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ONSOZ

Bu ¢alismada kandesartan sileksetil (KSSL)’in ilag¢ etkilesmeleri in vitro ortamda,
sigan karacifer mikrozomlarn kullamlarak incelenmis ve gelistirilen kapiler
elektroforez (KE) yontemi .ile analizler yapilmistir. KE y6nteminin
karsilastirllmasi amaciyla, yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK)
yontemi kullanilmastir. Gelistirilen her iki yontem, 6rneklerin analizine basar ile
uygulanmastir.

KE’nin, hizli, kesin ve duyarli sonuglar saglamasi nedeniyle KSSL’nin in vitro
ilag etkilesmelerinin incelenmesinde giivenle kullanilabilecegi gosterilmistir.
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KANDESARTAN SILEKSETILIN ILAC ETKILESIMLERININ IN VITRO
OLARAK INCELENMESI ve CESITLI ANALITIK YONTEMLERLE
ANALIZI

OZET

Kandesartan sileksetil (KSSL) hipertansiyon tedavisinde kullamilan kandesartan
(KS)’m 6n ilacidir. Bu calismada, KS’nin, bir sitokrom P450 2C9 (CYP 2C9)
standart substrat1 olan diklofenak sodyum (DIC) ile farmakokinetik etkilesiminin
in vitro kosullarda, sican karaciger mikrozom enzimleri kullamilarak incelenmesi
amaciyla kapiler elektroforez (KE) ve yiiksek performansh sivi kromatografisi
(YPSK) yontemleri tanitilmaktadir.

Calismanin ilk asamasinda metoprolol siiksinat (MTP) ve lansoprazol (LNS)’iin i¢
standart (IS) olarak kullanildig1 KS, KSSL ve DIC’in ayni anda tayinine olanak
saglayan KE yontemi gelistirilmistir. KE yonteminde sinyaller 214 nm’de UV
detektorle kaydedilmistir. Yontemin optimizasyonu sonucunda, 15 mM borat, %
10 (b/h) metanol iceren, pH 8.50 calisma tamponu, 25 kV potansiyel ve 1 sn
enjeksiyon siiresinin en uygun aywrumi sagladifi  belirlenmistir. Belirtilen
kosullarda MTP 3.3 dk, LNS 4.7 dk, KSSL 5.1 dk ve KS’nin 7.5 dk gb¢ zamanina
sahip oldugu gézlenmistir. KSSL i¢in 1.88 x 10°—9.41 x 10° M ve KS icin 1.91
x 10° - 9.58 x 10° M derisim arahklarinda KE ydnteminin dogrusalligi, kesinligi,
dogrulugu, tutarlilifi, saglamlifi ve segiciligi gosterilmistir. Yontemin KS ve
KSSL icin gozlenebilme smirt (LOD) sirastyla 3.07 x 107 M ve 4.79 x 107 M ve
alt tayin smir1 (LOQ) sirasiyla 9.15 x 107 M ve 1.45 x 10 M olarak bulunmustur.
Geligtirilen yontemin bir uygulamasi ticari tabletlerde KSSL analizi ile
gosterilmis ve analiz sonuclart USP XXIV kriterlerine uygun bulunmustur.

KE yontemini karsilagtirmak amaciyla, MTP’nin IS olarak kullanildigi DIC ve
KS’nin ayni anda analizine olanak saglayan YPSK yo6ntemi gelistirilmistir. Bu
yontemde, 290 nm uyarma ve 360 nm yayma dalga boylarinda floresans detektor
kullamlmigtir. % 0.01 (a/h) 1-heptan siilfonik asit igceren, pH 3.5, % 57 (W/h)
metanol ¢ozeltisinden olusan hareketli faz sisteminde, Cys kolonda, (3.0 x 150
mm, 5 pm) 1 mL/dk akis hizinda ve izokratik sistemle aymim gerceklestirilmistir.
Belirtilen kosullarda MTP 2.5 dk, KS 4.6 dk ve DIC 16.4 dk alikonma zamanina
sahiptir. KS igin 1.14 x 10® — 1.46 x 10 ® M, DIC i¢in de 3.67 x 107 —3.91 x 10°
M derisim araliginda yontemin dogrusalligi, dogrulugu, kesinligi, tutarlilifi,
saglamlig ve seciciligi gosterilmistir. DIC i¢in LOD 2.46 x 107 M, LOQ 7.47 x
10" M ve KS i¢in LOD 1.72 x 10°* M, LOQ 5.22 x 10" M olarak bulunmustur.

Calismanmn son asamasinda, KS’nin, DIC ile farmakokinetik etkilesimi in vitro
kosullarda, sigan karacifer mikrozomal enzimleri kullanilarak incelenmistir.
vitro ilag metabolizmas: incelemelerinin optimizasyonu i¢in mikrozomal protein
derigimi ve substrat (DIC ve KS) derisimleri parametreleri incelenmis ve
orneklerin analizi i¢in 6nerilen KE ve YPSK yontemleri kullanilmis ve elde edilen
sonuglar karsilastirilmastir.

Anahtar Kelimeler: kandesartan sileksetil, kapiler elektroforez, sitokrom P450
2C9, diklofenak sodyum, yiiksek performansli sivi kromatografisi



INVESTIGATION OF IN VITRO DRUG-DRUG INTERACTIONS and
ANALYSIS of CANDESARTAN CILEXETIL by VARIOUS ANALYTICAL
TECHNIQUES

ABSTRACT

Candesartan cilexetil (KSSL) is a prodrug of candesartan (KS) which is used for
hypertension therapy. Capillary electrophoretic (CE) and high performance liquid
chromatographic (HPLC) methods are described for the investigation of the in
vitro pharmacokinetic interaction between KS and diclofenac sodium (DIC)
which is a standard CYP 2C9 substrate using rat liver microsomal enzymes, in
this study.

In the first step, a CE method was developed for the simultaneous determination
of KS, KSSL and DIC by using metoprolol succinate (MTP) and lansoprazole
(LNS) as internal standards (IS). The signals were recorded at 214 nm by UV
detector. The optimum conditions for the best separation were 15 mM borate
buffer (pH 8.5) containing 10 % (v/v) methanol as run buffer, 25 kV for
separation potential and 1 s for injection time. The migration times were 3.3 min
for MTP, 4.7 min for LNS, 5.1 min KSSL and 7.5 min for KS. The method was
validated in the concentration range of 1.88 x 10°® — 9.41 x 10 M for KSSL and
1.91 x 10° - 9.58 x 10° M for KS for linearity, precision, accuracy, ruggedness,
robustness and selectivity. The limit of detection (LOD) of the method for KSSL
and KS were 3.07 x 107 M and 4.79 x 107 M respectively and limit of
quantitation (LOQ) for KSSL and KS were 9.15 x 107 M and 1.45 x 10° M
respectively. The method was also applied to the commercial tablet for the
determination of KSSL and the results obtained were in the limits of USP XXIV.

In the second step the analysis of DIC, MTP and KS by HPLC was performed
with fluorescence detector at 290 nm as excitation and 360 nm as emission
wavelengths, and a pH 3.5, 57 % methanol (v/v) solution containing 0.01 % (w/v)
1-heptane sulphonic acid was used as mobile phase. Separation was achieved
using C;g column (3.0 x 150 mm, 5 pm) at 1 mL/min flow rate with isocratic
system. Retention times were 2.5 min for MTP, 4.6 min for KS and 16.4 min for
DIC. The method validation was also investigated in the concentration range 1.14
x 10® - 1.46 x 10 ®* M for KS and 3.67 x 107 —~3.91 x 10”° M for DIC to show the
linearity, accuracy, precision, ruggedness, robustness and selectivity. LOD was
2.46 x 107 M and LOQ was 7.47 x 107 M for DIC, and LOD was 1.72 x 10° M
and LOQ was 5.22 x 10°* M for KS.

The in vitro pharmacokinetic interaction between KS and DIC has been
investigated using rat liver microsomal enzymes in the last part of the study. The
effects of the microsomal protein and substrate (DIC and KS) concentration on the
drug metabolization were investigated to find out optimum parameters. The
samples obtained from in vitro KS and DIC interaction studies were analyzed by
using the developed methods and the results were compared.

Key Words: candesartan cilexetil, capillary electrophoresis, cytochrome P450
2C9, diclofenac sodium, high performance liquid chromatography
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GIRIS ve AMAC

Birden fazla ilacin birlikte kullamldig1 durumlarda karsilasilan énemli sorunlardan
biri, bu ilaglarin birbirleri ile etkilesimi sonucunda etkilerinin artmasi ve/veya
azalmasi nedeni ile toksisite gdzlenmesi ya da istenen terapétik etkiye
ulagilamamasidir.

Bir ila¢ tarafindan, diger bir ilacin etkisi kalitatif ve/veya kantitatif olarak
degistiriliyorsa, bu iki ilag arasinda etkilesme vardir. Ilac etkilesimleri, olus
mekanizmalarina gore farmakodinamik ve farmakokinetik etkilesmeler olmak
iizere iki ana grupta toplanirlar. Farmakodinamik etkilesmeler, bir ilacin bir bagka
ilacin etkisini, onunla etki yeri veya g¢evresinde etkilesmesi, onunkine zit veya
aym yonde bir etki olusturmasi veya onunla kimyasal olarak birlesmesi sonucu
degistirmesi ile olusur. Farmakokinetik etkilesmeler ise bir ilacin, bir bagka ilacin
farmakokinetigini yani absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve atilimim
degistirmesi sonucu olusur. Farmakokinetik ila¢ etkilesmelerinin en sik goriilen
Ornekleri, bir ilacin biyotransformasyon hizinin bir diger ilag tarafindan
degistirilmesi sonucu ortaya c¢ikar. Bu tiir etkilesme, genelde bir ilacin
biyotransformasyonundan sorumlu olan enzimin, diger bir ila¢ tarafindan
indiiksiyonu veya inhibisyonu sonucunda olusur ve etkilenen ilacin viicut sivilari
ve etki yerindeki derisimi degisecegi icin etki siddeti ve/veya siiresi de degisir.
Etkilenen enzimler genellikle sitokrom P450 (CYP) grubu enzimlerdir (Kayaalp,
2000).

Ilag etkilesmeleri caligmalar:, ilag gelistirmenin erken kesif asamalarinda
planlanmalidir. Bu ¢aligmalar in vitro kosullarda enzimatik diizeyde c¢aligmalar
olabilecegi gibi deney hayvanlarinda da in vivo kogullarda gerceklestirilebilir. In
vivo calismalar, in vitro c¢aligmalarin bulgularina gore yapilmalidir. In vitro
calismalardaki negatif bulgular, ilgili in vivo caligmalarin elenmesine yardim
edebilir. Uygun substrat ve inhibitorlerin kullamilmasi, ila¢ etkilesmeleri
caligmalarinin sonuglarinin yorumlanmasina yardimei olabilir (Zhang ve ark.,
2008).

Hipertansiyon gibi kronik hastaliklarin tedavisinde siirekli ila¢ kullanimi
gerektiginden, bu tip hastalarda ortaya c¢ikabilecek diger hastaliklarin tedavi
edilebilmesi i¢in ila¢ secimi yapilirken, olas1 etkilesimlerin gdz Oniinde
bulundurulmas: tedavinin basaris1 acisindan biiyilik 6nem tasir. Kandesartan
sileksetil (KSSL), hipertansiyon tedavisinde kullanilan ve gastrointestinal
sistemde ester hidrolizine ugrayarak aktif metaboliti olan kandesartan (KS)’a
doéntisen bir 6n ilagtir (Easthope ve Jarvis, 2002).

KSSL ve aktif metaboliti KS’nin, spektrofotometrik (Erk, 2003a), ultra viyole
(UV) vel/veya floresans detektore bagh yiiksek performansli sivi kromatografik
(Nie ve ark., 2005; Subba Rao ve ark., 2007; Erk, 2003b; Stenhoff ve ark., 1999;
Gonzélez ve ark., 2002; Miyabayashi ve ark., 1996; Lee ve ark., 1995), kiitle
spektrometresine bagli sivi kromatografik (Kumar ve ark., 2002), kapiler zon
elektroforetik (Hillaert ve Van den Bossche, 2002; Zhang ve ark., 2006) ve
miselsi elektrokinetik kapiler kromatografik (Hillaert ve ark, 2003) analizleri
yapilmigs ve tablet, plazma, idrar gibi Orneklere uygulanmas: literatiirlerde
gosterilmistir.



Bu tezde; KSSL ve aktif metaboliti olan KS’nin miktar tayini i¢in bir kapiler
elektroforetik yontem gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin in vitro ortamda,
sican karaciger mikrozomlar1 kullanilarak KS ile diklofenak sodyum (DIC)’un
ilag etkilesmelerinin incelenmesinde kullanilmasi hedeflenmigtir. Kapiler
elektroforetik yontemde i¢ standart (IS) olarak metoprolol siiksinat (MTP) ve
lansoprazol (LNS) kullanilmigtir. CYP 2C9 enziminin standart substrat1 olan DIC
de gelistirilen kapiler elektroforez (KE) yontemi ile analiz edilmistir. Daha sonra
karsilastirma yontemi olarak, floresans detektore bagli yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK) ile KS, DIC ve IS olarak MTP’nin kullamldig1 bir ydntem
geligtirilmigtir.  Gelistirilen yontemler in vitro ortamda, sican karaciger
mikrozomlan tizerinde gerceklestirilen KS’nin DIC ile etkilesimi deneylerinden
elde edilen 6rneklerin analizine basar: ile uygulanmisgtir.



KAYNAK BILGISI
Kullanilan Standart Maddeler ve Ozellikleri
Kandesartan sileksetil

KSSL, 610.67 g/mol molekiil agirligina sahip, kapali formiilii C33H34N¢Og olan
bir maddedir. Kimyasal olarak 2-etoksi-1-[4-[2-(1 H-tetrazol-5-il)fenil|benzil]-7-
benzimidazol karboksilik asit seklinde adlandirilir. 163—-167 °C’ta erir ve bozunur
(http-1). Pratik olarak suda ¢dzlinmez, metanolde ¢6ziiniir (http-2). Asitlik sabiti
(pKa) degeri 6.0°dir (Cagigal ve ark., 2001). KSSL’nin kimyasal formiilii Sekil
1’de verilmektedir.

Sekil 1. Kandesartan Sileksetilin Kimyasal Yapisi
Kandesartan

KS, 440.454 g/mol molekiil agirligina sahip, kapali formiilii Cy4H20NgO3 olan bir
maddedir. Kimyasal olarak 2-etoksi-3-[[4-[2-(2h-tetrazol-5-il)fenil]fenil|metil]
benzimidazol-4-karboksilik asit seklinde isimlendirilir. Erime derecesi 183-185
°C’tir (http-3). Pratik olarak suda ¢oziinmez (http-4). pKa’st 3.9°dur (Cagigal ve
ark., 2001). KS’nin ag¢ik formiilii Sekil 2°de sunulmaktadir.

HOOC

Sekil 2. Kandesartanin Kimyasal Yapisi



Metoprolol siiksinat

MTP’nin kapali formili (C,sHzsNO3),.C4HgO4 ve molekiil agirhign 652.8
g/mol’diir. Kimyasal isimlendirilmesi (+/-)-1-izopropilamino-3-(4-(2-metoksietil)
fenoksi) propan-2-ol siiksinat seklindedir. MTP nin erime derecesi 136-138 °C’tir
(http-5; http-6). Suda, metanol ve etanolde kolayca ¢oziiniir ancak, eter ve
asetonda ¢oziinmez. pKa’s1 9.68°dir (http-7; http-8; USP XXIV, 2000; The Merck
Index, 1989). MTP’nin kimyasal formiilii Sekil 3’te gosterilmektedir.
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Sekil 3. Metoprolol Siiksinatin Kimyasal Yapisi

Lansoprazol

LNS, CiH14F3N30,S kapali formiiliine ve 369.4 g/mol molekiil agirhigma
sahiptir. Kimyasal olarak 2-[[3-metil-4-(2,2,2-trifloroetoksi)-piridin-2-
ilJmetil]siilfinil]-1H-benzimidazol seklinde isimlendirilir. Erime derecesi 178-182
°C’tir (http-9). Etanol, metanol ve dimetil formamidde ¢dztiniir. Pratik olarak suda
ve hegzanda ¢Oziinmez. pKa degeri 8.8°dir (http-10). LNS’nin kimyasal yapisi
Sekil 4’te verilmektedir.

Sekil 4. Lansoprazoliin Kimyasal Yapisi

N



Diklofenak sodyum

DIC, kimyasal olarak sodyum [o0-(2,6-dikloroanilino)fenil]asetat olarak
isimlendirilir. Kapali formiilii C;4H;¢ClL,NNaO,’dir ve molekiil agirlign 318.13
g/mol’diir. Suda ve metanolde ¢oziiniir ancak, eterde ¢6ziinmez. pKa’s1 4.0°dir.
Erime noktas1 283-285 °C’tir (http-11; http-12; USP XXIV, 2000; The Merck
Index, 1989). DIC’in agik formiilii Sekil 5°te sunulmaktadir.
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Sekil 5. Diklofenak Sodyumun Kimyasal Yapisi
Kullanilan Yontemler

Kapiler elektroforez

KE, kii¢iik hacimlerdeki numunelerde bulunan yiiklii pargaciklarin hizli ve verimli
ayirmalarina ve analizine olanak saglayan modem bir analitik tekniktir.
Elektroforez, yiiklii parcacik veya molekiillerin sivi bir ortamda elektrik alan
etkisiyle hareketleridir. KE’de molekiiller, yiik / kiitle oranlarina gére farkli hizda
go¢ ederek birbirlerinden ayrilirlar. KE’de parcaciklarin go¢ hizlar tizerine etki
eden iki kuvvet bulunmaktadir. Bunlar elektroozmotik ve elektroforetik etkilerdir.
Elektrik alan uygulandiginda yiikli iyonlar, yiiklerine ters isaretteki elektroda
dogru yol alirlar. Kiigiik ve yiikil daha fazla olan iyonlar daha hizl hareket ederek
erken elile olurlar. Biiyiik ve elektriksel yiikii daha az olanlar ise kapileri daha ge¢
terk ederler. Elektrik alan uygulandifinda nétr molekiiller ve tampon da
elektroozmotik akigsa goére hareket ederler. Sekil 6°da kapiler igindeki
elektroozmotik akig gosterilmektedir (Baker, 1995).

+ Glig Kaynagi -
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Sekil 6. Kapiler i¢indeki Elektroozmotik Akis



Yiikli molekiller, elektroforetik hareketliliklerindeki farkliliklara gére ayrihirlar
ve her molekiil kendi yiikiine ters isaretteki elektroda gitme egilimindedir.
Elektroozmotik akis bir nehrin akisi gibidir. Kapiler girisi anot olarak kabul
edildiginde, negatif yiiklii anyonlar, pozitif yiikli anoda dogru cekilirler ve eger
elektroozmotik akis olmazsa kapilerden gegmeyerek giris tamponuna geri goc
ederler. Kapiler icerisindeki tamponun elektroozmotik -akisi, genellikle negatif
yiklii anyonlarin elektroforetik hareketliliklerinden biiyiik oldugu icin, negatif
yiklii anyonlar tamponla tagimirlar. Anyonik molekiiller anot tarafindan
cekildikleri i¢in elektroozmotik akistan daha yavag hareket ederek kapileri daha
gec terk ederler. Yiksliz parcaciklar, elektroforetik hareketliliklerden
etkilenmedikleri icin elektroozmotik akis hizinda go¢ ederler. Pozitif yiiklii
parcaciklar ise katoda dogru hem elektroforetik etki hem de elektroozmotik akis
sayesinde go¢ ederler. Dolayisiyla pozitif yiikli molekiillerin akis hizi
elektroozmotik akistan fazladir. Elektroozmotik akis hizimin deneysel tayininde
mezitil oksit veya dimetil siilfoksit gibi elektroforetik ¢ekime ugramayan nétral
maddeler kullamlabilir (Baker, 1995).

Elektroozmotik akisi voltaj, pH, tampon konsantrasyonu ve sicaklik gibi faktorler
etkiler. Elektroozmotik akis sayesinde anyon ve katyonlar tek analizle
ayrilabilirler. Ayrica farkli yiik/kiitle oramina sahip iyonlar belli bir zaman
icerisinde ayrilabilirler. KE ile polar, apolar, suda coziinen ve c¢Gziinmeyen
molekiiller, inorganik anyon ve katyonlar, proteinler gibi yiiksek molekiil
agirhigina sahip molekiiller oda sicakliginda ve bir sivi pompasina gerek
duyulmaksizin diigiik basingta tayin edilebilir (Baker, 1995).

KE sistemi, numune viali, giris ve ¢ikis vialleri, kapiler, detektor, yiiksek voltaj
giic kaynag1 ve bilgisayardan olusur. Asagidaki sekilde tipik bir KE cihazinin
boliimleri goriilmektedir (Baker, 1995).

Bilgisayar

Kapiler Detektor

Anot Katot

Girig Tamponu Cikis Tamponu

Yiiksek Voltaj Gug Kaynag:

Sekil 7. Kapiler Elektroforez Cihan

KE’de ayuma bdlmesi, i¢i ¢ozelti ile doldurulmus kapiler bir borudur. Kapilerin
iki ucunda i¢i tampon ¢dzeltisiyle doldurulmus kiiciik siseler bulunur. Bu siselere
daldirilmis olan elektrotlara, bir giic kaynagindan elektrik alan uygulanir.
Kapilerin bir ucundan 6rnek uygulanir ve bilesenlerin ayirimi saglamr. Bilesenler



detektér Onlinden gecerken tayin edilirler. Zamana kargi detektér sinyalinin
olusturdugu grafige elektroferogram denir (Baker, 1995).

KE, yiiksek verimlilikte ve hizli ayirmalar, diger yontemlerdeki materyallere gore
ucuz ve dayanikl kapiler kolonlar, kii¢iik hacimli 6rnek ile ¢alisabilme ve reaktif
sarfiyatinin az olmasi gibi tstiinliikler tagimaktadir (Baker, 1995).

Yiiksek performansh sivi kromatografisi

YPSK, analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygimn kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarlilifi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayrilmasma uygunlugudur. En Onemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve
toplumun birinci derecede 1ilgilendii maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere 6mek olarak amino asitler, proteinler,
niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve pestisitler verilebilir.

Kromatografik yontemler icin c¢esitli kriterlere gére pek ¢ok smiflandirma
bulunmaktadir. YPSK’da kullanilabilen ayirim mekanizmalari adsorpsiyon,
dagilma, iyon degistirme ve boyut elemedir (Lindsay, 1992; Skoog, 1999).
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Sekil 8. Sivi Kromatografinin Uygulamalar (Saunders, 1975)



Bir YPSK cihazi genel olarak hareketli faz saglayici sistem, pompa, enjeksiyon
iinitesi, kolon, detektdr ve bilgisayardan olusur. Hareketli faz saglayici sistem,
hareketli fazin icinde bulundugu agzi kapali bir cam malzemedir. Hareketli fazin
pompaya ulagmadan &nce i¢cinde ¢Oziinmiis olabilecek gazlardan arindirilmasi
islemi bu asamada gerceklestirilir. Pompa, kontrol edilebilen bir akig hizinda
hareketli fazlari kolona gonderir. Bazi cihazlarda bulunan gradient sistem
sayesinde c¢esitli hareketli fazlar, istenilen oran ve stirelerde karistirilip
pompalanabilir. Enjeksiyon {iinitesi ile analiz edilecek 6rnekler kolona yiiklenir.
Kolon, omeklerin aymmimn gerceklestigi, cesitli ¢ap ve uzunlukta olabilen,
paslanmaz ¢elik borulara doldurulmus sabit faz materyalinden olusur. Pek cok
durumda kolonun 6n kismina takilan ve kolonun kirlenmesini 6énleyen koruyucu
(Guard) kolon kullamilmaktadir. Bu koruyucu kolonlarin i¢ ¢apr daha dardir.
Detektor ise kolondan c¢ikan bilesenleri elektriksel sinyallere ¢eviren boliimdiir
(Lindsay, 1992; Skoog, 1999).

Analitik Calismalar

Yapilan bir ¢alismada KS, eprosartan, irbesartan, losartan potasyum, telmisartan
ve valsartandan olugan alt1 anjiyotensin reseptr antagonisti (ARA II)’nin ayirumi
icin kapiler zon elektroforetik bir yontem gelistirilmistir. Calismada detektor
olarak UV detekt6r kullamilmis ve dalga boyu 214 nm’ye ayarlanmistir. 85 cm
(detektére kadar 33 cm) uzunlugunda ve 50 um i¢ capa sahip ciplak silika
kullanilarak gerceklestirilen aymimda, 25 kV potansiyel ve 5 saniye (sn)
enjeksiyon siiresi uygulanmistir. ARA 1II’ler amfoterik karakterdedir ve
dolayisiyla gb¢ zamanlari pH’tan olduk¢a fazla etkilenmektedir. pH 7.5 ve
iizerinde incelenen ARA II'ler iki gruba ayrilmistir. ilk gruptaki eprosartan ve
valsartan birlikte g6¢ etmisler ve ikinci gruptaki telmisartan, irbesartan ve losartan
potasyum arasinda diizgiin bir aymm saglanamamigtir. Bunun {izerine pH ve
tampon derisimi parametreleri incelenerek asidik bir tampon kullanilmasina karar
verilmis ve ¢alisma tamponu olarak pH’1 2.5 olan 60 mM sodyum fosfat tamponu
kullamilmigtir. Asidik ortamda galismaya karar verildikten sonra tiim maddeler
igcin 1 M hidroklorik asit (HCl) ¢ozeltisi ¢6ziicii olarak kullamilmis, ancak,
valsartan ve KS disik c¢oziintirliikleri nedeniyle kantitatif tayine uygun
bulunmamiglardir. Bu maddeler, uzun gd¢ zamanina sahip olmalari nedeniyle
diger d6rt maddeden iyi ayrilmistir. Tek baslarina analiz edildiklerinde KS’nin 12
dk, valsartanin ise 18 dk gé¢ zamanina sahip olduklart gériilmiistiir. Bu iki madde
icin pH’1n daha yiiksek oldugu ve sodyum dodesil siilfat (SDS) eklenmis bir
tampon Onerilmektedir (Hillaert ve Van den Bossche, 2002).

KS, eprosartan mesilat, irbesartan, losartan potasyum, telmisartan ve valsartanin
miselsi elektrokinetik kapiler kromatografik yontemle ayiriminin gergeklestirildigi
bir calismada 214 nm’ye ayarlanmig UV detektér kullanilmistir. 30 cm (22.5 +
7.5) uzunlugunda, 75 pm i¢ ¢apa sahip kapiler kullanilmis ve 6mekler 10 kV
potansiyel altinda uygulanmistir. Yo6ntemin optimizasyonu i¢in pH, tampon
derisimi ve misel olusturucu ajan olarak SDS derisimi parametreleri incelenmistir.
Ortamin pH’1 olarak, 6.0 - 7.5; tampon derisimi olarak sodyum fosfatin 40 - 80
mM derisimleri ve SDS derisimi olarak 10 - 40 mM degerleri kullamlarak
calisilmustir. Incelemeler sonucunda 15 mM SDS igeren, pH 6.5, 55 mM sodyum
fosfat sisteminin bu ARA II’'lerin ayirimini yeterli diizeyde sagladigi goriilmiistiir.



Calismada KS, yiiksek ¢Oziiniirltigii nedeniyle IS olarak seg¢ilmis ve bu kosullar
altinda elektroferogramda 6.8 dakikada belirmistir (Hillaert ve ark, 2003).

Bir bagka ¢alismada ARA II’'lerden KS, telmisartan, losartan ve irbesartanin
idrardan ayirimi poli monolit kullanilarak kapiler zon elektroforez yéntemi ile
gergeklestirilmistir. KS’nin asidik ortamdaki dugstik c¢oztntirliigii nedeniyle,
calisma tamponuna organik ¢oziicli eklenmesine gerek duyulmustur. pH’mn 2.3
oldugu, asetonitril:10 mM sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (1:1, h/h) tampon
sistemi ile basariyla gerceklestirilen analizde, tiim maddelerin stok g¢ozeltileri
metanolde ¢6ziilerek hazirlanmistir. KS, 2 pg/mL derigimde, IS olarak kullamilmis
ve g6¢ zamamnin 7 dakikadan daha kisa oldugu bulunmustur. Calismada
incelenen ARA II’ler igin saptama sinirlari 15-20 ng/mL aralifinda bulunmugtur.
(Zhang ve ark., 2006).

Poli monolit kullanilarak yapilan bir baska ¢aligmada, YPSK ile ve ARA II’lerden
KS, losartan, irbesartan, valsartan ve telmisartanin plazma ve idrardan tayini i¢in
bir yéntem gelistirilmistir. Yontemde ayirim, 250 mm x 4.6 mm boyutlarina ve 5
um partikiil ¢capina sahip C;s kolonda gerceklestirilmistir. Detekttr olarak, UV
detektér 250 nm’ye ve floresans detektér uyarma dalga boyu 250 nm’ye, yayma
dalga boyu da 380 nm’ye ayarlanarak kullanilmigtir. Hareketli faz olarak
asetonitril:5 mM sodyum asetat tamponu (40:60, h/h) pH 3.5 olacak sekilde
+ kullanilmigtir. Bu ARA ID’ler i¢in saptama sinirlari, plazma igin 0.1 — 15.3 ng/mL

7 diizeyinde ve idrar i¢in 0.1 - 15.2 ng/ml diizeyinde hesaplanmigtir. Yo6ntem KS

“igin 5 — 2000 ng/mL derisim araliginda dogrusal bulunmustur. Bu kosullar altinda
-~ KS’nin alikonma zamanimin 10 dakikadan daha kisa oldugu goriilmiistiir (Nie ve
- ark., 2005).

- KSSL ve bozunma iirtinlerinin birlikte analizinin yapildig: bir ¢alismada 250 mm

X 4.6 mm boyutlarina ve 5 pm partikiil capina sahip siyano kolon kullanilarak sivi

kromatografik ayirim saglanmigtir. Hareketli faz olarak pH 3.0 fosfat
tamponu:asetonitril (50/50, h/h) karisimi kullanilmis ve deteksiyon UV detektorle
210 nm’de gergeklestirilmistir. Caligmada KSSL hidrolitik, oksidatif, fotolitik ve
termal strese maruz birakilmis ve olusan bozunma {iriinleri ile birlikte analizi
yapilmistir. KSSL ve bozunma drtinlerinin stok c¢ozeltileri asetonitrilde
hazirlanmastir. Optimizasyon caligmalart sonucunda 20 dakikalik bir analizde
KSSL’nin 12 dk alikonma zamanina sahip oldugu goériilmiigtiir. Cesitli streslere
maruz birakilan KSSL tabletleri i¢in gelistirilen yontemin validasyonu da
basariyla gdsterilmistir (Subba Rao ve ark., 2007).

KSSL ve ditiretik bir ilag olan hidroklorotiyazidin farmasdtik preparatlardan ve
plazmadan tayini i¢in gelistirilen bir sivi kromatografik yontemde diyot dizisi
detektér kullanilmis ve dalga boyu 260 nm’ye ayarlannustir. KSSL ve
hidroklorotiyazidin stok c¢ozeltileri metanolde hazirlanmistir. 150 mm x 4.6 mm
boyutlarina ve 5 pm partikiil ¢apina sahip C3 kolonda ayirim gergeklestirilmis ve
hareketli faz olarak pH’1 2.5 olan 10 mM potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO4):metanol:asetonitril (2:80:18, h/h/h) karisimi kullanilmistir. Bu kogullar
altinda KSSL ve hidroklorotiyazid igin alikonma zamanlar: sirasiyla 3.5 ve 6.5 dk
olarak bulunmustur. KSSL i¢in yéntemin saptama siniri 2 ng/mL ve tayin sinir1 11
ng/mL olarak bulunmugstur (Erk, 2003a).



Stenhoff ve ark., (1999) yaptiklann calismada KS’nin plazmadan, KSSIL’nin
plazma ve idrardan, KS ve inaktif metabolitinin plazma ve idrardan miktar tayini
icin YPSK ile yontemler gelistirmislerdir. Bu yontemlerde sivi-sivi ekstraksiyon
ve florimetrik detektorle, fenil kolonda ayirim kullanildig: belirtilmistir. Hareketli
fazin, her analiz icin farkli icerikte kullamildigi ve inaktif metabolit ile KS’nin
birbirinden  ayrimint saglayan analizde gradient sistemle aymrimumn
gerceklestirildigi belirtilmistir. Uyarma ve yayma dalga boylarinin sirasiyla 265
ve 395 nm oldugu ve analitik kolonun 100 x 4.6 mm boyutlarina ve 3 pm partikiil
capina sahip oldugu bildirilmistir. Bu sistemde alikonma zamanlarinin plazmadan
KS icin 9 dk, plazma ve idrardan KSSL icin 20 dk, plazma ve idrarda inaktif
metabolit ve KS i¢in swrasiyla 10 ve 18 dk oldugu bildirilmistir. Ydntemin
plazmadaki tayin sinirinin KSSL i¢in 5 nM, KS i¢in 1 nM ve inaktif metabolit i¢cin
3 nM oldugu belirtilmistir.

YPSK ile yapilan bir bagka caligmada losartan, irbesartan, valsartan, KSSL ve
metaboliti  olan KS’nin  plazmadan  florimetrik  detektérle  tayini
gerceklestirilmistir. Stok ARA 1II ¢ozeltileri, 1 mg/mL olacak sekilde metanolde
ve asetonitrilde ayr1 ayr ¢oziilmiistiir. Detektdr, uyarma dalga boyu olarak 250
nm ve yayma dalga boyu olarak 375 nm’ye ayarlanmistir. Cg kolonla, kat1 faz
ekstraksiyonu yapildiktan sonra azot buhariyla ugcurma islemi gergeklestirilmistir.
Koruyucu kolon olarak 20 x 3.9 mm boyutlarinda, 4 pm partikiil ¢capinda Cig
kolon kullanilirken, analitik kolon olarak da 300 x 3.9 mm boyutlarinda, 10 pm
partikiil boyutunda C;3 kolon kullamilmigtir. Hareketli faz olarak asetonitril ve 5
mM sodyum asetat ¢ozeltilerinin pH 4’teki karisimlari gradient bir sistemle
uygulanmigstir. Bu kosullarda KSSL’nin 22.6 dakikada ve KS’nin 9.7 dakikada
alikonuldugu gorilmistiir. Tayin simirt KSSL icin 3.3 ng/mL, KS icin ise 3.2
ng/mL olarak bulunmustur (Gonzalez ve ark., 2002).

Yine YPSK’ye bagl floresans detektorle yapilan bir calismada KSSL ve iki
metabolitinin insan serum ve idrarinda tayini gergeklestirilmistir. KSSL igin
uyarma dalga boyu 270 nm ve yayma dalga boyu 390 nm olarak belirlenmis,
metabolitler i¢in ise uyarma dalga boyu 260 nm ve yayma dalga boyu 395 nm
olarak secilmistir. Ayirim 5 pm partikiil ¢apina sahip, 150 x 4.6 mm boyutlarinda,
okta desil silan (ODS) kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. KSSL ve
metabolitleri i¢in, hareketli faz sistemi olarak KH,PO, ve asetonitrilin farkli
karigimlart kullanilmig ve ayr1 ayr analizleri yapilmistir. Bu yontemle analizler,
serum i¢in 20 dk, idrar i¢in ise 25 dk siirmiistiir. Yontemin tayin simir serumda
KSSL, KS ve inaktif metabolit i¢in 0.5 ng/ml olarak, idrarda ise sirasiyla 0.5, 10
ve 10 ng/mL olarak bulunmugtur. Calismada ayrica maddeler i¢in detayli bir
kararlilik calismasi yapilmistir. Uc madde de metanolde ¢oziilerek +4 °C’ta 3 ay
stireyle kararli bulunmugtur. Bunlarnn oda sicakliginda da 24 saat siireyle kararl
olduklari gézlenmistir (Miyabayashi ve ark., 1996).

Idrar ve serumdan KSSL ve metabolitlerinin tayini icin gelistirilen bir baska
YPSK yoénteminde, deteksiyon KSSL ve KS igin UV detektdr kullanilarak, inaktif
metabolit icin ise floresans detektdr kullanilarak gergeklestirilmistir. KSSL
tamamen KS’ye cevrildigi icin idrarda saptanamamis ve serumda tayini 229
nm’de gerceklestirilmigtir. KS’nin serumdaki tayini i¢in 210 nm, idrardaki tayini
icin 229 nm kullamlmistir. Inaktif metabolitin hem idrar hem de serumdan tayini
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icin uyarma dalga boyu olarak 285 nm ve yayma dalga boyu olarak da 395 nm
kullamlmistir. ' YPSK ile analizden ©nce maddelerin serum ve idrardan
ekstraksiyonu i¢in ¢esitli prosediirler uygulanmigtir. Calismada standart maddeler
metanolde ¢6ziilerek +4 °C’ta, kalite kontrol 6rnekleri ise -20 °C’ta saklanmuistir.
KSSL’nin serumdaki, KS’nin ise idrar ve serumdaki kalite kontrol 6mekleri igin
detayl bir kararlilik incelemesi yapilmistir. Bu yontemle, 0.5 mL serumda tayin
siir1, KSSL icin 2 ng/mL, KS i¢in 0.8 ng/mL ve inaktif metabolit i¢in 0.5 ng/mL
olarak bulunmustur. Idrar 6rnekleri icin saptama sinir1 ise hem KS hem de inaktif
metabolit i¢in 10 ng/mL olarak bulunmustur (Lee ve ark., 1995).

Cagigal ve ark., (2001) yaptiklar1 calismada KSSL, KS, KS’nin inaktif metaboliti,
losartan, irbesartan, valsartan ve telmisartanin pKa’larim spektroflorimetrik
yontemle tayin etmislerdir. Tayinin yapilabilmesi i¢in belirtilen ARA II’lerin
metanolde ¢oziildigli ve yapilarindaki bifenil, imidazol ve benzimidazol
gruplarinin onlara floresans verici 6zellik kazandirdigi belirtilmistir. Yontemin
optimizasyonundan sonra KSSL ve KS icin uyarma dalga boylarinin sirasiyla 272
nm ve 259 nm olarak, yayma dalga boylarinin da 384 nm ve 392 nm olarak
bulundugu belirtilmigtir. Rolatif floresans yogunlugundan hareketle hesaplanan
pKa degerlerinin, iyonik siddetin 0.5 M oldugu kosullarda, KSSL i¢in 6.0 £ 0.1 ve
KS i¢in 3.9 + 0.1 olarak bulundugu bildirilmistir.

- KSSL ve hidroklorotiyazidin miktar tayini i¢in gelistirilen bir bagska yontemde ise
= spektrofotometri kullanilarak gelistirilen yontem, maddeleri birlikte igeren

= tabletlere uygulanmistir. Calismada her iki madde de 0.1 N HCI ¢ozeltisinde

. ¢ozlilmlis ve 0. derece absorbsiyon spektrumunda KSSL i¢in maksimum
.. absorbans veren dalga boyu 255 nm olarak belirlenmistir (Erk, 2003b).

Aseklofenak ve DIC’in plazmadan tayini i¢in N-metil-D-glukamin kullanilarak

= kapiler zon elektroforetik bir yontem gelistirilmistir. Diyot dizisi detektor, 290

nm’ye ayarlanmig ve &rnekler 30 kV potansiyel altinda analiz edilmistir.
Yontemde 75 pm i¢ capa sahip, 40 cm toplam, 30 cm efektif uzunlukta ¢iplak
silika kullamilmigtir. Calismada ayirim pH 8.9, 200 mM N-metil-D-glukamin
iceren 300 mM sodyum borat tamponu ile gergeklestirilmistir. N-metil-D-
glukamin eklenmesiyle daha uzun gé¢ zamanlar1 gézlenmesine ragmen verimlilik,
resollisyon ve pik asimetrisi gelismistir. Bu kosullar altinda DIC, 3.075 dk gé¢
zamanina sahiptir. Her iki madde i¢in de y&ntemin saptama sinir1 ve tayin siniri
sirastyla 0.03 mg/L ve 0.1 mg/L olarak bulunmustur. (Zinellu ve ark., 2005).

DIC’in elektrokimyasal detektor kullanilarak kapiler zon elektroforetik ayirimimin
gerceklestirildigi bir ¢alismada, DIC’in suda ¢oziilmesi tercih edilmistir. Ayirim
10 kV potansiyel altinda, NaH,PO4 ve disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy)
tamponlarinin pH 7.0°deki karigimlan kullanilarak gerg¢eklestirilmistir. Yontemde
25 um i¢ ¢apa sahip, 30.5 cm uzunlukta ¢iplak silika kullamilmigstir. Bu kosullar
altinda analiz 8 dakikadan daha kisa stirmiistiir. Yontemin saptama sinir1 5.2 fimol
olarak bulunmus ve gelistirilen yoéntem DIC’in idrardan tayinine uygulanmistir
(Jin ve Zhang, 2000).

DIC ve naproksenin YPSK’ye bagli floresans detektor ile gergeklestirilen bir
analizinde 5 pm partikiil ¢apina sahip, 150 x 1 mm boyutlarinda C;s kolonda
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ayirim gerceklestirilmistir. DIC ve naproksen i¢in ¢oziicii sistemi % 20 (h/h)
asetonitril olarak belirlenmigtir. Calismada hareketli faz olarak asetik
asit:asetonitril (600:400) karisumi pH’1 sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile 4’
ayarlanarak kullanmilmigtir. Floresans detektér DIC i¢in uyarma dalga boyu olarak
292 nm’ye ve yayma dalga boyu olarak 355 nm’ye ayarlanmistir. Bu kogsullarda
DIC 8.9 dakika (dk) alikonma zamanina sahiptir. Gelistirilen yéntem maddelerin
farmas6tik preparatlarina  ve DIC’in  bozunma iriinlerinin  tayini igin
uygulanmistir. DIC igin ydntemin saptama sinir1 0.2 pg/ml olarak bulunmustur
(Baeyens ve ark., 1995).

Kisa stireli ranitidin kullanimmin DIC’in farmakokinetigi {izerine etkisini
inceleyen bir caligmada, DIC analizi YPSK’ye bagli floresans detektor ile
gerceklestirilmigtir. Calisma kosullari; hareketli faz olarak asetonitril:% 0.1
trifloro asetik asit (suda) (53:47, h/h) ve 3.5 pm partikiil capina sahip, 75 x 4.6
mm boyutlarinda C;g kolon olarak belirlenmistir. Floresans detektdr uyarma dalga
boyu olarak 294 nm’ye ve yayma dalga boyu olarak 390 nm’ye ayarlanarak
kullamlmigtir. Gelistirilen yontem, yalniz DIC ve DIC’le birlikte ranitidin alan
saglikli bayan goniilliilerden alinan plazma 6rneklerine uygulanmistir (Leucuta ve
ark., 2004).

Kandesartan Sileksetil ve Kandesartan Farmakolojisi

KSSL, ARA 1I etkinligi nedeniyle hipertansiyon tedavisinde kullanilan yeni
ajanlardan biri olan KS’nin 6n ilacidir (Gleiter ve Morike, 2002).

Kandesartan sileksetil ve kandesartanin farmakokinetik ozellikleri

KSSL’nin, 4-16 mg arasinda artan dozlarda verilmesiyle, KS’nin pik plazma
konsantrasyonlarina 3-5 saat arasinda ulastigl gozlenmistir. KSSL, iyi bir
absorpsiyona sahiptir. {la¢ yiiksek oranda (>% 99) plazma proteinlerine baglanir.
Intravenéz uygulamadan sonra ise diisiik dagilim hacmine sahiptir (0.13 L/kg).
KS, biiyiik 6lciide degismeden atilirken, kiigiik bir kismi karacigerde CYP 2C9
enzimi ile inaktif bir metabolit olan CV-15959’a déniistiiriiltir. KS, CYP sistemi
ile metabolize edildiginden, bu enzimlerle metabolize olan ilaclarla etkilegime
girebilir veya bu izoenzimlerin aktivitesini degistirebilir. Ilacin eliminasyon yari
omri ise 9-13 saat arasindadir (Easthope ve Jarvis, 2002). Gruptaki diger
ilaglardan farkli olarak KS, hem renal hem de safra yolu ile elimine edilir ve
yaklasik % 60°1 idrarla, % 40°1 ise fecesle atilir (Hoogkamer ve ark., 1998; Oparil,
2000).

Kandesartan sileksetil ve kandesartanin antihipertansif etkisinin ézellikleri

ARA IPller, anjiyotensin II tip 1 (AT;) reseptOrlerini antagonize ederek,
anjiyotensin II’ye bagli damar kasilmasini, renal tiibiiler sodyum geri emilimini,
aldosteron ve vazopressin salgilanmasini, noradrenaline bagh sinirsel iletimi ve
santral sinir sisteminin sempatik cevabini, kan basinci ve sivi-elektrolit dengesini
diizenleyerek antihipertansif etki g&sterir. Losartan, valsartan, irbesartan,
telmisartan, eprosartan bu gruba déhil olan diger ila¢lardir (Oparil, 2000).
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KSSL, gastrointestinal kanaldan ge¢isi sirasinda hidroliz olarak aktif metaboliti
olan KS’ye doniistiiriilir. KS, AT, reseptorlerine secici ve yarismali olarak
baglanarak renin-anjiyotensin sisteminde kilit bir araci olan anjiyotensin II’'nin bu
reseptorlere baglanmasim engeller. Bdoylelikle, sistolik ve diyastolik kan
basincinda belirgin bir azalma gozlenir. Ayrica yapilan ¢alismalarda,
hipertansiyonlu hastalarda KS’nin, sol ventrikiil biiyiimesinde gerileme sagladig:
gozlenmistir. KS, diyabetli veya diyabetsiz hipertansiyon hastalarinda bdbrek
fonksiyonlar tizerinde olumlu etkiler saglamistir (Easthope ve Jarvis, 2002).

Renin-anjiyotensin sistemini etkileyen, hipertansiyon ve kalp yetmezligi
tedavisinde kullanilan diger bir ilag grubu anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE)
inhibitorleridir. Fakat ARA II’ler; anjiyotensin II’nin dolasim ve dokudaki
etkilerini, AT; reseptorleri diizeyinde artan bir secicilikle bloke ederek, renin-
anjiyotensin sistemini ADE inhibitGrlerine oranla, daha se¢ici bir yaklasimla
diizenler. ADE inhibitérleri anjiyotensin II diizeyini azaltirken bradikinin diizeyini
arttirir. Clinkii ADE, anjiyotensin I’in anjiyotensin II’ye doniistimiinii saglamakla
birlikte damar gevsetici bir madde olan bradikininin metabolize olmasindan da
sorumludur. ADE inhibitorlerinin kullammina bagli olarak artan bradikinin
diizeyi, akcigerde bradikinin birikimi sonucu kuru 6ksiiriik gelisimine yol actig1
icin, bu ilaglarin kullammmimi kisitlamaktadir. Ayrica bu ilaglar, anjiyotensin II
olusumunu engelleyerek, diger anjiyotensin resept6rii olan anjiyotensin II tip 2
_ (ATy)’ye bagmml antiproliferatif ve damar gevsetici etkiler gibi faydali etkilerin
“* de ortadan kalkmasina neden olur. Bu nedenlerle AT, reseptdr antagonistleri,
* hipertansiyon tedavisinde daha etkili bir yaklasim ile yerini almis ve giiniimiizde
ADE inhibitérlerine tercih edilmektedirler (Gavras, 2000; Gleiter ve Morike,
" 2002; Song ve White, 2000).

In Vitro Ila¢ Metabolizma Incelemeleri

llag etkilesmeleri ¢alismalar, ila¢ gelistirmenin erken kesif asamalarinda
planlanmalidir. In vivo c¢alismalar, in vitro calismalarin bulgularina gére
yapilmalidir. In vitro ¢aligmalardaki negatif bulgular, ilgili in vivo ¢alismalarin
elenmesine yardim edebilir. Uygun substrat ve inhibit6rlerin kullanilmasi, ilag
etkilesmeleri ¢aligmalarinin sonuglarinin yorumlanmasma yardimer olabilir. In
vitro ¢alismalarda, bilimsel kuruluslar tarafindan {izerinde ortak gériise varilmis,
tercih edilen substratlarin kullanilmasi 6nemlidir (Zhang ve ark., 2008).

Klinik 6ncesinde metabolizma ¢alismalari icin in vitro pek c¢ok yaklasim
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardaki enzim kaynaklari, karacier mikrozomlart,
hepatositler, hiicre dizileri, karaciger kesitleri veya teker teker belirlenmis
tamamlayic1 deoksiribo niikleik asit (cDNA) enzimleri olabilir. Karaciger
mikrozomlari, subseliiler organellerin cesitli yiiksek hizlarda santrifiijlenmesi ile
elde edilir. Bu sekilde elde edilen bir mikrozom fraksiyonu, CYP enzimlerinin
tamamini igerir. Mikrozomlarin hazirlanmas: goreli olarak kolaydir ve gereken
kosullarda saklanmis ise enzimatik aktiviteleri, uzun siire kararli kalir
(Taavitsainen, 2001).
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Sitokrom P450 enzim sistemi

Karacigerde oksidasyon yapan mikrozomal enzimler, tamamiyla aydinlatilamamis
bir grup enzimden olusur. Bunlar CYP enzimleri diye adlandirilirlar; karma
fonksiyonlu oksidazlar veya monooksijenazlar adini da alirlar. S6z konusu
oksidaz sisteminin, P450 sitokrom oksidaz sistemi yaninda onunla esgiidiimlii
olarak calisan diger bir temel 6gesi indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
2’-fosfat (NADPH)-CYP rediiktaz sistemidir. Endoplazmik retikulum
membraninin iki tabakali lipit fazinda, bu iki 6geden ilkinin yaklasik 10
molekiiliine karg1 ikincinin bir molekiilii bulunur (Kayaalp, 2005).

CYP enzimleri, ilaglardan ve diger ksenobiyotiklerden bagka, steroidler, yag
asitleri, safra asitleri, prostaglandinler ve biyojenik aminler gibi endojen
maddelerin ve bunlardan bazilarimin prekiirsérlerinin oksidatif metabolizmasinda
ve biyosentezinde rol oynarlar (Kayaalp, 2005).

CYP enzimleri 300°den fazla amino asit rezidiisi iceren hem’li peptitler
(hemoproteinler)’dir. Enzimin aktif noktasi demir iyonudur. Bu nokta oksitlenmis
(Fe™) durumda iken substrat1 baglar, béylece enzim substrat ile kompleks yapar.
Bundan sonra NADPH-CYP rediiktaz enzimi araciligi ile NADPH’tan ¢ikan bir
elektron, enzim-substrat kompleksine transfer edilir. Béylece kompleks indirgenir
(Fe™, Fe™ haline gecer). Indirgenmis enzim-substrat kompleksi molekiiler
oksijenle birlesir ve bunun ardindan ikinci bir elektronun transferi ile kompleks
daha da indirgenir. Ikinci elektron bityiik bir olasilikla sitokrom b5 tizerinden
indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid (NADH) tarafindan verilir ve bu
olayr NADH-sitokrom b5 rediiktaz enzimi katalize eder. Sonugcta, enzim-substrat-
oksijen kompleksi; su, oksitlenmis substrat ve oksitlenmis durumdaki serbest CYP
enzimine ayrisir (Kayaalp, 2005).

@:nag = Sitokrom P450

Sekil 9. Bir ilacin Sitokrom P450 Enzim Sistemi Tarafindan Oksidasyonu

14



CYP enzimleri ¢ok sayida enzimden ve onlarin izoenzimlerinden olusan genis bir
enzim stiperfamilyasidir. CYP enzimleri, iletisimin standardizasyonu i¢in 6zel bir
nomenklatura gore adlandirihirlar. Bu adlandirmada CYP, sitokrom P450°i ifade
eder, ondan sonra gelen say1 familya numarasini ggsterir ve bunu izleyen harf alt
familyay1 belirler. Daha sonraki sayi ise bu alt familya i¢indeki enzimlerin
numarasint yani bireysel enzimleri gosterir. Bazi familyalarda ise tek bir iliye
bulundugu i¢in familya numarasindan sonra bagka bir agiklayict isaret bulunmaz
(Kayaalp, 2005; http-13).

CYP enzimleri ilaglarin metabolizmasina olan katkilar1  bakimindan
degerlendirildiginde 5 {iyesi ¢ok dnemlidir. Bunlardan CYP 3A4 ilaglarin % 50-
55’inin, CYP 2D6 % 25’inin ve CYP 2C grubu (CYP 2C8, 9, 10, 18, 19) %
15’inin ve CYP 1A2 ve CYP 2E1 toplam % 5°e yakin bir béliimiiniin
oksidasyonuna katkida bulunur (Kayaalp, 2005). CYP 2C9, CYP 2C ailesinin en
biiyiik izoformudur. CYP 2C9’un Kkaracigerdeki orami yaklasitk % 20°dir.
Substratlar1 ve olugan reaksiyonlar sirasiyla tolbutamidin metil hidroksilasyonu,
DIC’in hidroksilasyonu ve S-varfarinin 7-hidroksilasyonudur. Selektif inhibitorii
stilfafenazoldiir (Taavitsainen, 2001).

CYP’ler karacigerde degisik miktarlarda bulunurlar. Bu durum farkli enzimlerle
yikilan ilaglarin metabolizma hizinin farkli olmasina yol agan faktérlerden birini
- olusturur. Belirli bir CYP enziminin karacigerdeki miktari, kisinin diyetine, maruz

= kaldign cevresel etkenlere, cinsiyetine ve beslenme durumuna gore bireyler

- arasinda bazen fazla olmak iizere degisir. Ayrica bireyler arasinda enzim miktar
- ve etkinlifi bakimindan genetik polimorfizme bagli degiskenlik de vardir
- (Kayaalp, 2005; http-13).

- CYP enzimleri sadece karacigerde degil, diger bircok organ ve dokuda da
bulunurlar. Memelilerde bulundugu gosterilen 10 familyadan 8’indeki enzimler,
hiicrelerin . piirlizsiiz endoplazmik retikulumu {izerinde yerlesmistir. Karaciger
dokusu, homojenize edilirken retikulum membrani parcalanarak mikrozomlar
denilen, mikroskobik kiireciklere doniisiir. Karacigerde, s6z konusu enzimler
ozellikle sentrilobiiler bolgedeki karaciger hiicrelerinde yogun olarak bulunurlar
(Kayaalp, 2005).

Mikrozomal enzimlerin indiiklenmesi, mikrozomal bir enzimin substrati olan bir
madde tarafindan, bu enzimin ve ¢ofu kez benzer enzimlerin sentezinin
arttirtlmasi ya da yikiminin yavaglatilmasi sonucu enzimin dokudaki miktarinin,
dolayisiyla etkinliginin arttirilmasi olayidir. CYP enzimlerinin kimyasal etkenler
tarafindan indiiklenebilirlikleri farklidir. Enzim indiiklenmesinin pratik Onemi,
artmis olan enzim etkinlii sonucu, bu enzimler tarafindan inaktive edilen
ilaglarin viicutta yikiminin artmasi ve etkinliginin azaltilmasidir (Kayaalp, 2005;
http-13).

Mikrozomal enzimlerin cesitli maddelerle inhibisyon kaliplar1 da fark gdsterir.
Enzim inhibisyonunun ¢esitli mekanizmalart vardir. Bunlarin farmakolojide sik
goriilen biri, aym enzimle metabolize edilen ilaglarin enzimin aktif noktasina karsi
yarigmaya girmeleridir. Bu noktaya afinitesi fazla olan ilag, az olanin metabolize
edilmesini engeller (kompetitif inhibisyon). Bazi ilaglar ise substrati olduklari
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enzimleri non-kompetitif sekilde inhibe edebilirler. Biyotransformasyonu inhibe
edilen ilacin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak farmakolojik etkileri uzar ve
ilacin neden oldugu toksik reaksiyonlarda artig goriiliir (Kayaalp, 2005; http-13).

Karaciger mikrozomlarimin hazirlanmas

Karaciger hiicrelerindeki enzimlerin 6nemli bir boliimii enzimatik ¢aligmalar i¢in
karaciger dokusu homojenize edilirken mikrozomlar igine gecerler. Hiicre
membrani, sitoplazma ve mitokondrilerde de cesitli enzimler bulunursa da bunlar
bir ¢ok ilacin metabolizmasinda mikrozomal enzimler kadar rol oynamazlar
(Kayaalp, 2005).

Canli bir hiicrede mikrozom bulunmaz. Bunlar homojenizasyon sirasinda
hiicrenin endoplazmik retikulum membraninin pargalanmasi ve kiirecikler sekline
gecmesi sonucu olusur. Genellikle soyle elde edilirler:

Karaciger hiicreleri homojenize edilir ve homojenat 30 dk stire ile 9000-12000 x g
hizinda santrifiij edilerek ¢ekirdek, mitokondri ve kaba membran parcaciklari
coktlriiliir ve atilir. Siipernatan ayrilir ve 105000 x g’de 1 saat santrifiij edilir.
Dipte ¢6ken kisim, karaciger hiicrelerinin mikrozomlarimt veya daha dogru bir
deyimle mikrozomal fraksiyonunu olugturur. Mikrozomlarla in vitro ilag
metabolizmasi incelemeleri yapilabilir (Tata, 1972; Lewis ve Tata, 1973; Hook ve
ark., 1972; Kayaalp, 2005).

In vitro ila¢ metabolizma incelemelerinde genel yaklasimlar

Ortak deneysel yaklasimlara gore, deney kosullan ile ilgili izlenebilecek yollar
sdyle ozetlenebilir. Tampon olarak 2-amino-2-hidroksi metil-propan-1,3-diol
(TRIS)-HCI veya potasyum fosfat kullamilabilir ve ayrica ortamda NADPH
olusturmak i¢in bir sisteme gereksinim vardir. Bu sistemde NADPH derisimi en
az 1 mM diizeyinde olmalidir. Enzim kaynaklari ¢ok cesitli olabilir. Substrat
derisimi ve reaksiyon karigiminda bulunmasi gereken bilesenlerin belirlenmesi de
son derece 6nemlidir. Genel bir kural olarak tiim inkiibasyonlarda, organik ¢6ziicii
diizeyi olabildigince diisiik tutulmalidir. Bu tlir ¢oziiciilerden en cok kullanilan
dimetil stilfoksit ve metanol (veya asetonitril) sirasiyla % 0.2 ve 2’ye esit veya
miimkiinse daha az diizeylerde olmalidir. Tek bir zamanda 6rnek toplanmasiyla
yapilan ¢aligmalarda, standart sapmalarin hesaplanabilmesi i¢in drnekler 3 tekrarls
uygulanmalidir. Bes veya alt1 farkli zamanda 6mek toplanmasiyla yapilan
calismalarda ise, Omneklerin 2 tekrarli hazirlanmasi yeterlidir. Genel olarak
mikrozomal protein orani 0.2 — 4.0 mg/mL aralifinda olabilir. Reaksiyon stiresi
olarak da 0-90 dk aralig: segilebilir (Zhang ve ark., 2008).

Dondurma, eritme ve saklama kosullarinin incelendifi bir c¢alismada, insan
karaciger 6rneklerinin, -80 °C’ta, 5 yil boyunca bekletmenin, bu Orneklerin
mikrozomal igerikleri ve CYP enzimlerinin aktiviteleri izerinde degismeye neden
olmadigi bulunmustur. Ancak O&rnekler ¢ozilip, 6 saat boyunca, 25 °C’ta
bekletilip, tekrar -80 °C’ta dondurulduktan bir hafta sonra mikrozomal CYP
enzim diizeylerinin azaldig: ve aktivitelerinin % 90 oraninda diistiigii goriilmustiir
(Yamazaki ve ark., 1997).
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In vitro ¢aligmalarda siklikla kullanilan organik ¢oziiciilerden metanol, asetonitril
ve dimetil siilfoksitin, insan karacifer mikrozomlart kullanilarak, c¢esitli
substratlarin CYP’lerle metabolizmas {izerine etkilerini inceleyen bir ¢alismada,
CYP 2C9 icin tolbutamid hidroksilasyonu segilmigstir. Calismada dimetil
stilfoksitin diigiik derisimlerde (% 0.2) bile pek ¢ok reaksiyonu inhibe ettigi
bulunmugtur. Bu organik ¢éziiciilerin % 0.2 diizeyindeki varligi, tolbutamid
reaksiyonunu etkilememistir. Metanol ve dimetil siilfoksit oran1 % 0.5 ve tizeri
oldugu zaman, CYP 2C9 aktivitesinin inhibe edildigi gériilmiigtiir. Asetonitrilin %
1 diizeyine kadar CYP 2C9 aktivitesi iizerine etkisi olmadigi, fakat % 5 oraninda
iken aktiviteyi arttirdig1 gdzlenmigtir. Bundan emin olmak i¢in aym ¢alisma CYP
2C9’un baska bir substrati olan DIC ile yapilmis ve % 5 asetonitril diizeyinde
CYP 2C9 aktivitesinin arttigi gozlenmistir. Caligma sonucuna gore, % 5
diizeyinde organik ¢6ziicti kullanilmasi, pek ¢ok CYP enzim aktivitesini inhibe
etmektedir. Dimetil stilfoksit ¢cok diisiik oranlarda bile CYP aktivitelerini inhibe
ettigi i¢in tercih edilmemelidir. Genel olarak asetonitril ve metanol daha iyi
sonuglar vermektedir ancak, bu c¢oziiciiler de % 1 dolayinda kullamilmalidir.
Ayrica gozlenen etkiler, inkiibasyonlardaki protein igerigi gibi deneysel kosullarla
degisebilecegi icin, organik ¢oziiciler miimkiin olan en digik oranda
kullanilmalidir (Chauret ve ark., 1998).

Asetonitrilin, CYP 2C9 tarafindan katalizlenen dort reaksiyon {izerindeki
- etkilerini, insan karaciger mikrozomlar1 ve rekombinant CYP 2C9 kullanarak
" inceleyen bir calismada, CYP 2C9un doért farkli substrati secilmistir. Bu
_ substratlar ve reaksiyonlart DIC  hidroksilasyonu, tolbutamid metil
- hidroksilasyonu, fenitoin hidroksilasyonu ve selekoksib metil hidroksilasyonudur.
- Substratlar ¢ézmek igin % 50 (hh) asetonitril ¢ézeltisi kullanilmistir. Calismada
. DIC, tolbutamid ve selekoksibin metabolizmalarini incelemek icin aym
.- inkiibasyon prosediirii uygulanmustir. 0.5 mL son hacme sahip inkiibasyon
- karisimi, 0.1 M potasyum fosfat tamponu, NADPH rejenerasyon sistemi, 0.1 - 0.5
mg/mL arasinda mikrozomal protein ve % 0 - 5 (h/h) aralifinda asetonitril ile
hazirlanmistir. On inkiibasyon siiresi 37 °C’ta 3 dk olarak belirlenmistir.
Reaksiyonun durdurulmasi 2 mL asetonitril ile gerceklestirilmistir. Gerekli
santrifiij islemlerinden sonra YPSK ile DIC, selekoksib ve tolbutamidin analizleri
gerceklestirilmistir. DIC ve metaboliti igin gradient sistemle 274 nm’de UV
deteksiyon kullanilmistir. Calismada sonug olarak asetonitrilin, DIC ve tolbutamid
hidroksilasyonunu aktive ettigi, selekoksib reaksiyonunu inhibe ettigi ve fenitoin
metabolizmasini ¢énemsiz derecede etkiledigi ortaya c¢ikarilmistir (Tang ve ark.,
2000).

ARA Il’lerin (sartanlar) ¢ogu feces ya da idrar yolu ile atilir ve kiiglik bir oram
metabolize olur. Metabolizma diizeyindeki etkilesmeler bu nedenle klinik agidan
onemsizdir. Ancak, bir sartanin herhangi bir ila¢g metabolize eden enzime yiiksek
afinitesi varsa, bu durumda o enzimle metabolize olan baska bir ilacin
metabolizmasim etkiler. Bu c¢alismada losartan, irbesartan, KS, eprosartan ve
valsartanin CYP enzimleriyle insan karaciger mikrozomlarindaki potansiyel
etkilesmeleri incelenmistir. Calismada CYP 2C9 igin referans inhibitor olarak
stilffafenazol kullamlmistir.  Stilfafenazoliin 1 pM diizeyinde inhibe -ettigi
tolbutamid metil hidroksilasyonu reaksiyonunu, KS, 600 uM diizeyinde inhibe
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etmistir. Calismadaki en 6nemli bulgu, incelenen sartanlarin, insan karaciger CYP
enzimlerine, referans inhibitdrlere oranla, daha diisik afinite gdstermeleridir.
Maddenin bir enzime yiiksek afinite gdstermesi, mutlaka o enzim tarafindan
metabolik doéniisiime ugratilacag: veya diisiik afinite g&stermesi ise maddenin o
enzimle metabolize olmayacagi anlamina gelmez. Sartanlarin metabolizmasi ve
bu calismadaki ortak goriis, CYP enzimlerinin, sartanlarin metabolizmas1 ve
etkilesmelerinde, roliiniin siirli oldugudur. Ancak yine de, in vivo ortamda,
sartanlar, uygun CYP enzimlerinin aktif bolgelerinde, yeterli derecede yiiksek
derisimlere ulagirlarsa, bu enzimler tarafindan metabolize edilen maddeler ile
anlamh farmakokinetik etkilesmeler gosterebilirler (Taavitsainen ve ark., 2000).

Esas olarak hepatik biyotransformasyona ugrayan DIC’in, yalmz % 1°1 direkt
olarak atilir. DIC’in ana metaboliti 4'-hidroksi-DIC, ikincil metabolitleri ise 3'-
hidroksi-DIC ile 5-hidroksi-DIC’tir. Hepatositler, karaciger mikrozomlar ve
rekombinant CYP’lerle yapilan in vitro ¢aligmalar, CYP 2C9’un 4'-hidroksi-DIC
ve 3'-hidroksi-DIC olugumunu tek bagsina katalizledigini ve 5-hidroksi-DIC
olusumunun diger izoformlar tarafindan saglandigin1 gostermigtir (Koneény ve
ark., 2007).

Yapilan bagka bir in vitro metabolizma ¢aligmasinda CYP 2C8, CYP 2C19, CYP
2C18, CYP 2B6 izoformlarinin DIC metabolizmasinda yer alan mindr oksidatif
yolaklardan sorumlu oldugu belirlenmistir. Calismada 75 mM TRIS-HCI (pH 7.4)
iceren inkiibasyon ortamina 1.2 mM NADPH eklenerek reaksiyon baslatilmistir.
Kontrol o6rnekleri NADPH’siz ve mikrozomsuz olacak sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyonunun durdurulmasi 1 mL asetonitril ile saglanmigtir. Bu ¢aligmada DIC
ve metabolitlerinin analizi icin kiitle spektrometresi ve UV detektdrle tayin
gerceklestirilecek sekilde iki YPSK yontemi gelistirilmistir. Analizin 35 dk
stirdiigti ¢alismada DIC 30. dakikada belirmistir (Bort ve ark., 1999).

Bir bagka calismada in vitro metabolizma verilerinden yararlanilarak DIC’in
klerensi Ongoriilmeye c¢alisilmistir. Burada agil glukuronidasyonu ile agil
glukuronidin sekuental metabolizmasinin roli incelenmistir. Bu c¢alisma igin
sican, kopek ve insandan elde edilen mikrozomlar kullanilarak birbiriyle
karsilagtirilmigtir. DIC ¢Ozeltisi  asetonitrilde hazirlandiktan sonra, sivi
kromatografisine bagli kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi sistemi ile analiz
edilmistir. Analiz ters faz, fenil kolonla ve gradient sistemle gerceklestirilmis ve
DIC’in alikonma zamam 2.3 dk olarak gozlenmistir. Tim mikrozomal
inkiibasyonlar 0.2 mL hacimde, 37 °C’ta ve 100 mM pH 7.4 potasyum fosfat
tamponunda yiiriitilmistir. Calismada 4'-hidroksi-DIC olusumu igin insan ve
sican mikrozomlarinda 100 pg/ml. mikrozomal protein derisimi ve 10 dk
inkiibasyon stiresi kullamilmigtir. Kopek mikrozomlarinda 4'-hidroksi-DIC
olusumu daha yavas oldugu i¢in daha uzun bir inkiibasyon siiresi ve daha derisik
mikrozomal protein kullanilmistir. 0.2 mL inkiibasyon hacmi i¢in, reaksiyon % 3
formik asit iceren 400 pL asetonitril ile durdurulmustur (Kumar ve ark., 2002).

Mefenitoin ve metadonun giral metabolizmas1 igin gelistirilen miselsi
elektrokinetik kapiler kromatografik yontemde CYP 2C9 substrati olarak DIC
secilmistir. Calismada DIC ¢ozeltisi suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. CYP 2C9un
mikrozomal inkiibasyonunda tampon olarak 100 mM TRIS (pH 7.5)
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kullamlmigtir. Kapiler elektroforetik analizde ¢alisma tamponu olarak 20 mM
disodyum tetraborat (pH 9.2) kullamilmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonundan sonra
200 nm’de analiz edilen 6rnekte, DIC’in 4.5 dk ve 4-hidroksi-DIC’in 6.2 dk gé¢
zamanina sahip oldugu goriilmiustiir (Prost ve Thormann, 2003).

KE’nin, CYP 2C9un enzimatik aktivitesinin tayini i¢in uygulanabilirlifini
gosteren bir calismada substrat olarak DIC kullanilmistir. Calismada KE
yontemlerinden miselsi elektrokinetik kapiler kromatografi kullanilmis ve misel
olusturucu ajan olarak SDS eklenmistir (Koneény ve ark., 2007).

Polimorfik &zellik gosteren CYP 2C9, insan Kkaracigerindeki en Onemli
izoformlardan birisidir. Ttiim insan karaciger CYP enzimlerinin yaklasik % 20°sini
olustururlar ve terapstik olarak Onemli olan ilaglarin yaklasik % 10°unu
metabolize ederler. CYP 2C9un en belirgin aktiviteleri tolbutamid 4-
hidroksilasyonu, (S)-varfarin 7-hidroksilasyonu ve DIC 4-hidroksilasyonudur. Bu
calismada reaksiyon olarak DIC 4-hidroksilasyonunun sec¢ilmesinin nedeni,
tolbutamid metabolizmasina, diger CYP izoformlarimin da etki etmesi ve (R)-
varfarinin CYP 2C9 aktivitesi lizerinde az da olsa inhibitor etkisi nedeniyle, (S)-
varfarin 7-hidroksilasyonu reaksiyonu i¢in enantiyomerik olarak saf substrata
gereksinim duyulmasidir (Koneény ve ark., 2007).

.. Calismada DIC stok c¢6zeltisi, metanolde 50 mM derisime sahip olacak sekilde
- hazirlanmigtir. Bu stoktan her giin taze olarak, son derigsimi 100 veya 500 uM
- olacak sekilde, tampon ¢6zeltisi ile seyreltmeler yapilmistir. Tampon olarak 5.1
- mM magnezyum klorlir (MgCl,) ve 0.1 M potasyum kloriir (KCl) iceren, pH 7.4,
- 50 mM fosfat tamponu kullanilmistir, Reaksiyonda 6n inkiibasyon siiresi 37 °C’ta
- 5 dk olarak belirlenmistir. Orneklerin toplam hacmi 0.25 veya 0.5 mL olacak
- sekilde reaksiyon gerceklestirilmistir (Kone¢ny ve ark., 2007).

DIC ve 4'-hidroksi-DIC yiiklii bilesikler olmalarina karsin, analizleri miselsi
elektrokinetik kapiler kromatografi yontemi ile gergeklestirilmistir. Bunun nedeni,
NADPH rejenerasyon sistemi ve CYP 2C9 enzim preparatini igeren reaksiyon
karigiminin, cihaza direkt enjeksiyonu olasiligidir (Koneény ve ark., 2007).

Yontemin kapiler elektroforetik kosullarinin belirlenebilmesi i¢in SDS derisimi,
calisma tamponunun pH’1, uygulanan potansiyel ve kapiler sicaklif1 parametreleri
incelenmigtir. Yontemin optimum kosullart1 50 mM SDS, 20 mM NaH,POy4, 20
mM disodyum tetraborat (pH 8.6) iceren ¢alisma tamponunun 24 kV potansiyel
altinda ve 25 °C’ta 6rneklerin uygulanmasi seklinde belirlenmistir. Ayirim 50 pm
i¢ capa sahip 56.0 cm efektif ve 64.5 cm toplam uzunlukta ¢iplak silika kapilerde
gerceklestirilmistir. Calismada UV detektér 200 nm’ye ayarlanarak kullanilmustir.
Bu kosullar altinda DIC, 10 dk gb¢ zamanina sahiptir ve toplam analiz siiresi 11
dakikadir (Koneény ve ark., 2007).
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GERECLER

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetonitril

Borat

DIC

EDTA

Glasiyel asetik asit
1-HSA

Karboksi metil seliiloz
KBr

KH,PO4

KS

KSSL

Laktoz

LNS

Magnezyum stearat
Metanol

MTP

NADPH

NaOH

Nisasta

Poli etilen glikol
Talk

TRIS

: Merck, Almanya
: BDH Chemicals Ltd., Ingiltere
: Sigma, Amerika

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

. J. T. Baker, Hollanda
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Astra-Zeneca, Isveg

: Astra-Zeneca, Isveg

: Merck, Almanya

: Mustafa Nevzat ila¢ Sanayi A.S., Tiirkiye
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Astra Zeneca, Isveg
: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika
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Kullanilan Cihazlar

Buzdolab:

Buz Uretme Makinesi
Cg Kolon

Cis Kolon

Calkalamali Su Banyosu

Erime Derecesi Tayini Cihazi

Hassas Terazi
IR
Kapiler

KE

UV Detektor
Kaydedici (integratér)
pH Metre

Spektrofotometre

Ultra Derin Dondurucu (-85 °C)

Ultra Saf Su Cihaz
Ultrasonik Banyo

Vorteks Karigtirici

YPSK

: Arcelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye
: Kale Kilit A.S., Tiirkiye

: ACE, 112-1002, Ingiltere

: Supelco, LC-18-DB, Amerika

: Memmert, WB10, Almanya

: Bornstead Electrothermal Engineering Ltd.,

9300, Ingiltere

: Ohaus, E12140, Isvicre
: Perkin-Elmer Spectrum 2000, Amerika
: Agilent Technologies, Amerika

: Thermo Separation Products, Spectra

Phoresis 100, Amerika

: Shimadzu, SPD-10A, Japonya
: Shimadzu, CR-7A, Japonya

: Electro-mag, M822, Tiirkiye

: Shimadzu, UV-2401, Japonya

: New Brunswick Scientific Co., U410,

Amerika

: Millipore, Amerika
: Ultrasonic, LC30, Almanya
: Nuvemix, NM110, Tiirkiye

: LC-10AT Sivi kromatograf,

Hepsi Shimadzu, Japonya
RF-10AXL Floresans Detektor

FCV-10ALVP Gradient Donanimli Pompa
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Class LC10A Veri Isletim Sistemi
CBM-10A lletisim Modiilii
Accura, Pentium 75 Bilgisayar

Enjeksiyon loopu, Rheodyne, Amerika
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YONTEMLER
Kullandan Standart Maddelerin Safliklar:

Kullanilan tiim standart maddelerin safliklarinin analizi i¢in erime dereceleri
belirlenmis ve kizil 6tesi (IR) spektrumlart alinmasgtir.

Erime derecesi tayini

Standart maddelerin erime derecelerinin tayini icin, toz haldeki maddeler, bir ucu
kapatilmis kapiler bir boru i¢ine doldurulmus ve erime derecesi tayin cihazinda en
fazla 300°C’a kadar 1sitilarak erime dereceleri saptanmugtir.

Infia red spektrofotometri

(Calismada kullanilan standart maddelerin kontrolii i¢in IR spektrumlar1 alinmistir.
KSSL, KS, DIC, MTP ve LNS’nin IR spektrofotometri ile analizleri igin,
maddeler 1:9 (a/a) potasyum bromiir (KBr) ile karistirithip diskleri hazirlanmis ve
400-4000 dalga sayist (v™) arasindaki IR spektrumlar: alinmustr.

Kullanilan Standart Maddelerin Coziiciileri

Analitik calismalarda bir maddenin analizini gergeklestirebilmek i¢in ilk &nce
madde i¢in en uygun ¢6ziicii ortaminin belirlenmesi gerekir. KSSL ve KS’nin, KE
ile analiz edilebilmesi i¢in maddeler metanolde ¢oziilerek istenen derisimlere
seyreltilmisgtir.

Analitik caligmalarda giivenilirligi arttirabilmek i¢in IS yontemi kullanilmaktadir.
Normal kosullarda, bir ¢alisma i¢in bir IS kullanilmasi yeterlidir. Ancak, ilag
etkilesimlerinin incelenmesi asamasinda, incelenen madde ile IS piklerinin aym
zamanlarda gelmesi durumunda, analizi gergeklestirmek s6z konusu olamayacagi
icin bu calismanin basinda, iki IS kullanilmasmna karar verilmigtir. Yapilan
deneyler sonucunda MTP ve LNS’nin gé¢ zamanlarinin uygun olmasi nedeniyle,
IS olarak kullanilmalarina karar verilmistir. Bu maddelerden MTP, % 50 (h/h)
metanol sisteminde ¢6ziilmiistiir. LNS ise suda ¢oziiniirliigii ¢cok, bazik ortamda
kararlt olan bir madde oldugu i¢in 0.1 M NaOH’ta ¢éziildiikten sonra % 50 (h/h)
metanol icerisinde istenen derisime seyreltilmistir.

Ila¢ etkilesmeleri deneylerinde kullamilmak iizere CYP 2C9 enziminin standart
substrat1 olan DIC’in de KE ve YPSK ile analiz edilmesi gerektigi i¢in, DIC
metanolde ¢oziilerek kullamilmigtir.

Borat, potasyum fosfat, NADPH, TRIS ve etilen diamin tetra asetik asit disodyum
tuzu (EDTA) maddelerinin ¢o6zeltileri hazirlamak i¢in ¢6ziici olarak su
kullanilmugtir.
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Ultra Viyole Spektrofotometri

KE yonteminde deteksiyon UV detektérle saglanacagindan kullamilacak dalga
boyuna karar verebilmek i¢in KSSL ve KS metanolde ¢oziilerek sirasiyla 2.07 x
10° M ve 2.05 x 10° M derisimlerde cozeltileri hazirlanmistir. Benzer calisma
DIC, MTP ve LNS i¢in de yapiumustir. DIC’in metanolde, MTP’nin % 50 (h/h)
metanolde ve LNS’nin 0.1 M NaOH’ta ¢6ziildiikten sonra % 50 (h/h) metanol ile
seyreltilerek stok c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltilerden gerekli
seyreltmeler yapilarak DIC’in 2.07 x 10° M, MTP’nin 2.21 x 10° M ve LNS’nin
1.47 x 10° M derisimdeki ¢ozeltileri hazirlanmustir. Belirtilen ¢ozeltilerin
hazirlandig1 ¢6ziicti ortamm kor olarak kullanilmastir.

Hazirlanan ¢zeltilerin 200-360 nm’ler arasinda spektrumlar: kaydedilmistir. Bu
spektrumlardan s6zii edilen maddelerin en yiiksek absorbans verdigi dalga boylar1
belirlenmistir.

Kapiler Elektroforez

Bu yodntemde KE’ye bagli UV detektor ile 214 nm dalga boyunda KSSL ve
KS’nin analizi, IS olarak MTP ve LNS’nin kullamlmasiyla gerceklestirilmistir.
DIC’in analizi i¢in ise IS olarak yalmiz MTP kullamilmigtir. Yontemde kapiler
olarak 75 pm i¢ ¢apa, 363 um dis capa sahip ¢iplak silika, efektif uzunlugu 45.9
cm ve toplam uzunlugu 70 cm olacak sekilde kullamilmustir.

Kapiler ilk kullanimda 30 dk 1 M NaOH ¢o6zeltisi, 10 dk 0.1 M NaOH c¢ozeltisi,
10 dk distile su ve 10 dk calisma tamponu ile yikanarak kosullandirilmigtir. KE
cihazi her agiliginda 10 dk 0.1 M NaOH c¢ozeltisi, 10 dk distile su ve 10 dk
calisma tamponu ile yikanmis; her kapatilisinda isel0 dk 0.1 M NaOH c¢oézeltisi,
10 dk distile su ile yikandiktan sonra hava gekilerek brrakilmistir. Orneklerin
analizleri arasinda kullanilacak yikama programu sirasiyla 2 dk 0.1 M NaOH, 2 dk
distile su ve 2 dk ¢alisma tamponu seklinde belirlenmistir.

Optimizasyon

KE yonteminin optimizasyonu i¢in incelenmesi gereken analitik parametreler
kullanilacak tampon derisimi, pH ve c¢alisma tamponu bilesimidir. Aletsel
parametreler ise uygulanan voltaj ve enjeksiyon siiresidir.

Yontemin optimizasyonu i¢in standart bir 6rnek hazirlanmig ve tiim incelemelerde
bu 6rnek kullamlmistir. Bu dmekte KSSL 1.88 x 10° M, KS 1.92 x 10° M, MTP
2.01 x 10° M ve LNS 1.47 x 10° M son derisime sahip olacak sekilde
hazirlanmistir. Elde edilen veriler arasinda en uygun degere karar verebilmek igin
gb¢ zamanlari, teorik tabaka sayisi (N) ve pik normalizasyon orani (PNO)
degerleri dikkate alinmistir.
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Borat derisimi

Borat derisiminin belirlenebilmesi i¢in sirasiyla 5, 10, 15, 20 ve 25 mM borat
derisimlerine sahip tampon c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu borat tamponlarmin
pH’lan, 5 N HCI cozeltisi ile 8.50°ye ayarlanmistir. Borat tamponlar: % 10 (h/h)
metanol icerecek sekilde calisma tamponu bilesimi hazirlanmistir. Enjeksiyon
siiresi 1 sn ve uygulanan potansiyel 25 kV olarak secilmis ve her borat derisimi
igin standart 6rnegin 3 enjeksiyonu yapilmastir.

Pik morfolojileri ve gd¢ zamanlar1 degerlendirilerek uygun borat derigimine karar
verilmistir.

pH

Ortamdaki borat derisimi belirlendikten sonra bu maddeler i¢in en uygun pH’in
belirlenmesi asamasina gecilmigtir. Bunun i¢in ortam sirasiyla 5 N HCI ¢ozeltisi
ile pH 7.50, 8.00, 8.25, 8.50, 8.75 ve 9.00’a ayarlanmistir. Her bir pH’ta 6rnekler,
% 10 (h/h) metanol iceren ¢aligma tamponu igerisinde, 1 sn enjeksiyon stiresi ve
25 kV potansiyel uygulanarak analiz edilmistir. Her pH diizeyi i¢in standart 6rnek
3 kez analiz edilmistir.

Pik morfolojileri ve gé¢ zamanlar1 degerlendirilerek yeterli ayirimin saglandig:
uygun pH sec¢ilmistir.

Organik ¢éziicii yiizdesi

Maddelerin ¢6ziindiigii sistemin tamamen veya belli bir oranda metanol icermesi
nedeniyle ¢alisma tamponu igeriginde de belli bir miktar metanol bulunmasi
Ongoriilmiistiir. Bunun i¢in sirasiyla % 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 ve 15.0 (Wh) diizeyinde
metanol iceren ¢aligma tamponlar hazirlanmigtir. 1 sn enjeksiyon siiresi ve 25 kV
potansiyel altinda standart drnek, her metanol icerigi i¢in 3 kez sisteme enjekte
edilmistir.

Organik ¢oziicli olarak % 5 (h/h) oraninda asetonitril igeren ¢aligma tamponu ile
de 1 sn enjeksiyon stiresi ve 25 kV potansiyel altinda standart ¢rnek, 3 kez analiz
edilmistir.

Uygun gé¢ zamanlarinin ve pik morfolojilerinin elde edildigi organik ¢oziicii
yiizdesi se¢ilmistir.

Uygulanan potansiyel

Analitik parametrelerin belirlenmesinden sonra aletsel parametrelerin incelenmesi
asamasina gecilmistir. Bunun icin oOncelikle uygulanacak olan potansiyel
incelenmistir. Optimum potansiyeli belirlemek i¢in, 20.0, 22.5, 25.0, 27.5 ve 30
kV altinda standart 6rmek 3 kez analiz edilmistir. Bu sirada enjeksiyon siiresi 1 sn
olarak secilmisgtir.

Tiim maddelerin analizinin gerceklestirilebildigi ve uygun gé¢ zamanlarmin elde
edildigi potansiyel ¢aligma potansiyeli olarak secilmistir.
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Enjeksiyon siiresi

Enjeksiyon siiresi, maddelerin pik alanlari ve pik morfolojilerini etkileyen bir
parametre oldugu ic¢in en uygun enjeksiyon siiresini belirlemek amaciyla standart
ornek 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.4 saniyelik siirelerle sisteme enjekte edilmistir. Her
bir enjeksiyon stiresi i¢in standart 6rnegin 3’er analizi yapilmistir.

Caligmada pik alanlar1 ve morfolojileri agisindan en uygun enjeksiyon siiresi
kullanilmustir.

Sonuglarin degerlendirilmesi

Sonuglarin  degerlendirilebilmesi i¢in maddelerin pik normalizasyonu (PN)
degerleri kullanilmugtir. PN degeri, ilgili pikin alanmn, gé¢ zamanina
boliinmesiyle elde edilmektedir. Maddeye ait PN degeri hesaplandiktan sonra,
yontemde kullamlan IS’nin PN degeri bulunmugtur. Maddenin PN degerinin,
IS’nin PN degerine bdliinmesiyle elde edilen deger PNO’dur ve bu tez
calismasindaki tiim analizlerle ilgili istatistiksel degerlendirmeler PNO
kullamlarak yapilmistir.

Validasyon

Optimizasyonu gergeklestirilen kapiler elektroforetik yontemin gecerliliginin
gosterilebilmesi amaciyla kararhilik, dogruluk ve kesinlik, dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, duyarlilik, tutarlilik, saglamhik ve 6zgiinlik (secicilik) gibi
validasyon parametreleri incelenerek gerekli deneyler gerceklestirilmis ve
hesaplamalar ICH ye (2005) goére yapilmuistir. Sistemin uygunlufunu gostermek
amaciyla N, aymm giicii (Rs), kapasite faktorii (k') ve secicilik faktori (o)
parametreleri hesaplanarak sistem uygunluk testleri yapilmastir.

Kararlilik

KSSL ve KS’nin kararliliklarim belirlemek amaciyla metanolde ¢oziilmiis
sirasiyla 1.88 x 10° M ve 1.92 x 10° M derisimdeki standart ¢ozeltileri analiz
edilmigtir.

Maddelerin kisa donem kararliliklar: i¢in aliiminyum folyo ile sarilmig halde, 24
saat siireyle oda sicakliginda ve + 4 °C’de bekletilmistir. Siire sonunda maddeler 3
kez analiz edilerek sonuclar Friedman testi ile kargilastirilmigtir.

Maddelerin uzun dénem kararliliklari icin, standart ¢ozelti, aliiminyum folyo ile
sarilmig halde, + 4 °C’de 1 ay boyunca bekletilmis ve belirtilen siire sonunda
standart ¢ozelti ile taze hazirlanan standart ¢ozelti 3 kez analiz edilerek sonuglar
Friedman testi ile karsilastirilmistir.

Dogrusallik
Yontemin validasyonu ic¢in dogrusal bir bolgede calisma gerekliligi nedeniyle,

dogrusallik incelemesi yapilmigtir. Bunun i¢in KSSL’nin 3.76 x 107 - 1.88 x 10™
M ve KS’nin 3.83 x 107 — 1.92 x 10" M derisim araliklarinda, 15 farkli

26



derisimdeki ¢ozeltileri hazirlanarak sisteme enjekte edilmistir. Hazirlanan farkl
derisimlerdeki c¢ozeltilere IS olarak MTP ve LNS, son derigimleri sirasiyla 2.01 x
10° M ve 1.47 x 10”° M olacak sekilde eklenerek sisteme verilmistir.

Calisilabilecek dogrusal aralik belirlendikten sonra KSSL i¢in 1.88 x 10° - 9.41 x
105 M ve KS igin 1.91 x 10® = 9.58 x 10° M artan derisim araliklarinda, 6 farkli
derisimdeki ¢ozelti, 3 set halinde hazirlanarak kalibrasyon setleri olusturulmugtur.
IS’lerin derisimleri MTP igin 2.01 x 10 M ve LNS icin 1.47 x 10™ M’dir. Her set
3 farkli giinde analiz edilerek kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemi ve
korelasyon katsayilari hesaplanmistir. KE yontemine ait kalibrasyon egrisinin
korelasyon katsayisinin onem kontrolii ve kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan
ayrilis 6nem kontrolii yapilmistir.

Tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinliginin belirlenmesi icin 9.58 x 10° M KS, 9.41 x 10° M KSSL,
2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS iceren 3 grup ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
gruplarin her biri 3 farkli giinde, 6 kez sisteme enjekte edilerek yontemin
tekrarlanabilirligi aragtinlmig ve istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

Cihazin tekrarlanabilirliginin arastirilmasi icin 9.58 x 10° M KS, 9.41 x 10° M
KSSL, 2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS iceren bir ¢ézelti hazirlanarak
10 kez sisteme enjekte edilmistir. Maddelere ait PNO ve go¢ zamam degerleri
~ sonuglarmin birbirine yakinlig: istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

 Duyarhilik

Kapiler elektroforetik yontemin duyarlilifimin belirlenmesi i¢in, dogrusallik
- caligmasinda belirlenen derisimler 1ile olusturulan kalibrasyon dogrusu
“% kullamlarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmigtir (ICH, 2005). Hesaplanan
kalibrasyon egrisinin, artik standart sapmasi GraphPad Prism 4 for Windows
programu ile hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerlerinin bulunmasi i¢in Esitlik 1
ve Esitlik 2 kullanilmistar.

LOD=33xSyx/a (Esitlik 1)
LOQ=10xSyx/a (Esitlik 2)

Burada, LOD: gozlenebilme smniri; LOQ: alt tayin smiri; Sy.x: kalibrasyon
egrisinin standart sapmasi; a: egim’dir.

Tutariilik

Geligtirilen yontemin tutarliliinin aragtirilmasi igin 2 farkli analizci tarafindan
958 x 10° M KS, 9.41 x 10° M KSSL, 2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS
iceren 6 ayri ¢6zelti hazirlanarak aym giin i¢inde analiz edilmigtir. Elde edilen
sonuglar F testi ile karsilastirilarak aradaki farkin, istatistiksel agidan Onemi
kontrol edilmistir.
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Saglamlik

Yéntemin saglamligin arastirilmasi icin, 9.41 x 10° M KSSL, 9.58 x 10° M KS
ile IS olarak 2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS iceren standart bir ¢dzelti,
optimize edilen parametrelerde kiiciik degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Her
parametre i¢in standart ¢ozelti 3 kez analiz edilmistir. Parametrelerdeki
degisikliklerin, sonuclar1 ne yonde etkiledigi incelenerek Friedman testi ile
istatistiksel degerlendirmeleri yapilmigtir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugunun incelenmesi amaciyla 9.58 x 107 M KS ve 9.41 x 107 M
KSSL, 9.58 x 10° M KS ve 9.41 x 10® M KSSL, 9.58 x 10° M KS ve 9.41 x 10
M KSSL igeren kalite kontrol standart ¢ozeltilerinden her derisim diizeyi i¢in 3’er
set hazirlanmustir. Bu ¢ozeltilere son derisimleri sirasiyla 2.01 x 10° M ve 1.47 x
10° M olacak sekilde MTP ve LNS eklenmistir. 3 farkh derisim diizeyinde
hazirlanan 3’er set kalite kontrol standart ¢6zeltileri, giin i¢i ve giinler aras1 olacak
sekilde farkli giinlerde 6 kez analiz edilerek istatistiksel degerlendirmeleri
yapilmigtir.

Yontemin tablet matriksi ortamindaki dogrulugunun belirlenmesi igin 8 mg KSSL
iceren tabletlere benzeyecek sekilde standart tablet matriks ortam: hazirlanmustir.
Bunun icin 8 mg KSSL ile 124.2 mg yardimci madde karnisimu birlestirilerek
ortalama tablet agirligi olan 132.2 mg elde edilmistir. Standart tablet matriks
ortam1 olarak kullanilan yardimci maddeler 1.4 mg magnezyum stearat, 79.8 mg
laktoz, 6.3 mg nisasta, 18.2 mg karboksi metil seliiloz, 6.4 mg poli etilen glikol ve
11.9 mg talk karisimindan olugmaktadir. Bu tartim, 10 mL metanolde ¢6ziildiikten
sonra 10 dk stireyle ultrasonik banyoda bekletilmis ve ¢6zelti 5000 dongii/dk
(rpm)’de 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatandan gerekli miktarlarda alinarak
KSSL’nin son derigimleri sirasiyla 9.41 x 10° M, 9.41 x 10° M ve 9.41 x 107 M
olacak sekilde metanol ile seyreltilmistir. IS ¢ozeltilerinin son derisimleri sirasiyla
MTP icin 2.01 x 10° M ve LNS i¢in 1.47 x 10 M olacak sekilde ayarlanmistir.

Hazirlanan 3 set ¢dzelti 6 kez analiz edilmis ve gerekli istatistiksel hesaplamalar
yapilmsgtir,

Kapiler elektroforez ile kandesartan sileksetil iceren tabletlerde miktar tayini

Geligtirilen KE yonteminin KSSL agisindan uygulanabilirligini  géstermek
amactyla, KSSL’nin farmasétik preparatindan analizi gerceklestirilmistir. Bunun
icin yerel eczanelerden saglanan ve 8 mg KSSL icerdigi bildirilen Ayra®
(Sanovel, Tiirkiye) tabletleri analiz edilmistir.

Analiz i¢in 10 adet tablet tartilmis ve ortalama tablet agirligr 132.20 mg olarak
bulunmugtur. Daha sonra bu tabletler havanda toz edilmis ve bir tablete esdeger
agirlik tartilmistir. Bu tartim, 10 mL metanolde ¢oziildiikten sonra 10 dk siireyle
ultrasonik banyoda bekletilmis ve ¢ozelti 5000 rpm’de 10 dk santrifij edilmistir.
Stipernatandan gerekli miktarlarda alinarak metanol ile KSSIL.’nin son derigimleri
sirastyla 941 x 10° M, 9.41 x 10° M ve 9.41 x 107 M olacak sekilde



seyreltilmistir. Her derisime ait ¢6zelti 6 kez analiz edilmis ve her iki IS’ye gore
istatistiksel degerlendirmeler yapilmisgtir.

Kandesartan sileksetil iceren tabletlerde ultra viyole spektrofotometri yontemi
ile miktar tayini ve kapiler elektroforez yontemi ile sonuclarin karsilastirilmasi

KSSL’nin farmasétik preparatlarinin analizinde kargilagtirma yontemi olarak UV
spektrofotometri kullamilmigtir. Standart ekleme yontemi kullanilarak yapilan
analiz i¢in bir tablete esdeger agirlikta tartim alinarak 10 mL metanolde
¢Oziilmiistlir. Daha sonra ¢ozelti 10 dk siireyle ultrasonik banyoda bekletilmis ve
5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Slpernatandan gerekli miktarlarda
alinarak tablet ¢ozeltisi, son derisimi 1.69 x 10 M olacak sekilde seyreltilmistir.
Belirtilen tablet ¢6zeltisinden 2.5 mL’lik kisimlar 5 ayr1 deney tiipiine alinmustir.
[k deney tiiptindeki ¢cozeltiye KSSL ¢ozeltisi eklenmemis ve ¢ozelti metanol ile
7.5 mL’ye tamamlanmustir. Diger deney tiiplerine 2.54 x 10° M KSSL
¢ozeltisinden sirasiyla 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mL eklenmis ve ¢dzeltiler metanol ile
7.5 mL’ye tamamlanmistir. K6r olarak metanol ortaminin kullanildig: kosullarda,
derigsimlere karsi, 214 nm dalga boyunda, okunan absorbans degerleri grafige
gecirilmis ve elde edilen dogru, x eksenini negatif yénde kesmistir. Bu noktanin
mutlak degeri kullanilarak tablet ¢6zeltisindeki KSSL, miktar: hesaplanmistir.

KSSL’nin tabletlerinden miktar tayini i¢in kullanilan KE ve UV spektrofotometri
yontemleri, t ve F testi kullanilarak karsilastiriimasgtir.

Diklofenak sodyumun kapiler elektroforez ile analizi

- KS ile DIC’in ilag¢ etkilegsmelerini inceleyebilmek icin, DIC’in de KE ile analiz
. edilmesi gerektiginden, gelistirilen kapiler elektroforetik yontemin kosullari
- altinda DIC analiz edilmistir. Bu amagla, 6.01 x 10° M KS, 4.60 x 10° M DIC,
2.14 x 10° M MTP ve 1.48 x 10° M LNS iceren bir ¢dzelti hazirlanarak sisteme
enjekte edilmistir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Geligtirilen KE yonteminin, karsilagtirilmasinin yapilabilmesi i¢in YPSK
kullamilmigtir. Bu amagla KS, DIC ve MTP’nin ayirimini saglayan bir YPSK
yontemi gelistirilmistir. Calismada floresans detektor ile deteksiyon saglanmis ve
ayirim C;g kolonda gerceklestirilmistir. Optimizasyon ¢aligmalar i¢in 6.90 x 10
M KS, 6.96 x 10° M DIC ve IS olarak 7.84 x 10° M MTP iceren standart bir
6rnek hazirlanarak kullanilmigtir.

Optimizasyon

On deneyler sonucunda izokratik sistemle pH 3.5, % 0.01 (a/h) 1-heptan siilfonik
asit (1-HSA) igeren % 57 (h/h) metanol ¢ozeltisi hareketli faz olarak se¢ilmistir.
Analizde Cig3 (3 mm i¢ ¢ap, 15 cm uzunluk, 5 pm partikiill boyutu) kolon
kullanilmig ve akis hiz1 1 mL/dk olarak belirlenmistir. Pikler floresans detektérle
uyarma dalga boyu 290 nm ve yayma dalga boyu 360 nm olacak sekilde analiz
edilmistir.
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Validasyon

YPSK yonteminin optimizasyonu gerceklestirildikten sonra kararlilik, dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, duyarlilik, tutarhilik, saglamlik, dogruluk ve secicilik
parametreleri incelenerek yontemin gegerliligi gosterilmis ve hesaplamalar
ICH'ye (2005) gore yapilmigstir. Sistemin uygunlugunu gdstermek amaciyla N,
Rs, k' ve a parametreleri hesaplanarak sistem uygunluk testleri yapilmistir.

Kararlhilik

KS ve DIC’in kararliliklarini belirlemek amaciyla metanolde ¢oziilmiis sirasiyla
6.90 x 10° M ve 6.96 x 10° M derisimdeki standart c6zeltileri analiz edilmistir.

Maddelerin kisa dénem kararliliklar icin aliiminyum folyo ile sarilmis halde, 24
saat stireyle oda sicakliginda ve + 4 °C’de bekletilmistir. Siire sonunda maddeler 3
kez analiz edilerek sonuglar Friedman testi ile karsilastirilmistir.

Maddelerin uzun dénem kararliliklar: i¢in, aliiminyum folyo ile sarilmis halde, +
4 °C’de 1 ay bekletilen standart ¢dzelti ile taze hazirlanan standart ¢ozelti 3 kez
analiz edilerek sonuglar Friedman testi ile karsilastirilmastir.

Dogrusallik

Yéntemin dogrusalliginm incelenmesi icin KS’nin 5.69 x 10° — 1.04 x 10° M
araligindaki 13 ¢ozeltisi ve DIC’in 3.67 x 107 — 5.22 x 10 M araligindaki 15
¢ozeltisi hazirlanarak 1.18 x 10° M MTP varliginda analizleri gerceklestirilmistir.

Kalibrasyon icin, 3 set halinde, her cozeltide 1.18 x 10° M derigimde MTP
bulunacak sekilde, 4.85 x 10 — 1.04 x 10° M araliginda KS ve 4.89 x 107 — 1.04 x
10° M arahginda DIC iceren 6 ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler 3 farkli giinde
analiz edilerek kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemi ve korelasyon
katsayilar1 hesaplanmigtir. YPSK yoOntemine ait kalibrasyon egrisinin korelasyon
katsayisinin 6nem kontrolii ve kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis 6nem
kontrolii yapilmistir.

Tekrarianabilirlik

Yéntemin tekrarlanabilirliginin incelenmesi i¢in 1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M
DIC ve 1.18 x 10° M MTP iceren 3 set ¢ozelti hazirlanmistir. Her set, 3 farkh
giinde 6 kez analiz edilmistir ve istatistiksel degerlendirmeleri yapilmastir..

Cihazin tekrarlanabilirliginin aragtirilmasi i¢in 1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M
DIC ve 1.18 x 10° M MTP iceren bir ¢ozelti hazirlanarak 10 kez sisteme enjekte
edilmigtir. Elde edilen sonug¢larin birbirine yakinlifi istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Duyarlilik

YPSK yonteminin duyarhligmn belirlenmesi i¢in dogrusallik c¢alismasinda
belirlenen derigsim araliklar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon dogrusu
kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir (ICH, 2005). Hesaplanan
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kalibrasyon egrisinin, artik standart sapmasi GraphPad Prism 4 for Windows
programt ile hesaplanmigtir. LOD ve LOQ degerlerinin bulunmas: icin Esitlik 1
ve Esitlik 2 kullamilmstir.

Tutarliilik

Gelistirilen yontemin tutarlilifinin arastirilmasi i¢in 2 farkli analizei tarafindan
1.29 x 10 M KS, 3.91 x 10 M DIC ve 1.18 x 10° M MTP iceren 6 ayn ¢ozelti
hazirlanarak aymi giin i¢inde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar F testi ile
karsilastirilarak aradaki farkin, istatistiksel agidan dnemi kontrol edilmistir.

Saglamlik

Yéntemin saglamligiun arastirilmasi igin, 1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M DIC
ve 1.18 x 10° M MTP standart bir ¢cézelti, optimize edilen parametrelerde kiigiik
degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Her degistirilen parametre ic¢in 3
enjeksiyon yapilmistir. Parametrelerdeki degisikliklerin, sonuglari ne yénde
etkiledigi incelenerek Friedman testi ile istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

In Vitro Ila¢ Metabolizma Incelemeleri
Mikrozomlarin hazirlanmast

 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
- tarafindan saglanan sican karacigerinden elde edilen mikrozomal proteinlerin
. hazirlanma stireci agagidaki gibidir:

" Deney hayvanlarindan ¢ikarilan karaciger dokular: 0 — 4 °C’de buz banyosunda
" ufak parcalara ayrilmustir. Parcalara ayrilan dokular teflon cam homojenizasyon
" aygitinin, buza yerlestirilmis cam kismina koyulmustur. Uzerine, 1 g doku basina
3.5 mL olacak sekilde, % 1.15°lik KCl ¢o6zeltisinden eklenmistir.
Homojenizatoriin teflon ucuna takilan matkap 3000 rpm’de dondiiriilerek dokular
homojenize edilmistir. Homojenize edilen dokular santrifilj tiiplerine konup 10000
x g’de 20 dk santriftij edilmistir. 10000 x g’de ¢oken doku fraksiyonlari, baslica
mitokondri ve hiicre ¢ekirdegini igcermektedir. Sivi kisunda ise endoplazmik
retikulum parcalar1 ve ¢6ziiniir halde bulunan sitoplazma vardir. Bu kisutm 10000 x
g fraksiyonu olarak ayrilmigtir. Elde edilen 10000 g fraksiyonu, yani {ist faz, daha
sonra tekrar santrifiij tiiplerine konularak sogutmali yliksek devirli santrifiijde
(108000 x g) 1.5 saat siireyle santrifiij edilmigtir. Céken kisim (pellet), mikrozom
icermektedir. Pelletler alinarak 1 g doku icin 0.5 mL olacak sekilde % 20 (h/h)
gliserol ile homojenize edilmistir. Mikrozomal fraksiyonlar —80 °C’lik derin
dondurucuda saklanmigtir.

In vitro ila¢c metabolizma incelemelerinde kullamlan ¢iozeltiler ve derisimleri

In vitro ilac metabolizma incelemelerinde kullamlmak tizere KS’nin 5.11 x 10° M
ve DIC’in 5.09 x 10™ M derisime sahip ¢ozeltileri metanolde hazirlanmugtir.

52.04 mg/mL derigimdeki stok mikrozomal proteinler, pH 7.4 potasyum fosfat
tamponu kullanilarak gerekli derisime seyreltilmistir. Potasyum fosfat tamponu
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USP XXIV’te belirtilen sekilde 0.2 M KH;PO4 ve 0.2 M NaOH’mn, pH 7.4 olacak
sekilde karistirllmasiyla hazirlanmigtir. Mikrozomal proteinlerin inkiibasyon
ortaminda kullanilmak tizere 0.5 M TRIS ve 0.01 M EDTA iceren bir tampon
¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu tamponun pH’1, 7.4°e 5 N HCI ¢ozeltisi kullanilarak
ayarlanmistir.

NADPH derisimi 2 mM olacak sekilde -calisilmistir. Fakat NADPH’in
kararliliginin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle NADPH her calisma &ncesinde, gerekli
miktarda suda ¢éziilerek hazirlanmig ve en fazla 30 dk icerisinde kullanilmstir.

6 farkli zamanda (5, 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda) 200°er pL 6rnek alinip
reaksiyonun durdurulacagi ongoriilerek, reaksiyon hacminin en az 1.2 mL olmasi
gerektigi anlasilmistir. Ancak pipetleme sirasinda daha rahat calisabilmek
amaciyla 6rnek hacmi 1.4 mL olarak sec¢ilmistir. Calismada kiiciik hacimlerden
kaynaklanabilecek analizci hatalarmi Onlemek {izere, miimkiin olan tiim
maddelerin stok g¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan stoklarin igerdigi maddeler
ve oranlar1 Cizelge 1°de sunulmustur. Stoklarin oranlarina literatiirden
yararlanilarak karar verilmistir (http-14). Stok S (substrat), hem KS hem de DIC
i¢cin hazirlanmustir. '

Cizelge 1. In Vitro Ila¢ Metabolizma Incelemelerinde Kullanilan Stoklarimn Icerikleri

Su Tampen ¢ézeltisi (TRIS-EDTA-HCI) Substrat MTP
Stok A 650 100 - -
Stok S 80 10 10 -
Stok IS 400 - - 100

Bu durumda toplam hacmi 1.4 mL olan bir 6rnegin icerigi, sirasiyla séyledir:
Stok A: 1020 pL

Mikrozomal protein: 100 pL

Stok S: 140 pL

NADPH: 140 uL

KS ile DIC’1 birlikte iceren 6rmek ise asagidaki sekilde hazirlanmistir:

Stok A: 880 pL

Mikrozomal protein: 100 pLL

Stok S (DIC): 140 uL

Stok S (KS): 140 pL

NADPH: 140 pLL
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Tiim bu maddeler hazirlandiktan sonra stok A, enzim ve stok S, mikroreaksiyon
tiipiinde birlestirilip vorteks karistirici ile 30 sn siireyle kanstirilmistir. Reaksiyon
baslatilmadan 6nce bu karigim 37 °C’ta 10 dk siireyle ¢alkalanmaya birakilmigtir.
Bu siirenin sonunda 140 pLL NADPH c¢6zeltisi eklenerek reaksiyon baslatilmistir.
To zamam kaydedildikten sonra bu karisimdan sirasiyla 5, 10, 20, 30, 45 ve 60.
dakikalarda 200’er pl alinmis ve buz lizerinde tutulan 400 pl. metanolle
karigtirtlarak reaksiyon durdurulmustur. 600 pL’lik bu karigim 10 dk stireyle 5000
rpm’de santrifiij edilmigtir. Santrifiij isleminden sonra bu ¢ozelti tizerine stok
IS’den 500 pL eklenerek karistirilmistir. Bu son karigim 5 dk stireyle 5000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra siipernatandan dikkatlice 500 pl alinarak analiz
edilmigtir.

Optimizasyon

In vitro ilag metabolizma incelemeleri igin gerekli tim stok c¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra, inkiibasyon ortaminda kullanilacak mikrozomal protein
derigimi, DIC derisimi ve KS derigimi belirlenmistir.

Mikrozomal protein derisimi

In vitro ilag metabolizma incelemelerinde kullanilacak mikrozomal protein
derigiminin belirlenmesi i¢in sirasiyla 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 ve 3.0 mg/mL mikrozomal
© protein iceren ornekler hazirlanmistir. Bu amacgla 1020 pL stok A ¢ozeltisi
* lizerine, son derisimi sirasiyla 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 ve 3.0 mg/mL olacak sekilde
_ potasyum fosfat c¢ozeltisi ile seyreltilmis mikrozomal proteinlerden 100 pL
hacimde eklenmistir. Daha sonra her karisimin iizerine 140 pL, son derisimi 50
.- mM olan DIC ¢ozeltisi (stok S) eklenmis ve karigtirildiktan sonra 37 °C’ta 10 dk
siireyle ¢alkalanmaya birakilmistir. 140 uL NADPH ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon
 baglatilmig ve t; zamam kaydedilmistir. Bu karisimdan sirasiyla 5, 10, 20, 30, 45
ve 60. dakikalarda 200°er puLL alinmis ve buz {izerinde tutulan 400 pL. metanolle
karigtirilarak reaksiyon durdurulmugtur. 600 pL’lik bu karisim 10 dk siireyle 5000
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra bu ¢6zelti iizerine stok
IS°den 500 pL eklenerek karigtirilmistir. Bu son karigim 5 dk stireyle 5000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra siipernatandan dikkatlice 500 pL alinarak KE ile analiz
edilmistir. Her bir derisim i¢in 2 deney yapilmigtir.

Calismada 50 mM DIC igeren 6rnekleri, en yiiksek diizeyde metabolize eden
mikrozomal protein derigimi secilmistir.

Substrat derisimi (diklofenak sodyum)

Kullanilacak mikrozomal protein derisimine karar verildikten sonra DIC’in en
fazla metabolize oldugu derisimi belirlemek i¢in 30, 40 ve 50 mM DIC iceren
ornekler hazirlanmigtir. Bu amacla 1020 pL stok A ¢ozeltisi tizerine, 100 pL son
derisimi 3.0 mg/ml olan mikrozomal protein eklenmigtir. Daha sonra her
karisimin izerine 140 pL, son derigimleri 30, 40 ve 50 mM olan DIC ¢dzeltisi
(stok S) eklenmistir. Bu ¢ozeltiler karistinldiktan sonra 37 °C’ta 10 dk stireyle
calkalanmaya birakilmigtir. Kanisim tizerine 140 pL NADPH c¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon baslatilmis ve ty zamani kaydedilmistir. Bu karisimdan sirasiyla 5, 10,
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20, 30, 45 ve 60. dakikalarda 200’er pLl. alinmis ve buz {izerinde tutulan 400 pL
metanolle karistirilarak reaksiyon durdurulmugstur. 600 pL’lik bu karisim 10 dk
stireyle 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra bu ¢ozelti
tizerine stok IS’den 500 pL eklenerek karistiriimistir. Bu son karigim 5 dk stireyle
5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra stipernatandan dikkatlice 500 pL aliarak
KE ile analiz edilmistir. Her substrat derisimi i¢in deney 2 kez tekrar edilerek
kullanilacak DIC derisimine karar verilmistir.

Analiz sonucunda, kullanilan mikrozomal protein igerigindeki CYP 2C9 enzimi
tarafindan en fazla oranda metabolize edilen DIC derigimi segilmistir.

Substrat derisimi (kandesartan)

Mikrozomal protein ve DIC derisimleri belirlendikten sonra KS’nin DIC
metabolizmas: {izerinde en ¢ok etki gosterdigi derisimin belirlenmesi asamasina
gecilmigtir. Bunun i¢in sirasiyla 30, 40 ve 50 mM KS iceren ¢ozeltiler hazirlanmais
ve 50 mM DIC iceren drnekler lizerine eklenmistir. Bu 6mekler, yalmz 50 mM
DIC igeren &rneklerle karsilastirlmistir. Reaksiyon ortamina her iki substratin
eklenebilmesi i¢in kullamlan stok A hacmi azaltilarak toplam hacmin
degigmemesi saglanmuistir.

Reaksiyon ortaminin hazirlanabilmesi i¢in 880 pL stok A ¢dzeltisi lizerine, 100
uL son derigimi 3.0 mg/mL olan mikrozomal protein eklenmistir. Stok A ve
mikrozomal protein karisimindan dort grup ayri ayri hazirlanmistir. Bu gruplardan
ilkine son derisimi 50 mM olacak sekilde 140 pL DIC ve 140 pL daha stok A
eklenmistir. Diger gruplarin her birine son derigimi 50 mM olacak sekilde 140 pL
DIC eklendikten sonra son derigimleri sirasiyla 30, 40 ve 50 mM olan KS
cozeltisinden (stok S) 140 uL eklenmistir. Bu ¢ozeltiler karistirildiktan sonra 37
°C’ta 10 dk siireyle calkalanmaya birakilmistir. Karisim tizerine 140 pl. NADPH
cozeltisi eklenmesiyle reaksiyon baslatilmig ve ty zamanmi kaydedilmistir. Bu
karisimdan sirasiyla 5, 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda 200°er pL. alinmis ve buz
lizerinde tutulan 400 pl. metanolle karstirilarak reaksiyon durdurulmusgtur. 600
uL’lik bu karigim 10 dk stireyle 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra bu ¢dzelti iizerine stok 1S’den 500 pL eklenerek karigtirilmigtir.
Bu son karigim 5 dk siireyle 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonra stipernatandan
dikkatlice 500 pL alinarak direkt olarak hem KE hem de YPSK ile analiz
edilmistir. Her deney 2 kez tekrar edilmistir.

KS ve DIC’i birlikte igeren 6rnekler, yalnmz DIC iceren &rneklerle karsilastirilarak
DIC metabolizmasini en fazla etkileyen KS derisimi se¢ilmistir.

Kapiler elektroforez ile yiiksek performansh swvi kromatografisi yontemlerinin
karsilastiriimas:

In vitro ila¢ metabolizma incelemelerinde 6rneklerin analizi i¢in kullamlan KE ve
YPSK yontemlerinin kesinliklerinin karsilagtirilmast i¢in F testi kullanilmistir. F
testi, KS ve DIC’i birlikte iceren Orneklerin analiz sonuglarina dayanarak
yapilmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Kulianilan Standart Maddelerin Safiiklan

Kullanilan tiim standart maddelerin safliklarimin analizi i¢in erime dereceleri
belirlenmis ve IR spektrumlar: alinmastir.

Erime derecesi tayini

KSSL, KS, MTP, LNS ve DIC’in erime derecelerinin tayini i¢in maddeler 300
°C’a kadar 1s1t1lmis ve erime dereceleri saptanmuistir. Analiz sonucunda KSSI.’nin
166-168 °C’ta, KS’nin 181-183 °C’ta, MTP’nin 138 °C’ta, LNS’nin 180 °C’ta ve
DIC’in 282-284 °C’ta eridigi gozlenmistir. Incelenen maddeler icin elde edilen
erime dereceleri, literatiir bilgileri (http-1; http-3; http-5; http-6; http-9; http-11;
http-12) ile uyumlu bulunmus ve maddelerin saf olduklarina karar verilmistir.

Infra red spektrofotometri

Bu calismada kullamlan KS, KSSL, DIC, MTP ve LNS’nin KBr diskleri
hazirlanmis ve 400-4000 v arasindaki IR spektrumlar almmstir. IR
spektrumlarinin yorumlanmas: Ergen¢ ve Giirsoy (1989) ve Erdik (2005)’ten
yararlanilarak yapilmstir. Tlgili spektrumlar Sekil 10-14’te verilmektedir.
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Sekil 10. Potasyum Bromiir Diski Hazirlanan Kandesartanm Infra Red Spektrumu
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KS’nin IR spektrumu incelendiginde 1706 cm™*de C = O’ya, 1036 cm™’de C —
O’ya ve 969 cm™”, 840 cm”, 774 cm”, 760 cm” ve 699 cm™’de fenil

slibstitlisyonlarina ait bantlar goriilmektedir.
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Sekil 11. Potasyum Bromiir Diski Hazirlanan Kandesartan Sileksetilin Infra Red Spektrumu

KSSL’nin IR spektrumu incelendiginde, molekiiliin KS ile ayni1 olan ana yapisina
ait, 1716 cm™*de C =0, 1034 cm™’de C— O, 914 cm™, 871 cm™, 762 cm™ ve 750
cm™’de fenil siibstitiisyonlar: ile 1752 cm™*de sileksetil tuzundaki C = O band: ve
2941 cm™"*de spesifik siklohegzil band: goriilmektedir.
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Sekil 12. Potasyum Bromiir Diski Hazirlanan Diklofenak Sodyumun Infra Red Spektrumu

DIC’in IR spektrumunda 3387 cm™ ve 3257 cm™’de NH bantlari, 1574 cm™ ve
1557 em™>de C = O bantlar1 ve 766 cm™ ve 746 cm™*de trisiibstitiie fenil bantlart
bulunmaktadir.
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Sekil 13. Potasyum Bromiir Diski Hazirlanan Metoprolol Siiksinatmm Infra Red Spektrumu

MTP’nin IR spektrumunda ise 1242 em’de C — 0O, 1562 cm™’de COO™, 2924
cm” ve 2876 cm™’de amin tuzundaki NH, 1052 cm™’de OH ve 843 cm™ ve 810
cm™*de distibstitiie fenil bantlar1 goriilmektedir.
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Sekil 14. Potasyum Bromiir Diski Hazirlanan Lansoprazoliin Infra Red Spektrumu

LNS’nin IR spektrumunda 3391 cm™’de heteroaromatik NH bandi, 1051 cm™*de
C — O bandi ve 1130 cm™>de S = O band: gériilmektedir.

Sonug olarak, incelenen tim maddelerin IR spektrumlarinda ilgili maddeye ait
karakteristik bantlar gézlenmistir.

Kullanilan Standart Maddelerin Coziiciileri

Calismaya baslamadan &nce incelenen literatiirlerde KSSL ve aktif metaboliti
olan KS i¢in pek ¢ok ¢6ziicii sistemine rastlanmmigtir (Hillaert ve Van den Bossche,
2002; Zhang ve ark., 2006; Subba Rao ve ark.,, 2007; Erk, 2003a). Bu
literatiirlerin pek cogunda ¢6ziicii olarak metanoliin tercih edildigi gézlenmistir
(Zhang ve ark., 2006; Erk, 2003b; Miyabayashi ve ark., 1996; Lee ve ark., 1995).
Daha ekonomik ¢alisma sartlar1 saglayabilmek amaciyla, diisiitk metanol yiizdeli
¢Ozicil sistemleri ile bu iki madde ¢oziilmeye calisilmistir. Bunun i¢in artan %
metanol oranlar ¢6ziicii sistemi olarak denenmistir. Yapilan deneyler sonucunda
her iki madde i¢in de % 30 (h/h) metanol ¢6ziiciisii uygun bulunmustur. KSSL ve
KS’nin uygun derisimlerdeki cozeltileri hazirlanarak deneme enjeksiyonlarima
gecilmistir. Bir hafta boyunca her giin yapilan enjeksiyonlar sonucunda madde
piklerinin zamanla kii¢iildigli ve pargalanmaya basladifi gézlenmistir. Bu
durumda yeni bir ¢dziicli arayisina girilmistir. Literatiirlerde de yer aldig1 sekilde
ve yapilan deneme enjeksiyonlar: sonucunda maddelerin saf metanolde uzun siire
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kararli kaldiklari gézlenmistir. Boylece KSSL ve KS igin ¢6ziicti olarak saf
metanoliin kullanilmasina karar verilmisgtir.

MTP ve LNS i¢in kaynaklarda ¢esitli ¢oziiciilerin kullanildig: belirtilmistir (http-
7; http-8; http-10). Ancak, bu maddelerin ¢éziictlerinin, KSSL ve KS’nin
¢oziiciilerine benzemesini saglamak amaciyla, MTP ve LNS % 50 (h/h) metanol
sisteminde ¢oziilmiistiir. Yapilan deneme enjeksiyonlarmda LNS’nin bu ¢oziici
sistemi ile birka¢ giin igerisinde kararlilifin1 kaybettigi goriilmistiir. Bu nedenle
literatiirde LNS’nin kararli oldugu belirtilen (Yeniceli ve ark., 2004; Ozaltin,
1999), bazik bir ortamda ¢6ziilmesine karar verilmis ve bu amagcla 0.1 M NaOH’ta
¢Ozlildiikten sonra % 50 (h/h) metanol igerisinde istenen derigime ayarlanmigtir.

DIC igin literatiirlerde (Baeyens ve ark., 1995; Tang ve ark., 2000; Kumar ve ark.,
2002; Kone¢ny ve ark., 2007; Prost ve Thormann, 2003; Jin ve Zhang, 2000)
kullamlan pek cok ¢6ziici sistemi bulunmasina karsin, KSSL ve KS’nin
metanolde c¢oziilmesi ve sistemin organik ¢6ziicii olarak metanol icermesi
nedenleriyle DIC’in ¢6ziinmesi i¢in de metanol kullanilmagtir.

Ultra Viyole Spektrofotometri

KE yoéntemi ile yapilacak analizlerde UV detekt6r kullanilacag: icin 6ncelikle UV
spektrofotometri ile bagta KS ve KSSL olmak iizere, tim maddeler icin en uygun
dalga boyu belirlenmigtir.

Bunun icin KS’nin 2.05 x 10° M, KSSL’nin 2.07 x 10° M, DIC’in 2.07 x 10> M,
MTP’nin 2.21 x 10° M ve LNS’nin 1.47 x 10° M derisimde ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 200-360 nm aralifinda alinan spektrumlar sirasiyla
Sekil 15-19°da sunulmustur.
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Sekil 15. Metanolde Coziilmiis 2.05 x 10° M Derisimdeki Kandesartanin 200-360 nm’ler
Arasinda Kaydedilmis Ultra Viyole Spektrumu
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Sekil 16. Metanolde Coziilmiis 2.07 x 10° M Derisimdeki Kandesartan Sileksetilin 200-360
nm’ler Arasinda Kaydedilmis Ultra Viyole Spektrumu
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Sekil 17. Metanolde Coziilmiis 2.07 x 10° M Derisimdeki Diklofenak Sodyumun 200-360
nm’ler Arasinda Kaydedilmis Ultra Viyole Spektrumu
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Sekil 18. % 50 (h/h) Metanolde Coziilmiis 2.21 x 10° M Derisimdeki Metoprolol Siiksinatin
200-360 nm’ler Arasinda Kaydedilmis Ultra Viyole Spektrumu
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Sekil 19. 2.07 x 10° M Derisimdeki Lansoprazoliin 200-360 nm’ler Arasmda Kaydedilmis
Ultra Viyole Spektrumu

Elde edilen spektrumlardan yararlamlarak kullamlacak dalga boyuna karar
verebilmek amaciyla her maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boyuna ait
molar ekstinksiyon katsayisi (€) degerleri hesaplanmigtir. Spektrumlari verilen
KS, KSSL, DIC, MTP ve LNS’nin UV spektrumu ile ilgili bulgular Cizelge 2’de
gosterilmektedir.

Cizelge 2. Maddelerin Ultra Viyole Spektrumu ile Tlgili Karakteristikleri

Madde ve derisimi Dalga Boyu-1 | Dalga Boyu-2 & )
KS —2.05x 10° M 211.2 252.8 57561 18048
KSSL -2.07 x10° M 204.0 254.5 60048 19468
DIC-2.07x10° M 203.4 282.2 39807 12995
MTP-221x10°M 222.2 274.8 22534 3529
LNS-147x10°M 211.0 291.8 32857 13197
g: Molar ekstinksiyon katsayisi

Incelenen maddelerin maksimum absorbans verdigi dalga boylar1 Cizelge 2°de
verilmigtir. Ancak incelenen literatiirlerde (Hillaert ve Van den Bossche, 2002;
Hillaert ve ark, 2003) KS ve KSSL’nin UV detektoérle analizi i¢in 214 nm’nin
kullanilmasi ve bu dalga boyunun elde edilen sonugla, fazla farklilik
gostermemesi nedeniyle ¢aligmada, maddelerin KE’ye bagli UV detektorle analizi
icin 214 nm’nin kullanilmasina karar verilmistir.
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Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforetik yontemde deteksiyon 214 nm dalga boyunda UV detektor
ile saglanmistir. Yontemde KSSL ve KS’nin analizi, IS olarak MTP ve LNS’nin
kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. Kapiler olarak efektif uzunlugu 45.9 cm ve
toplam uzunlugu 70 cm olan 75 pm i¢ ¢apa, 363 pm dis ¢apa sahip c¢iplak silika
kullanilmistir. Yontemin optimizasyonu ve validasyonu igin gerekli parametreler
incelenmistir.

Optimizasyon

Kapiler elektroforetik yontemin optimizasyonu igin dnce analitik, daha sonra da
aletsel parametreler incelenmistir. Incelenen analitik parametreler tampon
derisimi, calisma tamponunun pH’1 ve caligma tamponu bilesimindeki organik
¢oziicli oramidir. Aletsel parametreler ise uygulanan potansiyel ve enjeksiyon
stiresidir.

Borat derisimi

KE’de maddelerin gb¢ zamanlarmin kisalmasi, tampon derisiminin diisiikliigii ile
saglanabilir. Her ne kadar 10 — 100 mM diizeyindeki derisimler kullanilabilirse de
miimkiin olan en diisiik derisimin secilmesi Onerilir (Baker, 1995).

KE’de elektroforetik ayirim igin analiz edilecek bilesenlerin iyonize olmasi
gerekmektedir. Henderson-Hasselbach esitligine gore zayif asidik bilesenler,
bazik ortamda iyonize, asidik ortamda ise noniyonize Ozellik gGstermektedir.
Calismada analizi hedeflenen bilesiklerin zayif asidik &zellikte olmalart nedeniyle,
- analizde elektroforetik ayirimm miimkiin olabilmesi i¢in ¢aligma tamponunun
- bazik Ozellik gostermesi gerekmektedir. Calisma tamponunun bazik G&zellik
- gOstermesi ayn1 zamanda elektroozmotik hareketliligi sagladig igin daha etkili bir

~ ayirim gerceklestirilir. Bu nedenlerle KSSL ve KS i¢in zayif bazik ortam borat

- tamponu tercih edilmistir.

Borat derisiminin ilgili piklerin gégleri ve sinyalleri iizerine etkileri arastirilirken
maddelerin ayirimlart % 10 (b/h) metanol iceren 5, 10, 15, 20 ve 25 mM borat
derisimine sahip pH’1 8.50 olan elektrolit ¢ozeltisinde, 1 sn enjeksiyon siiresi ve
25 kV potansiyel uygulanarak gerceklestirilmistir.

Borat derisiminin, KSSL ve KS’nin gb¢ zamanlari ve bu maddeler i¢in hesaplanan
teorik tabaka sayilar {izerine etkileri Sekil 20 ve Sekil 21°de sunulmustur.
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Sekil 20. Kandesartan Sileksetilin Borat Derisimine Karsi Go¢ Zamani ve Teorik Tabaka

Sayis1 Degisimi
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Sekil 21. Kandesartanin Borat Derisimine Karst Go¢ Zaman1 ve Teorik Tabaka Sayisi
Degisimi
Calisma tamponu bilesimindeki, tampon derigimi arttikca, iyonik siddetin artisina
bagli olarak elektriksel yogunlugun ve elektroforetik ¢cekilmenin artmasi ile ilgili
pikler daha gec siirelerde belirir. Bu etki, bilesenlerin kapiler igerisinde daha fazla
kalmalarina ve birbirine yakin yiiklii bilegenlerin ayrilmasina yardimeci olur. Buna
karsin yiiksek tampon derisimleri analiz siiresini uzatarak madde zonlarinin
kapiler icerisinde yayilmasina ve yayvan morfolojili piklerin olugmasma neden
olur. Yiiksek tampon derigimi ayni1 zamanda elektriksel iletkenlikte artisa neden
olarak Joule 1isinmasina katkida bulunur. Diigtik tampon derigimlerinde ise diigiik
iyonik siddeti degerleri ile birlikte, elektriksel yogunlugun azalmasina bagl olarak
elektroforetik cekilme azalir ve bilesenler elektoozmotik siiriiklenme ile kisa
stirede detektoriin oniinden geger. Boylelikle kisa analiz stireleri ve keskin pik
morfolojileri gozlenebilmektedir. Buna karsin diisiik tampon derisimlerinde
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calisilirken elektroforetik hareketliligin azalmasi nedeniyle yiik/kiitle oranlar:
birbirine yakin olan bilesenlerin ayrilmalari miimkiin olmaz. Tampon derisimi
optimizasyonu ¢alismalarinda yukarida s6zii edilen etki ve sonuglar
degerlendirilmeli ve en iyi ayirima olanak veren en diisiik tampon derigimi
secilmelidir.

Bu ¢alismada 5 mM borat derisimi kullanildiginda gbé¢ zamanlarinin kisa ve pik
alanlarmin kiictik oldugu gozlenmistir. 25 mM borat derigimine sahip ¢alisma
tamponu ortami incelendiginde ise, pik morfolojilerinin bozularak go¢
zamanlarmin arttifi  goézlenmistir. 10-20 mM arasindaki borat derisimleri
kullanilarak analize devam edilmesinin uygun olacag: goriilmektedir.

Borat derisiminin KE’de kullanilan tiim standart maddelerin gé¢ zamanlari

lizerine etkileri ile ilgili olarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler ortalama (;‘ ),
standart sapma (ss) ve % bagil standart sapma (BSS) degerlerinin hesaplanmasi
ile Cizelge 3’te sunulmaktadir.

Cizelge 3. Borat Derisiminin Maddelerin Pik Normalizasyon Orani Uzerine Etkileri

Borat
Derisimi KSSL/MTP | KSSL/LNS | KS/MTP | KS/LNS
(mM)
; (0=3) 1.780 1.369 2.173 1.670
5 sS 0.037 0.014 0.075 0.043
% BSS 2.08 1.03 3.44 2.60
; (0=3) 1.895 1.472 2.284 1.775
10 SS 0.016 0.006 0.034 0.004
% BSS 0.86 042 1.49 0.23
; (n=3) 2.214 1.814 2.331 1.910
15 SsS 0.025 0.011 0.018 0.004
% BSS 1.11 0.58 0.77 0.21
;_ (n=3) 2.262 1.928 2.394 2.041
20 ss 0.025 0.006 0.072 0.046
% BSS 1.09 0.33 3.00 2.25
; (n=3) 2.292 2.080 2.444 2.218
25 SS 0.031 0.030 0.135 0.124
% BSS 1.37 1.46 5.51 5.61
x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma
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Cizelge 3 incelendiginde yalmiz 10 ve 15 mM borat igeren ¢aligma tamponu ile %
2’nin altinda % BSS degerlerinin bulundugu goriilmektedir. Cizelge 3’teki
degerler kullanilarak elde edilen degisime ait grafiksel gosterim Sekil 22°de
sunulmaktadir.
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Sekil 22. Borat Derisiminin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine Etkilerinin
Grafiksel Gosterimi

Bu calismada yukarida belirtildigi gibi, 5 mM borat derisimi kullanildiginda gé¢
zamanlarinin kisa ve pik alanlarimin kiiciik oldugu, 25 mM borat derisimine sahip
¢aligma tamponunda ise, pik morfolojilerinin bozularak gé¢ zamanlarmin arttig:
gozlenmistir. 10 mM ve 15 mM borat derisimlerinde gbzlenen gé¢ zamanlar: ve
teorik tabaka sayilar1 da dikkate alinarak caligmanin devaminda 15 mM borat
derigiminin kullanilmasina karar verilmigtir.

pH

Analiz i¢in en iyi kosullarin belirlenmesinde, ¢alisilacak ortamin pH’1 son derece
onemlidir. Bunun i¢in ¢alisma tamponunda borat derisimi 15 mM olacak sekilde
ortamin pH’1 sirasiyla 7.50, 8.00, 8.25, 8.50, 8.75 ve 9.00’a ayarlanmigtir. Bu
calisma tamponunda ilgili madde karigimlar1 1 sn enjeksiyon siiresi kullanilarak
sisteme enjekte edilmis, 25 kV potansiyel uygulanarak ayirim saglanmastir.

pH’in, KSSL ve KS’nin gé¢ zamanlar1 ve bu maddeler i¢in hesaplanan teorik
tabaka sayilar {izerine etkileri Sekil 23 ve Sekil 24°te sunulmustur.

46



KSSL

6T T 35000
- 5+ + 30000
= 4] + 25000
=
= 720000 |—— Go¢ Zamani
<& 37T N .
N T 15000 —— N
S 2+
G + 10000

LT + 5000

0 f : : } } 0

7.50 8.00 8.25 8.50 8.75 9.00
pH

Sekil 23. Kandesartan Sileksetilin pH’a Kars1 Gé¢ Zamani ve Teorik Tabaka Sayist Degisimi
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Sekil 24. Kandesartanin pH’a Karst Go¢ Zamani ve Teorik Tabaka Sayis1 Degisimi

Sekil 23 ve 24’te goriildigu gibi N degerleri pH’ya baglh olarak artmakta, buna
karsin gé¢ zamani pH ile dnemli dlglide degismemektedir. Ayrica genel olarak
hem KSSL hem KS icin birbirine benzer grafiksel 6zellik elde edilmistir. pKa’si
sirasiyla 3.9 ve 6.0 olan KS ve KSSL, taranan tiim pH’larda tamamen iyonize
olup elektroforetik kuvvetlerden beklenildigi gibi pKa’larmma ters orantili olarak
etkilenmistir. pH 8.75 ve pH 9.00°da KSSL ve KS’nin pik simetrileri bozulmus,
gb¢c zamanlar1 az Olglide artmakla birlikte bozulan pik simetrisi nedeniyle pik
alanlar1 dolayisiyla N degerlerinde artis gézlenmistir. Go¢ zamammnn pH’a karsi
sabit sayilabilecek davramigi pH 7.50-9.00 araliginda borat tamponunun ayirma
amactyla kullanilabilir 6zellikte oldugunu da gostermekle birlikte pH 8.50
degerinin {izerinde pik simetrisinin bozulmug olmas: daha yiiksek pH degerlerinin
kullanimim sinirlandirmaktadar.

pH degisimine bagh olarak KSSL, KS, MTP ve LNS’nin PNO kullanilarak
yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4°te verilmektedir.
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Cizelge 4. pH’in Maddelerin Pik Normalizasyon Orani Uzerine Etkileri

pH KSSL/MTP | KSSL/LNS | KS/MTP | KS/LNS
x (n=3) 1.951 1.716 1.840 1.619
7.50 | ss 0.013 0.009 0.010 0.007
% BSS 0.65 0.52 0.52 0.41
X (n=3) 2.000 1.768 1.865 1.648
8.00 |ss 0.007 0.008 0.005 0.005
% BSS 0.34 0.45 0.25 0.33
X (n=3) 2.035 1.804 1.935 1.715
825 |ss 0.010 0.001 0.017 0.021
% BSS 0.49 0.06 0.89 1.25
x (n=3) 2.061 1.826 2.017 1.786
8.50 | ss 0.004 0.001 0.004 0.002
% BSS 0.20 0.08 0.22 0.10
x (n=3) 2.104 1.863 2.064 1.828
8.75 |ss 0.012 0.010 0.011 0.008
% BSS 0.55 0.54 0.51 0.44
X (n=3) 2219 1.913 2.181 1.880
000 | 0.020 0.020 0.004 0.006
% BSS 0.90 1.03 0.17 0.31

sapma

x : Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart

Cizelge 4°teki degerler kullanilarak elde edilen pH’a karsi PN oranlarimin
degisimine iliskin grafiksel gosterim Sekil 25°te sunulmaktadir.

48




2.5+

_ 204 ‘_‘__”_A/A———'/-/%/
S s —a— KSSL/MTP
o S B
S, —a—KSSL/LNS
-E 1.0- —a8— KS/MTP
g —5—KSSL/MTP
Q
Z 0.5
2

O'O T T T T il

7.0 75 8.0 8.5 9.0 9.5

pH

Sekil 25. pH’in Maddelerin Pik Normalizasyon Orami Uzerine Etkilerinin Grafiksel
Gaosterimi

pH 7.50°de, pKa’s1 yaklasik 8.00 olan LNS, Henderson-Hasselbach esitligine gore
yeterince iyonize olamayarak -elektroforetik kuvvetlerden -etkilenmemis ve
kapilerde hizli hareket ederek elektroozmozdan ayrilamamistir. pH 8.00 ise,
LNS’nin tamamen iyonlagsmasi i¢in yeterince bazik olmadigindan LNS,
elektroozmozdan ayrilmig ancak pik morfolojisi beklenen &zellikleri
gostermemistir. pH 8.00°den bazik pH’larda LNS tamamen iyonlasmig ve
elektroforetik cekilmeye ugrayarak elektroozmozdan sonra sinyal vermistir.
Yukarida belirtildigi gibi, KS ve KSSL, taranan tiim pH’larda tamamen iyonize
olup elektroforetik kuvvetlerden beklenildigi gibi pKa’larina ters orantili olarak
etkilenmistir. pH 8.75 ve pH 9.00°da KSSL ve KS’nin pik simetrileri bozulmasi
g6¢ zamanlar ve dolayisiyla alanlart artmigtir. Kullanilan iki ayn IS de dikkate
alinarak yapilan degerlendirmeler sonucunda, uygun ayirim ve optimum analiz
sliresi ve buna bagh olarak optimum pik morfolojisi pH degeri 8.50 olan borat
tamponu ile elde edilmistir.

Organik ¢oziicii yiizdesi

KE’de g¢alisma tamponunda organik ¢oziici bulundurulmasimin nedeni ortam
viskozitesini ayarlamak ve analiz edilecek maddelerin ¢aligma tamponunda ¢ékme
olasihigini &nlemektir. Bu amagla ¢aligma tamponuna organik ¢6ziicli katilmasi
diisiiniilmiis ve organik ¢6ziicli olarak KS ve KSSL’nin ¢oziiciisii olan metanol
kullanilmigtir. pH 8.50, 15 mM borat ve % 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 ve 15.0 (h/h)

oranlarinda metanol i¢eren ¢alisma tamponlari ile 25 kV potansiyel altinda, 1 sn
enjeksiyon stiresi ile 6rnekler sisteme enjekte edilmigtir.

Calisma tamponuna eklenen organik ¢oziicli miktarinin, KSSL ve KS’nin gég
zamanlar1 ve bu maddeler i¢in hesaplanan teorik tabaka sayilar {izerine etkileri
Sekil 26 ve Sekil 27°de sunulmustur.
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Sekil 26. Kandesartan Sileksetilin Organik Coziicii Yiizdesine Karsi Go¢ Zamani ve Teorik
Tabaka Sayis1 Degisimi
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Sekil 27. Kandesartanin Organik Coziicii Yiizdesine Karst Go¢ Zamani ve Teorik Tabaka
Sayis1 Degisimi

Sekil 26 ve 27°de goriildiigii gibi, metanol yilizdesinin artisina bagh olarak hem

pik alanlarinda hem de g6¢ zamanlarinda artis ve benzer grafiksel karakter

gbzlenmistir. Metanol yiizdesinin 7.5 ve 10 (/h) oldugu sistemde 6nemli bir

kararlilik gézlenmis ancak % 10°dan (h/h) daha yiiksek metanol yiizdeli tasiyici

sistemlerde pik morfolojileri bozulmustur.

Metanol yiizdesine baglh olarak KSSL, KS, MTP ve LNS’nin PNO kullamlarak
yapilan istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 5°te gosterilmektedir.



Cizelge 5. Organik Céziicili Yiizdesinin (h/h) Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine

Etkileri
Mffj';"’l KSSL/MTP | KSSL/LNS | KS/MTP | KS/LNS
(4
* (@=3) 1.964 1.723 1.789 1.560
50  |ss 0.011 0.013 0.007 0.008
% BSS 0.57 0.74 0.39 0.51
¥ @=3) 1.996 1.768 1.823 1.614
75 |ss 0.005 0.010 0.011 0.009
% BSS . 0.23 . 057 0.62 0.54
* (@3) 2.025 1.815 1.835 1.644
100 |ss 0.010 0.016 0.003 0.022
% BSS 0.48 0.86 0.16 131
% (=3) 2.098 1.873 1.952 1.743
125 |ss 0.014 0.016 0.016 0.018
% BSS 0.65 0.85 0.80 1.05
% (@=3) 2.249 2.088 2.001 1.858
150 |ss 0.027 0.049 0.009 0.055
% BSS 1.18 234 0.43 2.04

x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 5°teki degerler kullanillarak elde edilen degisim Sekil 28’de
sunulmaktadir.
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Sekil 28. Organik Coziicii Yiizdesinin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine
Etkilerinin Grafiksel Gosterimi

Sekil 28’de goriildiigii gibi, PN oranlar1 kullanilarak yapilan degerlendirmelerde
metanol ylizdesinin artisina bagli olarak hem pik alanlarinda hem de go¢
zamanlarinda artig gozlenmigtir. Metanol yiizdesinin 7.5 ve 10 (Wh) oldugu
ortamda Cizelge 5°te goriilecegi gibi % BSS degerlerinde elde edilen 6nemli bir
kararlilik gozlenmis ancak % 10°dan (h/h) daha yiksek metanol yizdeli tasiyici
sistemlerde pik morfolojileri bozulmustur.

Aym deneysel kisim organik ¢0ziicii olarak asetonitril kullanilarak da denenmistir.
Calisma tamponuna % 5 (hh) oraminda asetonitril eklenerek gerceklestirilen
analizlerde, g6é¢ zamanlarimn kabul edilemeyecek diizeylerde (> 16 dk) arttig:
gozlenmistir. Dolayisiyla daha yiiksek oranda asetonitril iceren c¢aligma
tamponlar1 denenmemistir.

Yukarida belirtilen nedenler ile bu ¢alismada caligma tamponu bilesiminde
organik ¢oziicii olarak metanoliin bulunmasina ve % 10 (h/h) diizeyindeki metanol
igeriginin iyi bir ayirim i¢in yeterli olduguna karar verilmistir.

Uygulanan potansiyel

KE’de uygulanacak voltajin miimkiin olan en yliksek voltaj olmasi istenir. Fakat
bu durum aymi zamanda Joule 1sinmasi problemine neden olur (Baker, 1995).
Ayrica, uygulanan voltaj bu ¢alismada kullanilan dért maddenin ayrilmasi igin iyi
bir ayirim parametresidir. Optimum voltaj1 belirlemek i¢in 15 mM borat tamponu,
pH 8.50 ve % 10 (h/h) metanol iceren ¢alisma tamponuna 1 saniyelik yiikleme ile
20.0, 22.5, 25.0, 27.5 ve 30.0 kV potansiyel uygulanarak KSSL, KS, MTP ve
LNS’nin ayirimi incelenmistir.

Uygulanan potansiyelin KSSL ve KS’nin gé¢ zamanlar1 ve bu maddeler i¢in
hesaplanan teorik tabaka sayilari {izerine etkileri Sekil 29 ve Sekil 30°’da
sunulmustur.
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Sekil 29. Kandesartan Sileksetilin Uygulanan Potansiyele Karsi Go¢ Zamani ve Teorik
Tabaka Sayis1 Degisimi
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Sekil 30. Kandesartamin Uygulanan Potansiyele Karst Go¢c Zamam ve Teorik Tabaka Sayisi
Degisimi

Sekil 29 ve 30°da goriildiigii gibi, artan potansiyele karsi gé¢ zamam ve teorik

tabaka sayisi degerleri benzer sekilde yanit lretmistir. KSSL icin potansiyel

degerleri artinldifinda gb¢ zaman ve pik alaninda azalma gozlenmis olmasina

karsin, KS 25 kV iizerinde potansiyel uygulandiginda gd¢ zamani ve pik

alanlarinda artan bir yanit vermistir.

Elde edilen elektroferogramlardan, 20 - 30 kV araliginda uygulanan potansiyellere
bagli olarak KSSL, KS, MTP ve LNS’nin PNO’nun degisimi Cizelge 6°da
verilmektedir.

53



Cizelge 6. Uygulanan Potansiyelin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine Etkileri

P“&'{f)‘ye‘ KSSL/MTP | KSSL/LNS | KS/MTP | KS/LNS
¥ (1=3) 2.357 2.536 2.175 2.340
200 | ss 0.019 0.031 0.022 0.026
% BSS 0.80 1.24 1.01 1.12
* (1=3) 2.361 2.247 2.297 2.187
225 |ss 0.036 0.013 0.056 0.071
% BSS 1.52 0.58 2.46 323
* (1=3) 2.023 1.763 1.903 1.658
25.0 ss 0.022 0.027 0.013 0.007
% BSS 1.10 1.51 0.66 0.44
* (n=3) 2.246 2.260 1.595 1.605
275 | ss 0.052 0.030 0.041 0.053
% BSS 2.31 1.31 2.59 331

sapma

x : Ortalama, n: Deney sayist, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart

30 kV potansiyel altinda KS elektroferogramda belirmemis ve bu nedenle yalniz 2

enjeksiyon

yapilmustir.

Dolayis1

ile bu voltaj

degeri icin

istatistiksel

degerlendirme yapilamamistir. Cizelge 6°daki degerler kullamlarak elde edilen
degisim Sekil 31°de sunulmaktadir.
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Sekil 31. Uygulanan Potansiyelin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine Etkilerinin
Grafiksel Gosterimi

PNO, 20 — 25 kV’lar arasinda bir azalma ggstermis, 25 kV’tan sonra yeniden
artmigtir. Calismada kullanilabilecek en yiiksek potansiyel KSSL, KS, MTP ve
LNS’nin en kisa stirede beliren pikler verdigi potansiyel degeri 25 kV olarak
gbzlenmistir. Buna ek olarak, bu potansiyelde tekrarlanabilir gé¢ zamani ve sinyal
siddetlerinin gézlenmesi, Joule 1sinmasinin, bilesenleri g6z ardi edilebilir diizeyde
etkiledigi sonucuna varilmasina neden olmustur. Bu nedenlerle, ¢alismada 25 kV
potansiyelin kullanilmasina karar verilmistir.

Enjeksiyon siiresi

Orneklerin sisteme yitklenme siiresi pik alanlar1 ve morfolojilerini degistirecegi
icin incelenmesi gereken bir parametredir. Omekler, 15 mM borat, % 10 (h/h)
metanol iceren pH 8.50 ¢alisma tamponu ile 25 kV potansiyel altinda, 0.6, 0.8,
1.0, 1.2 ve 1.4 saniyelik siirelerde sisteme enjekte edilmistir.

Enjeksiyon stiresinin KSSL ve KS’nin gb¢ zamanlart ve bu maddeler igin
hesaplanan teorik tabaka sayilari {lizerine etkileri Sekil 32 ve Sekil 33’te
sunulmustur.

55



Go¢ Zamant (dk)

KSSL

»
|

T 30000
T 20000
N —&— Go¢ Zamanj
—— N
+ 10000
0

0.6

0.8

1.0 1.2
Enjeksiyon Stiresi (sn)

1.4

Sekil 32. Kandesartan Sileksetilin Enjeksiyon Siiresine Kars1 Gé¢ Zamani ve Teorik Tabaka

Sayis1 Degisimi
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Sekil 33. Kandesartamin Enjeksiyon Siiresine Karst Go¢ Zamani ve Teorik Tabaka Sayisi

Degisimi

Uzun enjeksiyon stirelerinde, 6mekler kapilere asir1 yiiklendiginden beklenildigi
gibi piklerin simetrileri bozulmus ve pik tabanlarinin genisledigi gézlenmistir. Bu
da ayirimi olumsuz yonde etkilemistir. Sekil 32 ve 33’te goriilecegi gibi elde
edilen bu sonug enjeksiyon siiresine karst N grafiklerine azalan bir iligki olarak

yansimistir.

Enjeksiyon siiresinin KSSL, KS, MTP ve LNS’nin PNO tizerine etkileri ile ilgili
istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 7°de gosterilmistir.
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Cizelge 7. Enjeksiyon Siiresinin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine Etkileri

Enjeksiyon KSSL/MTP | KSSL/LNS | KS/MTP | KS/LNS
Siiresi (sn)
¥ 0=3) 2.839 2.356 2.667 2.213
0.6 s 0.038 0.013 0.054 0.007
% BSS 1.35 0.57 2.01 0.32
¥ @=3) 2.659 2.193 2.231 1.840
0.8 ss 0.013 0.017 0.009 0.004
% BSS 0.48 0.78 0.41 0.20
¥ (13) 2.103 1.720 2.229 1.824
1.0 s 0.006 0.007 0.014 0.003
% BSS 0.30 0.40 0.63 0.16
 (m3) 2.034 1.759 2.156 1.864
1.2 s 0.013 0.014 0.003 0.003
% BSS 0.64 0.81 0.15 0.15
¥ =3) 1.932 2.003 2172 2.252
1.4 ss 0.004 0.010 0.050 0.062
% BSS 0.19 0.50 2.31 2.76

x : Ortalama, n: Deney sayist, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 7°deki degerler kullamlarak elde edilen degisim Sekil 34’te
sunulmaktadir.
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Sekil 34. Enjeksiyon Siiresinin Maddelerin Pik Normalizasyon Oram Uzerine Etkilerinin
Grafiksel Gosterimi

Uzun enjeksiyon siirelerinde, Ornekler kapilere asiri yiiklendiginden piklerin
simetrileri bozulmusg ve pik tabanlarinin genisledigi gdzlenmistir. Bu da ayirmm
olumsuz yonde etkilemigtir. Cizelge 7’de goriildiigii gibi PNO’nun en uygun %
BSS degerleri, her bir PNO i¢in 1.0 sn enjeksiyon siiresinde elde dilmistir. Bu
nedenlerle, calismada kullanilacak enjeksiyon siiresi olarak 1.0 saniyeye karar
verilmigtir.

Sonug olarak, yapilan deneyler ile KE yontemi ile KSSL ve KS analizi i¢in en
uygun kosullar, 15 mM borat, % 10 (h/h) metanol iceren, pH’1 8.50 olan ¢alisma
tamponunda, 25 kV potansiyel ve 1 sn enjeksiyon siiresi olacak sekilde
belirlenmistir. Belirtilen optimum kosullar altinda alinan bir elektroferogram
Sekil 35°te sunulmaktadir.
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Sekil 35. Maddelerin Optimum Kosullarda Elde Edilen Elektroferogrami

Belirtilen optimum kosullar altinda KSSL’nin 5.1 dk ve KS’nin 7.5 dk go¢
zamanina sahip oldugu goézlenmistir. Calismada IS olarak kullanilan MTP 3.3
dakikada ve LNS 4.7 dakikada belirmistir. En yiiksek akimin 200 pA olarak
kontrol edildigi sistemde analiz sirasinda 59 pA akim gdzlenmistir. 15 mM borat,
% 10 (h/h) metanol iceren, pH’1 8.50 olan ¢aligma tamponu i¢in elektroozmotik
hareketlilik 1.02 x 10° cm?sn.V olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda,
elektroforetik hareketlilik, KSSL i¢in —1.15 x 10 em%/sn.V, KS i¢in -2.45 x 10
cm*/sn.V, MTP icin 1.13 x 10™ ecm¥/sn.V ve LNS icin — 8.31 x 107 cm?/sn.V
olarak hesaplanmigtir.

Validasyon

Optimum kosullar belirlendikten sonra kapiler elektroforetik y6ntemin
gecerliliginin gosterilebilmesi amaciyla kararlilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik,
duyarhilik, tutarlilik, saglamlik, dogruluk ve segicilik parametreleri incelenmigtir.
Sistemin uygunlugunu gostermek amaciyla N, Rs, k' ve o parametreleri
hesaplanarak sistem uygunluk testleri yapilmustir.

Kararhiik

Gelistirilen KE yonteminde kullanilan standart maddelerin kararliliklari, taze
¢ozelti ile aliiminyum folyo ile sarili halde +4 °C’de 24 saat ve 1 ay bekletilen
cozeltiler karsilagtirilarak incelenmigtir. Taze hazirlanan ¢ozelti ile 24 saat ve 1 ay
bekletilen ¢ozeltilerin, IS lere karsi hesaplanan PNO degerleri kullanilarak yapilan
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istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 8’de verilmistir. Sonuglar Friedman testi ile
karsilastirilmastir.

Cizelge 8. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Kandesartan Sileksetil ve Kandesartanin

Kararhhk Verileri
KSSL/MTP KSSL/LNS KS/MTP KS/LNS

X (n=3) 2.19 1.78 2.40 1.96
Taze ¢ozelti | ss 0.010 0.011 0.016 0.014

% BSS 0.41 0.64 0.69 0.72

X (u=3) 2.18 1.79 2.38 1.95
24 saat ss 0.012 0.003 0.010 0.012

% BSS 0.58 0.16 0.44 0.64

X (n=3) 2.18 1.77 2.39 1.95
1ay ss 0.013 0.005 0.015 0.006

% BSS 0.59 0.31 0.63 0.32
x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 8’deki veriler kullanilarak Friedman testine goére yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu ve P
degerlerinin 0.05’ten oldukea biiylik oldugu bulunmustur. Kesinligi gésteren %
BSS degerleri ise % 2’nin oldukca altindadir. KSSL ve KS’nin 1 ay boyunca +4
°C’de ve aliiminyum folyoya sarili halde kararli olduklart séylenebilir. Calismada
kullanilan standart maddelerin analiz siireleri diginda, aliiminyum folyoya sarih
halde +4 °C’de saklanmalarina karar verilmistir.

Dogrusallik

Yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenebilmesi igin KSSL’nin 3.76 x 107—
1.88 x 10* M ve KS’nin 3.83 x 107 — 1.92 x 10™* M derisim araliklarindaki 15
farkli derisimde c¢o6zeltileri hazirlanarak sisteme enjekte edilmistir. Bu
enjeksiyonlar sonucu, maddelerin IS’lere karst PNO kullanilarak yapilan
istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 9°da sunulmaktadir.

Cizelge 9. Kapiler Elektroforez Yonteminin Dogrusallik Verileri

KS/MTP KS/LNS KSSIL/MTP KSSL/LNS
122577 99184 113449 91801
b 0.05 0.03 0.06 0.04
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Cizelge 9°da belirtildigi gibi KS ve KSSL i¢in her iki IS ile ilgili PNO
hesaplandiginda, belirtilen derisim araliklarinda yiiksek korelasyonlu dogrular
elde edilmistir. KS ve KSSL i¢in bu derisim araliklarinda elde edilen dogrular
Sekil 36 ve 37’de sunulmaktadir.
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Sekil 36. Kapiler Elektroforez Yonteminin Kandesartan Icin Dogrusalhnin Grafiksel

Gosterimi
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Sekil 37. Kapiler Elektroforez Yonteminin Kandesartan Sileksetil icin Dogrusaligmin
Grafiksel Gosterimi

Yontemin dogrusal oldugu aralik dikkate alinarak KSSL icin 1.88 x 10° — 9.41 x
10° M ve KS igin 1.91 x 10 = 9.58 x 10 M derisim araliklarinda 6 farkli ¢&zelti
ile olusturulan kalibrasyon setlerinin giin i¢i ve gilinler arasi dogrusalligini

61



incelemek i¢in 3 farkli giinde analizleri gergeklestirilmis ve elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 10°da sunulmaktadir.

Cizelge 10. Kapiler Elektroforez Yonteminin Kalibrasyon Verileri

Giin Ici Giinler Arasi
L. giin (n=6) II. giin (n=6) I11. giin (n=6) Tiim _Giinler
(n=18)
a 204600 205500 205400 205200
b -0.1037 -0.1149 -0.05777 -0.09210
o Lr 0.9999 0.9999 0.9998 0.9999
E ss a 1148 1368 1219 1491
B |ssb 0.0201 0.0240 0.0214 0.0262
= Sy.x 0.0187 0.0223 0.0198 0.0486
GAa (% 95) +1300 + 1550 +1350 + 1580
GAb (% 95) +0.0560 +0.0667 +0.0577 +0.0706
a 175300 177400 175800 176200
b -0.0820 -0.1081 -0.0780 -0.0893
w LT 0.9999 0.9999 0.9998 0.9999
5 ssa 1375 1461 1621 2002
@ ssb 0.0246 0.0262 0.0469 0.0448
Sy.x 0.0229 0.0243 0.0431 0.0653
GAa (% 95) + 1600 +1650 + 3000 +4242
GAb (% 95) +0.0685 +0.0727 +0.0779 +0.0947
a 200200 199100 199300 199500
b 0.1418 0.1430 0.1669 0.1505
& |r 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999
& |ssa 1036 1719 1589 2476
2; ssb 0.0313 0.0519 0.0479 0.0512
¥ | Syx 0.0290 0.0481 0.0445 0.0748
GAa (% 95) +2050 + 3400 +3150 +5750
GAb (% 95) +0.1596 +0.1376 +0.1332 +0.222
a 178900 178500 175400 177600
b -0.0453 -0.0255 -0.0034 -0.0247
@2 |r 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999
= |ssa 1139 1604 1083 2371
§ ssb 0.0207 0.0282 0.0191 0.0312
M | Sy.x 0.0186 0.0263 0.0177 0.0716
GAa (% 95) + 2240 + 3260 +2400 + 3200
GADb (% 95) +0.1813 +0.1029 +0.1010 +0.2146

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi, ss a: Egimin standart sapmasi,

ss b: Kesimin standart sapmasi, Sy.x: Kalibrasyon egrisinin standart sapmast,
GAa: % 95 olasilikla egimin giiven aralii, GAb: % 95 olasilikla kesimin gliven
araligi
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Cizelgeden de goriildiigii gibi giin i¢i ve glinler aras1 degerlendirmelerde, her iki
madde ve IS ikilisi i¢in ytiksek korelasyonlu kalibrasyon dogrular elde edilmistir.

Gelistirilen KE yontemine ait kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis 6nem
kontrolii icin yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 11 ve 12’de
verilmektedir. Korelasyon katsayismnin 6nem kontrolii ve dogrusalliktan ayrilis
onem kontroliine ait istatistiksel hesaplamalar Ek-1°de sunulmustur.

Cizelge 11. Kapiler Elektroforez Yontemine Ait Kalibrasyon Egrisinin Korelasyon
Katsayisinin Onem Kontrolii

KS/MTP KS/LNS KSSL/MTP KSSL/LNS
n 8 8 8 8
r 0.9999 0.9998 0.9999 0.9994
Sr 0.0049 0.0086 0.0050 0.0136
€ hesap 202.52 116.60 199.31 73.45
t tablo 245 245 2.45 2.45
n: Deney sayisi, 1: Korelasyon katsayisi, Sr: Korelasyon katsayisinin standart
hatasi

_ Korelasyon katsayisinin énem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel degerlendirmeler

~ sonucunda, hesaplanan t degerinin, tablodan bulunan t degerinden biiyiik oldugu
~ ve bu nedenle kalibrasyon egrisi icin bulunan r deferinin tesadiifi olmadig
- gorillmiistiir.

"' Cizelge 12. Kapiler Elektroforez Yontemine Ait Kalibrasyon Egrisinin Dogrusalliktan

Ayrihs Onem Kontrolii

KS/MTP KS/LLNS KSSL/MTP KSSL/LNS
RKT 289.29 228.06 294.39 232.22
YOAKT 289.33 228.16 294.43 232.47
RAKT 4.23x 107 1.00x 107 4.45x 107 2.58x 10
RAKO 7.05x 107 1.67 x 107 471x 107 4.30x 107
RKO 289.29 228.06 294.39 232.22
F hesap 4.10x 10* 1.36x 10* 3.97x 10* 539x 10°
F tablo 5.99 5.99 5.99 5.99
RKT: Regresyon kareler toplami, YOAKT: Y ortalamadan ayrilig kareler
toplam, RAKT: Regresyondan ayrilis kareler toplami, RAKO: Regresyondan
ayrilig kareler ortalamasi, RKO: Regresyon kareler ortalamasi

Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii i¢in yapilan hesaplamalar sonucunda
bulunan F degerinin, tablodan bulunan F degerinden biiyiik oldugu goriilmiis ve
dolayist ile derigim ile detektor yaniti arasindaki iligkinin dogrusal olduguna karar
verilmistir.
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Tekrarlanabilirlik

KE yontemi icin kesinlik, yontem tekrarlanabilirlifi ve cihaz tekrarlanabilirligi
olmak tizere iki baglikta incelenmistir.

Yéntemin kesinliginin belirlenmesi igin 9.58 x 10° M KS, 9.41 x 10 M KSSL,
2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS iceren 3 grup c¢dzelti hazirlanmustir. Bu
gruplarin her biri 3 farkli giinde 6 kez sisteme enjekte edilerek y6ntemin
tekrarlanabilirligi arastirilmistir. Yontemin kesinligi ile ilgili yapilan istatistiksel
hesaplamalar Cizelge 13°te verilmektedir.

Cizelge 13. Kapiler Elektroforez Yonteminin Tekrarlanabilirlik Verileri

KSSL/MTP KSSL/LNS KS/MTP KS/LNS
N )_C 1.055 0.883 1.131 0.946
E sS 0.015 0.009 0.015 0.009
En % BSS 1.41 0.99 1.30 0.93
B GA (% 95) 1.055+0.012 0.883 + 0.007 1.31+0.012 0.946 + 0.007
_ ; 1.060 0.889 1.133 0.950
\I:fl;, SS 0.011 0.010 0.016 0.008
Eﬂ % BSS 1.06 1.17 1.40 0.86
a GA (% 95) 1.060 = 0.009 0.889 £ 0.009 1.133+0.013 | 0.950+0.007
o )_c 1.071 0.880 1.132 0.930
Ii:, §S 0.0016 0.015 0.017 0.009
E" % BSS 1.53 1.72 1.52 0.94
= GA (% 95) 1.071 £0.013 0.880+0.012 1.132 +£0.014 | 0.930+ 0.007
. )_C 1.062 0.884 1.132 0.942
éﬂ%‘ sS 0.015 0.012 0.015 0.012
§ < | % BSS 1.43 1.31 1.33 1.27
GA (% 95) 1.062 + 0.006 0.884 + 0.005 1.1324+0.006 | 0.942+0.005
n: Deney sayisi, x : Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, GA: % 95 olasilikla giiven aralig:

Yontemin kesinlik verilerini belirten Cizelge 13’te giin i¢i ve gilinler aras1 % BSS
oranlarinin % 2’nin altinda oldugu gériilmektedir ve bu da yapilan analizlerin
kesinliginin bir dl¢tistidiir.

Cihaz tekrarlanabilirliginin incelenmesi i¢in hazirlanan 9.58 x 10° M KS, 9.41 x
10° M KSSL, 2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x 10° M LNS iceren standart drnegin,
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10 kez sisteme enjekte edilmesiyle elde edilen analiz sonuglarina gére, PNO
kullamilarak yapilan hesaplamalar Cizelge 14’te verilmektedir.

Cizelge 14. Kapiler Elektroforez Cihazinin Tekrarlanabilirlik Verileri

KSSL/MTP KSSL/LNS KS/MTP KS/LNS
¥ (n=10) 0.135 0.944 1.065 0.885
§S 0.014 0.011 0.007 0.008
% BSS 1.27 1.19 0.72 0.93
GA (% 95) 0.135+0.008 0.944 £ 0.006 1.065 £+ 0.004 0.885 +0.005

x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, GA: % 95 olasilikla giiven aralif1

KE cihazinin tekrarlanabilirligi igin yapilan istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda % 2’nin altinda % BSS degerleri bulunmus ve cihaz kesinligi
gosterilmigtir.

Duyarlihik

Kapiler elektroforetik yontemin duyarlilifini belirlemek amaciyla LOD ve LOQ
degerleri, Esitlik 1 ve Esitlik 2 kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 15°te KSSL
ve KS’nin her iki IS’ye gére PNO degerleri dikkate alinarak bulunan LOD ve
LOQ degerleri sunulmaktadir.

Cizelge 15. Kapiler Elektroforez Yonteminin Gézlenebilme ve Alt Tayin Simirlar:

KS/MTP KS/LNS KSSL/MTP KSSL/LNS
LOD (M) 3.02x107 4.31x107 4.79x107 3.85x107
LOQ (M) 9.15x107 1.3x10° 1.45x10° 1.17x10°®
LOD: Gozlenebilme simir1, LOQ: Alt tayin siniri

Kaynaklarda (Hillaert ve Van den Bossche, 2002; Hillaert ve ark, 2003; Zhang ve
ark., 2006) KE yontemi ile yapilan analizlerde 6zellikle KS’nin basarili bir
kantitatif tayinine rastlanmamustir. Hillaert ve Van den Bossche (2002), KE ile
ARA-I’lerin ayirmmint gerceklestirdikleri ¢aligmada, KS’nin asidik ortamdaki
diisiik ¢Oziiniirliigli nedeniyle KS’yi kantitatif tayine uygun bulmamaiglardir.
Hillaert ve ark.’nin (2003), alti ARA II’nin aymrimini miselsi elektrokinetik kapiler
kromatografik yontemle gerceklestirdikleri ¢alismada KS, zayif asidik ortamdaki
yiiksek ¢6ziinlirliigi nedeniyle IS olarak segilmistir. Zhang ve ark.’min (2006),
poli monolit kullanarak kapiler zon elektroforez yéntemi yaptiklar analizde, KS
asidik ortamda % 50 (h/h) asetonitrilde ¢6ziilerek KS’nin ¢6ziintirligii arttirilmig
ve bu nedenle ¢aligmada IS olarak kullanilmistir. Dolayisi ile incelenen bu
yayinlarda KS veya KSSL i¢in KE yontemi ile gergeklestirilen kantitatif bir tayin
sdz konusu olmayip, LOD ve LOQ ile ilgili bilgiler verilmemistir. Bu nedenle
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gelistirilmis olan bu ydntemin, bagka bir kapiler elektroforetik calisma ile
duyarlilig1 karsilagtirilamamastir.

Tutarlilik

Geligtirilen KE yOnteminin tutarlilifinin aragtirilmasi icin 2 farkli analizci
tarafindan 9.58 x 10° M KS, 9.41 x 10® M KSSL, 2.01 x 10° M MTP ve 1.47 x
10° M LNS igeren 6 ayr ¢ozelti hazirlanarak aym giin icinde analiz edilmistir.
Elde edilen sonuclar % geri kazanim degerleri i¢in degerlendirilmis ve F testi ile
karsilastirilarak aradaki farkin, istatistiksel agidan 6nemi kontrol edilmistir.
Sonuglar Cizelge 16°da sunulmaktadir.

Cizelge 16. Kapiler Elektroforez Yonteminin Tutarlilik Verileri

1. Analizei 2. Analizei

KS/ K8/ KSSL/ | KSSL/ KS/ KS/ KSSL/ | KSSL/
MTP LNS MTP LNS MTP LNS MTP LNS

X (m=6) | 101.81 | 101.04 | 100.21 100.60 | 101.69 | 99.46 99.96 100.25

ss 0.87 1.02 0.63 0.64 0.81 1.57 0.83 0.54
% BSS 0.85 1.01 0.64 0.62 0.80 1.58 0.83 0.53
F hesap 0.75 1.04 0.39 0.41 0.65 2.47 0.69 0.28

x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

n-1 = 5 serbestlik derecesi i¢in F kritik degeri 5.05 olarak verilmektedir. Deney
sonuglart ig¢in hesaplanarak bulunan F degerleri, kritik degerden kiiciiktiir ve
yontemin tutarli oldugunun bir gdstergesidir.

Saglamlik

Yontemin saglamliginin arastirilmasi igin, standart bir ¢ozelti, pH, tampon
derisimi, potansiyel ve dalga boyu parametrelerinde kiiglik degisiklikler yapilarak
analiz edilmistir. Parametrelerdeki degisikliklerin, KSSL ve KS i¢in, sonuclari ne
yonde etkiledigi incelenerek istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 17 ve 18°de
sunulmustur.
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Cizelge 17. Kapiler Elektroforez Yonteminin Kandesartan Sileksetil I¢in Saglamlik Verileri

Tampon 11;2:;33 Potansiyel ]];?);g; — KSSL
pH’1 (mM) kV) (nm) X +ss (n=3) % BSS

%}’;l‘l‘;:;“ 8.5 15 25 214 | 100.66+0.83 0.83
1. Kosul 8.55 15 25 214 101.18 £ 0.45 0.45
2. Kosul 8.45 15 25 214 100.60 +0.28 0.28
3. Kosul 8.5 16 25 214 101.28 £ 0.48 0.48
4. Kosul 8.5 14 25 214 100.58 +£0.82 0.81
5. Kosul 8.5 15 24.5 214 101.00+0.42 0.42
6. Kosul 8.5 15 25.5 214 100.57+0.92 0.92
7. Kosul 8.5 15 25 216 101.06 £ 0.47 0.47
8. Kosul 8.5 15 25 212 101.29+:0.45 0.45
x: Ortalama, ss: Standart sapma, n: Deney sayisi, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 18. Kapiler Elektroforez Yonteminin Kandesartan Icin Saglamhk Verileri

Tampon ;1;2::;33 Potansiyel ]1)32153 — KS
pH’1 (mM) &V) (nm) X £ ss (n=3) %0 BSS

I(zg;‘;ﬁ;‘f‘ 8.5 15 25 214 | 100324083 | 083
1. Kosul 8.55 15 25 214 100.28 +£0.29 0.29
2. Kosul 8.45 15 25 214 100.14 £0.94 0.94
3. Kosul 8.5 16 25 214 100.15+0.78 0.78
4. Kosul 8.5 14 25 214 100.92 £ 0.43 0.43
5. Kosul 8.5 15 24.5 214 100.08 £0.18 0.18
6. Kosul 8.5 15 25.5 214 100.67 £0.77 0.77
7. Kosul 8.5 15 25 216 100.56 £0.65 | 0.64
8. Kosul 8.5 15 25 212 100.25 £0.71 0.70
x: Ortalama, ss: Standart sapma, n: Deney sayisi, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 17 ve 18°de elde edilen degerler Friedman testi ile kargilagtirildiginda
ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu ve P degerlerinin 0.05°ten oldukca
bityiik oldugu bulunmustur. Kesinligi gosteren % BSS degerleri ise % 2’nin
olduk¢a altindadir. Sistemde olabilecek kiigiik degisikliklerin y6ntemi
etkilemedigi ve Gnerilen yontemin saglam bir yontem oldugu sdylenebilir.

Dogruluk

Yontemin dogrulugunun incelenmesi amaciyla 9.58 x 10"MKS ve 9.41 x 107 M
KSSL, 9.58 x 10° M KS ve 9.41 x 10° M KSSL, 9.58 x 10° M KS ve 9.41 x 10
M KSSL igeren ¢ozeltilerden her derigim diizeyi i¢in 3’er set hazirlanmigtir. Bu
cozeltilere son derigimleri sirasiyla 2.01 x 10° M ve 1.47 x 10 M olacak sekilde
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MTP ve LNS eklenmistir. 3 farkli derisim diizeyinde hazirlanan 3’er set ¢6zelti,
giin i¢ci ve giinler arasi olacak sekilde farkli giinlerde 6 kez analiz edilerek
istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir. KS ve KSSL’nin kullamilan IS’lere
karst PNO degerleri hesaplanarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge

19-22’de sunulmustur.

Cizelge 19. Kandesartanin Metoproelol Siiksinata Kars1 Kapiler Elektroforez Yontemi ile

Dogruluk Verileri
KS/MTP KS/MTP KS/MTP
Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10°® 9.57x107
© | Bulunan (x+ss) | 991x107£1.16x10° | 9.74x10°+8.32x10° | 9.84x107°+1.39x10°
g % Geri Kazanim 103.54 101.80 102.82
ff % BH 3.54 1.80 2.82
% BSS 1.17 0.85 1.41
Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10° 9.57x10°
© | Bulunan (x+ss) | 9-92x107+1.12x10% | 9.73x10+7.71x10® | 9.65x10"+2.49x10°
g % Geri Kazanim 103.63 101.68 100.82
;P % BH 3.63 1.68 0.83
% BSS 1.13 0.79 2.58
Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10°° 9.57x107
f Bulunan (X * ss) 1.00x10°%+1.07x10% | 9.74x10°+9.06x10® | 9.75x107°+2.23x10°
E % Geri Kazanim 104.51 101.75 101.85
g % BH . 4.51 1.75 1.85
% BSS 1.07 0.93 2.29
o | Eklenen (M) 9.57x1077 9.57x10° 9.57x107
I'; Bulunan (x+ss) | 9-95x107+1.14x10° | 9.74x10+7.89x10° | 9.75x107+2.12x10°
-E % Geri Kazanim 103.90 101.75 101.84
z" % BH 3.90 1.75 1.84
& | v Bss 1.15 0.81 2.18

n: Deney sayisi, x: Ortalama, ss: Standart sapma, % BH: % Bagil hata
% BSS: % Bagil standart sapma
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Cizelge 20. Kandesartamn Lansoprazole Kars1 Kapiler Elektroforez Yontemi ile Dogruluk

Verileri
KS/LNS KS/LNS KS/LNS
Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10° 9.57x10°
© | Bulunan (x+ss) | 9-36x1078.83x10° | 9.67x10°:9.76x10™ | 9.62x10°+9.57x107
g/ % Geri Kazanim 97.80 101.03 100.51
ff % BH -2.19 1.03 0.52
% BSS 0.94 1.00 0.99
Eklenen (M) 9.57x1077 9.57x10° 9.57x107
E Bulunan (X + ss) 9.34x107+1.32x10% | 9.52x10°+1.50x107 | 9.53x10°+1.18x10°
= % Geri Kazanim 97.61 99.47 99.53
; % BH -2.38 -0.52 -0.47
% BSS 1.41 1.58 1.24
Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10°® 9.57x107
f Bulunan (X * ss) 9.29x107+1.03x10% | 9.40x10°1.62x107 | 9.62x10°+1.08x10°
E % Geri Kazanim 97.10 98.17 100.47
S % BH -2.89 -1.82 0.47
% BSS 1.10 1.73 1.12
% | Eklenen (M) 9.57x107 9.57x10° 9.57x10°
E Bulunan (X * ss) 9.33x107+1.06x10° | 9.53x10°%+1.74x107 | 9.59x10°+1.10x10°
i: % Geri Kazamm 97.51 99.56 100.18
z" % BH -2.49 -0.44 0.18
& | o Bss 1.14 1.83 1.15

n: Deney sayist, X Ortalama, ss: Standart sapma, % BH: % Bagil hata
% BSS: % Bagil standart sapma
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Cizelge 21. Kandesartan Sileksetilin Metoprolol Siiksinata Karsi Kapiler Elektroforez
Yontemi ile Dogruluk Verileri

KSSL/MTP KSSL/MTP KSSL/MTP
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x107
© | Bulunan (x+ss) | 9-14x107£1.26x10° | 9.42x10°+5.90x10° | 9.61x10°+1.03x10°
g % Geri Kazanim 97.25 100.20 102.18
:f:-” % BH -2.74 0.20 2.18
% BSS 1.38 0.62 1.07
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x107
© | Bulunan (X s5) 9.11x107+1.12x10% | 9.40x10°£7.81x10° | 9.45x10°+1.13x10°
g % Geri Kazanim 96.91 99.95 100.54
;-n % BH -3.08 0.04 0.54
% BSS 1.23 0.83 1.19
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x10°
f Bulunan (x + ss) 9.10x1071.09x10® | 9.48x10°+8.56x10® | 9.55x10°+1.04x10°
E | % GeriKazanm 96.82 100.84 101.53
é‘n % BH -3.17 0.84 1.53
% BSS 1.19 0.90 1.09
& | Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x107
E Bulunan (x+ss) | 9-12x107£1.10x10° | 9.43x10%:7.92x10° | 9.54x10+1.20x10°°
l: | % Geri Kazanim 97.00 100.34 101.42
z" % BH -3.00 0.34 1.42
& | o Bss 1.21 0.84 1.26

n: Deney sayisi, x : Ortalama, ss: Standart sapma, % BH: % Bagil hata
% BSS: % Bagil standart sapma
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Cizelge 22. Kandesartan Sileksetilin Lansoprazole Karsi Kapiler Elektroforez Yontemi ile

Dogruluk Verileri
KSSL/LNS KSSL/LNS KSSL/LNS
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10°° 9.40x107
© | Bulunan (x+ss) | 9-35x107x1.28x10° | 9.46x10°:6.02x10™ | 9.56x10°+1.14x10°°
g’ % Geri Kazanim 99.48 100.61 101.61
f;” % BH -0.51 0.61 1.62
% BSS 1.37 0.63 1.19
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x107
’,f Bulunan (x + ss) 9.30x107+1.22x10® | 9.43x10°+5.04x10® | 9.40x107%+1.07x10°
= % Geri Kazanim 98.91 100.24 100.62
;-D % BH -1.08 0.24 0.62
% BSS 1.31 0.53 1.13
Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x10°°
‘fz Bulunan (x+ss) | 9-18x107£9.68x10° | 9.41x10°+8.73x10° | 9.37x10°+1.29x10°
E % Geri Kazanim 97.62 100.09 99.63
é‘n % BH -2.37 0.09 -0.36
% BSS 1.05 0.92 1.37
& | Eklenen (M) 9.40x107 9.40x10° 9.40x10°
":l; Bulunan (x + ss) 9.28x107+1.33x10° | 9.43x10°+6.70x10® | 9.46x107°+1.35x10°°
l:' % Geri Kazanim 98.67 100.32 100.63
z" % BH -1.33 0.32 0.63
& | o Bss 1.43 0.71 1.43
n: Deney sayist, X Ortalama, ss: Standart sapma, % BH: % Bagil hata
% BSS: % Bagil standart sapma

KS ve KSSL igin kalite kontrol standartlar1 ve iki farkli IS kullanilarak yapilan
degerlendirmeler sonucunda, 9.57 x 107 M KS ve 9.40 x 107 M KSSL
derisimlerine karsilik gelen ¢ozeltilerde % geri kazanim degerleri % 96 - 104
aralifinda elde edilmigtir. Bu durum kullamlan seyreltik ¢6zelti derisimlerinde
detektér duyarlilifima karsilik gelen ve beklenilen bir sonuctur. Buna kargin
belirtilen diger tim derisim degerlerinde % 100 dolaymda geri kazamim ve %
2’nin altinda BSS degerleri elde edilerek giin i¢i ve giinler arasi kosullarda iyi bir
dogruluk ve kesinlige sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Matriks ortamina standart KSSL’nin c¢esitli derigim diizeylerinde eklemeler
yapilarak ilag formunda yapilacak deneylere temel olusturmak tizere ydntemin
dogrulugu incelenmigtir. 9.41 x 107 M, 9.41 x 10° M ve 9.41 x 10° M KSSL
iceren c¢ozeltiler tablet inaktif icerifini olugturan ve 1.4 mg magnezyum stearat,
79.8 mg laktoz, 6.3 mg nisasta, 18.2 mg karboksi metil seliiloz, 6.4 mg poli etilen
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glikol ve 11.9 mg talktan olusan matriks ortamina eklenmistir. Bu ¢ozeltilere son
derisimleri sirasiyla 2.01 x 10° M ve 1.47 x 10” M olacak sekilde MTP ve LNS
eklenerek 3 farkli derisim diizeyinde hazirlanan c¢ozeltiler, 6 kez analiz edilerek
istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir. KSSL eklenmemis matriks ¢6zeltisinin
elektroferogrami Sekil 38b’de verilmektedir. Elde edilen sonuglar Cizelge 23°te
sunulmaktadir.

Cizelge 23. Matriks Ortamima Eklenen Kandesartan Sileksetilin Kapiler Elektroforez
Yoéntemi ile Dogruluk Verileri

&| Eklenen (M) 9.40 x 107 9.40x 107 9.40x 107

i‘:/ Bulunan ( X + ss) 9.55x107+1.25x10° | 9.44x10°+6.29x10®° | 9.65x107°+1.14x10°°
g % Geri Kazanim 101.56 100.43 102.68

2| % BH 1.56 0.43 2.68

% % BSS 1.31 0.67 1.19

o| Ellenen (M) 9.40x 107 9.40 x 10°° 9.40x 107

é Bulunan (X +55) 9.61x107+8.43x10° | 9.36x10%+6.35x10° | 9.51x107°+1.06x10°
%’ % Geri Kazanim 102.25 99.49 101.11

§ % BH 2.25 -0.51 1.11

™| o BSS 0.88 0.68 1.12

n: Deney sayist, x : Ortalama, ss: Standart sapma, % BH: % Bagil hata

% BSS: % Bagil standart sapma

Ticari olarak pazarlanan tabletlerin sadece KSSL icermesi nedeniyle matriks
ortamindaki dogruluk calismasinda KS kullamilmamigtir. Matriks ortamima 3
farkli derigim diizeyinde eklenen KSSL igerigi ile elde edilen sonuglar iki farkl: IS
ile kullanilarak degerlendirildiginde % 100 dolayinda geri kazanim ve % 2’nin
altinda BSS degerleri elde edilmistir. Ayrica elde edilen piklerin, standartlarin
sahip oldugu karakteristikleri tasidifi ve matriks ortamindan kaynaklanan bir
girisim meydana gelmedigi gériilmiistiir. Onerilen yontemin matriks ortammnda da
cesitli derisim diizeyleri i¢in iyi bir dogruluk ve kesinlie sahip oldugu
sOylenebilir.

Secicilik

KE yonteminin segiciligini gdstermek amaci ile elektroferogramda birbirine en
yakin iki pik olan olan KSSL ve LNS pikleri i¢cin Rs degeri hesaplanmigtir.
Cizelge 24’te verilen bu degerin Rs > 2 oldugu goriilmektedir. Ayrica Sekil 38¢
ve 38d’de matriksin herhangi bir girisime neden olmadig goriilmektedir.

Hesaplanan Rs degeri ve matriksin girisim yapmamasi ile literatiirde belirtildigi
sekilde KE yonteminin segiciligi ve 6zgiinliigii gosterilmigtir (ICH, 2005).

Sistem uygunluk testleri

KE yonteminin sistem uygunluk testleri N, Rs, k' ve o parametrelerinin
hesaplanmasi ile gosterilmistir. N degeri, tiim standart maddeler igin
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hesaplanmistir. Rs degeri, elektroferogramda birbirine en yakin iki pik olan KSSL
ve LNS pikleri i¢in hesaplanmustir. k' degeri, 61t hacmin belirdigi dakikaya en
yakin zamanda gelen pik olan MTP piki i¢in hesaplanmistir. o degeri ise hem
KSSL ve KS i¢in, hem de KS ve DIC i¢in ayr1 ayr hesaplanmistir. Parametreler
icin bulunan degerler Cizelge 24°te sunulmaktadir.

Cizelge 24. Kapiler Elektroforez Yénteminin Sistem Uygunluk Testleri

KSSL KS DIC MTP
N 31373 37066 39932
Rs 2.85 7.27
k' 15.45
a 1.48 1.23
N: Teorik tabaka sayisi, Rs: Ayirim giicti, k': Kapasite faktorii, o: Segicilik
faktorii

Cizelge 24°te verilen degerlerin hépsi, N>2000, Rs> 15 k>2vea>1
seklinde kabul edilen kriterleri saglamaktadir (Shabir, 2003) ve bdylelikle
gelistirilen KE yonteminin sistem uygunlugu gosterilmistir.

Kapiler elektroforez ile kandesartan sileksetil iceren tabletlerde miktar tayini

Geligtirilen KE yonteminin KSSL acisindan uygulanabilirli§ini gdstermek
amaciyla, KSSL’ nin farmasé6tik preparatindan analizi gergeklestirilmistir. Bunun
icin yerel eczanelerden saglanan ve 8 mg KSSL icerdigi bildirilen Ayra®
(Sanovel, Tiirkiye) tabletleri analiz edilmigtir.

Analiz i¢in 10 adet tablet tartilmis ve ortalama tablet agirligi 132.20 mg olarak
bulunmustur. Daha sonra bu tabletler havanda toz edilmis ve bir tablete esdeger
agirhk tartilmastir. Bu tartim, metanolde ¢oziildiikten sonra 10 dk stireyle
ultrasonik banyoda bekletilmis ve ¢6zelti 5000 rpm’de 10 dk santriflyj edilmistir.
Siipernatandan gerekli miktarlarda alinarak metanol ile KSSL’nin son derigimleri
sirasiyla 940 x 10° M, 9.40 x 10° M ve 9.40 x 107 M olacak sekilde
seyreltilmistir. Her derisime ait ¢6zelti 6 kez analiz edilmis ve her iki IS’ye gore
istatistiksel ~ degerlendirmeler yapilmigtir. Elde edilen tablet c¢ozeltisi
elektroferogrami Sekil 38b’de ve istatistiksel degerlendirme sonuglari Cizelge
25°te verilmektedir.
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Sekil 38. a: Standart Cozelti, b: Ticari Tablet Cozeltisi, c: Sentetik Tablet Cozeltisi

d: Matriks Elektroferogramlari
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Cizelge 25. Kandesartan Sileksetil Iceren Tabletlerde Kapiler Elektroforez ile Miktar Tayini

Sonuglari
KSSL/MTP KSSL/LNS
Derisim Bulunan KSSL % Geri Bulunan KSSL % Geri
(M) (mg) Kazanim (mg) Kazanim

X (n=6) 8.46 105.75 8.29 103.63

§§ 0.088 1.099 0.059 0.732
9.40x10°7

% BSS 1.039 1.039 0.707 0.707

GA (% 95) 8.46 + 0.07 105.75+ 0.90 8.29+0.05 103.63 % 0.60

X (n=6) 8.15 101.86 8.10 101.27

ss 0.081 1.016 0.043 0.536
9.40x10°¢

% BSS 0.997 0.997 0.530 0.530

GA (% 95) 8.15+0.06 101.86 + 0.83 8.10+0.03 101.27 + 0.44

X (n=6) 8.36 104.52 8.18 102.24

§§ 0.054 0.676 0.072 0.899
9.40x10°°

% BSS 0.647 0.647 0.879 0.879

GA (% 95) 8.36+ 0.04 104.52 £ 0.55 8.18 +0.06 102.24 + 0.74

x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, GA: % 95 olasilikla giiven aralig1

Sekil 38b’den goriildiigli gibi tablet ¢ozeltisi analizinde KSSL piki standart KSSL
elektroferograminda elde edilen pik karakteristiklerini tasimaktadir ve matriks
bilesiminden kaynaklanan bir girisim gozlenmemistir. Cizelge 25°te verilen
sonuglar % KSSL icerigi bakimindan USP XXIV’te belirtilen sinirlar i¢erisinde
bulunmaktadir.

Kandesartan sileksetil iceren tabletlerde ultra viyole spektrofotometri yontemi
ile miktar tayini ve kapiler elektroforez yontemi ile sonuclarin karsilastiriimasi

KSSL iceren ticari tabletlerdeki miktar tayininde KE yontemi ile elde edilen
sonuglarin karsilastirilmas: icin UV  spektrofotometri yontemi kullaniimistir.
Yontemler bolimiinde ifade edildigi gibi ¢alisma dalga boyu olarak 214 nm
secilmis ve kor olarak metanol ortami tercih edilmigtir. UV spektrofotometrik
yontemde segicilik parametresini de gostermek amaciyla standart ekleme teknigi
kullanilarak analizler gergeklestirilmistir. Tablet ¢Ozeltisine eklenen standart
KSSL derisimlere karsi1 okunan absorbans degerleri arasinda dogrusal bir iligki
elde edilmis ve buna ait grafik ve ilgili esitlik Sekil 39’da sunulmustur. Cizelge
26°da ise eklenen standart KSSL miktarlar igin elde edilen dogruluk ve kesinlik
verileri sunulmaktadir.

75



Absorbans

y=51237x + 0.288

r ¢ T T U T 1

8x10°  -6x10° -4x10° -2x10% 0O 2x10°  4x10°  6x10°  8x10°®
Derisim (M)

Sekil 39. Ultra Viyole Spektrofotometrik Yontemde Standart Ekleme Teknigi ile Elde Edilen
Kalibrasyon Grafigi

Cizelge 26. Ticari Tabletlere Eklenen Standart Kandesartan Sileksetil I¢in Elde Edilen
Dogruluk ve Kesinlik Verileri

Eklenen KSSL (M) Bulunan KSSL (mg) % Geri Kazanim
X (n=5) 15.58 101.57
P sS 0.15 0.96
1.69 x 10
% BSS 0.95 0.95
GA (% 95) 15.58 £0.92 101.57+0.14
X (n=5) 30.96 99.88
] ss 0.26 0.85
3.38 x 107
% BSS 0.85 0.85
GA (% 95) 30.96 + 0.81 99.88 + 0.25
X (u=5) 46.26 99.50
s ss 0.27 0.58
5.07 x 10°
% BSS 0.58 0.59
GA (% 95) 46.26 % 0.55 99.50 + 0.26
X (n=5) 62.07 100.11
p sS 0.34 0.55
6.77 x 10
% BSS 0.55 0.55
GA (% 95) 62.07+0.53 100.11 £0.33
x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, GA: % 95 olasilikla giiven aralig1

Cizelge 26°da goriildiigti gibi, UV spektrofotometri yontemi ile standart ekleme
teknigi kullanilarak gerceklestirilen analiz sonuglarinda da eklenen 1.69 x 107-
6.77 x 10° M araligindaki her derisim icin yapilan bes 6lgiim sonucu ve ilgili
istatistiksel degerlendirme sonuglarma goére % 100 diizeyinde geri kazanim ve %
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2’nin altinda % BSS degerleri bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, UV
spektrofotometrik yontemin iyi bir dogruluk ve kesinlige sahip oldugu
sOylenebilir. Ayrica UV spektrofotometri yontemi ile yapilan analizde, farmasétik
preparatta bulunan yardimeci maddelerin herhangi bir etkilesime neden olmadig:
ve bu nedenle yontemin segici oldugu da sSylenebilir.

KSSLnin farmasotik preparati olan tabletlerinde miktar tayini i¢in kullanilan UV
spektrofotometri ve KE yontemleri karsilagtirilmistir (Glindtiz, 1998). Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 27°de verilmistir.

Cizelge 27. Kandesartan Sileksetil Iceren Tabletlerin Analizinde Kullamlan Yéntemlerin

Karsilastirilmasi

v KE
¥ (n=6) 8.15 817
ss 0.081 0.072
% BSS 0.994 0.881
t hesap 0.68
t (abto (Y0 95 icin ny+ny-2) 2.23
varyans 0.00656 0.00518
F oran 1.27
F tabto 5.05
x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 27°de goriildiigii gibi, yontemler i¢cin hesaplanan t ve F degerleri, kritik t
ve F degerleri ile karsilastirildiginda, % 95 giiven diizeyinde ortalama KSSL
icerigi ve karsilastirilan yontemlerin kesinlikleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 s6ylenebilir.

Diklofenak sodyumun kapiler elektroforez ile analizi

Farmakokinetik ¢alismalarda KS ile DIC’in ilag etkilesmeleri incelenecegi i¢in
analiz edilecek Orneklerde DIC de bulunacaktir. Dolayisiyla drneklerin KE ile
analiz edilebilmesi amaci ile KS ve KSSL i¢in gelistirilen kapiler elektroforetik
sisteme DIC de eklenmistir. 15 mM borat, % 10 (h/h) metanol igeren, pH’1 8.50
olan ¢aligma tamponunda, 25 kV potansiyel ve 1 sn enjeksiyon siiresi ile DIC’in
4.6 dk, MTP’nin 2.4 dk ve LNS’nin de 3.4 dk gb¢ zamanima sahip oldugu
gbzlenmigstir. DIC’in gé¢ zamani, IS’lerin g6é¢ zamam ile ¢akismadigi i¢in ¢ift IS
kullanma gerekliligi bu asamada ortadan kalkmistir. Calismanin bu agamaya kadar
olan kisminda MTP’nin, LNS’ye goére daha kararli davranmasi nedeniyle,
calismanin geri kalan kisminda IS olarak MTP’nin kullanilmasina karar
verilmistir. Bu kosullarda, 6.01 x 10° M KS, 4.6 x 10° M DIC, 2.14 x 10° M
MTP ve 1.48 x 10° M LNS iceren bir cézeltiye ait elektroferogram Sekil 39°da
verilmektedir. Bu kosullarda DIC icin elektroforetik hareketlilik — 2.48 x 10™
cm?/sn.V olarak hesaplanmustir.
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Sekil 40. Diklofenak Sodyum’un Kapiler Elektroforez Yéntemi ile Analizi

Burada gelistirilen yontem DIC’in kapiler elektroforetik tayini icin incelenen
calismalardan Jin ve Zhang’in (2000) yaptiklar1 ¢alismaya gore daha kisa, Prost
ve Thormann’in (2003) yontemi ile ise aymi gb¢ zamanina sahiptir. Ancak
calismada elektrokimyasal detektér kullanildig: i¢cin yontemin saptama sinir1 son
derece diisiik bulunmustur. Zinellu ve ark. nin (2005) yaptiklart ¢alismada ise go¢
zamani burada gelistirilen yonteme gore daha kisadir ancak, ¢calismada daha kisa
bir kapiler ile ayirim gerceklestirilmigstir. Ayrica incelenen bu calismada diyot
dizisi detektér kullanilmis ve bulunan tayin ve saptama sinulari, burada
gelistirilen yontemin KS ve KSSL i¢in hesaplanan tayin ve saptama siirlarina
yakin diizeydedir. Kone¢ny ve ark., (2007) tarafindan gergeklestirilen analizde ise
DIC analizinin gergeklestirilebilmesi i¢in ortama SDS eklenmis ve DIC’in gb¢
zamaninin 10 dk oldugu belirtilmistir. Burada yapilan DIC analizinde ise ortama
herhangi bir misel olusturucu ajan eklenmesine gerek duyulmamis ve bu kosullar
altinda DIC’in 4.6 dk gd¢ zamanina sahip oldugu gézlenmistir.
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Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

KS ile DIC’in ila¢ etkilesmelerinin incelenebilmesi icin gelistirilen KE y6ntemini,
karsilagtirmak amaciyla YPSK kullamilmistir. YPSK yontemi ile KS, DIC ve IS
olarak MTP’nin kullanildig1 bir analiz gerceklestirilmistir.

KE yontemi ile DIC analizi gerceklestirildiginde, DIC’in IS’lerle ¢cakigmadig: ve
bu nedenle tek IS kullanilmasimn yeterli olacag goriilmiistiir. MTP nin ¢dziicti
sisteminin LNS’ye gore daha basit olmasi, kapiler elektroforetik analiz siiresince
LNS’ye oranla daha kararli davranis gostermesi ve asagida anlatilan sekilde
segilen dalga boyunda floresans vermesi nedenleri ile YPSK y6nteminde IS olarak
MTP segilmistir.

Optimizasyon asamasinda 6.90 x 10° M KS, 6.96 x 10 M DIC ve IS olarak 7.84
x 10°® M MTP igeren standart bir drnek kullamlmgtir.

Optimizasyon

KE yonteminde detektér olarak UV detektér kullamldigi icin YPSK ile
optimizasyon ¢alismalarina da UV detektor ile baslanmistir. KE’de 214 nm olarak
belirlenen dalga boyu, YPSK ic¢in de denenmis ve standart drnek analiz edilmistir.
Bu dalga boyunda maddelerin absorbsiyonunun biiyiik olmasina kargin maddelere
ve IS’ye ait pik alanlarinin kiiciik oldugu gézlenmistir. Bunun nedeni hareketli
fazin icerdigi metanol miktarmin % 50 (h/h) diizeylerinde olmasi ve metanolden
kaynaklanan UV cut-off etkisidir. UV cut-off etkisinden kurtulabilmek i¢in 254
nm dalga boyu uygulanmistir. B6ylelikle hareketli fazdaki metanoliin gegirgenligi
artmis ve maddelerin UV absorbsiyonlar1 arttirilarak pik alanlari biiylitiilmeye
caligilmigtir. Ancak, 254 nm’de KS’nin ¢ degerinin biiyiik olmasina karsin DIC ve
MTP’nin ¢ degerlerinin ¢ok kiiciik olmas: nedeniyle 10° M diizeyindeki
maddelerin, kromatogramda istenen pik alanlar elde edilememistir. Sonug olarak,
UV detektérle 214 ve 254 nm dalga boylarinda elde edilen verilerin analize uygun
olmamasi nedeniyle ¢alismada floresans detektor kullanilmasina karar verilmistir.

Literatiirlerden yararlanilarak belirlenen bazi dalga boylarinda floresans detektor
ile standart 6rne§in analizi yapilmistir. Bunun igin floresans detektor, dalga
boylari, sirasiyla uyarma ve yayma dalga boylari olmak tizere, 250 nm-380 nm
(Nie ve ark., 2005), 225 nm-310 nm (Albers ve ark., 2005), 290 nm-360 nm
(Baeyens ve ark., 1995; Leucuta ve ark., 2004), 260 nm-390 nm (Cagigal ve ark.,
2001) ve 275 nm-310 nm’ye (Kim ve ark., 2000) ayarlanarak c¢alisiimistir.
Incelenen maddeler ve IS icin en uygun pik morfolojileri, uyarma dalga boyunun
290 nm ve yayma dalga boyunun 360 nm oldugu kosullarda gézlenmistir.

Calismada kullanilacak detektor belirlendikten sonra ayirimin gergeklestirilecegi
kolon arastirilmastir. Bu amagla Cg (2.1 mm i¢ ¢ap, 10 cm uzunluk, 3 pm partikiil
cap1) ve Cig (3 mm ic¢ ¢ap, 15 cm uzunluk, 5 um partikiil ¢cap1) kolonlara standart
O6mek enjekte edilmigtir. Cg kolon ile yeterli ayirim saglanamadigi i¢in calismada
Cig kolon kullamlmasina karar verilmistir.

Hareketli faz iceriginin belirlenebilmesi i¢in 6ncelikle analiz edilecek bilesenlerin
icerdikleri azot yapist nedeniyle olusabilecek olas1 pozitif yiiklenmeleri
engellemek amaciyla pH 3.50 ortaminda % 0.01 (a/h) 1-HSA hareketli faza
eklenmigtir. Analiz sirasinda bilesenlerin {izerinde olusabilecek pozitif yiikler,
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negatif yiiklii silanol gruplar1 ile etkilesip kuyruklanmalara, dolayisiyla pik
morfolojilerinin bozulmasina neden olmaktadir.

Bu asamadan sonra kullanilacak organik ¢6ziicii ve oram arastirilmigtir. KS ve
DIC metanolde ¢oziildiigii icin hareketli faz bilesiminde organik c¢6ziicli olarak
metanolin  bulunmasina karar verilmistir. Kullanilacak uygun oranin
belirlenebilmesi i¢in asetik asit ile pH’lar1 3.50 olacak sekilde ayarlanmis ve %
0.01 (a/h) 1-HSA igeren hareketli faz ¢ozeltisi % 70, % 65, % 60, % 55 ve % 50
(b/h) metanol icerecek sekilde hazirlanarak KS, MTP ve DIC iceren Grnekler
sisteme enjekte edilmistir. % 60 (h/h) ve iizeri metanol iceren hareketli faz
bilesimlerinde KS ve MTP’nin birbirinden aynlmadigi gézlenmistir. % 50 ve %
55 (h/h) metanol iceren hareketli fazlar ile tiim maddelerin ayirimi saglanmig
ancak alikonma zamanlarinin arttigt goézlenmisti. Hem KS ile MTP’nin
ayrilmasini saglamak hem de alikonma zamanlarmi kabul edilebilir diizeye
cekebilmek amaci ile % 57 (b/h) metanol iceren hareketli faz sistemi hazirlanmig
ve standart ornek sisteme enjekte edilmistir. Bu kosullar altinda uygun goéc
zamanlar: ve diizgilin pik morfolojileri elde edilmesi nedeni ile hareketli faz
bilesiminde % 57 (h/h) oraninda metanol olmasina karar verilmistir.

Sonug olarak 20 pL. hacimde enjekte edilen 6rneklerin, pH 3.50, % 0.01 (a/h) 1-
HSA iceren % 57 (h/h) metanol ¢dzeltisi olarak belirlenen hareketli faz sistemi ile
1 mL/dk akis hizinda ve izokratik eliisyonla aymrimi gerceklestirilmistir.

Bu kosullar altinda alinan bir kromatogram Sekil 41°de sunulmaktadir.

154 KS

104

MTP

D

0 5 10 15 min

Sekil 41. Maddelerin Optimum Kosullarda Elde Edilen Kromatogrami
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Belirtilen kosullar altinda KS 4.61+0.03 dk, DIC 16.48+0.11 dk ve MTP
2.53+0.02 dk alikonma zamanina sahiptir. Gelistirilen yontem ile elde edilen N
degerleri KS icin 17400, DIC i¢in de 40986 olarak bulunmugtur.

KS igin 4.61 dk olan alikonma zamam degeri, IS olarak kullamilan MTP, KS ve
DIC’in aym anda tayini ve 1-HSA iceren hareketli faz bilesimine daha &nce
yapilan c¢alismalarda rastlanmamigtir. Bu bakimdan gelistirilen YPSK yontemi
orijinallik tagimaktadir.

KS i¢in elde edilen alikonma zaman, literatiirlerle karsilastirildiginda Nie ve ark.
(2005), Stenhoff ve ark. (1999), Gonzdlez ve ark. (2002), Miyabayashi ve ark.
(1996) ve Lee ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen y6ntemlere gére daha kisadir.
DIC i¢in gézlenen alikonma zamani Baeyens ve ark. (1995) ve Kumar ve ark.
(2002) tarafindan gelistirilen yontemlere daha uzun ancak, Bort ve ark. (1999)
tarafindan yapilan analize gére daha kisadir.

Validasyon

Optimum kosullar belirlendikten sonra YPSK yonteminin gegerliliginin
goOsterilebilmesi amaciyla kararlilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, duyarlilik,
tutarlilik, saglamlik, dogruluk ve segcicilik parametreleri incelenmistir. Sistemin
uygunlugunu gostermek amaciyla N, Rs, k' ve a parametreleri hesaplanarak
sistem uygunluk testleri yapilmistir.

- Kararlilik

Gelistirilen YPSK yo6nteminde kullanilan standart maddelerin kararliliklari, taze
¢ozelti ile aliminyum folyoya sarili halde +4 °C’de 24 saat ve 1 ay bekletilen
cozeltiler karsilastirnlarak incelenmistir. Taze hazirlanan ¢ozelti ile 24 saat ve 1 ay
bekletilen ¢ozeltilerin, MTP’ye karsi hesaplanan PNO degerleri kullanilarak
yapilan istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 28°de verilmistir.

Cizelge 28. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi ile Kandesartan ve
Diklofenak Sodyumun Kararhilik Verileri

KS/MTP DIC/MTP

} (n=3) 4.96 0.32
Taze cozelti | ss 0.023 0.005

% BSS 0.48 1.53

x (n=3) 4.95 0.32
24 saat ss 0.009 0.005

% BSS 0.19 1.75

x (n=3) 4.96 0.32
1ay ss 0.025 0.05

% BSS 0.51 1.63
x: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

Friedman testine goére yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda
ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu ve P degerlerinin 0.05’ten oldukga
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biiyiik oldugu bulunmustur. Kesinligi gosteren % BSS degerleri ise % 2’nin
oldukca altindadir. KSSL. ve KS’nin 1 ay boyunca +4 °C’de ve aliiminyum
folyoya sarili halde kararli olduklart s6ylenebilir. Caligmada kullanilan standart
maddelerin analiz siireleri diginda aliiminyum folyoya sarili halde +4 °C’de
saklanmalarina karar verilmistir.

Dogrusallik

Yontemin dogrusalligimin incelenmesi icin KS’nin 5.69 x 10° — 1.04 x 10° M
araligindaki 13 ¢dzeltisi ile DIC’in 5.73 x 107 — 5.22 x 10 M araligindaki 15
cozeltisinin enjeksiyonlar1 yapilmistir. KS i¢in 1.14 x 108 -1.46 x 10 * M aralig,
DIC icin de 3.67 x 107 — 3.91 x 10° M arahigimn yéntem i¢in dogrusal oldugu
bulunmustur. Belirtilen araliklarda KS ve DIC igin IS olarak kullanilan MTP’ye
karsi, PNO dikkate alinarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 29°da
sunulmustur.

Cizelge 29. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Dogrusallik Verileri

KS/MTP DIC/MTP
11007838 55699
b 0.00 0.02
r 0.9999 0.9992
a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

KS igin 1.14 x 10® — 1.46 x 10 ® M, DIC icin de 3.67 x 107 = 3.91 x 10° M
aralign dikkate alinarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda,
yontemin, belirtilen derigim araliklarinda yiiksek korelasyon katsayili dogrulara
sahip oldugu gorilmiistiir. KS ve DIC ig¢in, IS olarak MTP’nin kullamldig:
yontemin dogrusallik incelemesine ait grafikler sirasiyla Sekil 42 ve 43’te
sunulmustur.
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Sekil 42. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yonteminin Kandesartan Icin
Dogrusalli@inin Grafiksel Gosterimi

DIC/MTP
0,25
0,20
2.5‘ 0,15
0,10
5 209/
)
2 154 o s
g
N
E
g 1.04 y =55725% +0.02
Z,
o
& 0.5
0.0 : . . .
0 1x10°7 2x107 3x107 4x10°
Derisim (M)

Sekil 43. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Diklofenak Sodyum I¢in
Dogrusalliginin Grafiksel Gosterimi

YPSK yontemi ile gerceklestirilen analizlerde KS’nin 1.14 x 108 -1.46x10°M
ve DIC’in de 3.67 x 107 - 3.91 x 10™ M araliginda dogrusal oldugu gézlenmistir.

Yontemin dogrusal oldugu araliktan yola ¢ikilarak hazirlanan KS’nin 4.85 x 10% -
1.04 x 10 M ve DIC’in 4.89 x 107 — 1.04 x 10 M araligindaki 6 ¢6zeltisinden
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olusan ve her bir ¢dzeltinin 1.18 x 10° M derisimde MTP icerdigi, 3 kalibrasyon
seti, 3 farkli giinde analiz edilerek giin i¢ci ve gilinler arasi istatistiksel
hesaplamalar1 yapilmistir. Sekil 44’te bu kalibrasyon setlerinden biri
goriilmektedir.

Sekil 44. Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi Yonteminin Giin I¢i Kalibrasyon
Analizlerinden Birinin Grafiksel Gosterimi

Kalibrasyon setleri ile ilgili olarak yapilan giin i¢i ve glinler arasi hesaplamalar
Cizelge 30°da sunulmaktadir.
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Cizelge 30. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Kalibrasyon Verileri

Giin Ici Giinler Arasi
I. giin IL giin III. giin Tiim Giinler
(n=6) (n=6) (n=6) (0=18)
a 38690 38950 39310 38980
b 0.0046 0.0006 0.0028 0.0027
r 0.9998 0.9999 0.9998 0.9997
% ssa 486 362 547 1070
® ssb 0.0027 0.0020 0.0028 0.0061
h Sy.x 0.0041 0.0016 0.0024 0.0041
GSa (% 95) + 1320 + 1025 +1035 + 1530
GSb (% 95) + 0.004 +0.0006 +0.0028 +0.0160
a 4566000 4595000 4560000 4601000
b 0.0042 -0.0018 -0.0138 -0.0252
r 0.9995 9.9998 0.9997 0.9996
g ssa 65010 35260 61651 115752
§ ssb 0.0337 0.0183 0.0319 0.0646
= Sy.x 0.0313 0.0174 0.0231 0.0426
GSa (% 95) + 167500 + 90500 + 158500 + 243600
GSb (% 95) 1+ 0.0865 +0.0468 +0.0820 +0.1371
a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi, ss a: Egimin standart sapmasi,
ss b: Kesimin standart sapmasi, Sy.x: Kalibrasyon egrisinin standart sapmasi,
GSa: % 95 olasilikla egimin giliven araligi, GSb: % 95 olasilikla kesimin gliven
aralig1

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler ile, kalibrasyon setlerinin, giin i¢i ve giinler
arasinda yiiksek korelasyon katsayil1 kalibrasyon esitlikleri verdigi goriillmistiir.

Gelistirilen YPSK yontemine ait kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisinin
onem kontrolii ve dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel
degerlendirmeler Cizelge 31 ve 32’de verilmektedir. Korelasyon katsayisinin
onem kontrolii ve dogrusalliktan ayrilis 6nem kontroliine ait istatistiksel
hesaplamalar Ek-1"de sunulmustur.
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Cizelge 31. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yéntemine Ait Kalibrasyon Egrisinin
Korelasyon Katsayisinin Onem Kontrolii

KS/MTP DIC/MTP
n 6 6
r 0.9940 0.9954
Sr 0.0387 0.0339
t hesap 25.72 29.41
t b 2.78 2.78
n: Deney sayisi, r: Korelasyon katsayisi, Sr: Korelasyon katsayisinin standart
hatas1

Korelasyon katsayisinin énem kontrolii i¢in yapilan istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda, hesaplanan t degerinin tablodan bulunan t degerinden biiyiik oldugu
ve bu nedenle kalibrasyon egrisi i¢in bulunan r degerinin tesadiifi olmadig1
gOrilmiistiir.

Cizelge 32. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi Yontemine Ait Kalibrasyon Egrisinin
Dogrusalhiktan Ayrihis Onem Kontrolii

KS/MTP DIC/MTP
RKT 15.61 0.13
YOAKT 15.70 0.13
RAKT 9.43x 107 6.15x 107
RAKO 2.36x 10~ 1.54x 10™
RKO 15.61 0.13
F hesap 6.61x 10° 8.65 x 107
F b0 771 7.71
RKT: Regresyon kareler toplami, YOAKT: Y ortalamadan ayrilis kareler
toplami, RAKT: Regresyondan ayrilig kareler toplami, RAKO: Regresyondan
ayrilis kareler ortalamasi, RKO: Regresyon kareler ortalamasi

Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii i¢in yapilan hesaplamalar sonucunda
bulunan F degerinin, tablodan bulunan F degerinden biiyiik oldugu goriilmiis ve
dolayist ile derisim ile detektor yanitt arasindaki iligkinin dogrusal olduguna karar
verilmigtir.

Tekrarlanabilirlik

Yéntemin kesinliginin belirlenmesi asamasinda 1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M
DIC ve 1.18 x 10° M MTP igeren 3 grup ¢ozeltinin, 3 farkli giinde 6 kez
enjeksiyonu yapilmistir. Bu gruplardan birine ait giin i¢i 6 enjeksiyonun grafigi
Sekil 45’te sunulmaktadir.
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Sekil 45, Yiiksek Performangy Sivi Kromatografis
Grafiksel Gésterimi

3 giin siiresine

Cizelge 33°t¢ g

I Yonteminin Giip Ici Kesinliginin

€ Yapilan top

lam 18 enjeksiyon
unulmaktadyy.

a ait istatistikse] degerlendirmeler
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Cizelge 33. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Kesinlik ve Dogruluk

Verileri
KS/MTP DIC/MT?P
; 7.576 0.197
%‘ sS 0.121 0.003
=
= | %BSS 1.60 175
o
= % BH 3.12 2.90
GA (% 95) 7.576 £ 0.099 0.197 £ 0.003
)—C 7.387 0.193
? ss 0.131 0.002
=
= % BSS 1.78 1.40
Bo
= % BH 2.44 2.12
GA (% 95) 7.387 £+ 0.108 0.193 £ 0.002
; 7.446 0.197
S |ss 0.094 0.003
=
S % BSS 1.26 1.39
[=1]
= % BH 3.17 3.15
GA (% 95) 7.446 + 0.077 0.197 £ 0.002
= ; 7.470 0.196
=
I ss 0.136 0.003
Hod
= % BSS 1.82 1.76
)
E % BH 2.92 2.73
=
=
GA (% 95) 7.470 = 0.056 0.196 & 0.001
n: Deney sayisi, x: Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, % BH: % Bagil hata, GA: % 95 olasilikla giiven aralig1

Cizelge 33 incelendiginde gelistirilen yontemin giin i¢i ve glinler arast % BSS
degerlerinin % 2’den kiigiik oldugu ve dolayisiyla yiiksek kesinlige sahip oldugu
sOylenebilir. Belirtilen derisim diizeylerinde dogrulugun degerlendirilmesi igin
yapilan hesaplamalarda bulunan degerler % bagil hata cinsinden ifade edilmistir
ve bu degerler literatiirde verilen sinirlarin oldukea altindadir (Shabir, 2003).

Cihaz tekrarlanabilirliginin incelenmesi i¢in hazirlanan 1.29 x 10° M KS, 3.91 x
10° M DIC ve 1.18 x 10° M MTP igeren standart 6rnek, 10 kez sisteme enjekte
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edilmigtir. Elde edilen sonuglarin birbirine yakinligi, PNO kullanilarak
degerlendirilmig ve yapilan hesaplamalar Cizelge 34’te verilmistir.

Cizelge 34. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihazinin Tekrarlanabilirlik Verileri

KS/MTP DIC/MTP
; (n=10) 7.490 0.195
ss 0.051 0.003
% BSS 0.69 1.58
GA (% 95) 7.490 + 0.029 0.195+0.001
n: Deney sayisi, x: Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma, GA: % 95 olasilikla gliven aralig1

YPSK cihazinin tekrarlanabilirligi igin yapilan istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda % 2’nin altinda % BSS degerleri bulunmus ve cihaz kesinligi
gosterilmigtir.

Duyarlhilik

YPSK yénteminin LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in Egitlik 1 ve 2
kullanilmigtir. Cizelge 35°’te yontemin hem KS hem de DIC’in, MTP’ye kars: PN
oranlar1 kullanilarak hesaplanan LOD ve LOQ degerleri sunulmaktadir.

Cizelge 35. Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi Yonteminin Gézlenebilme ve Alt Tayin

Sinirlari
KS/MTP DIC/MTP
LOD (M) 1.72x10°® 2.46x107
LOQ (M) 5.22x10° 7.47x107
LOD: Gézlenebilme sinirt, LOQ: Alt tayin sinir1

Gelistirilen YPSK yonteminin duyarlilig literatiirlerle karsilagtirildiginda KS i¢in
bulunan LOD degerinin Lee ve ark. nin (1995) idrar 6rnekleri i¢in gelistirdikleri
yontemden daha diisiik oldugu gorulmistiir. DIC agisindan karsilastirildiginda
yontem, Baeyens ve ark. nin (1995) gelistirdigi yonteme goére ¢ok daha duyarlidir.
Geligtirilen yontem, KS i¢in yapilan diger ¢aligmalarla (Stenhoff ve ark., 1999;
Gonzélez ve ark., 2002; Miyabayashi ve ark., 1996; Nie ve ark., 2005)
karsilastirildiginda daha az duyarli olmakla birlikte KS ve DIC’in birlikte
analizinin gerceklestirilmesi acisindan Ozgiin bir yontemdir. Ayrica analiz
oncesinde uzun islemler gerektiren bu yontemlerde daha karmasik ve pahali
hareketli fazlar ve kolonlar kullanilmigtir.

Tutarlilik

Gelistirilen yontemin tutarliliginin arastirilmasi i¢in 2 farkli analizei tarafindan
1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M DIC ve 1.18 x 10° M MTP iceren 6 ayri ¢ozelti
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hazirlanarak ayni giin icinde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar % geri
kazanim degerleri icin degerlendirilmis ve F testi ile karsilastirilarak aradaki
farkin, istatistiksel agidan ©nemi kontrol edilmistir. Sonuclar Cizelge 36’da
sunulmaktadir.

Cizelge 36. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Tutarhhik Verileri

1. Analizci 2. Analizeci

KS/MTP DIC/MTP KS/MTP DIC/MTP
; (n=6) 101.77 101.84 103.18 104.17
ss 1.61 1.52 1.27 1.54
% BSS 1.58 1.49 1.23 1.48
F hesap 2.57 2.31 1.62 2.36
n: Deney sayisi, x: Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart
sapma

n-1=5 serbestlik derecesi i¢in F kritik degeri 5.05 olarak verilmektedir. Deney
sonuclart igin hesaplanarak bulunan F degerleri kritik degerden kiigiiktiir ve
yntemin tutarli oldugunun bir gdstergesidir.

Saglamiik

Yoéntemin saglamlifinin arastirilmasi i¢in, 1.29 x 10° M KS, 3.91 x 10° M DIC
ve 1.18 x 10° M MTP standart bir cozelti, hareketli fazin pH’1, hareketli fazdaki
organik c¢oziicii orani1 ve uyarma ve yayma dalga boyu parametrelerinde kiicitk
degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. KS ve DIC i¢in parametrelerdeki
degisikliklerin, sonuclari ne yonde etkiledigi incelenerek yapilan istatistiksel
degerlendirmeler Cizelge 37 ve 38°de sunulmusgtur.

Cizelge 37. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Kandesartan I¢in

Saglambk Verileri
Dalga Boyu (nm) KS
pH "o Metanol Uyarma Yayma ; + 55 (n=3) % BSS

1(25;3;::1 35 57 290 360 | 100.39 % 0.42 0.42
1. Kosul 3.55 57 290 360 102.64 £ 0.54 0.53
2. Kosul 3.45 57 290 360 101.75+1.32 1.29
3. Kosul 3.5 57.5 290 360 102.58 £ 1.61 1.57
4. Kosul 3.5 56.5 290 360 103.07 £ 0.53 0.51
5. Kosul 3.5 57 290 361 101.57 £1.42 1.39
6. Kosul 3.5 57 290 359 102.02 £1.37 1.34
7. Kosul 3.5 57 291 360 101.21 £0.91 0.90
8. Kosul 3.5 57 289 360 101.80 +£1.33 1.30
x: Ortalama, ss: Standart sapma, n: Deney sayisi, % BSS: % Bagil standart
sapma
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Cizelge 38. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Diklofenak Sodyum I¢in

Saglamlik Verileri
' Dalga Boyu (nm) DIC
pH % Metanol Uyarma | Yayma 3—5 * ss (n=3) % BSS

I(zg;l‘ﬁ:f‘ 35 57 290 360 | 101.61+0.71 0.70
1. Kosul 3.55 57 290 360 102.35+0.74 0.72
2. Kosul 3.45 57 290 360 101.90 £ 0.85 0.83
3. Kosul 3.5 57.5 290 360 102.69 £+ 0.31 0.30
4. Kosul 3.5 56.5 290 360 102.11 £0.82 0.80
5. Kosul 35 57 290 361 101.60 £ 0.99 0.97
6. Kosul 3.5 57 290 359 102.66 £1.19 1.16
7. Kosul 3.5 57 291 360 102.73 £ 0.84 0.82
8. Kosul 3.5 57 289 360 101.77 £ 0.85 0.84
x: Ortalama, ss: Standart sapma, n: Deney sayisi, % BSS: % Bagil standart
sapma

Cizelge 37 ve 88°de elde edilen degerler Friedman testi ile karsilastirildiginda
ortalamalar arasindaki farkin 6nemsiz oldugu ve P degerlerinin 0.05’ten oldukca
biiyiikk oldugu bulunmustur. Kesinligi gosteren % BSS degerleri ise % 2’nin
olduk¢a altindadir. Sistemde olabilecek kiigiik degisikliklerin yontemi
etkilemedigi ve Onerilen yontemin saglam bir yontem oldugu s6ylenebilir.

Secicilik

= YPSK yonteminin segiciligini gostermek amaci ile kromatogramda birbirine en

= yakin iki pik olan KS ve MTP pikleri i¢in Rs degeri hesaplanmustir. Cizelge 39°da
+ verilen bu degerin Rs > 2 oldugu goriilmektedir. Ayrica ve Sekil 48 ve 49°da

= matriksin herhangi bir girisime neden olmadif1 goriillmektedir. Hesaplanan Rs

degeri ve matriksin girisim yapmamast ile literatiirde belirtildigi sekilde YPSK
yonteminin seciciligi ve 6zglinliigii gosterilmistir (ICH, 2005).

Sistem uygunluk testleri

YPSK yonteminin sistem uygunluk testleri N, Rs, k' ve o parametrelerinin
hesaplanmas1 ile gosterilmistir. N degeri, tiim standart maddeler igin
hesaplanmistir. Rs degeri, elektroferogramda birbirine en yakin iki pik olan KS ve
MTP pikleri i¢in hesaplanmistir. k' degeri, 61t hacmin belirdigi dakikaya en yakin
zamanda gelen pik olan MTP piki i¢in hesaplanmustir. a degeri ise KS ve DIC i¢in
hesaplanmuistir. Parametreler i¢in bulunan degerler Cizelge 39°da sunulmaktadir.

Cizelge 39. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yonteminin Sistem Uygunluk Testleri

KS DIC MTP
N 17400 40986
Rs 3.39
k' 2.57
a 2.19
N: Teorik tabaka sayisi, Rs: Aymim giicti, k': Kapasite faktori, a: Segicilik
faktorii
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Cizelge 39°da verilen degerlerin hepsi, N > 2000, Rs > 1.5, k' >2 ve o > 1
seklinde kabul edilen kriterleri saglamaktadir (Shabir, 2003) ve boylelikle
gelistirilen YPSK y0Onteminin sistem uygunlugu gosterilmistir.

In Vitro Tla¢ Metabolizma Incelemeleri

KSSL, gastrointestinal kanaldan gecisi sirasimnda hidroliz olarak aktif metaboliti
olan KS’ye déntstiiriiliir. Bu nedenle ilag¢ etkilesmeleri ¢alismalarinda KSSL’in
analizinin yapilmas1 zorunlulugu bulunmamaktadir ve deneysel siirecte KSSL
tayini deneysel islemlerde yer almamaktadir.

KS, karacigerde CYP 2C9 enzimi tarafindan metabolize edilerek inaktif
metabolitine doniigtirtliir. DIC ise yine karacigerde CYP 2C9 enzimi tarafindan
metabolize edilen ve CYP 2C9 enzimi i¢in standart substrat olarak kabul edilmis
substratlardan birisidir. Enzim kinetigi calismalarinda olusan {iriiniin artmasi ya da
substratin azalmasi incelebilir. Bu ¢alismada KS ve DIC’in, CYP 2C9 tarafindan
metabolize edildikten sonra olusan Uriinlerinin standartlar1 bulunmadig i¢in, in
vitro ortamdaki incelemeler substratlarin azalmas: grafiklerine dayanmaktadir.

Farmakokinetik  c¢aligmalarda  kullanilacak  ¢6zeltiler ve  derisimlerinin
belirlenebilmesi icin yapilan literatlir aragtirmalarina goére kullamlacak
mikrozomal protein derigsiminin 0.2 — 4.0 mg/mL aralifinda olabilecegi
goriilmiistiir (Zhang ve ark., 2008). Kullanilacak NADPH ¢o6zeltisinin ise en az 1
mM derigime sahip olmast gerektigi goriilmiistiir (Bort ve ark., 1999; Zhang ve
ark., 2008; Kumar ve ark. 2006). Organik ¢6ziicli diizeyi literatiirlerde en fazla %
1 olarak bildirilmistir (Zhang ve ark., 2008; Chauret ve ark., 1998; Tang ve ark.,
2000). Bu tiir in vitro galigmalarda tampon sistemi olarak daha ¢ok TRIS-HCI
veya potasyum fosfat gibi tampon sistemlerinin kullamildig: gériilmiistiir (Zhang
ve ark., 2008; Tang ve ark., 2000; Kumar ve ark., 2002; Prost ve Thormann, 2003;
Koneény ve ark., 2007; Kumar ve ark. 2006; Taavitsainen ve ark., 2000; Chauret
ve ark., 1998).

Literatiirde farkli zamanlarda birden ¢ok 6rnek toplandifi zaman deneylerin 2
tekrarli, tek bir zamanda 6rnek toplandigi zaman deneylerin, 3 tekrarli olarak
yapilmasit Onerilmistir (Zhang ve ark., 2008). Ayrica incelenen literatiirlerde,
orneklerin 37 °C’a ulasabilmeleri i¢in gereken 6n inkiibasyon siiresinin 1-15 dk
arasinda degistigi goriilmiistiir (Zhang ve ark., 2008; Tang ve ark., 2000; Koneény
ve ark., 2007; Kumar ve ark. 2006; Kumar ve ark., 2002; Bort ve ark., 1999).
Biyolojik c¢aligmalarda proteinleri uzaklastirmak icin siizme, organik ¢oziicii ile
cOktliirme veya asit kullanarak ¢oktiirme yapilabilir (Zinellu ve ark., 2005). In
vitro ilac etkilesmeleri ¢caligmalarinda ise bu amagla ve aynm1 zamanda reaksiyonu
durdurmak amaciyla organik ¢oziicii olarak genellikle asetonitril veya metanol
kullamlmistir (Tang ve ark., 2000; Bort ve ark., 1999; Kumar ve ark., 2002;

Zhang ve ark., 2008)
Bu literatiir bilgilerinin 1s1g1nda optimizasyon ¢alismalarina baglanmstir.
Optimizasyon

In vitro calismalarda reaksiyonun baglayabilmesi i¢in en az 1 mM olmas:
gerektigi belirtilen NADPH derisimi, yapilan ©6n c¢alismalarda 2 mM
kullanildiginda, reaksiyonun baglamasi icin yeterli diizeye ulastigi ve daha yiiksek
derisimlere gerek olmadig1 g6zlenmistir.
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KS ve DIC’in ¢6ziiciisiiniin metanol olmasi nedeniyle ¢alismada organik ¢dziicti
olarak metanol kullamlmistir. Reaksiyon ortamina metanol sadece sézii edilen
substratlarim eklenmesi ile girmistir. Bunun diginda herhangi bir sekilde enzimin
bulundugu ortama organik ¢6ziici eklenmemistir. Gerekli seyreltmeler
diistiniildigtinde bu ¢alismada organik ¢oziicii yiizdesi % 1 diizeyinde ve dolayisi
ile kabul edilebilir sinirlar icerisindedir.

Caligmada kullanilacak mikrozomal protein derisimlerini istenen diizeye
seyreltebilmek igin potasyum fosfat tamponu kullanilmistir. Bu tamponun
hazirlanabilmesi i¢in USP XXIV’te belirtildigi gibi, 0.2 M KH,PO4 ve 0.2 M
NaOH c¢dzeltileri pH’1 7.4 olacak sekilde uygun oranda karistirilmistir. Reaksiyon
ortaminda ise 0.5 M TRIS ve 0.01 M EDTA ¢ozeltilerinin karisiminin 5 N HCl ile
pH’1 7.4’e ayarlanarak hazirlanan TRIS-EDTA-HCI tamponu kullaniImigtir.

DIC’in CYP 2C9 ile metabolize olmasi incelenirken farkli zamanlarda birden ¢ok
ornegin toplanmasi tercih edilmigtir. Yapilan 6n deneyler ile en fazla 1 saatlik bir
stirede DIC’in anlamli azalma diizeylerine ulagtigina ve bu siirede DIC’in CYP
2C9 tarafindan metabolize edildigine karar verilmistir. Bu siire icerisinde 5, 10,
20, 30, 45 ve 60. dakikalarda 6rnekler toplanarak analiz edilmistir.

On inkiibasyon siiresinin belirlenebilmesi icin 6rnekler ¢alkalamali su banyosunda
5 dk ve 10 dk bekletilmistir. Bu denemeler sonucunda, Orneklerin 37 °C’a
ulasabilmeleri i¢in 10 dk bekletilmesinin daha uygun olduguna karar verilmistir.

-~ KS ve DIC’in ¢oziiciilerinin metanol olmasi ve kapiler elektroforetik ve yitksek
- performanshi sivi kromatografik yontemlerin analiz kosullarinda organik ¢oziicii

olarak metanol kullamilmasi g6z Oniinde bulundurularak ¢aliymada reaksiyonun

“ durdurulmasi i¢cin metanol kullanilmasma karar verilmistir. 200 pL. 6rnek hacmi

“icin 400 pL metanol kullanilarak reaksiyon durdurulmustur.

 Bort ve ark.nin (1999) yaptift calismada DIC’in min6r oksidatif yolaklarmin
belirlenmesi i¢in Orneklerin analizi amac ile iki YPSK yontemi gelistirilmigtir.
NADPH ve mikrozomal proteinin analiz yonteminde herhangi bir girisime neden
olup olmadigim aragtirmak amaci ile NADPH’siz ve proteinsiz &rnekler
hazirlanarak analiz edilmistir. Bu calismadan hareketle in vitro c¢alismada
optimizasyon asamasina gecmeden Once, deney ortaminda bulunan mikrozomal
proteinlerin ve reaksiyonu baglatmak i¢in kullanilan NADPH’1n analiz edilecek
maddelerle herhangi bir girisim yapip yapmadigm godzlemek i¢in 2 grup bos
¢ozelti hazirlanmustir. Ilk gruptaki 6rneklere mikrozomal protein yerine aymi
hacimde stok A eklenmistir. Ikinci gruptaki érneklere ise NADPH yerine, yine
ayn1 hacimde NADPH 1 ¢oziiciisli olarak kullanilan su eklenmistir. Her iki grup
ornek de hem KE hem de YPSK ile analiz edilmistir. Elde edilen elektroferogram
ve kromatogramlar Sekil 46-49’da verilmektedir.
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Sekil 48. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemiyle Incelenen Mikrozomal
Proteinsiz Ornege Ait Kromatogram
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Sekil 49. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemiyle Reaksiyon Baglatici Ajan
Kullanilmadan Incelenen Ornege Ait Kromatogram

Sekil 46-49°da verilen elektroferogram ve kromatogramlar incelendiginde, gerek
mikrozomal protein kullanilmadan hazirlanan 6rneklerin, gerekse NADPH
eklenmeden hazirlanan 6rneklerin, hem KE hem de YPSK ile analizlerinde,
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analizi bozacak sekilde herhangi bir girisime neden olmadiklar1 goriilmiis ve
Onerilen yontemlerin Ol¢timlerin duyarli olarak yapilmasina olanak saglayacak
kadar spesifik olduguna karar verilmistir.

Caligma stiresince mikrozomal proteinler -80 °C’ta saklanmistir. Deney yapilacak
giinlerde gerekli miktarda protein -20 °C’lik buzdolabina aktarilmistir. Deneyden
hemen 6nce oda sicakligina gelmesi saglanmis ve bekletilmeden kullamilmigtir.
NADPH c¢ozeltisi ise kararlilik problemi nedeniyle deneylerden hemen 6nce ve
genellikle 6n inkiibasyon siirecinde taze hazirlanarak kullanilmistir. Ayrica
calismada DIC metabolitlerinin analizi gergeklestirilmedigi i¢in, ilag etkilesmeleri
deneyleri DIC’in metabolize olarak azalmasi prensibine gore gerceklestirilmistir.

Bu c¢alisma kosullart belirlendikten sonra sirasiyla mikrozomal protein derigimi,
substrat olarak DIC derisimi ve DIC’in CYP 2C9 enzimi tarafindan metabolize
edilmesini en fazla etkileyen KS derisiminin belirlenmesi asamasina gecilmistir.

Mikrozomal protein derisimi

Inkiibasyon ortamlarmnda mikrozomal protein derisiminin 0.2 — 4.0 mg/mL
kullanilmast gerektigi (Zhang ve ark., 2008) ve bu aralikta mikrozomal protein
derisimlerini kullanan c¢esitli literatiirler (Tang ve ark., 2000; Kumar ve ark.,
2002; Prost ve Thormann, 2003; Taavitsainen, 2001; Yamazaki ve ark., 1997)
incelendikten sonra kullanilacak mikrozomal protein derigimine karar verebilmek
icin 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 ve 3.0 mg/mL derisimde mikrozomal protein igeren drnekler
hazirlanmigtir. 60 dk igerisinde, CYP 2C9 tarafindan DIC’in metabolize
edilmeden ortamda kalan miktari, KE ile analiz edilerek kullanilacak mikrozomal
protein derisimine karar verilmistir.

Bunun i¢in 52.04 mg/mL derisimdeki mikrozomal protein stok ¢ozeltisi,
potasyum fosfat tamponu ile istenen derisimlere seyreltilerek her inkiibasyon
ortanuna 100 pL mikrozomal protein eklenmistir. Inkiibasyon ortamu igin 1020
pL stok A iizerine, 100 pL mikrozomal protein eklendikten sonra, 140 puL. DIC
eklenmigtir. DIC’in ortamdaki son derigimi 50 mM’dir. Bu inkiibasyon karigimi
37 °C’ta 10 dk calkalanmaya birakilmistir. Sonra 140 pL. NADPH c¢dzeltisi ile
reaksiyon baslatilmigtir. NADPH eklenmesiyle inkiibasyon toplam hacmi 1.4 mL
olmustur. NADPH eklenmesinin hemen ardindan mikroreaksiyon tiipleri yine 37
°C’ta calkalanmaya devam edilmistir. T, zamam kaydedildikten sonra 5, 10, 20,
30, 45 ve 60. dakikalarda 200’er pL. 6rnek alinarak her 6rmegin tizerine 400 pL
metanol eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Gerekli santrifiij iglemleri ve IS’nin
ortama eklenmesinden sonra Ornekler KE ile analiz edilmigtir. Bu deney
prosediiri her mikrozomal protein derigimi icin 2 tekrarli olarak yapilmig ve
hesaplamalarda bu degerlerin ortalamas: kullanilmistir.

DIC’in MTP’ye gore PNO degerleri hesaplandiktan sonra mikrozomal protein
derisimine kars1 ¢izilen grafik Sekil 50°de sunulmaktadir.
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Sekil 50. Kapiler Elektroforez Ydntemi ile Mikrozomal Protein Derisimi Analizinin
Grafiksel Gosterimi

Incelenen mikrozomal protein derisimlerinin analizlerinde, 5. dk sonuglan ile 60.
dk sonuglar1 karsilastirildiklarinda, zaman igerisinde en biyiik fark 3.0 mg/mL
mikrozomal protein iceren orneklerde gozlenmistir. Sekil 50°de goriildiigii gibi,
DIC’in MTP’ye karst PNO kullanilarak elde edilen egride, 3.0 mg/mL derisimde
mikrozomal protein iceren 6rmekte DIC’in en yliksek oranda metabolize oldugu
g6zlenmistir. 60 dk sonunda ortamda metabolize edilmeden kalan DIC miktarinin,
diger mikrozomal protein derisiminde daha yiiksek gézlenmesine karsin, 3.0
mg/mL mikrozomal protein derisiminde daha belirgin bir metabolizma egrisi elde
edilmistir. Sekil 51°de bu mikrozomal protein derisimlerine karsi PNO
degerlerinin,  dogrusallastinlmasi  amaciyla ¢izilen logaritmik  grafik
sunulmaktadir.
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Sekil 51. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Mikrozomal Protein Derisimi Analiz Sonu¢larinin
Logaritmik Grafigi

Mikrozomal protein derigimlerine karst PN oranlarimin In degerleri kullanilarak
elde edilen grafikte, 3.0 mg/mL mikrozomal protein derisimine sahip drnegin en
dogrusal egrilerden biri oldugu Sekil 51°de goriilmektedir. Cizelge 40°ta da bu
derisimlere karst PN oranlarinin In degerlerinin kullamlmasiyla elde edilen
grafige yonelik istatistiksel degerlendirmeler sunulmaktadur.

Cizelge 40. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Mikrozomal Protein Derisimi Analiz Verileri

0.5 mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mg/mL 2.5 mg/mL 3.0 mg/mL

a -0.0069 -0.0060 -0.0089 -0.0141 -0.0128
b -0.4296 -0.5179 -0.5504 -0.5409 -0.6980
r 0.9944 0.9687 0.9905 0.9899 0.9919

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Cizelge 40°taki sonuglarda 3.0 mg/mL mikrozomal protein derisimine sahip
ornekler ile yiiksek korelasyon katsayili dogrulardan birinin elde edildigi
goriilmigtiir. 3.0 mg/mL mikrozomal protein derigimine sahip érnegin yukarida
sayilan nedenlerle ¢alismada kullaniimasina karar verilmigtir.

Substrat derisimi (diklofenak sodyum)

Mikrozomal protein derisimine karar verildikten sonra kullamlacak substrat
derisimine karar verilmesi asamasina gec¢ilmistir. Bu amagla CYP 2C9 i¢in
standart bir substrat olan DIC’in 30, 40 ve 50 mM diizeyindeki ¢ozeltilerini iceren
omekler hazirlanmistir. 60 dk icerisinde, CYP 2C9 tarafindan DIC’in metabolize
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edilmeden ortamda kalan miktar1, KE ile analiz edilerek kullanilacak substrat
derigimine karar verilmistir.

Bunun i¢in 52.04 mg/mL derisimdeki mikrozomal protein stok ¢&zeltisi potasyum
fosfat tamponu ile son derisimi 3 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek her
inkiibasyon ortamma 100 pL eklenmistir. Inkiibasyon ortamu igin 1020 pL stok A
tizerine, 100 pL. mikrozomal protein eklendikten sonra 140 pL DIC eklenmistir.
DIC’in inkiibasyon ortamindaki son derigimleri sirasiyla 30, 40 ve 50 mM olacak
sekilde ayarlanmustir. Bu inkiibasyon karistmi 37 °C’ta 10 dk calkalamali su
banyosunda bekletilmistir. Bu stirenin sonunda 140 pl. NADPH c¢ézeltisi ile
reaksiyon baslatilmig ve inkiibasyon karigimi yine su banyosuna yerlestirilmistir.
T, zamam kaydedildikten sonra 5, 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda 200’er uL.
ornek alinmis ve tizerlerine 400 pL metanol eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Gerekli santrifiij islemleri ve IS nin ortama eklenmesinden sonra drnekler KE ile
analiz edilmistir. Bu deney prosediiri her mikrozomal protein derisimi igin 2
tekrarl1 olarak yapilmis ve hesaplamalarda bu degerlerin ortalamasi kullanmilmuigtir.

DIC’in MTP’ye gore PNO degerleri hesaplandiktan sonra ortamda metabolize
edilmeden kalan DIC (substrat) derisimine karsi ¢izilen grafik Sekil 52°de
sunulmaktadir.
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Sekil 52. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Diklofenak Sodyum)
Analizinin Grafiksel Gosterimi

3.0 mg/mL mikrozomal protein derigimi i¢in, substrat olarak 30, 40 ve 50 mM
derisimde DIC ¢ozeltilerini igeren 6rneklerden, 60 dk i¢inde en biiyiik azalig 50
mM DIC iceren &rnekte gézlenmistir. 60 dk sonunda CYP 2C9 tarafindan
metabolize edilemeden ortamda kalan en ytiksek DIC miktari, 50 mM DIC iceren
Ornege aittir. Sekil 53’te zamana karsi, bu substrat derigimleri i¢in hesaplanan
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PNO degerleri ile elde edilen egrilerin, dogrusallastirilmasi amaciyla ¢izilen
logaritmik grafik sunulmaktadir.
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Sekil 53. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Diklofenak Sodyum) Analiz
Sonu¢larmin Logaritmik Grafigi

Sekil 53’teki logaritmik degerler kullanilarak elde edilen dogrular i¢in yapilan
istatistiksel hesaplamalar Cizelge 41°de verilmektedir.

Cizelge 41. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Diklofenak Sodyum) Analiz

Verileri
30 mM 40 mM 50 mM
a -0.0104 -0.0104 -0.0094
b -1.1309 -0.8588 -0.4923
r 0.9729 0.9823 0.9768
a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayist

Cizelge 41 incelendiginde 3.0 mg/mL mikrozomal protein derisimi ve incelenen
substrat derisimleri i¢in elde edilen tiim egrilerin yiiksek korelasyon katsayisina
sahip oldugu goriilmektedir. Ancak, substrat derigimleri arasinda t=0 an1 ile t=60
dk araliginda, CYP 2C9 tarafindan en fazla oranda metabolize edilen DIC’in 50
mM derigimine sahip Ornektir. Dolayist ile ortamda CYP 2C9 tarafindan
metabolize edilmeden kalan en yiiksek DIC oram da, 60 dk sonunda, 50 mM DIC
iceren Ornekte bulunmustur. t=0 am ile t=60 dk araliginda DIC’in metabolizma
egrisinde gozlenen degisimin fazla olmasi analitik agidan, elde edilen sonuglarin
karsilagtirilmas: ve analizei kaynakli hatalarin en aza indirilmesinde Onem
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tagimaktadir. Ortamda metabolize edilmeden kalan DIC miktarinin yiiksek olmasi
kullanilan analitik y6ntemin duyarlilin ve miktar tayininin yapilabilmesi
acisindan 6nemli oldugu icin caligmada substrat derisimi olarak 50 mM DIC
iceren orneklerin kullanmilmasina karar verilmistir.

Substrat derigimi (kandesartan)

Substrat olarak kullanmilacak DIC derisimi belirlendikten sonra KS’nin CYP 2C9
ve DIC metabolizmasi lizerindeki etkisinin gozlenebilmesi i¢in kullanilacak KS
derisimi aragtirtlmisgtir.

Bu amagla 3.0 mg/mL mikrozomal protein ve yalniz 50 mM DIC iceren drnekler
hazirlanmigtir. Daha sonra 3.0 mg/mL mikrozomal protein, 50 mM DIC ve
sirastyla 30, 40 ve 50 mM diizeyinde KS iceren 3 grup 6rnek hazirlanmigtir.
Belirtilen 3 grup émek i¢in KE ve YPSK yontemleri ile elde edilen sonuglar, yine
aymi yontemlerle analiz edilen yalmiz 50 mM DIC igeren &rneklerle
karsilastirilmastir. '

Bunun i¢in 52.04 mg/mL derisimdeki mikrozomal protein stok ¢ozeltisi,
potasyum fosfat tamponu ile son derigimi 3.0 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek
her inkiibasyon ortamina 100 uL eklenmistir. Inkiibasyon ortamina 880 pL stok A
izerine 100 pL 3.0 mg/mL son derisime sahip mikrozomal protein eklendikten
sonra 140 pL DIC (son derisimi 50 mM) eklenmistir. Bu karisimin tizerine 140
uL KS eklenmistir. KS’nin 6rneklerdeki son derigimi sirasiyla 30, 40 ve 50 mM
olacak sgsekilde ayarlanmistir. Bu inkiilbasyon karisumi 37 °C’ta 10 dk
calkalanmaya birakildiktan sonra 140 pl. NADPH ¢ozeltisi ile reaksiyon
baglatilmistir. T, zamani kaydedildikten sonra 5, 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda
200%er pl. 6rmek alinarak 400 pL metanol ile reaksiyon durdurulmustur. Gerekli
santrifiij islemleri ve IS nin ortama eklenmesinden sonra 6rnekler KE ve YPSK
ile analiz edilmistir. Bu deney prosediirii her mikrozomal protein derigimi i¢in 2
tekrarli olarak yapilmis ve hesaplamalarda bu degerlerin ortalamas: kullanilmistir.

KE yontemi ile KS ve DIC’in MTP’ye gére PNO degerleri hesaplanarak elde
edilen grafik Sekil 54’te goriilmektedir.
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Sekil 54. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Kandesartan) Analizinin
Grafiksel Gosterimi

Reaksiyon ortamina eklenen her KS derisimi, DIC’in metabolize olmasim
etkilemis ve DIC, ortamda KS bulunmas: nedeni ile degisik oranlarda metabolize
olamadan ortamda kalmistir. 50 mM KS’nin bulundugu ortamda CYP 2C9
tarafindan metabolize edilemeden kalan DIC miktar1 en yiiksektir. DIC’in miktar
tayininin gelistirilen her iki analiz yontemi ile de yapilabilmesi agisindan ortamda
kalan DIC miktar1 6nemlidir. Sekil 54’ten de gorildiigii gibi KS’nin 50 mM
diizeyindeki derisimini iceren o6rnek, DIC egrisinden 60 dakikalik reaksiyon
stiresinde en ¢ok farklilik g6steren érnek olmustur.

KE yoOntemi icin hesaplanan PNO degerleri ile elde edilen egrilerin,
dogrusallagtirilmasi ve istatistiksel degerlendirmelerinin yapilabilmesi amaciyla
cizilen logaritmik grafik Sekil 55°te sunulmaktadir.

102



Zaman (dakika)
0 T T T T T T 1
) 10 20 30 40 50 60 70
~ -0.2]
8
o
g -0.47
[
% -s—DIC-KS (50 mM)
£ 06 —— DIC-KS (40 mM)
E -~ > DIC-KS (30 mM)
i —=—DIC
)
z  -0.8]
o
-1.04
-1.2
< Sekil 55. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Kandesartan) Analiz

Sonuglarmin Logaritmik Grafigi

KE yontemi ile analiz edilen Ornekler icin hesaplanan logaritmik degerlerin
kullamilmasiyla elde edilen dogrulara ait istatistiksel bulgular Cizelge 42’de
verilmektedir.

Cizelge 42. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Substrat Derisimi (Kandesartan) Analiz

Verileri
DIC DIC + 30 mM KS DIC + 40 mM KS DIC + 50 mM KS
a -0.0181 -0.0148 -0.0146 -0.0146
b -0.0459 -0.2209 -0.2654 -0.3027
r 0.9535 0.9821 0.9725 0.9619
a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayis1

DIC ve DIC ile birlikte cesitli derisimlerde KS igeren 6rneklere ait logaritmik
grafiklerden yiiksek korelasyon katsayili dogrular elde edilmistir. 30, 40 ve 50
mM KS diizeylerinin her biri i¢in kabul edilebilir diizeyde yiiksek korelasyonlu
dogrular elde edilmesine karsin, 60 dakikalik reaksiyonda DIC egrisinden en
farkl ve yliksek degerlere sahip olan 6rnek 50 mM KS igceren 6rnektir.

KE yontemiyle elde edilen bu sonuglar, YPSK yontemi ile de karsilagtirilmagtir.



YPSK yontemi ile yalmiz DIC ve DIC ile birlikte 30, 40 ve 50 mM KS iceren
orneklerin analizi sonucunda, MTP’ye karsi hesaplanan PNO degerlerine ait
grafik Sekil 56’da sunulmaktadir.
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Sekil 56. Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi Yontemi ile Substrat Derisimi
(Kandesartan) Analizinin Grafiksel Gosterimi

Sekil 56’daki grafikte de Sekil 55°te goriilen grafikteki gibi tiim KS derisimleri,
DIC’in metabolizma egrisine etkilemistir. Metabolize edilemeden ortamda kalan
DIC miktari, 60. dakikada toplanan 6rnekler de dahil olmak tizere, gelistirilen bu
yontemle de tayin edilebilmistir. DIC’in metabolizma egrisine gére en biiyiik
farkin, 50 mM KS igeren 6rnekte gdzlendigi YPSK yontemi ile de goriilmektedir.

YPSK yontemi ile yapilan analizlerde hesaplanan PNO degerleri kullanilarak elde
edilen egrilerin, dogrusallastirilmas1 ve istatistiksel degerlendirmelerinin
yapilabilmesi amaciyla ¢izilen logaritmik grafik Sekil 57°de verilmektedir.
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Sekil 57. Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi Yontemi ile Substrat Derisimi

(Kandesartan) Analiz Sonuclarmin Logaritmik Grafigi

YPSK yontemi ile analiz edilen DIC ve DIC ile birlikte KS igeren drnekler i¢in
*~ hesaplanan logaritmik degerlerin kullanilmasiyla elde edilen dogrulara ait
- 1istatistiksel hesaplamalar Cizelge 43°te verilmektedir.

Cizelge 43. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi ile Substrat Derisimi
(Kandesartan) Analiz Verileri

DIC DIC + 30 mM KS DIC + 40 mM KS DIC + 50 mM KS
a -0.0094 -0.0069 -0.0068 -0.0069
b -1.1165 -1.3153 -1.3069 -1.2824
r 0.9710 0.9924 0.9882 0.9935

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

KE yontemiyle elde edilen degerler gibi YPSK yontemi ile de yliksek korelasyon
katsayisina sahip dogrular elde edilmistir. KE sonuglarmi destekleyen YPSK
analiz sonuglarinda da CYP 2C9 tarafindan yalmz DIC’in metabolize edildigi
egriye kiyasla, DIC ve KS’yi birlikte iceren 6rneklerden 50 mM KS igeren 6rnek,
en biiyiik farklanmay1 gostermisgtir.
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Sekil 58’de yalniz 50 mM DIC iceren karisimdan 60. dakikada alinan 6rnegin
kromatogrami, 50 mM DIC ve 50 mM KS iceren 6rnegin sirasiyla 5, 10, 20, 30,
45 ve 60. dakikalarda elde edilen kromatogramlar: ile karsilastirilmigtir. Yalniz
DIC iceren reaksiyon ortamindan, 60. dakikada alinan 6rnege ait kromatogramda,
DIC’in biiyitkk oranda CYP 2C9 tarafindan metabolize edildigi ve dolayis: ile
ortamda metabolize olmadan kalan DIC miktar1 azaldigi icin DIC’e ait pikin
oldukeca kiigtildigli goriilmektedir. 50 mM DIC ve 50 mM KS igeren reaksiyon
ortamindan 60 dk boyunca toplanan 6rneklerin analizinde DIC piklerinin zamana
karsi kiictildigti gozlenmistir. Ancak yine de bu piklerin, yalmz DIC igeren
ornegin 60. dakikada elde edilen pikine gore daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Bu
durum da, ortamda KS bulunmasma ragmen DIC’in 60 dk igerisinde belli bir
oranda CYP 2C9 enzimi tarafindan metabolize edildigini gostermektedir. Yine de
oran, ortamda yalniz DIC’in bulundugu kosulda elde edilen metabolizma oranina
gore diistiktiir.

DICHKS 5 dk
i  DIC+KS 10 dk

1 DIC+KS 20 dic
bF prosks

Sekil 58. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi ile Yalmiz 50 mM Diklofenak
Sodyum Iceren Ornegin 60. Dakikadaki Kromatogrami ile 50 mM Diklofenak
Sodyum ve 50 mM Kandesartan Iceren Ornegin Tiim Zamanlardaki
Kromatogramlarinin Karsilastirilmas:

Her iki analiz sonucuna gore de 3.0 mg/ml. mikrozomal protein iceren bir
inkiibasyon ortamina, 50 mM DIC eklenmesi ile elde edilen DIC’in metabolizma
egrisi; ortama 30 mM, 40 mM ve 50 mM KS eklenmesiyle degisim gostermistir.
Bu degisimlerin, DIC’in metabolizma egrisine oranla en fazlasi 50 mM KS
kullanildig1 kosulda g6zlenmistir.

Sekil 59 ve 60°ta yalmz 50 mM DIC igeren reaksiyon ortamindan 5. dakikada
toplanan ornekten elde edilen degerin % 100 kabul edilmesi ile, zamana kargt
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metabolize olmadan ortamda kalan % DIC miktarlarina ait siitun grafikleri
sunulmustur.

0O DIC

2 DIC + 50 mM KS
BADIC+40mM KS
DIC+30 mM KS

5 10 20 30 45 60
Zaman (dakika)

Sekil 59. Kapiler Elektroforez Yontemi ile Zamana Karst Metabolize Olmadan Ortamda
Kalan Yiizde Diklofenak Sodyum Miktarma Ait Grafik
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Sekil 60. Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi Yontemi ile Zamana Karsi Metabolize
Olmadan Ortamda Kalan Yiizde Diklofenak Sodyum Miktarma Ait Grafik

Gelistirilen KE ve YPSK yo6ntemlerinin DIC i¢in duyarliliklart farkli oldugu igin
bulunan % DIC degerleri iki yontem icin birbirinden farklidir. Yine de her iki
yontemle, toplanan her O6rnek zamami igin elde edilen veriler, birbiri ile
uyumludur. Her iki yontemle de gerceklestirilen analiz sonuglarina gore yalniz 50
mM DIC igeren bir ortam ile bu ortama KS eklenmesi ile olusan ortam
kargilastirildiginda, ortamda metabolize olamadan kalan % DIC miktar1 artmigtir.
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50 mM diizeyinde KS iceren orneklerdeki farklilik, Sekil 59 ve 60°ta daha
belirgin sekilde goriilmektedir.

CYP 2C9 tarafindan metabolize edilen DIC’in ortamda KS bulunmas: ile degisen
davraniginin, KS ile DIC’in CYP 2C9 enziminin aktif bdlgesi i¢in yarigmaya
girerek  kompetitif  inhibisyon  olusturmalarindan  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak yalniz KS iceren reaksiyon ortamlar1 hazirlanarak, KE
yontemi ile gergeklestirilen analizlerde, KS icin beklenen tipik metabolizma
egrileri elde edilememistir. Bu egrinin elde edilememesi, Easthope ve Jarvis’in
(2002), caligmalarinda belirttigi gibi KS’nin, biiylik 6lciide degismeden atilip,
kiictik bir kisminin CYP 2C9 enzimi ile inaktif bir metabolite doniistiiriilmesinden
kaynaklanabilir. Bu durumda, KS’nin literatiir (Taavitsainen ve ark., 2000)
bilgilerince de desteklendigi sekilde CYP 2C9 enzimi iizerinde inhibitor etkisinin
olabilecegi diistiniilmektedir.

Taavitsainen ve ark., (2000) tarafindan yapilan calismada in vivo ortamda,
sartanlarin, yeterli derecede yiiksek derisimlere ulagmalari durumunda, bu
enzimler tarafindan metabolize edilen maddeler ile anlamli farmakokinetik
etkilesmeler gdsterebilecekleri belirtilmisgtir.

Bu caligmada elde edilen bulgulara gore, KS ve DIC, in vivo kosullarda yeterli
derecede yiiksek derigimlere ulasirlarsa, bu maddeler arasinda anlamli
farmakokinetik etkilesmeler goriilebilecegi diistiniilmektedir. Bu agidan ¢aligma
sonuclarn Taavitsainen ve ark., (2000) tarafindan yapilan ¢alisma ile paralellik
gostermektedir.

Kapiler elektroforez ile yiiksek performansh sivi kromatografisi yontemlerinin
karsilastirilmas:

Geligtirilen ve in vitro ortamda sican karacifer mikrozomlar: iizerinde
gerceklestirilen KS ile DIC’in etkilesimlerinin incelenmesine uygulanan KE ve
YPSK yontemlerinin, kesinliklerinden yararlamilarak istatistiksel olarak
karsilagtirilabilmesi i¢in F testi uygulanmigtir (Gilindiiz, 1998). F testi, 50 mM KS
ve 50 mM DIC igeren drneklerin 60. dk analiz sonuglarina uygulanmigstir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 44°te sunulmustur.

Cizelge 44. Kapiler Elektroforez ile Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemlerinin

Karsilastirilmasi
KE YPSK
ss 0.1921 0. 1001
F pesap 0.0369 0.0100
F oran 3.68
F o 5.05
ss: Standart sapma

KE ve YPSK yontemleri i¢in hesaplanan F degerlerinin orani, tablodan bulunan F
degeri ile karsilagtirildiginda, 3.68 < 5.05 oldugu icin % 95 giiven diizeyinde,
karsilastirilan yontemlerin kesinlikleri arasindaki farkin istatistiksel olarak ¢nemli
olmadig: sGylenebilir.
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SONUC ve ONERILER

Bireylerde hastaliklarin artmasina bagli olarak tedavi amaciyla pek cok ilag
birlikte kullamilabilmektedir. Bu nedenle ¢oklu ila¢ kullanimi sirasinda ilaglar
arasindaki farmakodinamik ve farmakokinetik etkilesimlere bagl: olarak ilaglarin,
terapétik etkinliklerinde degisme goriilebilir. Bu da ilaglarin yan etkilerinde artisa
veya toksik etkilere neden olabilir. Ayrica birlikte kullanilan ilaglardan herhangi
birinin etkinliginin yok olmasmna ve bunun sonucunda hastaliin tedavi
edilememesine yol agabilir. Tiim bunlarin ortak bir sonucu olarak tedavide bagari
saglanamayabilir.

llag etkilesimleri in vivo ve in vitro ortamlarda incelenebilir. In vivo ilag
etkilesmeleri ¢aligsmalari in vitro c¢alismalarin bulgularina gore yapilmalidir. In
vitro ¢aligmalardaki negatif bulgular, ilgili in vivo ¢aligmalarin elenmesine yardim
edebilir.

Bu c¢aligmada sican karaciger mikrozomlar: kullanilarak in vitro ortamda KS ile
DIC’in ilag etkilesmeleri incelenmis ve bu amagla, 6rneklerin analizi i¢in KE
yontemni gelistirilmistir. Bu yontem ile elde edilen sonuglar gelistirilen diger bir
yontem olan YPSK sonuglart ile karsilastinlmigtir. Her iki yOntemin de
validasyonu gdsterilmis ve kargilagtirmalar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

KE gilintimiizde pek ¢ok biyolojik 6rmegin analizine basar ile uygulanan hizl,
giivenilir, ekonomik, kesin ve duyarli sonuglar veren bir yontemdir. Biyolojik
drneklerin herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin sisteme verilebilmesi, KE
yontemine pek ¢ok standart yonteme kiyasla {istiinliik saglamaktadir. Bu
calismada gelistirilen basit, hizli, az miktarda 6mek gerektiren ve ekonomik KE
y6ntemi ile de yiiksek kesinlige sahip, duyarl: sonuglar elde edilmistir.

Bu ¢alismada saflik kontrolleri erime noktas: tayini ve kizil 6tesi spektrofotometri
yontemleri ile yapilan KS ve KSSL ve IS olarak kullanilan MTP ve LNS standart
maddeleri icin UV spektrofotometri yontemi kullanilarak KE y&nteminde
kullanilacak dalga boyunu belirlemek amaciyla 200-360 nm dalga boyu aralifinda
UV spektrumlarn kaydedilmistir. 214 nm dalga boyunda UV detektdr ile
calismaya karar verildikten sonra KE yontemi ile ilgili cihaz ve yodntem
optimizasyonu islemleri gerceklestirilmistir. Optimizasyon islemleri sirasinda
calisma tamponu olarak kullanilmasi uygun bulunan borat tamponu derisimi ve
pH’1, organik ¢oziicli miktar1, ayirma islemleri i¢in uygulanan potansiyel ve 6rnek
enjeksiyon siiresi gibi parametrelerin maddelerin gé¢ zamanma, madde pik
yamtlarinin etkinligine (N) ve IS olarak kullanilan maddelerle birlikte yapilan
degerlendirmeler sonucunda PNO degerlerine olan etkileri incelenmigtir.
Maddelerin analizine olanak saglayacak en uygun ayirma kosullart olarak 15 mM
borat, % 10 (W/h) metanol igeren, pH’1 8.50 olan ¢alisma tamponu, 25 kV
potansiyel ve 1 sn enjeksiyon siiresi olacak sekilde belirlenmistir. Belirtilen
kosullarda KSSL’nin 5.1 dk ve KS’nin 7.5 dk g&¢ zamanina sahip oldugu
gbzlenmigtir. Calismada IS olarak kullanilan MTP 3.3 dakikada ve LNS 4.7
dakikada belirmistir.

KE yonteminin validasyonu i¢in ICH 2005 kriterleri dikkate alinarak kararhilik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, tutarlilik, saglamlik ve segicilik
parametreleri incelenmigtir. KS ve KSSL’nin +4 °C’de bir ay alliminyum folyo ile
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kusatilmis kaplarda saklanmasi ile kararli oldugu sonucuna varilmistir. KSSL i¢in
1.88 x 10% — 9.41 x 10° M ve KS icin 1.91 x 10% — 9.58 x 10° M derisim
araliklarinda 6 farkli ¢6zelti ile olusturulan kalibrasyon cdzeltilerinin giin i¢i ve
giinler arast dogrusallig: i¢in kesimi sifira ¢ok yakin ve r > 0.999 olan esitlikler
elde edilmigtir. Kalite kontrol standartlar1 ve tablet matriksinde yapilan dogruluk
ve kesinlik incelemelerinde % 100 dolayinda geri kazanim ve % 2’nin altinda
BSS degerleri elde edilerek gelistirilen yontemin iyi bir dogruluk ve kesinlige
sahip oldugu gosterilmistir. Yontemin KS ve KSSL i¢in LOD degerleri sirasiyla
3.07x 107 M ve 4.79 x 107 M ve LOQ degerleri sirasiyla 9.15 x 107 M ve 1.45 x
10° M olarak bulunmustur. Iki farkli analizci tarafindan yapilan deneyler ile
yontemin tutarli oldugu gosterilmistir. Yontemin saglamliginin arastirilmasi i¢in,
pH, tampon derisimi, potansiyel ve dalga boyu parametrelerinde kiiciik
degisiklikler yapilarak parametrelerdeki degisikliklerin, KSSL ve KS igin,
sonuglarini ne yonde etkiledifi incelenmistir. Sistemde olabilecek kiigiik
degisikliklerin ydntemi etkilemedigi ve Onerilen yontemin saglam bir y&ntem
oldugu gosterilmistir. KE yonteminin sistem uygunluk testleri N, Rs, k' ve o
parametrelerinin hesaplanmasi ile gdsterilmistir. Belirtilen degerlerin hepsi kabul
edilen kriterleri saglamaktadir (Shabir, 2003) ve boylelikle gelistirilen KE
yonteminin sistem uygunlugu gosterilmistir. Hesaplanan Rs degeri ve matriksin
girisim yapmamasi ile literatiirde belirtildigi sekilde KE yonteminin seciciligi ve
Ozgilinliigli gosterilmistir

Literatiirde KE yonteminin kullanildig: analizlerde 6zellikle KS’nin bagarili bir
kantitatif tayinine rastlanmamigtir. Hillaert ve Van den Bossche (2002), KE ile
ARA II'lerin ayirimini gerceklestirdikleri calismada, KS’nin asidik ortamdaki
disiik c¢oziintirligii nedeniyle KS’yi kantitatif tayine uygun bulmamislardir.
Hillaert ve ark.’nin (2003), alt1 ARA II’nin ayirimini miselsi elektrokinetik kapiler
kromatografik yontemle gerceklestirdikleri caligmada KS, zayif asidik ortamdaki
yiiksek ¢Oziiniirliigi nedeniyle IS olarak secilmistir. Zhang ve ark.’nin (2006),
poli monolit kullanarak kapiler zon elektroforez yontemi yaptiklar: analizde, KS
asidik ortamda % 50 (h/h) asetonitrilde ¢oziilerek KS’nin ¢6ziintirligi arttirilmig
ve bu nedenle c¢alismada IS olarak kullanilmistir. Dolayis: ile incelenen bu
yaymnlarda KS veya KSSL i¢in KE yontemi ile gerceklestirilen kantitatif bir tayin
s6z konusu olmayip, LOD ve LOQ ile ilgili bilgiler verilmemistir. Bu nedenle
gelistirilmis olan bu yOntemin, bagka bir kapiler elektroforetik c¢alisma ile
duyarlilig1 karsilagtirilamanmustir.

Gelistirilen yontemin bir uygulamasi 8 mg KSSL iceren ticari tabletlerde etkin
madde analizi ile gosterilmis ve analiz sonuclar1 USP XXIV kriterlerine uygun
bulunmugtur. KSSL’in KE ile ticari tabletlerdeki tayini ilk defa bu calisma ile
gosterilmektedir. KSSL igeren ticari tabletlerdeki miktar tayininde KE yontemi ile
elde edilen sonuglarin kargilagtirilmast i¢in UV spektrofotometri yOntemi
kullanilmistir. UV spektrofotometrik ydntemde secicilik parametresini de
gostermek amaciyla standart ekleme teknigi kullanilarak  analizler
gerceklestirilmigtir. KSSL’nin farmasétik preparati olan tabletlerinde miktar tayini
icin kullanilan UV spektrofotometri ve KE yontemleri karsilastirilnug ve
karsilastirilan yontemlerin kesinlikleri arasindaki farkin istatistiksel olarak nemli
olmadid1 séylenebilir.

110



In vitro deneylerde CYP 2C9 substratt olan DIC tayini i¢in de KE’de uygun
ayirma kosullarina ulasildigr gosterilmistir.

Belirtilen incelemelerden sonra KS, KSSL, DIC, MTP ve LNS’nin aym: anda
tayinine olanak saglayan ve KS ve KSSL i¢in gecerliligi g6sterilmis olan ve 7.5
dk iginde analizin tamamlanmasina izin veren orijinal bir KE ydnteminin
gelistirilmesi bu ¢aligma ile saglanmistir.

Calismanin diger boliimiinde YPSK yonteminin gelistirilmesi amaglanmustir.
Optimizasyon agamasinda 6.90 x 10° M KS, 6.96 x 10° M DIC ve IS olarak 7.84
x 10® M MTP iceren standart bir drnek ile, floresans detektdriin uyarma dalga
boyunun 290 nm ve yayma dalga boyunun 360 nm’ye ayarlandigi kosullarda C;g
kolon kullanilarak ve pH 3.50, % 0.01 (a/h) 1-HSA igeren % 57 (h/h) metanol
cozeltisi olarak belirlenen hareketli faz sistemi ile 1 mL/dk akis hizinda ve
izokratik eliisyonla ayni anda ayirimi gergeklestirilmistir. Belirtilen kosullarda KS
4.61 £+ 0.03 dk, DIC 16.48 + 0.11 dk ve MTP 2.53 + 0.02 dk alikonma zamanina
sahiptir. Gelistirilen yontem ile elde edilen N degerleri KS ic¢in 17400, DIC i¢in
de 40986 olarak bulunmustur.

KS i¢in 4.61 dk olan alikonma zamani degerine, IS olarak kullanilan MTP’ye, KS
ve DIC’in aym1 anda tayini ve 1-HSA iceren hareketli faz bilesimine daha &nce
yapilan calismalarda rastlanmamigstir. Bu bakimdan gelistirilen YPSK yo6ntemi
orijinallik tasimaktadir.

YPSK yo6nteminin validasyonu i¢in ICH 2005 kriterleri dikkate alinarak kararlilik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, tutarlilik, saglamlik ve secicilik
parametreleri incelenmistir. KS ve DIC’in +4 °C’de bir ay aliiminyum folyo ile
kusatilmis kaplarda saklanmasi ile kararli oldugu sonucuna varilmigtir. IS olarak
* MTP’nin kullamldig1 yéntemin dogrusallik incelemeleri sirasinda, KS icin 1.14 x
© 10® - 1.46 x 10 * M, DIC i¢in de 3.67 x 107 — 3.91 x 10° M aralij1 dikkate
 alinarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, madde derisimleri ile
pik alan oranlari arasinda giin i¢i ve glinler arasi kosullarda yiiksek korelasyon
katsayili kalibrasyon esitlikleri elde edildigi gorilmiistiir. Gelistirilen yontemin
kesinliginin incelenmesinde giin i¢ci ve giinler aras1 % BSS degerlerinin % 2’den
kiigtik oldugu bulunmustur ve dolayisiyla yontemin kesinliginin yiiksek diizeyde
oldugu soylenebilir. Yo6ntemin dogrulugun degerlendirilmesi i¢in yapilan
hesaplamalarda % BH cinsinden bulunan degerler y6ntemin dogrulugunu
yansitmaktadir. YPSK ile yapilan analizlere gore yontemin LOD ve LOQ
degerleri, hem KS hem de DIC’in, MTP’ye karsi PN oranlart kullanilarak
hesaplandiginda, DIC i¢in LOD 2.46x107 M, LOQ 7.47x10”" M ve KS icin LOD
1.72x10°®* M, LOQ 5.22x10°® M olarak bulunmustur. Iki farkli analizci tarafindan
yapilan YPSK deneyleri ile gelistirilen yo6ntemin tutarh oldugu sdylenebilir.
Yontemin saglamliginin arastirilmasi icin hareketli fazin pH’1, hareketli fazdaki
organik ¢oziicli orani1 ve uyarma ve yayma dalga boyu parametrelerinde kiiglik
degisiklikler yapilarak parametrelerdeki degisikliklerin, KS ve DIC igin,
sonuclarim1 ne yonde etkiledigi incelenmistir. Sistemde olabilecek kiigiik
degisikliklerin yontemi etkilemedigi ve Onerilen yontemin saglam bir yontem
oldugu gdsterilmigtir. YPSK yOnteminin sistem uygunluk testleri N, Rs, k' ve a
parametrelerinin hesaplanmasi ile gosterilmigtir. Belirtilen degerlerin hepsi kabul
edilen kriterleri saglamaktadir (Shabir, 2003) ve bdylelikle gelistirilen YPSK
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yonteminin sistem uygunlugu gosterilmistir. Hesaplanan Rs degeri ve matriksin
girisim yapmamasi ile literatiirde belirtildigi sekilde YPSK y6nteminin seciciligi
ve 0zgiinligli gdsterilmistir

Gelistirilen YPSK yodnteminin duyarlili: literatiirlerle karsilastirildiginda KS i¢in
bulunan LOD degerinin Lee ve ark.’nin (1995) idrar 6rnekleri igin gelistirdikleri
yontemden daha diisiik oldugu goriilmiistir. DIC agisindan karsilastirildiginda
yOntem, Baeyens ve ark.’nin (1995) geligtirdi§i yonteme gére ¢ok daha duyarlidir.
Geligtirilen yéntem, KS i¢in yapilan diger ¢alismalarla (Stenhoff ve ark., 1999;
Gonzalez ve ark., 2002; Miyabayashi ve ark., 1996; Nie ve ark., 2005)
karsilagtirlldifinda daha az duyarli olmakla birlikte KS ve DIC’in birlikte
analizinin gerceklestirilmesi a¢isindan 6zgiin bir yontemdir.

Yukarida elde edilen sonuclarla KE ve YPSK yoOntemlerinin in vitro ilag
etkilesmeleri uygulamalari icin giivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

Yapilan literatiir arastirmalarimin bir sonucu olarak in vitro calismalarda
reaksiyonun baglayabilmesi i¢cin 2 mM NADPH derisimi ve en fazla % 1 (h/h)
diizeyinde organik ¢oziicli (metanol) yiizdesi kullanilmasi, 0.5 M TRIS ve 0.01 M
EDTA ¢ozeltilerinin karigmiminin HCl ile pH’1 7.4°e ayarlanarak hazirlanan TRIS-
EDTA-HCI tamponu igerisinde reaksiyonun yliriitiilmesi, omeklerin 37 °C’a
ulasabilmeleri icin 10 dk bekletilmesi, 5, 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda
omekler toplanmasi ve reaksiyonun durdurulmasi icin 200 pL. émek hacmi icin
400 pL metanol kullanilmas: islemlerinin optimum kosullar a¢isindan gerekli
oldugu belirlenmistir.

Bu islemler reaksiyonun yiirlimesi i¢in en uygun mikrozomal protein derisimi, en
uygun substrat (DIC ve KS) derisimlerinin belirlenmesi amaciyla uygulanmigtir.

KE ve YPSK yontemlerinin optimum kosullarda uygulanmas: ile elde edilen ve
Sekil 46-49°da verilen elektroferogram ve kromatogramlar incelendiginde, gerek
mikrozomal protein kullamilmadan hazirlanan &rneklerin, gerekse NADPH
eklenmeden hazirlanan 6rneklerin her iki yontemle analizinde, analizi bozacak
sekilde herhangi bir girisime neden olmadiklart goriilmiis ve dnerilen yéntemlerin
Olgtimlerin duyarl: olarak yapilmasina olanak saglayacak kadar spesifik olduguna
karar verilmigtir.

In vitro ila¢ metabolizma incelenmesi ¢alismalarinda KS ve DIC metabolitlerinin
analizi gerceklestirilmedigi icin, ilag etkilesmeleri deneyleri DIC’in CYP 2C9
tarafindan metabolize edilerek azalmasi ilkesine gére gergeklestirilmigtir.

Calismada reaksiyon ortaminda 3.0 mg/mL mikrozomal protein derisimi ve 50
mM DIC bulunmasi, en uygun mikrozomal protein ve substrat derisimi olarak
belirlenmigtir.

KS’nin CYP 2C9 ve DIC metabolizmas: tizerindeki etkisinin gézlenebilmesi i¢cin
3.0 mg/mL mikrozomal protein ve yalmiz 50 mM DIC igeren 6rnekler ile 3.0
mg/mL mikrozomal protein, 50 mM DIC ve sirasiyla 30, 40 ve 50 mM diizeyinde
KS iceren 6rnekler hazirlanarak DIC egrisindeki degisim incelenmistir. Belirtilen
3 grup ornek icin KE ve YPSK yéntemleri ile elde edilen sonuglar, yine ayni
yontemlerle analiz edilen yalniz 50 mM DIC igeren &rneklerle karsilastirilmigtir.
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Her iki analiz sonucuna gére de 3.0 mg/mL mikrozomal protein iceren bir
inkiibasyon ortamina, 50 mM DIC eklenmesi ile elde edilen DIC’in metabolizma
egrisi; ortama 30 mM, 40 mM ve 50 mM KS eklenmesiyle degisim gostermistir.
Bu degisimlerin, DIC’in metabolizma egrisine oranla en fazlasi, 50 mM KS
kullanildigi kosulda gézlenmistir. Her iki yontemle de gergeklestirilen analiz
sonuglarina gére yalmz 50 mM DIC igeren bir ortam ile bu ortama KS eklenmesi
ile olusan ortam karsilagtirildiginda, ortamda metabolize olamadan kalan % DIC
miktar1 artmigtir.

Gelistirilen ve in vitro ortamda sigan karaciger mikrozomlar: {izerinde
gerceklestirilen KS ile DIC’in etkilesimlerinin incelenmesine uygulanan KE ve
YPSK yo6ntemlerinin, Kkesinliklerinden yararlamlarak istatistiksel olarak
karsilastirilabilmesi i¢in F testi uygulanmistir. F testi, 50 mM KS ve 50 mM DIC
iceren 6rneklerin analiz sonuclarinin ortalamalarina uygulanmigtir. % 95 giiven
diizeyinde, karsilastirilan yontemlerin kesinlikleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 sGylenebilir.

In vitro ortamda gergeklestirilen deney sonuclarina gére, KS ile DIC, in vivo
kosullarda yeterli derigimlere ulasirlar ise bu iki madde arasinda ilag
etkilesmelerinin goriilebilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda, in vitro ila¢ metabolizma incelemeleri boliimiinde elde
edilen sonuglarin giivenilirliginin desteklenmesi i¢in calismanin bir sonraki
asamasinda, c¢alismaya farmakokinetik parametrelerin eklenmesi ve ilag
etkilesmeleri agisindan KS’nin CYP 2C9 enzimi tizerine etkisinin standart
. inhibitérlerle karsilastirarak agiklanmasi planlanmaktadir.

. Bu tez ¢alismasinda, KS, KSSL, MTP, LNS ve DIC’in, KE yontemi ile ayn1 anda
.. duyarli, dogru ve kesin analizlerinin yapilabilecegi gosterilmistir. Yontemin
.. uygulamas: ayrica KSSL iceren ticari tabletlerde gosterilmistir. MTP, KS ve
. DIC’in, YPSK ile ayni anda duyarli, dogru ve kesin analizlerinin yapilabilecegi
gosterilmigtir. Gelistirilen KE ydntemi YPSK’ye gbre zaman ve maliyet ag¢isindan
istiinliik tasimaktadir. YPSK yontemi ise duyarlilik bakimmdan KE ydntemine
yaklagik on misli tstiinliik saglamaktadir.

Bu tez calismasi ile onerilen KE yonteminin, giiniimiizde ilag etkilesmeleri
iizerine ¢alisan laboratuarlarda kendine genis bir uygulama alam bulabilecegi
distiniilmektedir.

113



KAYNAKLAR

Albers, S., Elshoff, J.-P., Vélker, C., Richter, A., Lier, S., HPLC quantification of
metoprolol with solid-phase extraction for the drug monitoring of pediatric
patients, Biomed. Chromatogr., 19, 202-207 (2005).

Baeyens, W.R.G., Van Den Weken, G., Schelkens, M., Diclofenac and naproxen
analysis by mlcrobore liquid chromatography (LC) with native ﬂuorescence
detection, J. Fluoresc., 5(2), 131-134 (1995).

Baker, D.R., Capillary Electrophoresis, Wiley-Interscience A John Wiley&Sons,
Inc. Publication, New Jersey, 1-51, 1995.

Bort, R., Macé, K., Boobis, A., Gomez-Lechon, M.-J., Pfeifer, A., Castell, J.,
Hepatic metabolism of diclofenac: role of human CYP in the minor oxidative
pathways, Biochem. Pharmacol., 58, 787-796 (1999).

Cagigal, E., Gonzalez, L., Alonso, R.M., Jiménez, R.M., pKa determination of
angiotensin II receptor antagonists (ARA II) by spectrofluorimetry, J. Pharmaceut.
Biomed. Anal., 26, 477-486 (2001).

Chauret, N., Gauthier, A., Nicoll-Griffith, D.A., Effect of common organic
solvents on in vitro cytochrome P450-mediated metabolic activities in human
liver microsomes, Drug. Metab. Dispos., 26 (1), 1-4 (1998).

Easthope, S.E., Jarvis, B., Candasertan cilexetil, an update of its use in essential
hypertension, Drugs, 62 (8), 1253-1287 (2002).

Erdik, E., Organik Kimyada Spektroskopik Yoéntemler, Gazi Kitabevi, Ankara,
82-166, 2005.

Ergeng, N., Gilirsoy, A., Ates, O., Ilaclarin Taninmasi ve Kantitatif Tayini,
Istanbul Universitesi Yayinlari, Istanbul, 228-284, 1989.

Erk, N., Application of first derivative UV-spectrophotometry and ratio derivative
spectrophotometry for the simultaneous determination of candesartan cilexetil and
hydrochlorothiazide, Pharmazie, 58 (11), 796-800 (2003b).

114



Erk, N., Simultaneous analysis of candesartan cilexetil and hydrochlorothiazide in
human plasma and dosage forms using HPLC with a photodiode array detector, J.
Liq. Chromatogr. & R. T., 26 (14), 2581-2591 (2003a).

Gavras, H., Update on the clinical pharmacology of candesartan cilexetil, Am. J.
Hypertens, 13 (1), 25-30 (2000).

Gleiter, C.H., Morike, K.E., Clinical pharmacokinetics of candesartan, Clin.
Pharmacokinet., 41 (1), 7-17 (2002).

Gonzalez, L., Lopez, J.A., Alonso, R.M., Jiménez, R.M., Fast screening method
for the determination of angiotensin II receptor antagonists in human plasma by
high-performance liquid chromatography with fluorimetric detection, J.
Chromatogr. A., 949, 49-60 (2002).

Giindiiz, T., Kimyacilar Igin Istatistik, Gazi Biiro Kitabevi Tic. Ltd. Sti., Ankara,
39-43, 1998.

Hillaert, S., De Beer, T.R.M., De Beer, ].0., W. Van den Bossche, Optimization
and validation of a micellar electrokinetic chromatographic method for the

analysis of several angiotensin-II-receptor antagonists, J. Chromatogr. A., 984,
135-146 (2003). '

| Hillaert, S., W. Van den Bossche, Optimization and validation of a capillary zone
electrophoretic method for the analysis of several angiotensin-II-receptor
antagonists, J. Chromatogr. A., 979, 323-333 (2002).

Hoogkamer, J.F.W., Kleinbloesem, C.K., Ouwerkerk, M., Hdégemann, A.,
Nokhodian, A., Kirch, W., Weidekamm, E., Pharmacokinetics and safety of
candesartan cilexetil in subjects with normal and impaired liver function, Eur. J.
Clin. Pharmacol., 54, 341-345 (1998).

Hook, G.E., Bend, J.R., Hoel, D., Fouts, J.R., Gram, T.E., Preparation of Iung
microsomes and a comparison of the distribution of enzymes between subcellular
fractions of rabbit lung and liver, J. Pharmacol. Exp. Ther., 182 (3), 474-490
(1972).

http-1 Huangyan Tianyu Chemical Factory — Candesartan cilexetil — EC Plaza,
http://tianyuchem.en.ecplaza.net/3.asp (30.12.08)

115



http-2 Candesartan cilexetil, http://chemicalland21.com/lifescience/
UH/CANDESARTAN%20CILEXETIL.htm (28.08.08)

http-3 CAS No.139481-59-7, Candesartan Suppliers, http://www.lookchem.com/
cas-139/139481-59-7.html (30.12.08)

http-4 Compositions and methods for improved delivery of hydrophobic agents,
http://www.pharcast.com/Patents/Yr2002/September2002/091702/6451339 Hydr
ophobic091702.htm (04.09.08)

http-5 Metoprolol succinate — Patent 5081154, http://www.freepatentsonline.com/
5081154.html (30.12.08)

http-6 ~ Toprol-XL™  Product  Information,  http://www.pbs.gov.au/pi/
apptopro10205.pdf (30.12.08)

http-7  Metoprolol  tartrate,  http://chemicalland21.com/lifescience/phar/
METOPROLOL%20TARTRATE.htm (28.08.08)

http-8 Toprol-XL (Metoprolol Succinate) drug descriptibn
http://www.rxlist.com/cgi/generic/metopxL.htm (28.08.08)

http-9 DrugBank: Showing Lansoprazole (DB00448), http://www.drugbank.ca/
drugs/DB00448 (30.12.08)

http-10 Prevacid (Lansoprazole) drug description http://www.rxlist.com/
cgi/generic/lansop.htm (28.08.08)

http-11 Diclofenac, http://chemicalland21.com/lifescience/phar/
DICLOFENAC.htm (28.08.08)

http-12 Solaraze (Diclofenac Sodium) drug description
http://www.rxlist.com/cgi/generic/solaraze.htm (28.08.08)

http-13 Biyotransformasyon, http://pharm.ege.edu.tr/pp/metinertosun/
biyotransformasyon.pdf (30.12.08)

116



http-14 Human Recombinant Cytochrome P450 2C9,
http://www.celsis.be/filelib/ps_invitrosomes2C9.pdf (30.01.09)

ICH Topic Q2(R1), Validation of analytical procedures: Text and methodology,
Step 4 version (Complementary Guideline on Methodology dated 6 November
1996 incorporated in November 2005), November 2005.

Jin, W., Zhang, J., Determination of diclofenac sodium by capillary zone
electrophoresis with electrochemical detection, J. Chromatogr. A., 868, 101-107
(2000).

Kayaalp, S.O., Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe T.A.S.
Kitape¢ilik Ltd. Sti., Ankara, 111-111, 2000.

Kayaalp, S.O., Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi Farmakoloji, Hacettepe T.A.S.
Kitapeilik Ltd. Sti., Ankara, 42-49, 2005.

Kim, K.H., Kim, H.J., Kang, J.-S., Mar, W., Determination of metoprolol
enantiomers in human urine by coupled achiral-chiral chromatography, J.
Pharmaceut. Biomed. Anal., 22, 377-384 (2000).

Koneény, J., Jufica, J., Tomandl, J., Glatz, Z., Study of recombinant cytochrome
P450 2C9 activity with diclofenac by MEKC, Electrophoresis, 28, 1229-1234
(2007).

Kumar, S., Samuel, K., Subramanian, R., Braun, M.P., Stearns, R.A., Lee Chiu,
S.-H., Evans, D.C., Baillie, T.A., Extrapolation of diclofenac clearance from in
vitro microsomal metabolism data: role of acyl glucuronidation and sequential
oxidative metabolism of the acyl glucuronide, J. Pharmacol. Exp. Ther., 303 (3),
969- 978 (2002).

Kumar, V., Wahlstrom, J.L., Rock, D.A., Warren, C.J., Gorman, L.A., Tracy,
T.S., CYP2C9 inhibition: impact of probe selection and pharmacogenetics on in
vitro inhibition profiles, Drug. Metab. Dispos., 34, 1966-1975 (2006).

Lee, J. W., Naidong, W., Johnson, T., Dzerk, A., Miyabayashi, T., Motohashi, M.,
Development and validation of column-switching high-performance liquid
chromatographic methods for the determination of a potent AIl receptor

antagonist, TCV-116, and its metabolites in human serum and urine, J.
Chromatogr. B., 670, 287-298 (1995).

117



Leucuta, A., Vlase, L., Farcdu, D., Nanulescu, M., No effect of short term

ranitidine intake on diclofenac pharmacokinetics, Rom. J. Gastroenterol. 13 (4),
305-308 (2004).

Lewis, J.A., Tata, J.R., A rapidly sedimenting fraction of rat liver endoplasmic
reticulum, J. Cell. Sci., 13, 447-459 (1973).

Lindsay, S., High Performance Liquid Chromatography, Analytical Chemistry by
Open Learning, John Wiley & Sons, Ingiltere, 43-60, 1992.

Miyabayashi, T., Okuda, T., Motohashi, M., Izawa, K, Yashiki, T., Quantitation
of a new potent angiotensin II receptor antagonist, TCV-116, and its metabolites
in human serum and urine, J. Chromatogr. B., 677, 123-132 (1996).

Nie, J., Zhang, M., Fan, Y., Wen, Y., Xiang, B., Feng, Y.-O., Biocompatible in-
tube solid-phase microextraction coupled to HPLC for the determination of

angiotensin II receptor antagonists in human plasma and urine, J. Chromatogr. B.,
828, 62-69 (2005).

| Oparil, S., Newly emerging pharmacologic differences in angiotensin II receptor
blockers, Am. J. Hypertens, 13 (1), 18-24 (2000).

Ozaltin, N., Determination of lansoprazole in pharmaceutical dosage forms by
two different spectroscopic methods, J. Pharmaceut. Biomed. Anal., 20, 599-606
(1999).

Prost, F., Thormann, W., Capillary electrophoresis to assess drug metabolism
induced in vitro using single CYP450 enzymes (Supersomes™): Application to
the chiral metabolism of mephenytoin and methadone, Electrophoresis, 24, 2577-
2587 (2003).

Saunders, D.L., Chromatography, 31 ed., Heftmann, E. (Ed), Van Nostrand
Reinhold Co., New York, 81, 1975.

Shabir, G.A., Validation of high performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis, understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US
Pharmacopeia and the International Conference on Harmonization, J. Chromatogr.
A., 987, 57-66 (2003).

118



Skoog, D.A., West, D.M., Holler, F.J., Ceviri Ed: Kilig, E., Koseglu, F.,
Fundamentals of Analytical Chemistry, Bilim Yayincilik, Ankara, 660-717, 1999.

Song, J.C., White, C.M., Pharmacologic, pharmacokinetic, and therapeutic
differences among angiotensin II receptor antagonists, Pharmacotherapy, 20 (2),
130-139 (2000).

Stenhoff, H., Lagerstrém P.-O., Andersen, C., Determination of candesartan
cilexetil, candesartan and a metabolite in human plasma and urine by liquid
chromatography and fluorometric detection, J. Chromatogr. B., 731, 411-417
(1999).

Subba Rao, D.V., Radhakrishnanand, P., Suryanarayana, M.V., Himabindu, V., A
stability-indicating LC method for candesartan cilexetil, Chromatographia, 66 (7-
8), 499-507 (2007).

Taavitsainen, P., Cytochrome P450 Isoform-Specific In Vitro Methods To Predict
Drug Metabolism and Interactions, Doktora Tezi, Oulu Universitesi, Farmakoloji
ve Toksikoloji Béliimii, Oulu, Finlandiya (2001).

Taavitsainen, P., Kiukaanniemi, K., Pelkonen, O., In vitro inhibition screening of
human hepatic Psso enzymes by five angiotensin-II receptor antagonists, Eur. J.
Clin. Pharmacol., 56, 135-140 (2000).

Tang, C., Shou, M., Rodrigues, A.D., Substrate-dependent effect of acetonitrile on
human liver microsomal cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) activity, Drug. Metab.
Dispos., 28 (5), 567-572 (2000).

Tata, J.R., Preparation and properties of microsomal and sub-microsomal fraction
from animal cells, In: Subcellular Components; Preparation and Fractionation,
G.D. Birnie (Ed), Londra, 185-213, 1972.

The Merck Index, An Encyclopedia of Chemicals, Drugs and Biologicals
Merck&Co., Inc., New Jersey, 3071, 6076, 1989.

The United States Pharmacopeia (USP) XXIV, Marck Printing Co., Easton, 546,
1101, 2231, 2232, 2000.

119



Yamazaki, H., Inoue, K., Turvy, C.G., Guengerich, F.P., Shimada, T., Effects of
freezing, thawing, and storage of human liver samples on the microsomal contents
and activities of cytochrome P450 enzymes, Drug. Metab. Dispos., 25 (2), 168-
174 (1997).

Yeniceli, D., Dogrukol-Ak, D., Tungel, M., Determination of lansoprazole in
pharmaceutical capsules by flow injection analysis using UV-detection, J.
Pharmaceut. Biomed. Anal., 36, 145-148 (2004).

Zhang, M., Wei, F., Zhang, Y.-F., Nie, I., Feng, Y.-O., Novel polymer monolith
microextraction using a poly (methacrylic acid-ethylene glycol dimethacrylate)
monolith and its application to simultaneous analysis of several angiotensin II

receptor antagonists in human urine by capillary electrophoresis, J. Chromatogr.
A., 1102, 294-301 (2006).

Zhang, Z.-Y., Kaminsky, L.S., Determination of metabolic rates and enzyme
kinetics, In: Drug Metabolism in Drug Design and Development, D. Zhang, M.
Zhu, W.G. Humphreys (Eds), Wiley-Interscience A John Wiley&Sons, Inc.,
Publication, New Jersey, 413-447 (2008).

Zinellu, A., Carru, C., Sotgia, S., Porqueddu, E., Enrico, P., Deiana, L., Separation
of aceclofenac and diclofenac in human plasma by free zone -capillary
electrophoresis using N-methyl-D-glucamine as an effective electrolyte additive,
Eur. J. Pharmaceut. Sci., 24, 375-380 (2005).

120



EK-1






Istatistiksel Hesaplamalar
Istatistiksel Katsaydar

% BSS = 2> %100
X

Olmasi gereken miktar - Bulunan miktar

% BH= x100

Olmasi gereken miktar

% Geri Kazamm = Bulunan miktar x100

Olmas: gereken miktar

SH= 3

Vn

Korelasyon Katsayisinin Onem Kontrolii

r
t:
Sr
Sr= 1-r
n-2

Hp: r tesadiife bagli bir degerdir.

Kullanilan serbestlik derecesinde ve secilen yanilma olasiligi ile t degeri
hesaplanir. Bu deger tablodan bulunan t degeri ile karsilastirilir. t nesap > t tablo iS€
Ho reddedilir. Bu durumda r’nin, 6nemli bir deger olduguna ve tesadiifen
bulunmadigina karar verilir.

Dogrusalliktan ayrilis onem kontrolii
Kareler Toplami

a) Regresyon kareler toplami (RKT)
{Z ") X)(Z Y)}

50| nY)

b) Y ortalamadan ayrilis kareler toplami (YOAKT)

&yf

RKT =

YOAKT =Y y* -



¢) Regresyondan ayrilis kareler toplami (RAKT)
RAKT =YOAKT - RKT
Serbestlik Dereceleri
Regresyon serbestlik derecesi (RSD) :1
Y ortalamadan ayrilis serbestlik derecesi (YOASD) : n-1
Regresyondan ayrilis serbestlik derecesi (RASD) : YOASD — RSD =n-2
Kareler Ortalamalari
a) Regresyon kareler ortalamasi (RKO) =RKT /RSD
b) Regresyondan ayrilis kareler ortalamasi (RAKO) = RAKT / RASD
F pesap = RKO / RAKO ‘
Hy: Derisim ile detektor yaniti arasindaki iliski dogrusal degildir.

Kullanilan serbestlik derecesinde ve secilen yanilma olasiligi F degeri hesaplanir.
Bu deger tablodan bulunan F degeri ile karsilastirilir. F pesap > F ranlo 15 Ho
reddedilir. Bu durumda derisim ile detektdr yaniti arasindaki iliskinin dogrusal
olduguna karar verilir.

Friedman Analizi
Uc ya da daha fazla esli grubun karsilagtirilmasinda kullanilan bir testtir.
Hy: Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

0.05 yamlma diizeyi igin P pessp > 0.05 ise iki yontemle elde edilen sonuglar
arasinda fark olmadigma karar verilir.

Hesaplamalar GraphPad Prism 4 for Windows programa ile yapilmistir.
Sistem Uygunluk Testleri

F3

tra

iRl

Sinyal

v

Zatmary (1)



Teorik Tabaka Sayisi

Kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmast ve pikleri birbirinden iyi ayrilmasim
gostergesidir.

2
N=16 {t—}
%%

Aywrim Giicii
Kolonun ayirim giiclinii ifade eder.
R, - 2(t2 - tl)
Wi+ W2
Secicilik Faktorii
Bagil alikonmay ifade eder.

tra —tro
a jumind

tr1 —tro
Kapasite Faktérii
Kolonun performans: ve alikonmanin uzun siireli tekrarlanabilirligini ifade eder.
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