk, IRB piki 12.788 dk

Elde edilen sonuglarin HCT alikonma zamani i¢in yeterli olmadig: diisiiniilerek
akis hiz1 degisiminin kademeli olarak arttirildig: farkl sistemler denenmistir.

Cizelge 11. Degisken hareketli faz sistemi V

0.025M pH=6.3
Zaman (dk) | ACN (%) P Zaman (dk) | Akas iz (mL/dK)
Fosfat tamponu (%)
0 3 10 0-5 0.8
5-10 0.8—1.5
0-15 340 10
10-15 15
. 15-20 40—-3 10
15-20 0.8

icindir.
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Belirli bir siire akis hizinin 1.5 mL/dk’da sabit tutulmasi, IRB’nin alikonma
zamaninin daha fazla artmamasi ve hatta HCT piki ile birbirlerine yaklastirilmasi
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Sekil 23. 1.5x10° M HCT ve 1.5x10° M |RB iceren ¢ozeltinin degisken hareketli faz sistemi
V'e gore yapilan analizi, HCT piki 5.844 dk, IRB piki 12.270 dk

Analizde IRB’nin alikonma zamani hemen hemen hi¢ degismezken, HCT, diger
caligmalara gore yine erken gelmistir. Bu calismalar ile yeterince verimli bir
ayirim elde edilemedigi diisliniiliip ayn1 anda ACN degisiminin de kademeli
olarak degistirilmesine karar verilmistir.

Yukaridaki ¢aligmalarla es zamanli olarak analiz sirasinda meydana gelen hatalari
en aza indirmek icin standartlara referans olarak kimyasal agidan benzer bir
madde (1S) bilinen miktarda eklenir. Bu sekilde analiz sirasinda referans madde
de hatalardan ayni oranda etkilenecegi i¢in analiz kosullarina baglh hatalar en aza
indirilmekte ve daha dogru, kesin sonuglar elde edilmektedir.

Bu durumda, IS olabilecek maddeler arastirilmis ve polarite, ¢oziintirliik, dedekte
edilebilirlik ve alikonma zamani yoniinden en uygun maddenin agomelatin oldugu
distinilmiistir.

Sekil 24. AGO’nun kimyasal yapisi
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Antidepresif ilaglar sinifinda bulunan AGO, N-[2-(7-metoksinaftalen-1-
iletil]etanimidik asit olarak issimlendirilir. Kapali formulii C35H17NO,, molekuil
agirlig1 243.3 g/mol ve log P degeri 2.83 olarak verilmektedir.

Cozeltilere analizler sirasinda IS olarak kullanilan AGO da ilave edilmistir.
Degisken hareketli faz sistemleri hazirlanirken AGO’nun alikonma zamaninin da
g6z Oniinde bulundurulmasi ve hatta IRB ve HCT piklerinin IS pikine gore
ayarlanmasi gerektigi diistinilmiistiir.

IS ile ilgili ilk ¢alismada IRB, HCT ve AGO’nun, degisken hareketli fazin
kullanilmasiyla yapilan es zamanli analizlerinde asidik ve bazik pH’nin etkisi
incelenmistir. Degisken hareketli faz sisteminde pH=2 ve pH=6.3 fosfat
tamponlar1 varliginda IRB, HCT ve AGO’nun alikonma zamanlar1 {izerine etkisi
arastirilmistir.

Cizelge 12. Degisken hareketli faz sistemi V1

Zaman (dk) | ACN (%) 0.025 M Zaman (dk) | Akis hizi (mL/dk)
Fosfat tamponu (%)
0 3 10 0-5 0.8
0-5 3-10 10 5-10 0.8-1.5
5-15 10—45 10 10-15 15
120 o3 10 15-20 15038
e (700
55 ]
a0
.
35-; §
o] ) :
20-; % §
18] g g
:
{1 S NN | N
0]

(@) pH 6.3 fosfat tamponu
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Sekil 25. Degisken hareketli faz sistemi VI’nin farkh tamponlar ile piklerin alikonma zamani
Uzerine etkisi

pH=2 tamponunun kullanilmas1 maddelerin alikonma zamanlarin1 pH=6.3’e gore

bir miktar 6telemistir. Fakat, bu bir ustiinliik olarak goriilse de, degisken hareketli

fazin kullanildig1 caligmalarda IRB ve AGO piklerinin birbirine ¢ok yakin

gelmesinden dolay1r pH=6.3’te ¢alismaya karar verilmistir.

Buraya kadar yapilan c¢aligmalarda birinci nesil monolitik kolon (Chromolith®
RP-18e (100x4.6 mm)) kullanilmigtir. Maddelerin idrardan analizleri
diisiiniildiiginde ve kolonun ozelliklerinden dolayr ayirimin daha iyi olacagi
6ngoriildiigii igin bu kolonlarin yeni nesli olan Chromolith® HR, RP-18e (100x4.6
mm) kolona gecilmistir. Yukarida degisken hareketli faz sistemi VI ile yapilan
analiz pH=6.3 tamponu varliginda yeni kolonda da tekrarlanmistir. Yeni kolon ile
Sekil 26°da verilen kromatogram elde edilmistir.

Ayn1 yontem 1/10 oraninda seyreltilmis idrar numunesine eklenen IRB, HCT ve
AGO standart maddelerinin analizinde de kullanilmis ve Sekil 27’ deki
kromatogram elde edilmistir.
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Sekil 26. Chromolith® HR kolon ile elde edilen kromatogram
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Sekil 27. Degisken hareketli faz sistemi VI’nin maddelerin idrardan analizi sirasinda
piklerin alikonma zamani Uzerine etkisi

Idrar kromatogrammda IRB ve AGO, idrardan kaynaklanan herhangi bir pik ile
girisim yapmamaktadir. Fakat alikonma zamanindan dolayr HCT, idrara 6zgii
maddelerin pikleriyle girisim yapmakta ve iyi bir ayirim ger¢eklesememektedir.
Bu durumda analiz siiresi uzatilarak hareketli faz igeriginin ve akis hizinin
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degisim zamanlar1 yeniden diizenlenmis ve asagidaki analiz sistemi elde

edilmistir.

Cizelge 13. Degisken hareketli faz sistemi V11

0.025M pH=6.3
Zaman (dk) | ACN (%) P Zaman (dk) Akis hiz1 (mL/dk)
Fosfat tamponu (%)
0 3 10 0-15 0.8
15-25 10—45 10 17525 15
25275 453 10 25-27.5 1.5-0.8
- Max Intensity: 0 % _mL/min
] 1000
75 15
] F75.0 [
) g [
25 Lo50 [0S
] e R PP — 1 | Log
oo 50 100 150 200 250
Sekil 28. Degisken hareketli faz sistemi V1|
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Sekil 29. HCT (2.015x10° M, 7.822 dk), IRB (3.360x10° M, 22.981dk) ve AGO (1.645x10°
M, 23.612 dk) iceren standart ¢ézeltinin kromatogranm (Chromolith® HR kolon ile)
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Sekilden de goriildiigii gibi analiz 27.5 dakikada tamamlanmistir. Bu yontem ile,
maddelerin, analizin ilk dakikalarinda kolonda tutulmalar1 saglanmis ve drnekten
(tabler ve idrar) ileri gelebilecek analiz dis1 bilesenler ile girisimleri engellenmis
ve boylelikle yontemin seciciligi arttirilmistir.

Ayn1 yontem yeni nesil monolitik kolon ile karsilagtirilmak iizere birinci nesil
monolitik ve Fortis Cig kolona da uygulanmigtir. Ayni1 ¢6zeltiler bu kolonlarla
yeniden analizlenmis ve elde edilen kromatogramlar Chromolith® RP-18e kolon
icin Sekil 30'da, Fortis Cis kolon icin Sekil 31'de verilerek kolon farkinin
alikonma zamanlarina etkisi gdzlenmistir.

Sekil 29, 30 ve 31°deki farkli kolonlara ait kromatogramlar karsilagtirildiginda
yeni nesil ve birinci nesil monolitik kolonlar arasinda piklerin alikonma zamanlari
yonunden belirgin bir fark olmamis fakat birinci nesil kolon ile daha yayvan
pikler elde edilmistir. Fortis kolondan elde edilen kromatogramda alikonma
zamanlari, 6zellikle HCT igin, artmistir. Ayrica yontemde degisken akis hizinin
kullanilmast Fortis kolonda bir siire sonra temel ¢izginin bozulmasina yol agmis
ve giiriiltii ylikselmistir. Bu iki kolonun yukarida bahsedilen dezavantajlar1 ve her
bir kolon i¢in yapilan sistem uygunluk testlerinin sonuglari goz Oniine alinarak
monolitik kolonlarin yeni nesli olan Chromolith® HR kolon ile analizlere devam
edilmis ve yontemin validasyonu bu kolon ile yapilmistir.
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Sekil 30. HCT (2.015x10° M, 7.692 dk), IRB (3.360x10° M, 22.336 dk) ve AGO (1.645x10°
M, 23.695 dk) iceren standart ¢ozeltinin kromatogrami (Chromolith® RP-18e kolon
ile)
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Sekil 31. HCT (2.015x10° M, 15.556 dk), IRB (3.360x10° M, 23.634 dk) ve AGO (1.645x10°
M, 25.863 dk) iceren standart ¢ozeltinin kromatogrami (Fortis Cyg kolon ile)

Analizler sirasinda elde edilen kromatogramlar analiz cihazinin bagh oldugu veri
analiz programi ile degerlendirilmistir. IRB, HCT ve AGO’nun dedektor yanitlar
pik normalizasyon (PN) yontemiyle degerlendirilmistir. Bu yontemde, pik alanlari
alikonma zamanina boliinmiistiir. Validasyon g¢alismalarinda IRB ve HCT’nin
degisen derisimlerine karst AGO’nun sabit derisimli bir ¢ozeltisi kullanilmus, yani
analitlerin PN degerleri IS’nin PN degerlerine oranlanmistir. Bu sekilde alet,
ortam ve analizciden kaynaklanan hatalar en aza indirilmeye ¢alisilmistir.

HCT ve IRB’nin AGO’ya goére bagil alikonma zamanlar1 degerlendirildiginde
(Cizelge 14) monoalitik yapili kolonlarin birbirlerine uyumlu alikoyma 6zellikleri
sergilerken partikiil yapili Fortis C1g kolonun ise farkli 6zellikler sergiledigi tespit
edilmistir. Bu tespit kolonlarin birbiri yerine kullanilabilme imkaninin
degerlendirilebilmesi agisindan anlamlidir.

Cizelge 14'te sunulan karsilastirmaya ek olarak, tez kapsaminda test edilen
analitik kolonlarin analit piklerinin alikonma zamanlar1 ve pik normalizasyon
degerlerine iliskin performans istatistikleri ise Cizelge 15’ te verilmistir.
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Cizelge 14. Analitler ve IS’nin farkh kolonlardaki bagil ahkonma degerleri

Standart Tablet idrar
Cozeltis | Cozeltis | Cozeltis
HCT/AGO 0.3 0.3 0.3
Chromolith® High Resolution
IRB/AGO 1.0 1.0 1.0
RP-18e
HCT/IRB 0.3 0.4 0.3
HCT/AGO 0.3 0.3 0.3
Chromolith® Performance
IRB/AGO 0.9 0.9 0.9
RP-18e
HCT/IRB 0.3 0.3 0.3
HCT/AGO 0.6 0.6 0.6
FortisCgg IRB/AGO 0.9 0.9 0.9
HCT/IRB 0.7 0.7 0.7

Cizelge 15. HCT, IRB ve AGO’nun farkhi kolonlar ile farkli 6rneklerde yapilan
analizlerinde elde edilen sinyallerinin alikonma zamam ve pik normalizasyonu
kesinliklerinin karsilastirmasi (N=3)

Chrom(.)lith® High Chromolith® FortisC
Resolution RP-18e | Performance RP-18e 8
HCT [ IRB |[|AGO |HCT |[IRB |AGO |[HCT [IRB |AGO
g | RT O 7.890 | 22.946 | 23.616 | 7.664 | 22.350 | 23.705 | 15.486 | 23.665 | 25.867
% RT SS 0.008 | 0.004 | 0.003 | 0.050 | 0.015 | 0.011 | 0.062 | 0.032 0.014
g RT %BSS | 0103 | 0.015 | 0.011 | 0.656 | 0.068 | 0.047 | 0.399 | 0.136 | 0.056
L | PNOrt 0.209 | 0.810 0.209 | 0.853 0.099 | 0.506
% PN SS 0.009 | 0.003 0.024 | 0.002 0.003 | 0.009
@ | PN%BSS | 4.104 | 0.391 11.349 | 0.190 3.022 | 1.710
7 _ | RTOrt. 7.954 | 22.976 | 23.630 | 7.590 | 22.356 | 23.715 | 15.464 | 23.643 | 25.863
L 2 [RTSs 0.021 | 0.008 | 0.005 | 0.012 | 0015 | 0014 | 0.110 | 0.005 | 0013
|: g RT %BSS | 0.266 | 0.033 | 0.022 | 0.159 | 0.067 | 0.059 | 0.712 | 0.019 | 0.049
2 g PN Ort. 0475 | 0.292 0.474 | 0.335 0.201 | 0.255
[T g | PNSS 0.008 | 0.001 0.026 | 0.001 0.008 | 0.003
> " 'PN%BSS | 1647 | 0382 5461 | 0.255 3894 | 1.241
2 . RT Ort. 7.866 | 22.932 | 23.614 | 7.594 | 22.338 | 23.719 | 15.588 | 23.646 | 25.852
D) 2 RT SS 0.006 | 0.008 | 0.006 | 0.031 | 0.012 | 0.009 | 0.026 | 0.006 0.009
-) Tg RT %BSS | 0.070 | 0.033 | 0.024 | 0.404 | 0.053 | 0.039 | 0.169 | 0.026 | 0.034
] O | PNOt. | 0144 | 0494 0.143 | 0.755 0.087 | 0.321
O § PN SS 0.007 | 0.004 0.023 | 0.005 0.005 | 0.001
) PN %BSS | 5092 | 0.730 16.195 | 0.695 5.606 | 0.179
<
Z
<
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Cizelge 16. Sistem uygunluk testlerinin sonuclar:

Chromolith® HR RP-18e Chromolith® RP-18e FortisCig
Tavsiye
Parametre edilen deger
HCT IRB IS | HCT IRB IS | HCT IRB IS

Alikonma 7.89 22.946 23616 | 7.664 22.35 23.705 | 15.486 23.665 25.867

zamani (dk)
Te;’;'y'l‘s:?bN?ka 17097 1419296 741667 | 10279 730584 479106 | 33559 910171 385036 | >2000
Kuyruklanma | ) 1.44 149 | 135 1.88 165 | 1.23 1.11 1.07 <2
faktoria (T)

Asimetri

faktor (A) 1.06 1.36 136 | 133 1.72 156 | 1.44 1.09 106 | 0.95<A<12
Kapasite 3.14 11.05 114 | 294 105 112 | 834 13.3 14.6 2<k<10
faktori (k)

Ay'rzg)gﬁcﬁ 94.6 717 72.0 11.2 373 16.6 >2

S,

Secicilik 352 1.03 357 1.07 1.59 1.10 >1
faktor i (a)

Ahkonma

zamamnin 0.103 0.015 0011 | 065 0.068 0.047 | 0.399 0.14 0.056 <1
%BSS
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YPSK yonteminin validasyonu

IRB ve HCT’nin es zamanl olarak analizi i¢in gelistirilen YPSK yonteminin
dogru, giivenilir ve tekrar edilebilir sonuglar vermesi gerekmektedir. Bu amagla
ICH ve Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP)’nin 6nerdigi Olgiitlere
gore bazi degerlendirmeler yapilmustir.

Validasyon islemlerinden 6nce YPSK cihazinin ve yodntemin performansini
gosteren sistem uygunluk testleri yapilmistir. Bu testlerde teorik tabaka sayisi (N),
aymrim giicii (Rs), kuyruklanma (T) ve asimetri faktoru (As), secicilik faktord (o)
ve kapasite faktort (k) gibi parametreler hesaplanmistir. Hesaplamalar YPSK
cihazinin bagl oldugu bilgisayara yiiklii olan Shimadzu LabSolution LCsolution
v1.11 SP1 veri analiz programi kullanilarak elde edilmistir. Sonuglar Cizelge
16’ da verilmistir.

IRB ve HCT andlizi igin gelistirilen yontemin validasyonu, analitik yontemlerin
validasyonu tizerine ICH tarafindan yayinlanan kilavuzda belirtilen tavsiyelere
gore yapilmistir. Bu kilavuz dogrultusunda dogruluk, kesinlik, dogrusallik, tayin
alt sinir1, saptama sinir1 ve spesifiklik testleri yonteme uygulanmistir.

Yontemin dogrulugunu belirleyebilmek amaciyla standart katma yontemine dayali
geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. IRB ve HCT disindaki bilesenlerin yontem
ile yaptig1 etkilesimi incelemek i¢in bilinen derisimde IRB, HCT ve IS karigimi,
bos idrar ve Onceden analiz edilmis tablet ¢ozeltilerine eklenmis ve analiz
edilmistir. Geri kazanim verileri her bir érnek tipi icin 3 farkli 6rnek ¢ozeltisine
katilan 3 farkli derisimde analit igeren ¢Ozeltilerin 3’ er kez analiz edilmesi ile elde
edilmistir. Eklenen ¢ozeltilerdeki analit derisimleri diisiik, orta ve yiiksek standart
katma uygulamalarinda sirastyla HCT icin 1.008x10°, 4.030x10°, 8.061x10° M
ve IRB icin 1.680x10°, 6.721x10°, 1.344x10* M derisimlerde eklenmistir. Bu
analizler sonucunda elde edilen veriler dogrusallik ¢alismalar1 sonucu elde edilen
kalibrasyon denklemi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar, numune
bilesenlerinin analitlerin tayinine beklenenden olumsuz etki yapmadiginm
gostermektedir.  Yontemin dogruluguna iliskin  veriler Cizelge 17'de
verilmektedir.

Yontemin kesinligi, tekrar edilebilirlik ¢alismalart ile sagtanrmstlr. Dogrusallik
calismalarinda kullanilan 3.360x10° M IRB ve 2.015x10° M HCT igeren ¢cozelti
aynt glin igerisinde ve ardisik 3 giin siire ile belirlenen kosullarda analiz
edilmistir. Elde edilen sonuclarin standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve
giiven aralig1 parametrelerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesiyle gelistirilen
yontemin kesinlik yoniinden analitik agidan yeterli diizeyde oldugu goriilmiistiir.
Kesinlik sonuglar1 standart ¢ozeltiler i¢in Cizelge 18 ve 19'da, idrar icerisindeki
IRB ve HCT icin Cizelge 20 ve 21’de verilmistir.
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Cizelge 17 . Dogruluk ¢alismalarinin sonuglari

> _
Eklenen Bulunan Bulunan % Geri % Geri Ortal a.ma
(M) M) sS Kazanim Kazanim Geri %BSS | GAygs
SS Kazanim
1.008x10° | 1.003x10° | 4.499x108 99.50 4.44
HCT 6 6 7 .
Tapjet | 4030x10 4.241x10° | 2.679x10 105.20 6.65 10490 | 5.88% | 4.75
8.061x10° | 8.858x10° | 2.131x107 | 109.90 2.64
1.008x10° | 1.068x10° | 3.573x10% | 106.00 3.54
Ide; 4.030x10° | 3.973x10° | 1.476x107 98.58 3.67 10150 | 5.02% | 8.77
8.061x10° | 8.057x10° | 4.530x107 | 99.95 5.62
1.680x10° | 1.717x10° | 4.325x107 | 102.20 2.55
T'a'ff ', | 6721x10° | 6728¢10° | 3742x107 | 10010 | 056 9968 | 2.86% | 220
1.344x10% | 1.301x10* | 2.411x10° | 96.77 1.80
1.680x10° | 1.694x10° | 1.967x107 | 100.80 1.18
I'mer 6.721x10° | 6.657x10° | 7.211x10° | 99.05 0.11 9886 | 203% | 155
1.344x10% | 1.299x10* | 1.752x10° | 96.68 1.30
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Cizelge 18. IRB standart ¢ozdltileri icin Kesinlik ¢calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

L Giin (n=8) [2. Giin (n=8) 3. Giin (n=g)| “71% A
Ortalama 0.8052 0.8047 0.8043 0.8048
En diisiik ortalama GA oq5 0.8029 0.8022 0.8019 0.8036
En yuksek ortalama GA 05 0.8076 0.8073 0.8068 0.8060
Standart Sapma 0.002811 0.003023 0.002952 0.002824
Ortalamanin standart hatas1| 0.0009938 0.001069 0.001044 0.0005765
%BSS 0.35% 0.38% 0.37% 0.35%
ANOVA F (2.21) = 0.1863 P> 0.05

Cizelge 19. HCT standart ¢ozeltileri icin Kesinlik ¢calisgmalarinin istatistiksel degerlendirmesi

1. Giin (n=8) |2. Giin (n=8) | 3. Giin (n=8) arif‘?rl]'fz "
Ortalama 0.2080 0.2052 0.2042 0.2058
En diisiik ortalama GA g5 0.2020 0.1987 0.1991 0.2029
En yuksek ortalama GA ¢,95 0.2139 0.2117 0.2093 0.2087
Standart Sapma 0.007123 0.007751 0.006044 0.006893
Ortalamanin standart hatas1 | 0.002518 0.002741 0.002137 0.001407
%BSS 3.43% 3.78% 2.96% 3.35%
ANOVA F (2.21) =0.6260 P> 0.05
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Cizelge 20. idrar igerisinde IRB i¢in kesinlik calismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

1. Giin (n=8)| 2. Giin (n=8) | 3. Giin (n=g) | Glinler arasi

(n=24)

Ortalama 0.4916 0.4895 0.4902 0.4905

En diisiik ortalama GA o,g5 0.4892 0.4875 0.4884 0.4894

En yiksek ortalama GA o0 0.4941 0.4915 0.4921 0.4915
Standart Sapma 0.002903 0.002439 0.002206 0.002582

Ortalamanin standart hatasi| 0.001026 0.0008622 0.0007800 0.0005271

%BSS 0.59% 0.50% 0.45% 0.53%

ANOVA F(2.21) =1.452 P> 0.05

Cizelge 21. idrar igerisinde HCT i¢in kesinlik ¢alismalarinin istatistiksel degerlendirmesi

1. Giin (n=8) | 2. Gin (n=8) | 3. Giin (n=g) | Glinler arasi

(n=24)

Ortalama 0.1462 0.1475 0.1479 0.1472

En diisiik ortalama GA o5 0.1412 0.1414 0.1445 0.1448

En yuksek ortalama GA 95 0.1511 0.1537 0.1513 0.1496
Standart Sapma 0.005926 0.007335 0.004046 0.005714

Ortalamanmn standart | 50095 | 0002503 | 0001431 | 0.001166

hatasi
%BSS 4.05% 4.97% 2.74% 3.88%
ANOVA F (2.21) = 0.1968 P > 0.05

Yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla 1.008x10°, 2.015%x10°®, 4.030x10°,
6.046x10°, 8.061x10°, 1.008x10° M HCT, 1.680x10°, 3.360x10°, 6.721x10°,
1.008x10*, 1,344%x10, 1.680x10* M IRB ve 1.645x10™ M sabit derisimde AGO
iceren c¢oOzeltiler hazirlanmis ve belirlenen kosullarda analiz edilmistir.
Dogrusallik ¢alismalarinda da analizler giin i¢i ve giinler arasi olarak 3 kere
tekrarlanmistir. Elde edilen veriler en kiigiik kareler metoduyla degerlendirilmis,
buna gore egim, kesim ve bu degerlerin standart sapmalari ile korelasyon katsayisi
hesaplanmistir. Hem IRB hem de HCT i¢in bu ydntemin belirtilen derigim
araliginda dogrusal sonuglar verdigi ve Lambert-Beer Yasasi’na uydugu
goriilmiistlir. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi1 dogrusalligina iliskin istatistiksel
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veriler standart ¢cozeltiler icin Cizelge 22 ve 23'te, idrar icerisindeki IRB ve HCT
icin Cizelge 24 ve 25'te verilmistir.

Cizelge 22 . IRB standart ¢Ozeltis igin giin ici ve giinler arasi dogrusalhk analizinin
istatistiksel degerlendirmesi

HCT
Ginigi (n=6) Giinler arasi (n=18)
Aralik (M) 1.008x10° - 1.008x10°
Egim 109215+ 1151 | 109631 + 649.7 109993 + 1204 109613 + 609.4
17 Kesim -0.004941 + 0.002133 + -0.001344 + -0.001384 +
LLI 0.007042 0.003974 0.007363 0.003728
-
7, r 0.9998 0.9999 0.9998 0.9999
o 106019
g Egim GA o5 et 107827 - 111434 | 106651 - 113334 108321 - 110905
Z . -0.02449 — -0.008898 —
) Kesim GA go5 0.01461 001316 -0.02178 —0.01910 | -0.009286 — 0.006519
D) LOQ (M) 6.448x107 3.625x107 6.694x107 3.401x107
-l
O LOD (M) 2.128x10°7 1.196x107 2.209x107 1.122x107
< ANOVA F (2.10) = 2.614 P> 0.05

IRB
Gunici (n=6) Giinler arasi (n=18)
Arahk (M) 1.680x10° - 1.680x10*
Egim 24956 + 172.9 25165 + 217.9 25332 + 352.6 25151 + 136.2
cim | O | ogmeme | SUs | oomesonns
r 0.9999 0.9999 0.9996 0.9998
Egim GA o5 24476 - 25436 24560 - 25770 24354 - 26311 24862 - 25440
Kesim GA oo '%_%%%71%' '%_%5;%1195' -0.1098-0.08979 | -0.02389 - 0.03500
LOQ (M) 7.17x10° 8.83x10° 1.42x10° 5.52x10°®
LOD (M) 2.37x10° 2.91x10° 4.68x10° 1.82x10°
ANOVA F (2.10) = 0.326 P> 0.05

Cizelge 23 . HCT standart ¢ozeltisi icin giin i¢i ve giinler arasi dogrusallik analizinin
istatistiksel degerlendirmesi
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Cizelge 24 . idrar icerisindeki IRB icin giin ici ve giinler arasi dogrusallik analizinin
istatistiksel degerlendirmesi

IRB
Ginigi (n=6) Giinler arasi (n=18)
Arahk (M) 1.680%x10° - 1.680x10*
Egim 14340 + 203.9 14533 + 203.6 15066 + 193.4 14646 + 137.8
Kesim oo prysaie pyiy -0.007173 + 0.01405
r 0.9996 0.9996 0.9997 0.9999
Egim GA o5 13774 - 14906 13968 - 15098 14529 - 15603 14354 - 14939
Kesim GA o0 '%%‘g%i%‘ '%%%%%26‘ '%%%1777?’2‘ -0.03697 — 0.02262
LOQ (M) 6.121x10° 2.258x10° 1.793x10° 4.898x10°
LOD (M) 2.020x10°® 7.452x107 5.916x10° 1.616x10°
ANOVA F(2.10) = 1.134 P> 0.05

Cizelge 25 . Idrar icerisindeki HCT icin giin ici ve giinler arasi dogrusalhk analizinin
istatistiksel degerlendirmesi

HCT
Gunicgi (n=6) Giinler arasi (n=18)
Aralik (M) 1.008x10°® - 1.008x10°
Egim 71671 + 1222 74199 + 1085 77965 + 947.1 74612 + 1067
Kesim -0.002711 + -0.002805 + -0.01533 +
0.007472 0.006636 0.005793 -0.006950 + 0.006524
r 0.9994 0.9996 0.9997 0.9999
Egim GA o5 68280 - 75062 71187 - 77211 75336 - 80594 72350 - 76873
KeSm GA ses -0.02345 - -0.02123 - -0.03141 -
0.01803 0.01562 0.0007470 -0.02078 — 0.006881
LOQ (M) 1.043x10°® 8.944x107 7.430x10°” 8.744x107
LOD (M) 3.440x107 2.951x10” 2.452x107 2.885x107
ANOVA F (2.10) =3.314 P> 0.05

Yontemin saptama  sinir1

denkleminin

hesaplanmistir.

Kesimin

(LOD) ve tayin alt s (LOQ), kalibrasyon

egimi ve kesim degerinin

standart

sapmast kullanilarak
standart sapmasinin egime oraninin kullanildigi

hesaplamalarda elde edilen oran degeri LOD i¢in 3.3 ile, LOQ i¢in 10 ile
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carpilmistir. Hesaplamalarda kullanilan istatistiksel veriler dogrusallik igin
yapilan giinler arasi ¢aligmalardan elde edilmistir. Bu sekilde hesaplanan LOD ve
LOQ degerleri hem standart IRB ve HCT ¢ozeltileri igin hem de idrar igerisindeki
standart ¢ozeltiler icin yukaridaki dogrusallik tablolarinda verilmistir.

Analizi yapilacak numunede var olan ve bu maddeyle girisim yapabilecek
safsizliklarin yaninda analiz edilmek istenen maddenin Olciilebilme yetenegi
olarak bilinen spesifikligin belirlenmesi i¢in numune analizleri farkli li¢ kolonla
yapilmistir. Elde edilen kromatogramlardan higbirinde analit piklerine olumsuz
etki yapan herhangi bir girisime rastlanmamistir. Ayrica kromatogramlardaki IRB
ve HCT piklerinin safliklar1 PDA dedektor ile kontrol edilmis ve etkilesim yapan
bir madde gozlenmemistir. Bu sonuglar degerlendirilerek yontemin yeterli
spesifiklige sahip oldugu kabul edilmistir.

Literatiirlerde IRB ve HCT’nin stabiliteleri ile bazi ¢alismalar yer almaktadir.
Plazma igerisindeki celiprolol, bisoprolol ve IRB stabilitesi ile ilgili yapilan
calismalarda -22°C civarinda bozunmadigi, +4°C’de 1 ay stabil kalmasina ragmen
kromatogramlarda fazladan pik goriilebildigi, oda kosullarinda (25°C) ise 24 saat
stabil kalabildigi gosterilmistir (Caudron ve ark., 2004). Bagka bir calismada IRB
standart ¢ozeltisinin +4°C’de 1 ay saklandig: fakat tekrar edilebilir sonuglarin 15
giinliik siirede alinabildigi ve bu durumda da stabilitesinin 15 giin oldugu yer
almaktadir (Gupta ve ark.,2011). Diger bir ¢aligmada ise IRB’nin plazma ya da
idrar igerisinde -20°C’de 7 ay saklanmasiyla dahi stabil kalabildigi gozlenmistir
(Chang ve ark., 1997). HCT i¢in ise plazma ve idrar igerisinde oda kosullarinda en
az 5 saat stabil kaldig1 sdylenmektedir (Fang ve ark. 2005). Bu veriler dikkate
alinarak IRB ve HCT'nin stabiliteleri, +4°C'de saklanan standart stok
¢oOzeltilerinin bir ay arayla yapilan analizlerinden elde edilen kromatogramlara
bakilarak degerlendirilmistir. Sekil 32°den de goriildigii gibi bir ay sonunda her
iki maddenin pik alanlarinda ciddi oranda azalma gozlenmis ve maddelerin
bozundugu kanaatine varilmistir. Bu durumdan dolay1 standart stok c¢ozeltiler en
fazla 15 giin kullanilacak sekilde hazirlanmis, kalan ¢ozeltiler atilmigtr.

Gelistirilen Yontemlerin Numunelere Uygulanmasi

UV-spektrofotometrik yontemin tabletlere uygulanmas:

IRB ve HCT’nin es zamanli analizi i¢in gelistirilen UV yontemi Co-irda® ilag
tableti (300 mg IRB/12.5 mg HCT) c¢ozeltisine uygulanmistir. Tablet ¢dzeltisi
deneysel kisimda anlatildigi sekilde hazirlanmig ve 190-400 nm araliginda

spektrumu  almmustir.  Co-irda® ilag tabletinin  spektrumu  Sekil 33'te
verilmektedir.

Elde edilen spektrumdan IRB ve HCT' nin maksimum dalga boylarindaki
absorbanslart her biri i¢in kalibrasyon denklemlerinde yerlerine konularak
tabletteki IRB ve HCT miktarlari hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 26'da
verilmistir.
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Sekil 32. Stabilite calismasindan 1 ay ara ile elde edilen kromatogramlar
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Sekil 33. Co-irda® ilag tableti (300 mg IRB/12.5 mg HCT) spektrumu
Cizelge 26 . Co-irda® ilag tableti analiz sonuclari (n=10)

mg |RB/Tablet | mgHCT/Tablet
Ortalama 299.89 12.499
Standart Sapma 0.4847 0.02166
%BSS 0.1616 0.1733
%icerik 99.96 99.99

Tablet analiz sonuglarindan da goriildiigi gibi, IRB ve HCT’ nin es zamanli analizi
icin gelistirilen UV metodu ile maddeler tabletlerden yiksek verimle
analizlenmistir.

YPSK yonteminin tablet ve idrar numunelerine uygulanmast

Bu c¢alismada gelistirilen YPSK yontemi ile IRB ve HCT'nin hem ilag
tabletlerinden hem de idrar numunesinden analizleri yapilmistir. YOntemin
numuneye uygulanmasi kisminda yine karsilastirmali sonuglar elde etmek ve
yontemin numuneler {izerine spesifikligini gostermek amaciyla yeni nesil
monolitik kolon yaninda birinci nesil monolitik kolon ve Fortis Cig kolon da
kullanilmustir.

Ilk ¢alismalar yeni nesil monolitik kolon iizerinden yiiriitiilmiistiir. Co-irda® ilag
tableti (300 mg IRB/12.5 mg HCT), daha once deneysel kisimda anlatildig:
sekilde ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 1 mL’lik viale, 50 puL 1:5 oraninda %25 ACN ile
seyreltilen tablet cozeltiden ve 50 pL AGO’dan  almip %25 ACN ile
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tamamlanmistir. Bu ¢0zelti iyice kanstirthp analize verilmistir. Tablet
cozeltisinden elde edilen kromatogram Sekil 34’te verilmistir.

mal
J230nm dnm (1.00%

70
60

50

23.634/156766/35705

a0

30

22 979/ 46RR1 5672

20

a
T
=
7 97 0/25400/2695

=

oo 50 100 130 200 220 min

Sekil 34. Co-irda®tablet cozeltisinin analizinden elde edilen kromatogram HCT (4.2x10° M,
7.970 dk), IRB (7.0x10° M, 22.979 dk) ve AGO (1.645x10° M, 23.634 dk)

Tablet cozeltisinden analiz islemi 10 kere tekrarlanmistir. Elde dilen
kromatogramlardan IRB ve HCT’nin IS’ye gore PN degerleri hesaplanmis ve bu
PN degerleri yardimiyla IRB ve HCT’nin dogrusallik ¢aligmalarindan elde edilen
kalibrasyon denklemleri kullanilarak tabletteki IRB ve HCT miktarlar
hesaplanmustir. Sonuglar Cizelge 27’ de verilmistir.

IRB ve HCT maddeleri idrar 6rneklerinden de es zamanli olarak analiz edilmistir.
Analiz sirasinda kullanilan kolon mezopor gozenek yapisinin sagladigi genis
ylizey alanindan dolay1r yiliksek ayirma giiciine sahiptir. Ayrica monolitik
kolonlarla yapilan Onceki g¢aligmalarda kolonun o&zelliginden dolay1 biyolojik
numuneler herhangi bir 6n hazirlik islemine gerek duyulmadan sisteme verilip
analiz edilmistir (Bellomarino ve ark., 2009; Penner ve ark., 2010). Bu avantgjlar
dikkate alinarak calismada idrara herhangi bir 6n hazirlik islemi (ekstraksiyon
vb.) uygulanmamustir. idrar 6rnekleri oda sicakhigina geldikten sonra, deneysel
kisimda anlatildig1 sekilde, sadece santrifiijleme, siizme ve seyretme islemlerine
maruz birakilmstir. Via igerisine 500 puL IRB-HCT karigimi, 50 pL. AGO ve 650
pL 1/10 oraninda seyreltilmis idrar koyularak analize verilmistir. IRB-HCT
standartlarin1 iceren idrarin analizi sonucu elde edilen kromatogram Sekil 35'te
verilmistir.

58



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 27 . Belirlenen kosullar altinda gerceklestirilen tablet analizlerinin sonuglari (n=10)

IRB HCT

Ortalama 299.9 12.50

Minimum 298.9 12.47

Maksimum 300.5 12.55
Standart sapma 0.5109 0.02283
Ortalamanin standart hatasi 0.1616 0.007219

En diisiik ortalama GA o,g5 299.5 12.48

En yiksek ortalama GA o9 300.3 12.52

Varyasyon katsayisi 0.17% 0.18%

fer Ty

100+

75

a0

29

(BE7/42114/4944

23.B07/150764/35354

254
0a 50 100

130

230

min

Sekil 35. 1.008x10°M HCT, 1.680x10”" M IRB ve 1.645x10° M AGO iceren idrar analiziyle

elde edilen kromatogram

Kromatogramlardan da goriildiigii gibi hicbir 6n islem yapilmadan analizlenen
idrarda dahi IRB, HCT ve AGO sinyalleri olduk¢a verimli elde edilmistir.

Ayni tablet ve idrar ¢ozeltileri once birinci nesil monolitik kolon, sonra Fortis Cig
kolon ile yeniden analizlenmis ve agsagidaki kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 36. Co-irda® tablet gozeltisinin analizinden elde edilen kromatogram HCT (4.2x10° M,
7.591 dk), IRB (7.0x10° M, 22.367 dk) ve AGO (1.645x10° M, 23.722 dk)
(Chromolith® RP-18e kolon ile)
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Sekil 37. Co-irda®tablet cozeltisinin analizinden elde edilen kromatogram HCT (4.2x10° M,
15.426 dk), IRB (7.0x10° M, 23.647 dk) ve AGO (1.645x10° M, 25.848 dk) (Fortis
Cigkolonile)
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Sekil 38. HCT (2.015x10° M, 7.578 dk), IRB (3.360x10° M, 22.325 dk) ve AGO (1.645x10°
M, 23.711 dk) igeren idrar ¢ozeltisinin kromatogrami (Chromolith® RP-18e kolon
ile)
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Sekil 39. HCT (2.015x10° M, 15.577 dk), IRB (3.360x10° M, 23.653 dk) ve AGO (1.645x10°
M, 25.856 dk) iceren idrar ¢ozeltisinin kromatogrami (Fortis Cig kolon ile)
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, IRB ve HCT nin farmasoétik preparatlardan ve idrardan es zamanh
analizi i¢in Ornek hazirlama basamaklar1 basit ve analiz sonuglarinin gilivenilir
olmasinin yaninda kullanilan kimyasallarin ucuzlugu, kolay bulunabilir i¢
standarda sahip olmasindan dolay1 bir YPSK yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
bu yontemdeki tablet sonuglari, evrensel bir yontem olan UV ile yapilan analiz
sonuclariyla karsilastirilmistir.

Onceki calismalara bakildiginda IRB ve HCT nin insan plazmasi igerisinden es
zamanlt analizinde sabit akis hizi ve izokratik sisteme dayali bir hareketli faz
kullanilmistir (Erk, 2003). Bu ¢alismada ise YPSK yodnteminin analiz siiresinin
uzun olmasi, degisken hareketli faz ve akis hizi sistemi kullanilmas1 analizi daha
karmagik hale getirmektedir. Fakat analiz sirasinda kolon 6zelliginden dolay1 daha
yiiksek akis hizinda dahi diisiik basinglarda calisilabilmesinden dolay1r yontemi
iistiin kilmaktadir.

Daha onceden yapilan calismalarda genellikle 3 pm ve 5 um partikiil boyutuna
sahip Cig yapisindaki kolonlarla ayirimlar yapilmistir (Erk, 2003; Rane ve ark.,
2010 ve Tutunji ve ark., 2010). Fakat ilk defa bu ¢alismada IRB ve HCT
ayirimlarinin monolitik kolonlarla daha iyi yapildigi gosterilmistir. Bu kolonlar
Cis kolonlara gore daha diisiik basinglarda ¢alisma imkani sunmaktadir. Ayrica
dolgu maddesinin 6zelliginden ve mezopor/makropor biiyiikliiklerinden dolay1
biyolojik sivilar herhangi bir 6n hazirlik islemine ihtiyag duyulmadan basit bir
seyreltme islemi ile sisteme verilebilmektedir (Bellomarino ve ark., 2009; Penner
ve ark., 2010). Calismada biyolojik numuneye yapilan bir 6n hazirlik isleminin
olmamasindan dolay1 toplam maliyet azaltilip zamandan tasarruf saglanmistir.

Diger yandan bu ¢alismada iki monolitik kolon ve bir Cig kolon olmak Uzere g
farkli kolonun performanslari da karsilagtirilmigtir. Sistem uygunluk testlerine
gore en yiiksek teorik tabaka sayisi ve ayirim giicli yeni nesil monolitik kolonlarda
elde edilmistir. Bu parametreler yoniinden yeni nesil monolitik kolonu birinci
nesil monolitik kolon ve ardindan Cig kolon takip etmektedir. Ayrica yeni nesil
monolitik kolonda IRB’nin HCT’ye gore bagil alikonma zamani 2.91 iken, birinci
nesil monolitik kolonda 2.92 olarak elde edilmektedir. Bu degerler hemen hemen
aynt olmasma ragmen birbirinin alternatifi olarak kullanildiklarinda farkli
alikonma zamanlarina sahip IRB ve HCT pikleri verecekleri i¢in birbirlerine
karsi alternatif olarak kullanilmamalidir.

Onceki ¢aligmalarda da (Erk, 2003 ve Rane, 2010) oldugu gibi analizler PDA
dedektor kullanilarak yapilmis ve gelistirilen yontemin spesifikligi arttirilmastir.
Bu dedektdr yardimiyla IRB ve HCT piklerinin safliklar1 da kolaylikla
incelenmistir. Fakat, KS’nin dedektor olarak kullanildigi ¢alismalarda daha diisiik
derisimlere inilmistir (Tutunji ve ark., 2010). Bununla birlikte KS bagh
sistemlerin kurulum maliyetlerinin ¢ok daha yiiksek olmasi, rutin uygulamalarda
orneklerin yogun temizleme basamaklarina tabi tutulmasi ve standart YPSK
cozucllerine gore daha ylUksek kalitede cozict kullanilmasi gerekliligi PDA
dedektorlii uygulamalart KS dedektorlii uygulamalara {istiin kilmaktadir.

Ayrica bu galismada IRB standart ¢ozeltileri i¢in LOD 1.82x10° M (0.78 pg/mL)
ve LOQ 5.52x10° M (2.37 ug/mL) iken, HCT standart cozeltileri icin LOD
1.122x107 M (0.033 pg/mL)ve LOQ 3.401x107 M (0.101 pg/mL) degerlerine
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ulagilmustir. Idrar icerisinde ise IRB icin LOD 1.616x10° M (0.69 pg/mL) ve
LOQ 1.616x10° M (0.69 pug/mL) iken, HCT icin LOD 2.885x10° M (0.086
Hg/mL) ve LOQ 8.744x10" M (0.26 pg/mL) olarak elde edilmistir. Diger
calismalarda Erk (2003) PDA dedektor kullanarak IRB icin ve 0.98 ug/mL LOD
ve 2.98 pg/mL LOQ'ya, HCT igin ise 0.43 pg/mL LOD ve 1.86 pg/mL LOQ
degerlerine inebilmistir. Tutunji ve arkadaslar1 (2010) ise KS dedektdrle IRB icin
0.01 pg/mL LOD ve 0.06 pg/mL LOQ, HCT i¢in 0.51 ng/mL LOD ve 1.0 ng/mL
LOQ degerlerini elde etmislerdir. Buradan da goriildiigii gibi KS kadar hassas
olmasa da PDA dedektorle oldukea diisiik derisimlere inilebilmistir.

Analizler sonucunda elde edilen kromatogramlar degerlendirilirken IS nin pik
normalizasyonu ile birlikte kullanilmasi yontemi dis faktorlerden kaynaklanan
etkilere kars1 daha dayanikli hale getirmistir. Bu sekilde yontemden, cihazdan ve
analizciden meydana gelen hatalar en aza indirilmistir.

Deneysel ve istatistiksel veriler degerlendirildiginde, gelistirilen yontemin tablet
ve idrar disinda diger biyolojik sivilara da uygulanabilmesi miimkiindiir. Daha
hassas sonuclarin elde edilebilmesi i¢in analizler ultra hizli sivi kromatografi ve
SK/KS kullanilarak gerceklestirilebilir.
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EK 1 Chromolith® High Resolution RP-18e (100x4.6 mm) kolon analiz

sertifikasi

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Chromolith® HighResolution

RP-18e 100-4.6

Ord. No. 1.52022.0001

This batch of monolithic columns has
successfully passed all production quality

tests regarding our specifications for
reproducibility.

Test result for Anthracene

k =42
N/m = 152532
Tusp =119
AP =59 bar

o (Anthracene/Progesterone) = 2.11

Sample Components
1. Thiourea (10 pg/ml)
2. Progesterone (100 pg/mi)
3. Anthracene (10 pg/ml)

Dr. Reiner Vogt
Quality Control

Sorbent Lot No.
Column No. UM1420/012

UM1420

a. Capacity Factor k

b. Efficiency (Plate Number N/m)

c. USP Tailing Factor (Tysp)

d. Selectivity (Separation Factors o )

e. Chemical Stability

Date 25.10.2011

COLUMN PERFORMANCE TEST CHROMATOGRAM
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Test Conditions

Eluent:

Flow Rate:
Inj. Volume:
Detection:
Cell Volume;
Temperature:

This document has been produced electronically and bears no

Made in Germany

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany

Tel. +49 (0)6151-72 2440

EMD Chemicals Inc., One International Plaza, Suite 300
Philadelphia, PA 19113, USA, Tel. 1-800-645-5476

5.00000.2092-6001324947

Acetonitrile/Water (60/40, v/v)
2 ml/min

1l

UV 254 nm

13 ul

ambient
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EK 2 Chromolith® RP-18e (100x4.6 mm) kolon analiz sertifikasi

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Chromolith® Performance
RP-18e 100-4.6

Batch No. UM6151

Ord. No. 1.02129.0001 Rod No. UM6151/067

Date 16.05.2007
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This batch of monolithic columns has
successfully passed all production quality
tests regarding our specifications for
reproducibility

Test result for Anthracene

k =41
N/m = 84854
Tysp =157
Ap =21 bar

o (Anthracene/Progesterone) = 2.01

Sample Components

1. Thiourea (10 pg/ml)

2. Progesterone (100 pg/ml)
3. Anthracene (10 pg/mi)

Dr. Hans D.J. Miiller
Quality Assurance Production

a. Capacity Factor k

b. Efficiency (Plate Number N/m)

c. USP Tailing Factor (T gp)

d. Selectivity (Separation Factors o)
e. Chemical Stability

COLUMN PERFORMANCE TEST CHROMATOGRAM
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Test Conditions

Eluent: Acetonitrile/Water (60/40, v/v)
Flow Rate: 2 mi/min

Inj. Volume: 1l

Detection: UV 254 nm

Cell Volume: 13 pl

Temperature: ambient

This document has been produced electronicaily and bears no signature.

DIVISION Performance & Life Science Chemicals (PLS) I "
Certified Quality Management System i lVlERCK
according to DIN 1SO 9001 I:’

|

Merck KGaA - 64271 Darmstadt - Germany
Fax +49 (0)6151 726080
Website: www.chromatography.merck.de
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EK 3 FortisC18 (5 um, 100x4.6 mm) kolon analiz sertifikasi

QUALITY ASSURANCE

Phase: Sum Fortis C18 Mobile Phase: 60:40 ACN:Water
Flow: 1.0mI/min
Part Number: F18-050505 Sample Volume: 10ul

Wavelength: 254nm
Column Dimension: 100x4.6mm Temperature: 20C

Batch Number: 185-184
Column Backpressure: 60 Bar

Serial Number: B10110305-1
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Minutes
Column Performance
5] Name RT(min) | Capacity | Resolution | Symmetry | Plate Count
1 [URACIL 0.880 | -0.120 113 3557
2 | PHENOL 1.800 | 0.800 12.815 1.08 7698
3 | 4-ETHYLANILINE 2697 | 1697 8.818 107 8326
4 |NNDIMETHYLANILINE [ 4718 | 3.718 12.731 1.03 9477
5 | NAPHTHALENE 7012| 6012 9.194 1.02 8999
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EK 4 irbesartan standart maddesinin analiz sertifikas1

t\ @ULKAR KIMYA ULKAR KIMYA SANAYii VE TICARET A.S.

SANAYil VE TICARET A.§ 59500 Organize Sanayi Bdlgesi, Cerkezkéy,Tekirdag

ANALIZ SERTIFIKASI

Malzeme Kodu/Tanaimi :11000012 Irbesartan E.U.
Uretici/Satici Firma : -

Analiz Tarihi
SAP Batch No :8L0008 Kontrol Parti No

Satici Batch No : -

Saklama Sarta

:20.11.2008 Miktar :28,890 KG
:040000021251

Son Kullanma Tarihi :16.11.2013
:1¥i KAPATILMIS KAPLARDA. 30°C'NIN ALTINDA SAKLANIR.

ANALIZLER SPESIFIKASYONLAR SONUGLAR METOD
GORUNTS Beyaz veya beyazimsi, 0001 UYGUN USP Current
kristal toz. Beyaz kristal toz. Edition
POLIMORFIZM Form A olmalx. UYGUN Firma
Form A Spesifikasyonu
COZONURLOK Pratik olarak suda 0001 UYGUN USP Current
¢Szinmez . Suda ¢ozinmedi.Etanol Edition
Etil alkolde ve metilen{ve metilen klorirde az
klortirde ¢dziundda.
az ¢Oozinlir.
TANIMA A-IR SPEKTRUM IR spektrumu standarda 0001 UYGUN USP Current
uymalidir. Standart ile numune Edition
ayni pikleri verdi.
TANIMA B-HPLC HPLC kromatogrami UYGUN USP Current
standarta uymalidir. Edition
sU Max 0,50 % 0,34 % USP Current
Edition
AGIR METAL Max 0,002 % 0,002 % USP Current
Edition
KURUTMA KAYBI Max 0,50 % 0,19 % Firma
Spesifikasyonu
BAGIMLI Max 0,20 % 0,00 % uUsp
MADDELER-IMPURITE A Cur.Ed.-Firm.Sp.
BAGIMLI Max 0,10 % 0,00 % usp
MADDELER - IMPURITE B Cur.Ed.-Firm.Sp.
(1-[(2 '-C
BAGIMLI Max 0,10 % 0,00 % usep
MADDELER-TRIFENIL Dedekte edilmedi. Cur.Ed.-Firm.Sp.
METANOL
SONUG Kabul ONAY TARIHI|28.11.2008
ACIKLAMA //////‘E! W M AOF
ANALIZI YAPAN KONTROL EDEN ONAY
J;lda LASTRE £h A\ Dol Garm
Ol mon AL édigaden ' g ) o
J,7 =Y " 9300% 9 ——AAQM 28 3) 1008 Al o
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Z/7 ULKAR KiMYA

/" samavil vE TICARET A.S. 59500

Organize Sanayi Bdlgesi,

ULKAR KiMYA SANAYIi VE TICARET A.§.

Cerkezkdy, Tekirdad

ANALIZ SERTIFIKASI

Malzeme Kodu/Tanima
Oretici/satici Firma
Analiz Tarihi :2
SAP Batch No

Satici Batch No

saklama §Sarta

0.11.2008

:8L00OB

:Iyi KAPATILMIS KAPLARDA.

11000012 Irbesartan E.U.

Miktar

Kontrol Parti No

Son Kullanma Tarihi

128,890 KG
1040000021251

:16.11.2013

30°C'NiN ALTINDA SAKLANIR.

METOKSITRIFENIL METAN

ANALIZLER SPESIFIRASYONLAR SONUCLAR METOD
BAGIMLI Max 0,10 % 0,00 % uUsPp
MADDELER - Dedekte edilmedi. Cur.Ed.-Firm.Sp.

BAGIMLI MADDELER-TEK Max 0,10 % 0,00 % USP

BILINMEYEN IMPURITE Dedekte edilmedi. Cur.Ed.-Firm.Sp.

BAGIMLI MADDELER Max 0,50 % 0,03 % usp

-TOPLAM IMP. Cur.Ed.-Firm.Sp.

MIKTAR TAYINI (98,00)-(102,00) % 99,63 % uUsp
Cur.Ed.-Firm.Sp.

ARTIK SOLVENT - METANOL4Max 3000,0 ppm 0,0 ppm usp
Cur.Ed.-Firm.Sp.

AZID LIMITI Max 10,00 ppm 0,00 ppm USP Current
Edition

PARTIKUL BOYUTU-D90 Max 10,00 mikron 6,12 mikron Firma
Spesifikasyonu

ARTIK SOLVENT - ETIL Max 5000,0 ppm 84,4 ppm uUsp

ALKOL Cur.Ed.-Firm.Sp.

ARTIK SOLVENT - ETIL Max 5000,0 ppm 384,4 ppm UsP

ASETAT Cur.Ed.-Firm.Sp.

ARTIK SOLVENT - ASETON |Max 5000,0 ppm 0,0 ppm UsSP

Cur.Ed.-Firm.Sp.

SONUC Kabul

ONAY TARIHI|28.11.2008

AGCIKLAMA

e 4 15 A2 008

ANALIZI YAPAN

ANL 6ot

AAXICE

) KONTRCL EDEN
Bk fasToce b oA T i«m
v

ONAY

Dor-te- Gamn

o — 28 V. 7e0%

CALE W
cfﬁj>7{:;[2ig LY. 0.1008
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EK 5 Hidroklorotiazid standart maddesinin analiz sertifikasi

CAMEBREX

pProduct

Batch
Production date
Expiration date

Rnalysis

| DETERMINATION

Certificate of Analysis

Cambrex Profarmaco Milano 8.l
Via Curiel 34, 20087 Paulle {MI;

HYDPROCHLOROTHIAZIDE C.A.S5. n. 58-913-5
213738 Formula CTHSCINIO482
June 2008 MW, 297.7

April 2013 T.8. 014.810

June 2§ 2008

'3 SPECIFICATION

RESULT

CoLoR__

e e s
. IDENTIFICATIONS

i

i bimerhylformamide

_White ar almost white crys alling powder

NaCH sol.
n-Butylamine

Clear golution
Clear solution
Clear solution |

_Aba. ar 420 nm in N4OH sol.

NMT 0.3180

1R spectrun
UY¥ spectrum - USP
UV _spectyum - EuPh

conforms to standard i
Conforms to standard
Abg rario 2737323 between 5.4 - %.7

"RESIDUE ON TGNITION NMT 0.1 &
[ HEAVY METALS MYT 10 ppm
LOSS ON DRYING o NMT 0.5 %
TWATER ) NuT 9.5 &

By titration (on dried basia)
_By HPLL (op dried basis)

98.0 f 10Z2.0 %
98.0 / 102.0 %

: AELATED SUBSTANCES 4-NH2-6-Cl-1,3-benzenedisulphonamide {DSA, USP-AJEP-B} NMT 0.500 %
|8y nere Chlorotrhiazide (EP-A/USF} NMT .500 %
pimer (EP-C/USP) NMT ¢.300 %
i Single largest unknown iogpurity NMT 0.160 %
Toral impuritiss {EP requirement) NMT 1.00 %
e Total impurities excluding DSA (USP reguir HMT &.500 % !
! CHLORIDES HMT _10C ppm..
. NMT 30 ppm
BMT 0.4 ml

AGTDITY- ALKALINITY

P0.0LM HOCL

This batch has been manufactured, packaged

The product conformy to regquirements of:

USP31 - BuPh6

71
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EK 6 Agomelatin standart maddesinin analiz sertifikasi

SIGMA-ALDRICH sigma-adchcom

Product Name:

Agomelatine - z98% (HPLC)

3050 Spruce Street,Saint Louis,MO 63103,USA
Website: www sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Certificate of Analysis

Product Number: A1362 o
Lot Number: 011Ma710V A,
Brand: SIGMA \ H
CAS Number: 138112762 MO T )
Formula: C15H17NO2 SN
Formula Weight: 243.30 g/mol
Storage Temperature: Store at 2 - 8 T
Quality Release Date: 28 FEB 2011
Test Specification Result
Appearance (Color) White to Off-White White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Turbidity) Clear Clear
> 20 mg/mL DMSO
Elemental Composition Pass Pass
C15H17NO2
Purity (HPLC) > 97.5% > 99.5%
HPLC Identity Conforms Conforms

co-elutes with the reference lot

Brendan Nye, QC Team Leader
Quality Cantrol
Natick, Massachusetts US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact

Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use.
slip for additional terms and conditions of sale

See reverse side of invoice or packing

Version Number: 1

Page 1 of 1
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	kapaklar-jüri onayı
	özgeçmiş-özet-içindekiler-dizinler-kısaltmalar
	Adı ve soyadı : Sema Koyutürk

	giriş-bulgular-sonuç
	Antidepresif ilaçlar sınıfında bulunan AGO, N-[2-(7-metoksinaftalen-1-il)etil]etanimidik asit olarak isimlendirilir. Kapalı formulü C15H17NO2, molekül ağırlığı 243.3 g/mol ve log P değeri 2.83 olarak verilmektedir.
	http-1 Chromolith® Monolitik Formu www.merckmillipore.com.mx/chemicals/chromolith-monolithic-hplc -columns/turkey/c_MHab.s1LrkkAAAEWq.AfVhTl (16.12.2012)


