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OZET

SELEKSIPAG’IN FARMASOTIK TABLETLERDE
HPLC ILE MIKTAR TAYINI

Ebru YILDIZ
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Ocak 2024
Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Seleksipag, Diinya Saglik Orgiitii’niin fonksiyonel smiflamasina gore Smf II ve
I11I’de yer alan hastalarda pulmoner arteriyel hipertansiyon ilerlemesini geciktiren ve
hastalarin hastaneye yatislarini azaltan bir ilagtir. Seleksipag, prostasiklinden yapisal
olarak farkli olan ve oral yolla kullanilan bir prostasiklin IP resept0r agonistidir.

Bu tez ¢alismasinda Seleksipagin ticari farmasotik Urtinden analizi icin yeni bir
HPLC metodu gelistirilmistir. Gelistirilen metodun hareketli fazi asetonitril: KH2PO4
tamponu (28 mM, pH 3) (40:60, h/h) olup akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 0,5
mL/dk ve 1,0 uL’dir. Metod validasyonu ICH Q2(R1) kilavuzuna gore yiirtitilmiistiir ve

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Sozcukler: Seleksipag, Uptravi®, Miktar tayini, HPLC.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SELEXIPAG IN PHARMACEUTICAL TABLETS BY

HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Ebru YILDIZ
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institute of Graduate Schools, January 2024
Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Selexipag is an oral prostacyclin IP receptor agonist that delays the progression of
pulmonary arterial hypertension (PAH) and reduces hospitalization in patients in Class 11
and 111 according to the World Health Organization (WHOQ) functional classification.
Selexipag is an oral prostacyclin IP receptor agonist that is structurally different from
prostacyclin.

In this thesis study, a new HPLC method was developed for the analysis of
Selexipag from commercial pharmaceutical products. The mobile phase of the developed
method is asetonitril: KH2PO4 buffer (28 mM, pH 3) (40:60, v/v), the flow rate and
injection volume are 0.5 mL/min and 1.0 pL, respectively. Method validation was carried

out according to the ICH Q2(R1) guideline and the results were evaluated statistically.

Keywords: Selexipag, Uptravi®, Quantitation, HPLC.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Kromatografik yontemlerin kullanim alaninin ¢ok genis olmasi, etkili ve hizli ilag
analizlerinin yapilmasma da olanak saglamaktadir. HPLC kullanimu, ilagta aragtirma ve
gelistirme veya klinik ve tedavi izleme ¢alismalarinin yani sira kalite kontrol analizleri,
biyoyararlanim/biyoesdegerlik degerlendirmesi, kriminoloji, toksikoloji, ¢evre, gida gibi
alanlar1 da kapsamaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan da kabul edilen Seleksipag (SLP), Smif II
ve 111 pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) hastaliginin ilerlemesini geciktirerek, bu
durumda olan fonksiyonel hastalarin hastaneye yatis durumlarin1 azaltan ve pulmoner
arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisi icin, prostasiklin IP resepttr agonisti ve endike
olarak isimlendirilen agiz yolu ile alinan ilagtir. SLP, prostasiklin IP reseptor agonisti
oldugundan prostasiklinden yapisal olarak farkli oral bir ilagtir [1].

Bu tezde, SLP’nin farmasotik preparattan HPLC ile miktar tayini igin gelistirilmis
yeni bir analitik yontem {izerinde ¢alisilmistir. Bu tezin amaci, SLP’nin farmasotik
preparattan tayini i¢in ucuz, hizli ve giivenilir bir HPLC yontemi gelistirmek, gelistirilen
yontemin gegerliliginin saglanmasi, yonteminin gelistirilmesi ve gercek 0Orneklere
uygulanabilir olmasinin gosterilmesidir. Bu amaca yonelik olarak gelistirilen yontem

ICH Q2(R1) kilavuzuna gore valide edilmistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Seleksipag Nedir?

Prostasiklin Uzerinde etkili olan diger ilaglarm aksine SLP, segici bir prostanoid
olmayan prostasiklin IP reseptor agonisti olarak gorev yapar. Randomize kontrolli
calismalar, kombinasyon tedavisindeki SLP'min PAH mortalitesini onemli Olglide
azaltmadigini, ancak hastaneye yatis siklig1 ve hastaligin alevlenmesi iizerinde terapotik
bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ulkemizde 200 pug ve 800 pg tabletler halinde
mevcuttur. Ana yan etkiler bas agrisi, mide bulantisi, kusma ve bas donmesini igerir.
Ulkemizde ERA ve PDE-5i ile monoterapiye veya kombinasyon tedavisine yanit
vermeyen FS 1I-11I grup 1 PAH hastalarinda kullanilmas1 endikedir.

Karacigerde ilacin ana molekiilden 37 kat daha giiclii olan aktif formuna
dontistiiriilir ve dogrudan IP reseptorlerine baglanir. SLP ve metabolitleri 1P
reseptorlerine baglanir ancak diger prostasiklin reseptorlerine baglanmaz [2].

SLP agizdan alman oral bir tablettir, piyasada UPTRAVI® olarak bulunmakta olup
iiretici firmas1 Johnson & Johnson firmasidir SLP'nin baglangi¢ dozu giinde iki kez 200
mikrogramdir. Doz daha sonra haftada iki kez 200 pg artiglarla hastanin tolere edebilecegi
en ylksek doza, gunde iki kez maksimum 1600 pg kadar artirilir. Uzun siireli doz (idame
dozu), hastanin yan etkileri ne kadar iyi tolere edebildigine goére belirlenir. Yani doz
yiikseltme agamasinda hasta dayanilmaz yan etkilerle karsilasincaya kadar doz artirilir.

[lacin yiyecekle birlikte alinmasi tolere edilebilirligini artrabilir [2].

2.2. Seleksipagin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
475086-01-2 CAS numarasi olan SLP’mn CAS isimlendirilmesi 2-[4-[(5,6-difenil-

2-pirazinil) (1-metiletil) amino] batoksi]-N-( metilsilfonil) asetamid olup molekul

formult C26H32N404S, molekil agirhig: ise 496,62 g/mol’dr.
D
~ 0 oo
| @ /\/\/O\)I\ 8.
O N" N N7T™
Sekil 2.1. SLP ‘nin molekiil yapisi

SLP kokusuz, kati toz halinde, beyaz renkli olarak bulunur. Dimetil silfoksitte

kolaylikla ¢6ziiniir, suda ¢ozlinmez. Serin ve kuru, iyi kapatilmis bir kapta saklanmali ve
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nemden ve giiglii 1siktan/isidan uzak tutulmalidir. Erime noktast 134-138 °C’dir.

Yogunlugu 1,2 g/cm® olarak belirtilmistir [3].

2.3. Seleksipagin Etki Mekanizmasi

SLP, prostasiklin ve analoglarindan ayr1 olarak secici IP resept6r agonisti olarak
degerlendirilir. SLP, yaklasik olarak 37 kat daha guclu olan aktif metabolitini elde etmek
igin karboksilesterazlar tarafindan hidrolize edilir. SLP ve aktif metabolitleri, diger
prostaglandin reseptoérlerine (EP1-EP4, DP, TP ve FP) kiyasla IP reseptorleri igin yuksek
secicilige sahip, yliksek afiniteli IP reseptorii agonistleridir. EP1, EP3, FP ve TP'in
seciciligi onemlidir ¢linkii bunlar kan damarlarinda ve gastrointestinal sistemde iyi1
kurulmus kontraktil reseptorlerdir. Bu reseptorler imminsipresif etkilere aracilik
ettiginden, EP4, EP2 ve DP1'e yonelik segicilik 6nem arz etmektedir. IP reseptorlerinin
SLP ve etkin metabolitleri tarafindan uyarilmasi, vazodilatasyonun yani sira antifibrotik
ve antiproliferatif etkiler de Uretir.

SLP, PAH siganlarinda pulmoner ve kardiyak yeniden yapilanmayi inhibe eder ve
periferik ve pulmoner basinglarda orantili bir azalmaya neden olarak periferik
vazodilatasyonun pulmoner farmakodinamik etkinligi yansittig1 6ne siiriilmektedir. SLP,

in vitro sigan modelinde IP reseptorii duyarsizlastirmasini veya tasiflaksiyi tetiklemez [1].

2.4. Seleksipagin Farmakokinetik Ozellikleri
2.4.1. Genel ozellikler

SLP’nin ve aktif metabolitlerinin farmakokinetigi esas olarak saglikli goniillii
Kisiler tizerinde ¢aligma yapilmistir. SLP ve aktif metabolitinin farmakokinetigi, 800 pg
tek doz ve giinde (2) iki kez 1800 pg ¢oklu dozlarla orantili oldugu anlagilmaktadir. Coklu
dozlardan sonra SLP ve aktif metabolitler 3 gin igerisinde kararli duruma ulasmistir.
Coklu dozlardan sonra bile ne ana bilesik ne de aktif metabolit plazmada birikmez.
Saglikli goniillillerde, kararli durum maruziyetindeki denekler arasi degiskenlik (doz
aralig1 boyunca egrinin altindaki kalan), SLP ve etkin metabolit i¢in sirayla %43 ve %39
oldugu goriilmektedir. Deneklerin uygulamaya maruz kalma farkliliklarinin SLP ve etkin

metabolitler igin sirayla %24 ve %19 oldugu goriilmektedir.



SLP ve aktif metabolitlerine duyarli durum maruziyeti PAH hastalarinda ve sagliklt
kisilerde benzerdir. PAH hastalarinda SLP’nin ve aktif metabolitlerin farmakokinetik
ozellikleri hastaligin siddetinden etkilenmez ve zamanla degismez.

Saglikli goniillilerde veya PAH hastalarinda cinsiyet, rk, yas veya viicut
agirhigmin SLP’nin ve aktif metabolitlerinin farmakokinetik 6zellikleri tzerinde klinik

olarak anlamli bir etkisi gozlenmemistir.

2.4.2. Emilim

SLP hizla emilir ve yabanci bilesiklerin viicuttan atilmasinda rol oynayan enzimler
tarafindan etkin bir metabolite hidrolize edilir. Agiz yoluyla uygulanan SLP ve etkin
metabolitinin maximum plazma yogunlagsmalarina sirayla 1-3 saat ve 3-4 saat sonra
ulagilir. SLP’nin insanlarda mutlak biyoyararlanimi yaklasik %49°dur. Sebebi blyik
ihtimalle SLP’nin ilk gegis etkisinden kaynaklanmaktadir ve aktif metabolitlerin plazma
konsantrasyonlari, oral ve intravendz uygulamadan sonra benzerdir. Gida varliginda, tek
bir 400 pg dozundan sonra SLP *ye maruz kalma, Japon deneklerde %15 azalirken, beyaz
irk deneklerinde %10 artmustir. Bu sirada aktif metaboliteye maruz kalan Japon
deneklerde %12 azalirken, beyaz wkta %27 azalma gostermistir. Tokken yapilan
uygulamaya goére acken yapilan uygulamadan sonra daha fazla gonilli advers olay

bildirmistir.

2.4.3. Dagihm

SLP ve aktif metabolitleri plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir (toplamda

yaklasik %99, ayrica alblimin ve alfa-1 asit glikoproteine de bir miktar baglanir).

2.4.4. Biyotransformasyon

SLP, karacigerde ve bagirsakta karboksilesterazlar tarafindan aktif bir metabolite
hidrolize edilir. Oksidatif metabolizma 6ncelikle CYP2C8 ve daha az oranda CTP3A4
tarafindan katalize edilir ve hidroksillenmis ve dealkile edilmis tiriinlerin olusumuna yol
acar. UGT1A3 ve UGT2B7, etkin metabolitin glukuronidasyonunda rol oynar. Etkin
metabolit disinda insan plazmasinda dolasan metabolitlerin higbiri ilacin toplam
miktarmin %3’{inli agsmaz. Saglikli kisilerde ve PAH hastalarinda, aktif metabolitin
agizdan alinarak uygulanmasmdan sonra duyarli durum konsantrasyonunun ana

bilesikten yaklasik olarak 3-4 kat daha yuksek oldugu goriilmiistiir.
4



2.4.5. Eliminasyon

SLP’nin eliminasyonu temel olarak metabolizma yoluyladir ve 0,8-2,5 saatlik
ortalama terminal yar1 dmrii vardir. Etkin metabolitin yar1 dmrii 6,2-13,5 saattir. SLP’nin
toplam vucut klirensi 17,9 L/saattir. Saglikli goniilliilerde atilim uygulamadan 5 giin
sonra tamamlanmis ve ¢ogunlukla diskiyla (uygulanmis dozun %93’iine karsilik gelen)
ve %12’ si idrarla atilmistir.

Siddetli bobrek yetmezligi olan hastalarda (eGFR <30 mL/dk/1,73 m?) SLP ve aktif
metabolitlerine maruz kalma oraninda 1,4-1,7 kat artiy (maksimum plazma
konsantrasyonu ve plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altindaki alan ) goriilmiistiir.

Hafif (Child-Pugh siif A) veya orta derecede (Child-Pugh smif B) karaciger
yetmezligi olan hastalarda, SLP’ ye maruz kalma saglikli deneklerle karsilastirildiginda
sirayla 2 ve 4 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir. Aktif metabolite maruz kalma, hafif
karaciger yetmezligi olan hastalarda hemen hemen degismeden kalmis ve orta derecede
karaciger yetmezligi olan hastalarda iki (2) katma ¢iktig1 fark edilmistir. Siddetli
karaciger yetmezligi olan (Child-Pugh sinif C) iki denege SLP verilmistir. Bu iki denekte
SLP’ye ve etkin metabolitine maruz kalma, orta derecede karaciger yetmezligi (Child-
Pugh sinif B) olan deneklerle benzer oldugu goriilmiistiir.

Karaciger yetmezIligi olan hastalarla yapilan bir ¢alismanin simdlasyon verileri ve
modellemesine gore, orta derecede karaciger yetmezligi olan hastalarda (Child-Pugh B
Smifi) giinde tek doz uygulamasindan sonra SLP’ye maruz kalma, glnde iki doz
uygulamasi sirasinda saglikli gonillilerde gorulene gore yaklasik 2 kat yliksek olacagi
tahmin edilmistir. Glnde tek doz uygulanan bu hastalardaki kararli durum maruziyetinin,
ginde iki kez doz uygulanan saglikli gonullilerde go0zlenene benzer olmasi
beklenmektedir. Siddetli karaciger yetmezligi (Child-Pugh Smif C) olan kisiler, ginde
tez doz uygulamasi sirasinda orta derecede karaciger yetmezligi olan kisiler gibi

ongorilen kararli durum maruziyeti gostermistir [4].

2.5. Seleksipagin Farmakolojik Ozellikleri

SLP, agiz yoluyla kullanilan yiiksek selektif IP agonistidir. Yiiksek selektif 6zelligi
nedeniyle diger prostanoid reseptorlerine (DP, EP, IP, FP, TP gibi aktif lipid aracilar1)
etkisi yoktur ve bu sebeple yan etkileri olduk¢a azdir. Faz 2 ¢alismasinda PAH da aktifligi
gosterilmis ve ardindan Faz 3’de GRIPHON c¢alismas1 yapilmistir. Calismada birincil
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sonlanim noktasi ilk morbidite/mortalite olayinin olusmasina kadar gegen zamandir. Tim
nedenlerden Oliim veya kotilesen PAH nedeniyle hospitalizasyon veya atriyal
septestomi/akciger nakli gerektirecek PAH kotiilesmesi, parenteral prostonoid
kullanimv/kronik  oksijen tedavisi gereksinimi veya hastaligin progresyonu
mortalite/morbidite olay1 olarak kabul gérmiistiir. Son 3 ayda ERA ve/veya PDE-5
inhibitord kullanmis (%80) ve hi¢ tedavi gormemis (%20) WHO Grup 1 toplam 1156
stabil hasta, 4,3 yil boyunca takip edilmistir. Yas, cins, etyoloji, baslangi¢ fizik kapasite
ve daha Once aldig1 tedaviden bagimsiz olarak SLP plaseboya gére morbidite/mortalitede
%40 (HR 0,60; %99 CI 0,46-0,78; p<0,0001) azalma sagladig1 izlenmistir [5, 6].

2.6. Seleksipag Analizleri ile ilgili Calismalar

SLP birgok farmasotik preparatta yer almasi ve farmasotik bircok alanda kullanilan
bir madde olmas1 nedeniyle izerinde fazlaca analitik ¢alisma yapilmistir. Tablo 2.1°de

SLP ile ilgili yapilan miktar tayini odakli ¢aligmalar verilmistir.

Tablo 2.1 SLP ile ilgili yapilan miktar tayini adakli ¢alismalar

Hareketli Faz, Dedektor LOD,
. Enjeksiyon
Teknik Kolon Akis Hizi tr (dk) I;alga Hacmi LOQ, Ref.
oyu
Arahk
Insertil ACN %0,1 O_PA 2,165
0DS tamponu (pH: 3) ng/mL
HPLC (250x4,6 (70:30, h/h) 2,16 270 nm 10 pL [7]
mm) 1,0 mL/dk 100
pg/mL
(20:80, h/h)
(10%;84 g Metanol: 20mM - e 100-600
P fosfat t )
HPLC mm, 5 o ?pHal:n;g)onu verilmemis 270 nm 20 pL pg/mL [8]
um) 1,0 mL/dk
ACN: %0,5
15%?4 6 formik asit ngf/’r?]L
HPLC (mm i (65:35, h/h) 8,2 270 nm 20 pL [9]
’ 10-25
pm) 1,2 mL/dk ug/mL



Tablo 2.1. (Devam) SLP ile ilgili yapilan miktar tayini adakli ¢alismalar

Hareketli Faz, Dedektor LOD,
. Enjeksiyon
Teknik Kolon Akis Hizi tr (dk) galga Hacmi LOQ, Ref.
oyu
Arahk
X'f'i;ii‘i'ge ACN, Formik Lo
LC- asit Kaynakta ’
MS/MS (150x4,6 3 verilmemis 10 pL ng/mL [10]
mm, 3,5 1 mifdk 100-200
Hm) ug/mL
ACN: 10 mM
Cortecs Amonyum
LC Cis format (pH: 4) K Kt 10 pg/mL.
) 80:20 h/h dynakia
Ms/mg  (100x4,6 ( ) 10 verilmenis 10 ul [11]
mm, 10,0-
2,7um) 0,5 mL/dk) 25600
pg/mL
Metanol : 5 mM
Zorbax  amonyum asetat r?g/lr?lf_
LC- (Cllgcﬁ% (75:25, hih) 10  Kaynakta . [12]
ESI/MS ’ verilmemis H
mm, 3,5 0,100-
Hm) 0,7 mL/dK) 50,869
ng/mL

Tablo 2.1°de goriildigii tizere; SLP analizleri i¢in agirlikla yiiksek performansli sivi
kromatografisi teknigi kullanilmistir. YUksek performansli sivi kromatografi teknikleri
kullanilarak gergeklestirilen analizlerde, farmasotik kalite kontrol uygulamalarinda
yaygin olarak tercih edilen Cig kolon kullanilmis ve genellikle UV dedektorler tercih
edilmistir. S6z konusu gelistirilen metotlarda baskin teknik HPLC ve en ¢ok kullanilan
sabit faz silika bazli tanecikli yapida Cis fonksiyonel gruba sahip kolonlardir. Kullanilan
kolonlarm hepsi giiniimiiz teknoloji ile tiretilmis kisa, dar i¢ ¢ap1 olan ve kiigiik tanecikli
yapida kolonlardir. Bu galigmalarda analiz yonteminin tiim parametreleri verilmis olup

yonteme etki eden faktorler agiklanmustr.

2.7. Kromatografi

Kromatografi, karigimlarin bilesenlerinin ayrilmasi, tanimlanmasi ve belirlenmesi
icin ¢esitli onemli yontemleri i¢erir. Tiim kromatografik ayirmalarda numune mobil fazda
¢ozultr. Mobil faz gaz, s1vi veya siiperkritik akigskan olabilir. Bu hareketli faz daha sonra

bir kolon veya kati ylizey lizerinde hareketsiz hale getirilen, karigsmayan sabit bir fazdan



gecirilir. Sabit fazda giiglii bir sekilde tutulan numune bilesenleri, mobil faz akisiyla
birlikte cok yavas sekilde hareket ederken, zayif sekilde tutulan bilesenler hizli bir sekilde
hareket eder. Gegis oranlarindaki bu farkliliklar, numune bilegenlerini niteliksel ve/veya
niceliksel olarak analiz edilebilecek farkli bantlara veya bolgelere ayirir. Kromatografi,
bilimin her alanina uygulanabilecek giicli bir ayirma yontemi olup, 20. ylizyilin
baslarinda Rus botanik¢i Mikhail Tswet tarafindan kesfedilip isimlendirilmistir. Tswet,
bu teknigi, klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki pigmentini, ince 6giitiilmiis toz kalsiyum
karbonatla doldurulan bir cam kolon araciliiyla bir bitki pigment ¢6zeltisinden ¢ikarmak
icin kullandi. Bu yonteme kromatografi denir. Cunku ayrilan maddeler kolonda renkli
bantlar halinde goriiniir. Yunanca “renk” anlamma gelen “chroma ” ve “harf” anlamina

gelen ““ graphein ” kelimelerinden gelir.[13].

2.7.1. Temel kromatografik parametreler

Alikkonma zamani: Numune uygulamasindan, analitin dedektore ulasmasima kadar
gecen zamana alikonma zamani denir. Alikonmayan tiirlin dedektére ulagmasi i¢in
gereken zamana 6lii hacim alikonma zamanai (to) denir.

Kapasite faktorl: Kromatografik sistemde molekiiller, islem sirasinda mobil
fazdaki, akim seviyesindeki veya diger parametrelerdeki degisikliklere bagl olarak etkili
bir sekilde ayrilmis molekiillerin tutulma siirelerindeki degisiklik nedeniyle analizler
arasinda farkli tutulma siirelerine sahip olabilir. Saklama siireleri bu degiskenlerin etkisini
ortadan kaldirmak igin normallestirilebilir. Bu nedenle kapasite faktorii veya alikonma
faktorii (k') ile belirlenen bir ifade kullanilir ve 6lii hacimden ilgili molekiiliin alikonma
stiresi hesaplanir.

Bir maddenin kapasite katsayis1 1°den ¢ok kiglikse bu, maddenin kolondan 6lu
zamanimna ¢ok yakin bir zamanda ayrildig1 anlamina gelir. Giig faktorii 20-30’dan buyik
oldugunda eliisyon zamani cok uzun olur. Ideal olarak kromatografik ayirma, karisimdaki
maddelerin kapasite katsayisinin 1 ile 10 arasinda oldugu kosullar altinda gergeklestirilir.

Secicilik: Karisimda, segicilik (o) daha fazla alikonulan maddenin kapasite
faktoriinlin daha az alikonulan maddenin kapasite faktoriine oran1 olarak
tamimlanmaktadir. Analitin, sabit ve hareketli fazin, kimyasal ve fiziksel dzelliklerine
bagli olan segicilik, bu faktorlere gore degisiklik gosterebilir. Segicilik, o>1 olmalidir.
Secicilik degeri o>1 olmadigi durumlarda iyilestirilme yapilmazsa karigimdaki

maddelerin pikleri tamamen ayrilma gostermez.
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Kolon etkinligi: Bir kromatografi kolonunun performansi, ayrilan madde kolon
icerisinde hareket ettikce meydana gelen bant genislemesinden etkilenir. Kolon
performansmin niceliksel bir Olgiisii olarak iki terim yaygin olarak kullanilir: teorik
katman numarasi (N) ve teorik katman yiiksekligi (H). Kromatografik ayirma sirasinda
N>2000 gereklidir. L’nin kolon uzunlugunu temsil ettigi durumda teorik katman sayisi
ile teorik yiikseklik arasinda asagidaki gibi bir iliski vardir. Baz1 arastirmacilarin daha
giivenli sonuglar verdigine inandig1 farkli bir N degeri hesaplanirken pik yiiksekliginin
yarisindaki pik genisliginin (W1/2) tayini gerekmektedir.

Ayrim faktori: Rezolisyon (R), iki bant arasinda bulunan uzakligin bant genisligi
cinsinden degeri olarak ifade edilmektedir. Bu durum bir kolonun iki analiti ayirma
yetisinin nicel bir 6l¢ust olarak kabul edilmektedir ve R> 1,5 kabul edilebilir bir ayirimi
isaret etmektedir.

Asimetri faktori: Analitin sabit fazda olan denge derisimi ile hareketli fazda olan
denge derigsimi arasindaki iliskide dogrusalliktan sapma, nicel analizi gii¢lestirdiginden
dolayr ve alikonma siirelerinin nitel analizlerde kullanimmi engellediginden
kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki saglanacak sekilde diizenlenmektedir. lyi

ayrrma igleminde pik asimetri oraninin (PAO) 1,5’tan kii¢iik olmasi istenir [13].

2.7.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Farmasotik endistri ve biyoteknoloji alaninda arastirma ve gelistirme, rutin analiz
ve kalite glivence streclerinin her asamasmda molekillerin taninmasi, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu i¢in kullanilan en onemli yontemlerden birisi HPLC’dir. Cozelti
halinde, ¢ozlnir durumdaki molekillerin saflastirilmasi ve ayrilmasi igin uygun bir
yontemdir. HPLC, ilaglardan proteinlere kadar uzanan genis bir aralikta ¢oziiniir
molekiillerin saflastirilmasi ve analizi i¢in ideal olan ¢ok yonlii bir ayirma teknigidir. Su
anda HPL.C; amino asitler, proteinler, peptitler, nikleik asitler , karbonhidratlar ve lipitler
dahil olmak Uzere birgok biyomolekiil smifinin analiz etmek igin temel bir tekniktir.
HPLC’nin diger tekniklere gére avantajlari aywrma giicii, hiz, hassasiyet, dogruluk,
tekrarlanabilirlik, geri kazanabilirlik, ugucu olmayan ve sicaklikla bozulabilen tiirlerin

ayrilmasi i¢in uygunlugunun ve otomasyonunun olmasidir [13].



2.7.3. HPLC donanim

Test edilecek biyomolekiliin uygun bir ¢6ztici igerisinde ¢oziinmesi: Test edilecek,
Peptit, protein veya diger molekiiller organik ya da uygun bir ¢oziicii kullanilarak
¢cozllmesi gergeklestirilir. Numunedeki bilesenlerin ayrilmasi: Bilesenlerin ayrilmasi
sabit faz olarak nitelendirilen kolonda gergeklestirilir. Coziinmiis karisim kolona enjekte
edilir. Bu karisim ve mobil fazdan olusan sivinin kolon boyunca hareketi igin bir basing
uygulanir. Bu basing altinda farkli bilesenler, kolon icerisinde farkli hizlarda hareket
ederler. Bu, bilesenlerin ¢ikisa farkli zamanlarda ulastigini gdsterir. Ayrilan bilesenlerin
ve miktarlarmin tayini ise bilesenler ayrildiktan sonra detektor kullanilarak yapilir. Bu
amacla numunelerin 6zelliklerine bagli olarak UV, iletkenlik, floresans, kiitle gibi farkli
detektorler segilebilir. Kromatogramlarin degerlendirilmesi: Detektorden elde edilen
kromatogramlar ¢esitli degisik bilgisayar programlar1 kullanilarak kolaylikla
yorumlanmaktadir [14].

Normal akis hizlarma ulagmak i¢in modern cihazlarda 3-10 pm’lik dolgu
maddeleriyle doldurulmus kolonlarda yizlerce atmosferlik basing uygulanmaktadir.
HPLC cihazlar yiiksek basing kullanildigindan, diger kromatografi cihazlarma gore daha
karmagik ve pahalidir.

Mobil faz siseleri: HPLC cihazinda tipik bir veya daha fazla ¢cok cam veya
paslanmaz celik kap bulunur. Arastirmalarda sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar
cesitli polaritede ¢oziiciiler kullanilabileceginden bu kaplarin kalitesi oldukca 6nemlidir.
Ayrica kullanilan ¢ozeltinin saf olmasi gerekir. Bu numuneyi ve kolonu etkiler,
dolayisiyla hatalar meydana gelebilir.

Gaz giderici: Mobil faz igerisinde yer alan erimis gazlarin giderilmesi i¢in
kullanilan bir sistemdir. Tim ¢06zicilerin gazlari giderilmelidir. Mobil fazda hava
kabarciklarini kolonlarda ve pompalarda sorunlara neden olabilir. Ornegin; kolonda
kabarcik olusmasi alikonma siiresinin degismesine ve pik genislemesine neden olabilir.
Gaz giderme islemi farkli sekillerde yapilabilir; karistrma ile vakuma maruz kalma,
¢Ozuculerin 1sitilmasi, ultrasonifikasyon veya ¢0zicl sisesine helyum gazi verilmesi ile
yapilabilir. Ancak teknoloji ilerledikce gaz gidericiler cihazda standart modul halinde yer
aliyorlar.

Pompa: Pompa, HPLC sisteminin en Onemli kisimlarindan biridir. Sistem
icerisinde HPLC pompasi, numunenin ve fazin enjektdr, dedektdr ve kolondan sabit

akigin1 saglayan bilesendir. HPLC pompasinin gdrevi siviy1 sistem igerisinde sirkiile
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etmektir. Akis hiz1 genellikle dakikada akan mobil faz hacminin mililitre cinsinden ifade
edilir. Bir pompa sisteminin sahip olmasi gereken temel 6zellikler; yiiksek basing altinda
calisabilme, akismn dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, basing dalgalanmalarinin diisiik
olmasi ve kendi kendini diizenleyebilme yetenegidir.

HPLC sisteminde yer alan pompalama sistemleri, pompanin yapiminda kullanilan
malzemeye (metalik, ametalik), pompanin akis hizina (mikrobore, standart bore ve
preperatif pompa sistemleri), pompanin tipine (izokratik/tek kanalli, binary/ikili,
quaternary/gradyen 4 kanalli pompa sistemleri) ve pompanin mobil fazi iletme
mekanizmasina (siringa tipi, piston pompalar) gore siniflandirilir.

Yapilan ¢aligmalarda metot gelistirme ve molekiillerin ayrimi 6nemlidir. Pompa
deney sirasinda degigsmeden sabit bir akis hizi sergiliyorsa buna izokratik sistem denir ve
basit ayirmalara uygundur. Gradient sistemde hareketli fazin bilesimi zamanla degisir.
Kompleks karigimlarin ayrilmasi ve bilinmeyen karisimlar i¢in yontem gelistirilmesi
amaciyla kullanilir.

Enjeksiyon portu: Enjeksiyon portu HPLC sisteminin bilesenlerinden biridir.
Numunenin sabit fazdan (kolon) dnce hareketli faza enjekte edilmesi i¢in kullamlir. Tki
cesit olmak tizere elle kumanda edilen manuel ve bilgisayar kumandali oto-enjektorler
vardir. Glnlimizde oto-enjektor Unitelerinin sogutma, seyreltme, 1sitma ve karistirma
gibi fonksiyonlar1 da vardir.

Kolon firnm: Calisma kalitesi icin kolonun tutuldugu ortamin sabit bir 1s1da olmasi
gerekir. Bu nedenle HPLC cihazlarinda kolon firin1 dnem arz etmektedir. Iki tiir kolon
firin1 vardi. Bunlar Hava sirkiilasyonlu ve blok 1siticilidir.

Kolon: Kolon, HPLC donaniminin temel bilesenlerinden biridir. Karmagsik
orneklerde bilesenleri iyi ¢oziiniirliikle ayiran sabit fazdir. Kolonun i¢ yiizeyi i¢in
kullanilan malzemelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri biiylik farklhiliklar gosterir ve
numunenin bilinen fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin yani sira, kullanilan HPLC
yontemine ve mobil fazin 6zelliklerine gore secilmelidir. Cogu analitik kolonun i¢ ¢ap1 2
ila 5 mm arasinda degisir. Kolon i¢ c¢ap1 arttikca i¢ doldurma hacmi ve akis hizi artar
ancak olusan piklerin ¢6ziiniirliigii nedeniyle hassasiyet azalir. Kolon uzunluklar: biiytik
Olciide degisir, ancak genellikle 30 ila 300 mm’dir. Kolon uzunlugunun arttirilmasi
numune bilesenlerinin ayrilmasini iyilestirir, ancak analiz siiresi ne kadar uzun olursa, o

kadar fazla mobil faz tiiketilir. Analiz i¢cin dogru kolonlar1 se¢gmek ¢ok dnemlidir.
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Dedektor: Kolondan ¢ikan bilesenleri gérmemizi, miktarlarmi ve ayrimlarmi
belirlemenizi saglar. Dedektorden gegen maddeler bir kayit cihazi kullanilarak kaydedilir
ve dedektoriin zaman i¢indeki tepkisine gore olusturulan grafige kromatogram adi verilir.
UV/VIS Dedektor, Fotodiyot Dizisi Dedektori (DAD), Kiitle Dedektori (MS), Floresans
Dedektorii (Fluorescence dedector-FLD), Refraktif indeks Dedektorii (RID), Toplam
Iletkenlik Dedektorii (TCD) ve Elektrokimyasal Dedektér (ECD) gibi dedektorler
gelistirilmigtir. Dedektorler analizi yapilacak numune ve analitin fizikokimyasal

Ozelliklerine uygun olarak secilmektedir [14].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler ve Reaktifler

Analitik safliktaki kimyasal maddeler monobazik potasyum fosfat (%99,8, a/a),
fosforik asit (%86, a/a), efavirenzdir. HPLC sinifi ¢6ziiciiler Sigma-Aldrich’ten (Amerika
Birlesik Devletleri) satin alinan asetonitrildir. Su, laboratuvarlarimizdaki Millipore ultra
saf su sistemleri kullanilarak tretilmistir. %99,9 (a/a) saflikta SLP referans standardi

TRC Company’den (Kanada) satin alinmustir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

HPLC analizleri icin Shimadzu (Japonya) firmasina ait Nexera-i LC-2040C 3D
cihaz1 kullanilmistir. Sistemin yazilimi Shimadzu (Japonya) firmasina ait LabSolutions
5.81 yazilimidir. Sistem Windows 10 ile donatilmistir.

Analizlerde Sunshell firmasmin iriinii olan core-shell (cekirdek-kabuk) partikiile
sahip C18 kolon (2,6 pum, 4,6 x 100 mm) kullanilmustir.

Kullanilan diger cihazlar Mettler Toledo (Isvigre) firmasma ait SevenMulti model
pH metre ve XSE 105 Dual Range model analitik terazi, RK 100 H model ultrasonik
banyo (Bandelin, Almanya), Reax Top model karistirici (Heidolph, Almanya) ve Rotina
380 R santrifiij cihazi (Hettich, Almanya) ve ¢6zelti hazirlanmasinda 20-100 pL ve 100-
1000 pL araliklarinda ¢alisilan Research model Eppendorf (Almanya) pipetorlerdir.
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4, YONTEMLER
4.1. Deneysel Parametreler
4.1.1. Enstrimental parametreler

HPLC analizlerinde kolon firm sicakligi 35,0£0,1 °C’dir. Sisteme hareketli faz 0,5
mL/dk akis hizinda gonderilmistir. Numune ve standart cOzeltilerin stabilitesinin
korunmasi amaciyla otomatik ornekleyicinin termostat sicakligi 15+0,1 °C’ye
sabitlenmis olup 1,0 puL enjeksiyon hacmi olarak belirlenmistir. Hazirlanan hareketli faz
cozeltileri 0,22 um seluloz asetat filtre ile sizilmistiir.

SLP’1n maksimum absorbans1 204 nm’de tespit edildigi i¢in HPLC sisteminde foto
diyot dizisi dedektorii bu dalga boyuna ayarlanmistir. Ayrica dedektorde spektrumlar 190
ve 380 nm arasinda 1,5625 Hz veri 6rnekleme frekansinda ve 0,640 sn zaman sabitinde

izlenmistir.

4.1.2. Hareketli faz ¢ozeltilerinin hazirlamsi

HPLC c¢alismalarinda kromatografik ayrim izokratik eliisyon modunda yapilmaistir.
Hareketli faz karisimi asetonitril: KH2PO4 tamponu (28 mM, pH 3) olup (40:60, h/h)
oraninda kullanilmistir. Tampon ¢ozelti, 3,856 g monobazik potasyum hidrojen fosfatin
1,0 L su igerisinde ¢oziindiiriilmesi ile elde edilmistir. Hazirlanan ¢Ozelti ultrasonik

banyoda ¢6ziinmesi i¢in 15 dakika bekletilmis ve siiziilmiistiir.

4.1.3. Standart c¢ozeltilerinin hazirlamsi

Referans standardmin calisma c¢ozeltileri ve stok cozeltileri, asetonitril ile
hazirlanmustir. SLPnin stok ¢ozeltileri 100 pg/mL elde ederek hazirlanmustir. Ilerleyen
basamaklarda yapilan yontem validasyon ¢alismalarinda ise kullanilan kalite kontrol
cozeltileri stok c¢ozeltinin hareketli faz cozeltisiyle seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Hareketli faz ve kolon se¢imi sirasinda i¢ standardin segimi i¢inde ¢alismalar yapilmistir.
Bilindigi gibi kromatografinin i¢inde oldugu yontemlerde kromatografik parametrelerin
ayarlanmasinin yapilmasi ve glinden giine sabit sekilde tutulmasi1 6nem teskil etmektedir.
Cunku maddelerin sinyal blytklukleri ve alikonulma zamani analiz kosulluyla tamamen
iligkilidir. Hareketli faz bilesimini, kolon sicakligini, dedektdér verimliligini ve kolon

fizikokimyasal kosullarini en iist diizeyde veya ayni degerde tutmak her zaman miimkiin
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degildir. Karigik yapili 6rnek analizleri ve 6zellikle biyolojik sivilarda, kolonun kimyasal
yapisiyla birlikte bir¢ok aletsel bilesen etkilenmektedir.

Bu dogrultuda, analizde i¢ standart olarak degerlendirilecek maddeler
incelenmistir. COzUndrlik, dedekte edilebilirlik, yapisal benzerligi ve polaritesi gibi
Oonemli parametreler géz Oniline alinarak yapilan arastirmalarda Efavirenzin i¢ standart

olarak kullanilabilecek en uygun madde olduguna kanisina varilmistir.

4.1.4. Geri kazamim ¢ahismalar icin ¢ozeltilerin hazirlanisi

SLP’nin geri kazanim ¢alismalar1 farmasétik preparati olan Uptravi® (200 pg/tablet
SLP igerir) igerisinde yapilmasi hedeflenmistir. 10 tane Uptravi® ilag tableti (200 pg/tb)
tek tek hassas terazide tartilarak ortalama tablet agirhiginin hesaplanmasi yapilmistir. 10
tablet havanda iyice 6giitiilerek toz haline getirilmistir. Ezilen tabletlerden ortalama tablet
agrrhigma (138,94 mg) karsilik gelen bir miktar ¢ikarilarak agirliklar1 6l¢tilmiisiir.
Ortalama bir tablet agirligi kadar tartilan miktar i¢inde asetonitril olan 10 mL jojeye
alinarak tizeri hacmine esitlenecek sekilde asetonitril ile tamamlanarak c¢ozelti
hazirlanmistir. COzelti ardindan vortekste 5 dakika karistirtlmis, karistirildiktan sonra 10
dk sonikatdre alinmis daha sonra tekrar vortekste 2 dk karistirildiktan sonra Ust tarafta
kalan saydam cozelti 0,22 um gozenek ¢ap1 olan PVDF filtresinden siiziilmiis ve elde
edilen tablet ¢ozeltisi %25 ACN ile seyreltilip sisteme verilmistir.
Bu homojen ¢o6zelti 1/10 oraninda ara stok olarak seyreltilip geri kazanim
¢ozeltileri bu ara stogun gerekli oranlarda seyreltilmesi ile kalibrasyon cozeltileri
serisinde dedektor icin %20, %50, %80, %100, %120, %150 ve %170 oranlarina gelecek

sekilde hazirlanmustir.

4.1.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

HPLC dedektor sisteminin analitik tepkisi, elde edilen kromatogramdaki etken
maddenin sinyal alan1 olarak belirlendi. Erisilen verilerin grup arasi uyumu, varyansinin
analizi (ANOVA) incelenmis Ve istatistik hesaplari GraphPad Prism v8.0 programu ile
yapilmistir.

4.1.6. Yontem gegerliliginin tespiti
Gelistirilen yontem igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans1 (ICH) Q2(R1)

kilavuzun onerdigi sekilde metot gegerliliginin incelenmesi yapilmis ve analitik igin
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gerekli kriterleri sagladigi belirlenmistir [15]. YOntem gegerlilik i¢in kesinlik, spesifiklik,
dogruluk, dogrusallik, tayin alt smiri, sistem uygunluk testleri ve saptama siniri

yapilmigtir [15-17].

4.1.7. Sistem uygunluk testleri

Analizler esnasinda mevcut sistemin metot gegerliligi saglanmis Sisteme
aktarilabilirligini ve sistemin diizglin ¢alismasini saglayacak ayrica lizumlu olmayan
kromatografik  verimlilik gerekliligini Onleyecek sistem uygunluk kriterleri
olusturulmustur. Bu kriterler genel olarak; aymrim giicii (Rs), Teorik Tabaka Sayisi (N),
secicilik faktord (), Kuyruklanma (T) ve Asimetri Faktori (As) ve Kapasite (k) gibi
parametreler sistem uygunluk parametreleridir. Bu parametrelerin hesaplanmasi ve kabul
edilebilirlik smirlari igerisinde olmasi gereklidir. Kabul edilebilirlik sinirlar1 Tablo 4.1.°te

dir.

Tablo 4.1. SUT parametrelerinin simrlar

Parametre Kabul edilebilirlik simir1 (USP)
Teorik tabaka sayisi N>2000

Bagil Alikonulma -

Kapasite faktori 1<k<10

Ayrim giicii Rs>1,5

Kuyruklanma faktor 2<T

Segicilik a>1

Pik asimetrisi 0,95<A:<2

Pik Alaninin Tekrar edilebilirligi %BSS<1,5

Metot gelistirme siirecinde bu parametrelerin her biri Tablo 4.2’de verildigi gibi

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) [18] metoduna gore hesap yapilmistir.
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Tablo 4.2. USP'ye SUT parametrelerinin formilleri
Parametre Esitlik
N: Teorik Tabaka Sayisi
Teorik tabaka sayisi N =16 [tR]Z tr: Alikonulma Zamanm
W: Pik Genisligi
T: Kuyruklanma faktori
Woos: Pikin %5 Yiiksekligindeki
Kuyruklanma faktor T = Pik Genisligi
ap,os: Pikin %5 Yiiksekligindeki ilk
Yarisiin Genisligi
As: Asimetri Faktoru
Poo: Pikin %10 Yiiksekligindeki
ikinci Yarisinin Genisligi
a0.10: Pikin %10 Yiiksekligindeki ilk

Asimetri faktor Ag

Yarisinin Genisligi
t1: 6nceki pikin alikonulma zamani

A o 1,18(t, — t;) t2: pikin alikonulma zamani
rim giicii =
yirm En 5 Wos + Weos Wos: pik genisligi

Whpo,s: Onceki pikin genisligi
k: kapasite faktor
Kapasite faktori k= "-1= tr: alikonulma zamani

tm: 6l zaman

4.1.8. Segicilik ve spesifiklik

Secicilik; bir yontemde hedeflenen bilesigin sinyalinin, matrislerdeki girigim
yapabilecek maddelerin varliginda tayin edilebilme yetenegidir. Bir analit veya analit
grubu icin mikemmel secici olan bir yontem spesifiktir. Spesifiklik ise validasyon
prosediiriidiir ve yontemin mevcut olabilecek diger bilesenler (6rnegin safsizliklar,
bozunma iriinleri ve matris bilesenleri) varliginda analiti kesin olarak degerlendirme
yetenegini teyit etmektir [19]. Bu amacla etken madde SLP derisimi bilinen miktarda
zorlu bozma kosullarma tabi tutularak bozunma iriinleri elde edilmis, kromatografik
ayrim bu bilesenlerin varliginda yapilmis ve elde edilen sonuglar standart SLP ¢ozeltisi

ile karsilastirilmastir.
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4.1.9. Kararhhk

SLP’nin stok cozeltisi, asetonitrilde uygun sekilde seyreltilmis olup periyodik
sekilde (6, 12, 18, 24, 48 saat) olmak iizere ¢ozelti kararliligini incelemek igin analizleri

yapilmustir.

4.1.10. Dogrusallik

Bir yontemin dogrusalligi, analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olan veya bir
tur matematiksel doniisiimden sonra dogrudan orantili olan 6l¢lim sonuglar1 saglama
yetenegi olarak tanimlanir. Dogrusallik genellikle, artan analit konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak 6lculen enstrimental tepkilerin (pik alan veya yiikseklik) normal en
klclk kareler egrisi veya sadece dogrusal regresyon egrisi olarak ifade edilir. Kalibrasyon
egrisinin yapilmasi i¢in pik ytliksekliklerin kullanimina kiyasla pik alanlarm kullanilmasi
tercih edilir [20].

Gelistirilen HPLC yodnteminin dogrusalliginin belirlenmesi igin SLP standart
cozeltileri %20-50-80-100-120-150-170’ine karsilik gelen (1,568; 3,92; 6,272; 7.84;
9,40; 11,76; 13,328 pg/mL) 7 farkli derisim seviyesinde asetonitril hazirlanmis ve
analizleri yapilmistir. Dedektor sisteminde analizler en az l¢ tekrarli olmak Uzere
yapilmis ve hesaplama elde edilen alanlarin ortalamasi ile yapilmistir. Dogrusallik gln
icinde ve giinler arasinda olacak sekilde 3 (Ui¢) kez yapilarak ¢alisilmis ve ortaya ¢ikan

lineer regresyon analizi incelenmistir.

4.1.11. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, elde edilen degerin gercek degerden sapma
derecesi ile verilir. Bir yontemin dogruluguna iliskin bir tahmin yontemlerinden birisi de
bilinen bir konsantrasyonda bir numunenin analiz edilmesini ve daha sonra sonuglarin
Olgiilen ve gergek deger arasinda karsilagtirilmasini igerir [20]. Bu amagla geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Metot i¢in elde hazirlanmis SLP tablet ¢ozeltilerinden diisiik
seviyede (6,272 pg/mL), orta seviyede (7,84 ug/mL) ve yuksek seviyede (9,40 pg/mL)
olmak ftizere ti¢ farkli seviyede (%80, %100 ve %120) hazirlanmis ve analizler
yapilmustir. Her seviyeye (¢ paralel set hazirlanmis, ortaya ¢ikan sonuglarin bagil standart
sapma (%BSS), standart sapma (S) ve %95 gilven seviyesinde giiven sinirlar1 ile ortalama

geri kazanimlar1 hesaplanmstir.
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4.1.12. Kesinlik

Kesinligin belirlenmesi tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik olmak
tizere li¢ kategoriye ayrilir. Tekrarlanabilirlik veya giin ici kesinlik ¢calismasi; belirli bir
ekipman kullanilarak analizin, bir laboratuvarda bir analist tarafindan ve bir is giinii i¢inde
gerceklestirildiginde belirlenir. Ara kesinlik c¢aligmasi ise, analiz farkli analistler
tarafindan birkag giin veya hafta boyunca tek bir laboratuvarda farkli ekipman, reaktifler
ve kolonlar kullanilarak gerceklestirildiginde elde edilir [20].

HPLC icin standart ve farmasotik formilasyon cozeltilerin %100 noktasina denk
gelen (7,84 pg/mL) konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak {i¢ giin sirasi ile 5, 3 ve 3
tekrarli olmak Uzere analiz edilmistir. Ayrica metodu i¢in ara kesinlik caligmalari
yapilmis ve sonuglar varyans analizi ile yorumlanarak yapilmistir. Sonuglar, ortalama
standart hata, ortalama, standart sapma, bagil standart sapma ve %95 gliven seviyesi dahil
edilerek istatistiksel sekilde hesaplanmistir.

4.1.13. Teshis Alt Simir1 ve Tayin Alt Sinir

Teshis alt sinir1 (LOD), kullanilacak analitik kosullar altinda saptanabilen en diisiik
analit konsantrasyonu olarak tanimlanir. Analitlerin varligi LOD seviyesinde gordlebilir,
fakat bunlarm kantitatif olarak 6l¢iilemez. Analitik kosullarda Dogruluk ve hassasiyetle
belirlenebilen en diistik konsantrasyon tayin alt sinir1 (LOQ)’dur. Genellikle LOQ), teshis
alt smirinin (LOD) {i¢ kat1 olarak tahmin edilebilir [20].

4.1.14. Saglamhk

Analitik  bir yontemin saglamligi, yOntemin, metot parametrelerindeki
degisikliklerden etkilenmemesinin bir 6l¢iisii olarak tanimlanabilir. Metodun saglamligi
yapilan kontrollii degisikliklerden anlamli olarak etkilenmemesiyle gosterilmis olur. Bu
nedenle parametre, normal kullanim sirasinda yontem giivenilirliginin bir gdstergesini
saglar. Bir yontemin saglamligi, farkli laboratuvarlar, farkl analistler, farkli aletler, farkl
reaktifler, farkli giinler, vb. gibi ¢esitli kosullar altinda ayn1 numunelerin analizi ile elde
edilen test sonuglarmin tekrarlanabilirlik derecesidir [20]. Bu amagla %2100
konsantrasyon seviyesine karsilik gelen standart SLP ¢ozeltileri hazirlanmig ve kolon
sicakligt (£%10), akis hiz1 (2%10), hareketli fazin apolar bilesen ylizdesi (+%10) ve
calisilan dalga boyunda degisiklik yapilarak ¢esitli sistem uygunluk parametrelerindeki

sapmalar hesaplanmstur.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

S6z konusu ¢alismanin amact SLP farmasotik preparatlarda analizi igin otoritelerin
onerdigi gereklilikleri saglayan metot gelistirmektir. Gliniimiizde sivi kromatografisi iyi
bir ayrim giicii saglayarak hedef bilesigin analizinin yiiksek dogruluk, tekrarlanabilirlik
ve uygulanabilirlik sunmasi avantajiyla en tercih edilen tekniklerden birisidir. Gelisen
teknolojik degisimler, yatirimlar ve detektorlerle saglanmaya galisilan yiiksek hassasiyet
ile bu yaygin kullanimin daha da siirecegi asikardir.

Calismada SLP’nin HPLC ile ayrimi saglanarak analizi i¢in uluslararasi gegerlilige
sahip metot gelistirilmistir. HPLC ile her tiirlii laboratuvarlarin var olan imkanlarina hitap
edilmeye ¢alisilmustir.

Bilindigi gibi kromatografi yontemlerinde de kromatografik parametrelerin
gunden gune sabit tutulur ve iyi ayarlanmasi tutulmasi son derece énem teskil etmektedir.
Maddelerin sinyal blyuklikleri ve alikonulma zamanlar1 analiz kosulluyla birbirleriyle
baglantilidir. Mobil faz bilesimini, dedektdr verimliligini, kolon sicakligini ve kolon
fizikokimyasal kosullarini en iist diizeyde veya ayni degerde tutmak her zaman mimkiin
degildir. Bunun nedeni, karisik yapili 6rnek analizleri ve biyolojik sivilarin analizinde,
basta kolon olmak (zere birgok alet bileseninin kimyasal yapisinin bu numunelerden
etkilenmesidir. Kolon ve hareketli faz se¢imi sirasinda i¢ standartlarin se¢cimi konusunda
da caligmalar yapilmistir. Kromatografi ¢alismalari, aletsel parametrelerde meydana
gelebilecek degisimleri ve analizcinin neden olabilecegi degisiklikleri izlemek igin de i¢
standart kullanimi gereklidir.

I¢ standart maddeler, davranis benzerlikleri ve kimyasal yapilar1 nedeniyle analiz
edilen numuneye degismez derisimde katilan ve ortam degiskenlerinden analiz edilen
maddeler gibi etkilenen maddelerdir. Tayin islemlerini yaparken maddenin sinyalinin
referans olarak kullanilmasi, analitik kosullardaki degisikliklerden kaynaklanan hatalar1
onler ve daha kesin ve dogru sonuglar saglar. Bu dogrultuda, analizlerde i¢ standart olarak
kullanilan maddeler dikkate alinmis ve vyapilan ¢alismalarda Yyapisal benzerlik,
cOzunurluk, dedekte edilebilirligi ve polarite gibi parametreler degerlendirilerek yapilan
calismalarda Efavirenzin i¢ standart olarak kullanilabilecek en uygun i¢ standart oldugu

karar1 verilmistir.
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Bu yontemde tam olarak metot gecerliligi saglanmistir. Ayrica gelistirilen metot ile

farmasotik preparat olan Uptravi® nin analizi yapilmak istenmistir.

5.1. SLP’nin UV-Goriiniir Alandaki Spektral Ozelliklerinin incelenmesi

HPLC caligmalarinin ilk adimi analitin UV-Vis spektroskopisi davraniglarinin
incelenmesidir. Bu amagla SLP’nin UV-Vis spektrometresinde maksimum absorbansta
yapt1g1 dalga boyu tespit edilmistir. Sekil 5.1, 190-800 nm araliginda okunan, 7,84 ng/mL

derisimde asetonitril i¢inde hazirlanan bir SLP ¢ozeltisinin elde edilen spektrumunu

gOsterir,
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Sekil 5.1. Seleksipag’ in UV-GOrunir bélgede spektrumu (C=7,84 pg/mL)

Molekiillerin UV absorbanslar1 yapilarindaki elektronik gegislerin enerjisinden
kaynaklanir. Izole bir C=C c¢ift bag1 i¢in, bir elektronu pi’den pi* orbitaline yiikseltmek
icin gereken enerji, UV bolgesindeki 1s18a (yaklasik 170 nm) karsilik gelir, ancak konjuge
olan ¢ift baglarin sayisi1 (tekli baglarla ayrilmis) arttik¢a, en yiiksek dolu molekdler orbital
ve en diisiik bos molekiiler orbital arasindaki enerji farki azalir. Yapida yiiksek dalga
boylarinda gecis yapmaya yatkin géze carpan fonksiyonel gruplar difenil pirazin grubu,
pirazin halkasina bagli amin grubu ve sulfonomiddir. Bu gruplarin kendi iglerinde
yaptiklar1 konjugasyonlarindan kaynakli absorbanslar goriilmektedir. Ancak halkalar

arasindaki rijiteden dolay1 spektrum visible bolgeye gecememistir.
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5.2. Sivi Kromatografisinde Yontem Gelistirme

Ilag endustrisinde ilag analizlerinin yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte analizi

icin Onerilen yontemlerin basinda sivi kromatografisi gelmektedir.

Tablo 5.1. SLP analizi icin elde edilen sut verileri

Tavsiye Edilen
Hesaplanan Deger

Deger

Parametre SLP IS
Alikonulma Zamam (dk)iGA* 4,10540,01 2,37+0,02 -
Alikonulma Zamani i¢in %BSS 0,0001 0,0001 BSS < %1
Pik Alam Kesinligi icin %0BSS (n=6) 0,36 0,19 BSS < %1
Alikonulma Zamam i¢in Enjeksiyon Kesinligi

%BSS (n=6) 0,03 0,05 BSS < %1
Kuyruklanma Faktori (T) 1,10 1,19 T<2
Kapasite Faktoriu (K) 5,36 2,67 2<k<10
Teorik Tabaka Sayisi (N) 11335 7528 N > 2000
USP Genislik 0,11 0,15 <1

HETP (USP) 20,6 13,3 -

*0695 gliven seviyesinde
TS
. g sLp

Sekil 5.2. Optimize kosullar altinda SLP (7,84 pg/mL) ve IS (efavirenz, 40,0 pg/mL) kromatogrami
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5.3. Yontem Gegerliliginin Tayini

Gelistirilen yontemde analit derisimine karsi dedektorden elde edilen sinyaller
hesaba katilmigtir. Kalibrasyon grafigi her bir standart ¢ozelti derisimine karsilik gelen

pik alanina gore olusturulmustur. HPLC ydnteminin tiim metot gegerliligi parametreleri

tam olarak analiz edilmistir.

Metodun hesaplanan dogrusallik ve kesinlik verileri Tablo 5.2°’de verilmistir.
Metotlarin ¢aligma araligi icin inilebilecek en diisiik SLP derisimleri hedeflenmistir.
HPLC yonteminde analitin sinyaline etki edebilecek muhtemel bozucu etkiler zorlu
bozma kosullarinda kromatografik ayrimin yapilmast ve yontemin optimizasyonu ile
elimine edilmistir. Ayrica dedektorde pikin safligi da 0,999887 olarak hesaplanip mevcut
piklerin sadece SLP’e ait oldugu tekrar kanitlanmistir. Béylece yontemin spesifikligi ve

seciciligi saglanmustir.
Tablo 5.2. SLP i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri
Parametre
Dogrusal Aralik (Lg/mL)
Egim+SS? (Giin ici, n=7)
Kesim+SS? (Giin ici, n=7)
Tanimlayicilik Katsayisi (Intraday, n=7)
Teshis sinir1
Tayin sinir1
Egim+SHP (Gunler Arasi, k=3, n=21)

Kesim+SHP (Gunler Arasi, k=3, n=21)

Tanimlayicilik Katsayis1 (GUnler Arasi, k=3, n=21)

ANOVA

Tekrarlanabilirlik (Gin i¢i, Ortalama, n=6)
Tekrarlanabilirlik (Giin i¢i, SS% n=6)

Tekrarlanabilirlik (Giin I¢i, BSS® %, n=6)
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Deger
1,57-13,33
2,605+0,07
0,031+0,02
0,9964

59,0 ng/mL
178,9 ng/mL
2,627+0,037
0,028+0,008
0,9961

F (2,18)=0,0002
P =0,9998 (P>0,05)
0,556

0,002

%0,42



Tablo 5.2. (Devam) SLP icin dogrusallik ve kesinlik verileri
Tekrarlanabilirlik (Giin ici, OSH¢, n=6) 0,001

Tekrarlanabilirlik (Giin ici, GA®, n=6) 0,001845

Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi1, Ortalama, n=9) 0,555

Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, SS?*, n=9) 0,002
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, BSS® %, n=9) 0,282
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, OSH¢, n=9) 0,001
Tekrarlanabilirlik (Giinler Arasi, GA®, n=9) 0,001
ANOVA F (2,6)=0,324

P =0,7354 (P>0,05)
4 Standart Sapma,  Standart Hata, ¢ Bagil Standart Sapma, ¢ Ortalamanin Standart Hatasi, ¢ %95 Giiven
seviyesinde Glven Aralig1.

SLP analizi igin optimize edilen HPLC yonteminin dogrusallik ve kesinlik
verilerinin hesaplanmasindan sonra dogruluk c¢alismalar1 yapilmistir. Geri kazanim
deneyleri i¢in elde hazirlanan Uptravi® tablet formiilasyonu ¢ozeltisine standart ekleme
metodu ile SLP ilavesi yapilmustir. Calisma 3 farkli konsantrasyonda 7 bagimsiz analiz
ile gergeklestirilmistir. Geri kazanim deneylerinden elde edilmis veriler Tablo 5.3’de
sunulmustur. Sonuglara dikkatle goz gezdirildiginde seyreltme, slizme gibi islemlerin

yontem dogruluguna etkisinin kabul edilebilir sinirlar dahilinde oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.3. Geri kazanum verileri (n=4)

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL):GA* Kazamm (%)
6,27 6,38+0,12 0,13 1,99 101,8 1,81
7,84 7,27+0,03 0,03 0,45 92,70 -7,29
9,41 9,31+0,13 0,13 1,40 98,98 -1,02

*0695 Gliven seviyesinde
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Tablo 5.4. Ara kesinlik verileri

Parametre
Dogrusal Aralik (pug/ml) 1,57-13,33
Egim+SH (Glnigi, n=7) 2,619+0,048
KesimzSH (Gunigi, n=7) 0,029+0,01

Tamimlayicilik Katsayisi (Glinlerarasi, n=6) 0,99961
ANOVA F (1,12)=2x10"*
P=0,9883 (P>0,05)

Yontemin gecerliliginin saglanmasinda diger bir 0nemli basamak ise metot
saglamlhiginin ifade edilmesidir. Metot saglamligi caligmalarinin 6nemli iki noktasi
vardir. Bunlardan ilki s6z konusu metodun bilesenlerinde meydana gelen ufak
degisikliklere direng gosterebilmesi digeri de metodun sinirlarinin bilinmesidir. Gelisen
kolon teknolojisi daha iyi ayrim ve secicilik saglarken metotta meydana gelen
degisimlerden daha fazla etkilenir hale gelmistir. Bu nedenle giliniimiizde saglamlik
calismalar1t metodun dayaniklilik kabiliyetini kanitlamaktan ¢ok sinirlarini ifade etme ve
buna goOre analizcinin gereken hassasiyeti gostermesini zorunlu kilma anlami
tasimaktadir. Calismada gelistirilen her iki metot i¢in saglamlik ¢alismalar1 yapilmig ve
alikonulma siiresi, teorik plakalarin sayis1 ve kuyruklanma faktori parametrelerindeki
fark olarak hesaplanmistir. Tablo 5.5°de elde edilen sonuglar sunulmustur.

SLP’nin asetonitril icinde hazirlanmis standart ¢ozeltisinin stabilitesi farkli kosullar
altinda saklandiktan sonra HPLC metodu ile analiz edilmistir. Kisa siireli kararlilik i¢in
oda sicaklhiginda 24 saat ve 48 saat boyunca, uzun sireli kararlilik i¢in —20 °C’de (¢ giin
streyle donglsu yapilarak depolanmis ve ardindan her bir ¢6zeltinin analizleri
yapilmistir. Bu analizler ¢ kez tekrar edilip sonuclar %95 glven dizeyinde geri
kazanimlar1 ve bagil standart sapma sonuclar1 olarak degerlendirildi. Tablo 5.6, SLP

cozeltilerinin bu kosullar altinda stabil oldugunu gostermektedir.

Tablo 5.5. Metot saglamlik ¢alismalart (n=3)

Degistirilen Alikonulma % Fark %Fark
Parametre Zaman (dk)  (OrtalamazGA¥*) (ortalamatGA*)
2,9 4,05 1,41+0,18 10671 -5,86+1,4
Tampon pH
31 5,78 40,940,106 14215 25,4+1,7
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Tablo 5.5. (Devam) Metot saglamlik calismalar: (n = 3)

Kolon  sicakligt 32,0 4,29 4,58+0,08 10857 -4,21+0,73
°C) 38,0 3,91 -4,84+0,05 10401 -8,24+1,6

0,45 4,52 10,1+0,09 12051 6,32+1,01
Akis hizi (mL/dk)

0,55 3,75 -8,60+0,11 10799 -4,73+0,7
Hareketli faz 66 6,86 -67,1+1,48 21447 89,2+1,7
Tampon ¢ozelti

o 54 2,68 -34,67+0,15 7831 -30,9+0,5

orant %

206 2,37 -42,3+0,04 7511 -33,7+0,96
Dalga boyu (nm)

202 2,37 -42,3+0,04 7491 -33,9+1,05

Tablo 5.6. SLP standart ¢ozeltisinin kararliik calismalar: (n=6)

Kisa Donem Kararhhk Uzun Donem Kararhhk
Eklenen Derisim (48 s, Oda Sicakhi@) (2 h,-20°C)
(Mg/mL) Bulunan
(Ortala;ma GK (%) (Oﬁ::;r’glss GK (%)
+SS B

7,84 7,28+0,16 92,8 7,25+0,01 92,5

5.4 Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Yontem gelistirme siirecinin her asamasi analizciler i¢in olduk¢a 6nemlidir ve
sonraki sirecte soru isaretlerinin daha az olmasm saglar. Yontem optimizasyonu,
yontemin gecerliligini kolaylastirmak i¢cin temel olusturur, ancak ayni zamanda yontemin
zayif yOnlerinin ortaya ¢ikarilmasini da miimkiin kilar. Yontemin tam gegerliliginin
saglanmasi, yontemin uygulanabilirliginin ve yoOnetimin tekrarlanabilirliginin
kolaylastirilmas1 anlamina gelir. Bu sureglerin ardindan yontem gelistiricinin elindeki
kaynaklar1 kullanarak numune uygulama ¢aligmalar1 yapmasi sunulan yontemin kendini
bir kez daha ispat etmesi demektir. Bu calismada da bu anlayigla SLP’nin ticari
farmasotik tablet formilasyonu olan Uptravi® geri kazamim caligmalar1 ve numune

uygulamalari i¢in kullanilmistir.
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Sekil 5.3. Uptravi®nin analiz kromatogrami

Tablo 5.7. Elde hazirlanmis Uptravi® formilasyonu sonuclar: (n=6)

Parametre Deger
Ortalama (g) 200,1
Minumum (ug) 199,8
Maksimum (ug) 200,4
Standart sapma (lg) 0,26
%BSS 0,13
OSH (ug) 0,11
%Bias +0,01
Giiven araligl” +0,21

*0695 Guven seviyesinde
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Ilag endiistrisinde S1v1 kromatografisi en baskin tekniktir. {lag endiistrisi ile smirli
kalmayip tip, tarim, gevre, beslenme vb. bir¢ok alanda niteliksel ve niceliksel amaglarla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sivi Kromatografi tekniginde yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlikte analiz yapilabilmesi i¢in kullanilan sarf malzemelerin yiiksek saflikta
olmas1 gerekmekte ve ayrica sabit faz se¢imi de biiyilk 6nem tasimaktadir. Teknigi
giiniimiizde bu kadar basaril1 ve vazgecilmez yapan en 6nemli unsurlarindan birisi siirekli
gelisen kolon teknolojisidir. Diger bir teknolojik degisim ve yeniligin noktasi
dedeksiyonun gergeklestigi dedektor sistemidir. Dedektor sistemini belirleyen dnemli
unsur ise hedef bilesigin kimyasal 6zellikleridir. Ozellikle ilag molekillerinin kromofor
gruplara sahip olmas1 sebebiyle HPLC teknigine basvuru ¢ok fazladir. Ancak bu yarisa
yakindan bakildiginda goriliir Ki ikisi birbirini tamamlayan ve ihtiyag ile imkanlar
dahilinde basvurulan enstriimantasyon sistemleridir. Ayrica her ikisinin kullanimi
smirlayan diger bir 6nemli faktor ise hedef bilesigin sahip oldugu kromofor grup ya da
iyonlasma kabiliyetidir.

Calismanin hedef bilesigi olan SLP dikkate alindiginda, kromofor grubunun
absorpsiyonu gii¢lii olmadigimdan HPLC ile ulasilan tayin smirlar1 nispeten diisiiktiir. S6z
konusu calisma, giiniimiiz ilag¢ iirlinlerinin analizi i¢in farmasotik analitik yontemlerin
sahip olmasi gereken gereksinimlere ve 6zelliklere bir 6rnektir.

Babhsi gegen ¢alisma kapsaminda yapilan analizlerde kolon olarak marka C1g model
kullanilmustir. Onceki bdliimde tartisildigr gibi C18 model kolon, piyasada bulunabilen
en kiiciik ¢ekirdek ve kabuk pargaciklarina sahip kolondur. Bu 6zellik analizi oldukca
verimli hale getirmis ve 5 dakikada tamamlanmistir. Bu siire literatiirdeki ¢aligmalarda
kullanilan yOntemlere gore daha kisadir. Bu ¢aligmada diger calismalara oranla az
maliyetli ve glvenilir sonuclar verme yetisine sahiptir. Analiz ve zaman giderlerinde kisa
stireli yontemler ciddi bir tasarruf saglar. Analizlerde kullanilan zaman kisa olacagindan
dolay1 ¢ozlcunin az kullanimi, enerjinin tasarrufu ve atigin az ortaya ¢ikisi saglanir.
Boylelikle daha ¢evreci yaklagim ortaya koyulacaktir. Analiz az yapildiginda bu durum
onemli gibi gorinmese de ¢ok sayida 6rnek kullanimi 6z konusu oldugu zaman bu
durum 6nem teskil etmektedir. Az siirede ¢ok analiz yapilabilmesi i¢inde yukarida sayilan
nedenler énemlidir. Ozellikle de ilag sektoriindeki yogun tempo diisiiniildiigiinde bu

durum ¢ok kullanighdir.
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Bu calisma igin hazirlanan ¢Ozeltilerde analizler esnasinda IS olarak EFA
kullanilmistir. Kullanilmis olan EFA c¢ozeltilere eklenmistir. Degisken olan hareketli
fazlar hazirlanirken EFA’ nin alikonma suiresinin g6z énunde olmasi piklerinin i¢ standart
pikine gore ayarlanmasi gerektigini diisiindiirmiistiir. I¢ standart icin yapilan ilk
calismada EFA’nin, izokratik hareketli faz kullanimiyla yapilan es zamanli analizde
asidik ve bazik pH’ m etkileri incelenmistir. Hareketli faz sisteminde hareketli faz
asetonitril-su karigimi olup pH 3’e tamponlanmis ve alikonma zamanlari tizerine etkisi
arastirilmstir.

Yapilan analizler sonucunda ortaya c¢ikan kromatogramlar degerlendirilirken Ig
standartin pik normalizasyonu ile birlikte kullanilmas1 yontemi dis faktorlerin etkisine
kars1 daha direngli hale getirmistir. Bu analizciden, yontemden ve cihazdan kaynaklanan
hatalar1 en aza indirmistir.

Hedeflenen analizler igin analizcinin aklinda slrekli bulundurmasi diisiiniilen
onemli iki nokta vardir: Analizin yapilacagi matris ortamu ve analitin kimyasal 6zellikleri.
Bu iki nokta uygulanacak prosediirlerin yol haritasin1 ve analiz yonteminin tlrind
belirleyecektir. Ayni1 zamanda analizcinin smirlarini ve 6zgiirligiini belirleyecektir. Bu
sebeple analizci analizine baslamadan, hedef olan bilesige ve matrisine yakindan

bakmakta ve gergeklesmis kimyasal olaylar1 ong6rebilmektedir.
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