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OZET

Tekkeli, S.E. Memantinin Tayini I¢in Yeni Bir Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi. Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Analitik
Kimya ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2007.

Memantin alzheimer hastaliginin tedavisinde N-metil-D-aspartat (NMDA) antagonisti
olarak kullanilan yeni bir ila¢ etken maddesidir. Bu ¢alismada, trisiklik doymus halka
yapis1 nedeniyle yeterli 151k absorbsiyonu gdstermeyen memantin hidrokloriiriin (ME)
tabletlerde ve plazmada tayini i¢in spektrofluorimetrik dedektoriin kullanildig1 basit ve
hassas bir yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirilmistir.
Yontem, ME’nin igerdigi primer amin grubunun 9-fluorenilmetil kloroformat (FMOC)
belirteci ile verdigi reaksiyona dayanmaktadir. ME ile FMOC arasindaki reaksiyonunun
optimum kosullart; pH: 8,5, 1s1 ve bekletme siiresi: 40 C de 20 dakika, FMOC/ME mol
orant: 1000, organik/sulu faz orani: 4,5 olarak bulunmugtur. Kromatografik ayirma Cig
kolonda, 1,5 mL/dak akis hizinda asetonitril/10 mM ortofosforik asit (pH 2,4)-%0,1
trietilamin karisgtminin gradient uygulanmasi ile gerceklestirilmistir. I¢ standart (IS)
olarak nortriptilin se¢ilmis ve dedeksiyon 260 nm uyarma 315 nm emisyon dalga
boylarinda yapilmistir. Plazmadan analizlerde ornekler hekzan-izoamil alkol (98:2)
karigim ile ekstre edilmis ve ekstraksiyon geri kazanimi % 73,27 olarak bulunmustur.
Standart sulu ¢ozeltilerde ve katkili plazma orneklerinde konsantrasyona karsilik pik
alan oranlar1 kullanilarak elde edilen 6l¢ii egrileri 1-50 ng/mL konsantrasyon araliginda
hazirlanmis, plazmadan yapilan analizlerde giin-i¢i ve giinler-aras1 bagil standart sapma
(RSD) degerleri sirastyla %1,35-2,70 ve % 0,29-3,39 olarak bulunmustur. ME’nin
tabletlerdeki miktar tayini sulu standart ¢ozeltilere ait dogru denklemi ile hesaplanmig
ve sonuclar firma yontemi ile elde edilenlerle %95 olasilik diizeyinde kiyaslanmistir.
Yontemin klinik uygulanabilirligini test etmek amaciyla, saglikli bir goniilliiniin 20 mg
ila¢ almasimin ardindan ME’nin farmakokinetigi incelenmis ve ilacin maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmaks), bu konsantrasyona ulagma siiresi (tmaks) ve eliminasyon

yarilanma 6mrii (t1/2,el) sirasiyla 41,6 ng/mL, 7,5 ve 69,4 saat olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Memantin, 9-fluorenilmetil kloroformat, yiiksek performansl sivi

kromatografisi, tiiretme, plazma

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-779/27122005
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ABSTRACT

Tekkeli, S.E. A new high performance liquid chromatography method for the
determination of memantine. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. Ph D Thesis. Istanbul. 2007.

Memantine, N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist is a new drug and used
for the treatment of Alzheimer’s disease. The molecule can not be quantified by
spectrophotometric detection therefore it has no adequate light absorption because of
tricyclic saturated ring structure. In this study a new, simple and sensitive high
performance liquid chromatographic (HPLC) method was developed for the
determination of memantine hydrochloride (ME) in tablets and plasma using
spectrofluorimetric detector. The method based on derivatization reaction of the primary
amino group of ME with 9-fluorenylmethyl chloroformat (FMOC). Optimum
conditions of the reaction between ME and FMOC were found to be pH: 8.5;
temperature and reaction time: 40 C in 20 minutes, the mol ratio of FMOC/ME: 1000,
the ratio of the organic/aqueous phases is 4.5. Chromatographic separation was carried
out using a C;g column at flow rate of 1.5 mL/min by gradient elution with acetonitrile-
10 mM ortophosphoric acid (pH 2.4)-%0.1 triethyl amine. Nortriptilin was chosen as an
internal standart (IS) and detection was carried out at 260 nm excitation and 315 nm
emission wavelengths. Liquid-liquid extraction with hexane-isoamylalcohol (98:2) was
used for the analyses of plasma samples by 73.27 % recovery. Calibration curves were
prepared in the concentration range of 1-50 ng/mL from the aqueous standards and
spiked plasma samples, separately and obtained by plotting the concentration against
the peak area ratio. Relative standard deviations (RSD) for the within-day and between-
day analyses were found to be 1.35-2.70 and 0.29-3.39 % respectively. The drug
content in tablets was calculated from the regression equation constructed with aqueous
standard solutions. The tablets were also analysed by the company method. The results
obtained from two methods were compared statistically at 95 % confidence level. To
check the clinical applicability of the developed method, the pharmacokinetics of ME
was investigated in a healthy volunteer after a single oral administration of 20 mg of the
drug. Maximum plasma concentration (Cmax), reached period of Cmax (tmax) and the
elimination half-life (t1/2,el) were found to be 41.6 ng/mL, 7.5 and 69.4 h respectively.

Key Words: Memantine, 9-fluorenylmethyl chloroformat, high performance liquid

chromatography, derivatization, plasma

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-779/27122005
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi, basta hafiza olmak iizere, dikkat, lisan, beceriler, algilama,
problem ¢6zme gibi bircok fonksiyonda bozulma yaparak kisiyi entellektiiel ve sosyal
yeteneklerinde zayiflatan ve giinliikk hayatim1 olumsuz etkileyen bir hastaliktir. 65 yasin
tizerindeki kisilerde % 6-10, 85 yasin tizerindekilerde % 30- 47 gibi yiiksek bir goriilme
sikligina sahiptir [1].

Memantin, orta ve siddetli alzheimer hastaliginin tedavisinde NMDA antagonisti
olarak kullanilan yeni bir ila¢ etken maddesidir. Tedavideki etkisini, néronal fonksiyon
bozukluguna yol agan yiikselmis glutamat diizeylerini bloke etmek yoluyla, intraseliiler
kalsiyum birikimini azaltarak gosterir. Alzheimer hastaligindaki etkisi Avrupa Tibbi
Uriinler Degerlendirme Ajanst (EMEA) tarafindan Mayis 2002’de onaylanmustir.
Ayrica dopaminerjik etkiyi arttirdigi i¢in yardimei ilag olarak parkinson hastaliginin
tedavisinde ve influenzanin ¢esitli suslarina kars1 gosterdigi antiviral aktivitesi sebebiyle

influenza tedavisinde de etkilidir [2,3].

Memantin hidrokloriir (ME) trisiklik doymus halka yapis1 nedeniyle yeterli 151k
absorbsiyonu gostermemektedir. Bu nedenle analiz laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilan Ultraviyole (UV)-goriiniir bolge ya da fluoresans dedeksiyonlu HPLC
yontemleri ile tayini mimkiin olamamaktadir. Bu tip cihazlarla ancak
tiirevlendirildikten sonra tayin edilebilir. Maddenin gerek tiirevlendirilerek gerekse
tiirevlendirilmeden baska dedeksiyon yontemleri ile yapilmis calismalarinin sayisi da
cok azdir. Bu yilizden bu ilag maddesinin farmasétik preparatlarda ve biyolojik

stvilardaki analizi i¢in segici, hassas ve giivenilir yeni yontemlere ihtiyag¢ vardir.

Bu calismanin amaci, ME’nin rutin ilag laboratuvarlarinda kolaylikla analiz
edilebilmesi icin optik esaslara dayali dedeksiyon yontemleri ile tayinine olanak
saglayacak ve biyoyararlanim-biyoesdegerlik ¢alismalarinda kolaylikla kullanilabilecek

hassasiyete sahip yeni bir HPLC yontemi gelistirmektir.
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Bunun i¢in trisiklik doymus halkada primer amin siibstitienti iceren ME’nin,
FMOC belirteci ile fluoresans gosteren bir tiirev olusturmasindan yararlanilarak
fluorimetrik dedeksiyona dayanan yeni bir HPLC yontemi gelistirilmesi ve bu yontemin
ME’nin farmasotik preparatlardaki ve biyolojik sivilardaki analizlerine uygulanmasi

diistiniilmiistiir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Memantin Hidrokloriir

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

NH,

/

HCI

/

Sekil 2.1: ME’nin kimyasal formiilii

Kimyasal adi 1-amino-3,5-dimetiltrisiklo (3,3,1,1) dekan hidrokloriir veya
3,5-dimetil-1-adamantanamin  hidrokloriir =~ veya 1-amino-3,5-dimetiladamantan
hidrokloriir olarak okunabilir (Sekil 1). Kapali formiili C;;H,;N.HCI olan ME’nin
molekiil agirhg 215,77 dir. Beyaz renkte, kokusuz, hafif kristalize bir tozdur. Suda,
metanol ve etanolde kolay ¢6ziiniir. Erime derecesi 258 °C ve elementel analizine ait

degerler C: % 66,8, H: % 10,28, N: % 6,49, Cl: % 16,43 olarak bildirilmistir.

ME’nin ¢esitli pH larda alinan UV spektrumlan Sekil 2.2 de verilmistir [4].
50 pg.mL™" konsantrasyonda alinmis UV spektrumlar1 maddenin hicbir pH ortaminda
direkt spektrofotometrik dedeksiyonunun yapilamayacagin1 gostermektedir. Maddenin

fourier doniisiimlii infrared (FT-IR) spektrumu ise Sekil 2.3 de goriilmektedir.
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2.1.2. Farmakolojisi
ME orta ve siddetli alzheimer hastaligimin tedavisinde NMDA antagonisti olarak

kullanilan yeni bir ila¢ etken maddesidir.

Alzheimer hastaligi, kisinin entellektiiel ve sosyal yeteneklerinin, giinliik
fonksiyonlarmi etkileyecek sekildeki kaybi olan demans durumunun ilerleyerek
seyrettigi bir hastaliktir. Bilinci agik bir kiside basta hafiza olmak iizere dikkat, lisan,
beceriler, algilama, problem ¢6zme gibi bir¢ok kognitif fonksiyonda bozulma yaparak
bireyleri giinliik aktivitelerini etkileyecek derecede entelektiiel ve sosyal yeteneklerinde
yikima gotiir. Bu hastalik primer dejeneratif bir demans olarak da tamimlanir ve
demansin en sik goriilen nedenidir. Tiim demanslarin %50-70’ini olusturmaktadir. 65
yasin iizerindeki kisilerde %6-10, 85 yasin iizerindekilerde %30-47 gibi yiiksek bir

goriilme sikligina sahiptir [1].

Alzheimer hastaliginda goriilen noérodejenerasyonun beyinde bulunan glutamik
asit seviyelerinin patolojik olarak artmasi ile ilgili oldugu ileri siiriilmektedir. Demansl
hastalarin beyninde artmis olan glutamat seviyelerinin Mng2 iyonlarinin NMDA
reseptorlerini bloke etmelerini engelleyerek Ca* iyonlarinin hiicre i¢ine siirekli akisina
neden oldugu ve bdylece ndronal dejenerasyonun meydana geldigi diisiiniilmektedir.
Fakat yine de hastalifin etiyolojisi tam bilinmedigi i¢in ancak semptomatik tedavisi
miimkiindiir [1]. Tedavide esas olarak kolinerjik sistemin etkileri arttirilmaya ¢aligilir.
ME de NMDA reseptorlerini non-kompetitif olarak bloke ederek yiikselmis glutamat
diizeylerinin neden oldugu intraseliiler kalsiyum birikimini azaltarak tedavide etkili olur

[2,3,5-7].

ME’nin, alzheimer hastaliginin tedavisi disinda baska kulllanim alanlari da
vardir. Parkinson hastalig1 tedavisinde dopaminerjik etkiyi arttirdig i¢in yardimer ilag
olarak kullanilir. Ayrica influenzanin ¢esitli suslarina kars1 gosterdigi antiviral aktivitesi

sebebiyle influenza tedavisinde de etkilidir [2,3,5].

ME’nin biyoyararlanim ve atilimina ait veriler soyle Ozetlenebilir. Saglikli
goniilliller tarafindan 20 mg tek doz ME alimim takiben Cpas 22-46 ng.mL'l,
tmaks 3-8 saat arasinda gozlendigi bildirilmistir. t;e 64,6 = 9,6 saat olarak bildirilen
ME, %100 liik biyoyararlanima sahiptir (2,3,6,7). ilag % 45 oraninda plazma

proteinlerine baglanir, ¢cok az metabolize olur ve bobrekler yoluyla elimine edilir.
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Normal bibrek fonksiyonuna sahip goniillillerde toplam klirens 170 ml/dak/1,73m? dir

ve toplam renal klirensin bir kismu tiibiiler sekresyon ile elde edilmistir [2,8].

ME ve plasebo alan hastalarla yapilmis calismalarda sik goriilen yan etkiler
sirastyla haliisinasyon, bas donmesi, bas agrisi, konfiizyon, yorgunluk, nadir gériilen
yan etkiler ise anksiyete, hipertoni (kas tonusunun artmasi), kusma, sistit ve libido

artisidir [6,9,10].

Diger NMDA antagonistleri, L-dopa ve dopaminerjik antagonistler ME ile
birlikte kullanildiginda ilacin etkisini arttirir. Antispazmodik ajanlar, dantrolen veya
baklofen ile birlikte kullanimi1 ise ME’nin etkilerini modifiye edebilir ve doz ayarlamasi
gerektirebilir. Farmakotoksik psikoz nedeni ile ME’nin amantadin ile birlikte
kullanimindan sakinilmalidir. ME hidroklortiazid (HCT) veya HCT 1i herhangi bir

kombinasyon ile birlikte kullanilirsa, HCT serum seviyesinde azalma goriilebilir [2,9].

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografik Analiz Yontemleri
ME’nin direkt spektrofotometrik izlenmesi miimkiin olmadig: icin HPLC ile
yapilmis calismalar1 ya tiirevlendirmeye ya da kiitle dedektorle tayine dayanan

yontemlerdir.

Higashi ve Fujii [11], sentetik melanine baglanan amantadin ve icinde ME’nin
de bulundugu analoglarin dansil kloriirle tiirevlendirerek HPLC ile tayinini
yapmiglardir. Bu ¢alismada ilag maddelerini bazik ortamda ve 30 dakika, 50 °C de
1sitarak tiirevlendirmislerdir. Maddelerin tiirevlerini C;g kolonda, pH degeri NaOH ile
9’a ayarlanmis metanol ve % 0,2’lik asetik asit (9:1; h/h) karisimi hareketli faz ile
ayirmis, 370 nm uyarma ve 506 nm emisyon dalga boylarinda analiz etmislerdir. Bu
sayede ilaglarin yan etki olarak sa¢, goz, deri gibi dokularda bulunan melanine hangi

oranlarda baglanabilecegini saptamislardir.

Duh ve arkadaslann [12] ME ve amantadinin plazmadan tayini icin
tirevlendirmeye dayanan bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. 2-naftoksi asetil kloriir
(NAC) fluoresans belirteci olarak ilk defa bu yontemde kullanilmstir. 30 °C de 6 dakika
kanistirma ve daha sonra 6 dakika bekleme yapilarak elde edilen naftoksi tiirevleri Cg

kolonda metanol/tetrahidrofuran/su/trietilamin (75:10:15:0,02; h/h) hareketli faz1 ile
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ayrildiktan sonra 227 nm uyarma ve 348 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmistir.

Yontemin tanima sinirini her iki ilag maddesi i¢in 0,15 uM/300 pL olarak bulmuslardir.

Suckow ve arkadaslan1 [13] ME’yi dansil kloriir ile tiirevlendirdikten sonra
plazmada HPLC ile tayin etmislerdir. Tiirevlendirme bazik ortamda, oda sicakliginda 45
dakika bekletilerek yapilmistir. Ardindan C;g kolonda asetonitril, 0,025 M fosfat
tamponu, o-fosforik asit ve biitil amin (73:27:0,5:0,6; h/h)’den olusan hareketli faz
sisteminde izokratik olarak ayrilma saglanmig, 235 nm uyarma ve 470 nm emisyon
dalga boylarinda dedeksiyon yapilmistir. Ayrica, bu calismada IS olarak amantadin

kullanilmais, ¢alisilan konsantrasyon araligi 3-400 ng.mL'l olarak belirlenmistir.

Shuangjin ve arkadaslari [14] da amantadin, rimantadin ve ME’nin tavsan
plazmasinda tayini i¢in antrakinon-2-siilfonil kloriir (ASC) ile tiirevlendirmeye dayanan
yeni bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Oda sicakliginda 10 dakikada gerceklesen
reaksiyonun iriinlerini C;g kolonda metanol/su (85:15; h/h) ile ayirdiktan sonra UV
dedektor ile 256 nm de tayin etmislerdir. Tanima smirin1 20 ng.mL™, tayin smirmi ise

50 ng.mL'1 olarak bulmuglardir.

Koeberle ve arkadaslari ¢esitli melaninlere baglanmis ME’nin tayinini kiitle
spektrometrik dedektorlii likit kromatografisi (LC-MS) ile yapmislardir [15]. Bu
yontemde ME i¢in dogrusal aralik 0,1-1200 nM olarak bulunmustur.

Almeida ve arkadaslar1 [16] da ME’nin plazmada tayini i¢in yeni bir LC-MS
yontemi gelistirmigler ve bu yontemi 30 saglikli goniilli iizerinde yaptiklar
biyoesdegerlik calismasinda kullanmugslardir. Bu calismada IS olarak amantadin

kullanilmis ve yontemin tayin sirt 0,1 ng.mL'1 olarak bulunmustur.

2.1.3.2. Gaz Kromatografik Analiz Yontemleri

Wesemann ve arkadaglar1 [17], ME’nin gaz kromatografisiyle (GC) beyin ve
karaciger dokularinda tayinini yapmislardir. Bu calismada alev iyonlagsma dedektdrii
(FID) kullanilmig ve tayin st 1 g dokuda 60 ng olarak belirlenmistir. Yine
Wesemann ve arkadaglarina [18] ait bir ¢alismada cesitli dokularda kiitle spektrometrik
dedektorlii gaz kromatografisi (GC-MS) ile ME’nin analizi yapilmistir. Calismada

dogrusal aralik 15-300 ng.mL'1 olarak bulunmustur.
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Freudenthaler ve arkadaslari [19], GC-MS ile plazma ve idrarda ME’nin tayinini
yapmiglardir. Yontemin uygulanabilir oldugu konsantrasyon araligi plazma igin 8,4-

267,0 ng.mL", idrar i¢in 0,08 ug.mL™" olarak belirlenmistir.

Leis ve arkadaglar1 [20] da yine GC-MS kullanarak ME’nin plazmada tayini i¢in
bir yontem gelistirmislerdir. Katilmis plazma 6rneklerinde memantinin dogrusal oldugu
konsantrasyon araligmi 0,117-30,0 ng ve tanmmma s 10 pg.mL'1 olarak

bulmuslardir.

2.1.3.3. Diger Yontemler

Reichova ve arkadaslar1 [4] ME, rimantadin ve amantadinden olusan adamantan
tirevlerinin  birarada kapiler zon elektroforez (CZE) teknigiyle tayinini
gerceklestirmislerdir. Amantadinden sentezlenen diger tiirevlerin saflik tayinini yapmak
amaciyla gelistirilen yontemde tiirevlerin cok yakin olan elekroforetik mobilitelerinde
fark yaratmak icin bunlarin siklodektrinle yaptiklart komplekslerden yararlanmislardir.
Ornekler hidrodinamik enjeksiyonla kapillere verilmistir. Siklodekstrin ilavesi yapilmis
tampona 20 kV gerilim uygulanmasi sonucu farkli zonlar olugsmustur. Maddelerin
izlenmesi 210 nm de indirekt olarak tampona 4-metilbenzilamin ilavesiyle

gerceklestirilmistir. Yontemin ME’ye ait tanima smir1 0,35 ug.mL'l dir.

2.2. FMOC Hakkinda Genel Bilgi ve Bu Belirtecle Yapilan Calismalar

FMOC beyaz, kokusuz, hafif kristalize asetonitril ve asetonda kolaylikla
coziinebilen bir tozdur. Molekiil agirligit 258,70, kapali formiilii C;sH;;ClO, dir
(Sekil 2.4).

I

CH,0CC]

Sekil 2.4: FMOC’un kimyasal formiilii
FMOC primer ve sekonder aminlerle genellikle kolon 6ncesi tiirevlendirmelerde
kullanilarak bircok maddenin spektrofotometrik ve fluorimetrik dedeksiyonuna imkan

saglar.
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2.2.1. Analiz Yontemleri
FMOC ile yapilan HPLC calismalarinda maddelerin tayini ¢ogunlukla
fluorimetrik yapilmakla beraber az sayida spektrofotometrik dedeksiyonlu tayine de

rastlanmistir.
Fluorimetrik dedektorle yapilan ¢alismalar sunlardir:

Ptacek ve arkadaslar1 [21] idrarda alendronat adli ila¢ etken maddesinin tayini
i¢in gelistirdikleri yontemde FMOC ile tiirevlendirme yapmislardir. HPLC ile yapilan
tayinde, eliisyon C;g kolonda, asetonitril, metanol, sitrat-pirofosfat tamponundan olusan
bir hareketli faz sistemi ile gerceklestirilmistir. Dedeksiyon i¢in 260 nm uyarma, 310
nm emisyon dalga boylarn kullanilmistir. Tiirevlendirme isleminin bazik ortamda,
bekleme ve 1sitma gibi islemler olmaksizin yapildigi ve yontemin tayin sinirimin 3,5

ng.mL" oldugu bildirilmistir.

Aymard ve arkadaslarn [22] efedrin ve metaboliti norefedrinin plazmada tayini
icin bildirdikleri bir calismada FMOC ile tiirevlendirme yapmislardir. Plazma 6rnekleri
baziklendirmenin ardindan iki defa isopropanol, biitil metil eter karisimi ile ekstre
edilmistir. Daha sonra sulu fazda bazik ortamda FMOC ile reaksiyona giren maddeler
Cis kolonda, asetonitril-su (52:48) karisiminda ayrilmis ve 264 nm uyarma, 313 nm
emisyon dalga boylarinda tayin edilmislerdir. Yontemin tayin smuri1 efedrin igin,

2 ng.mL™", norefedrin icin 5 ng.mL" olarak belirtilmistir.

Bellagamba ve arkadaslar [23] siitte bulunan spermidin, spermin, cadaverin gibi
bazi poliaminleri tayin etmek amaciyla bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ekstre
edilen poliaminler bazik ortamda, FMOC ile tiirevlendirildikten sonra, tiirevler Cig
kolonda su-asetonitril hareketli faz sisteminde ayrilmis ve 264 nm uyarma, 313 nm

emisyon dalga boylarinda tayin edilmistir.

Kim ve arkadaslar1 [24] tarafindan Morus alba bitkisinin yapraklarindan ekstre
edilen 1-deoksijirimisin adli alkaloidin tayini i¢in gelistirilen yontemde madde, bazik
ortamda 20 °C de 20 dakika bekletme sonucunda FMOC ile tiirevlendirilmis, belirteg
fazlasinin etkisini Onlemek i¢in ortama glisin ilave edildikten sonra maddeler Cg

kolonda eliie edilmis ve fluorimetrik olarak tayin edilmislerdir.

Torano ve Guchelaar’a [25] ait bir calismada katilmig serum Orneklerinde

eritromisin, roksitromisin, azitromisin ve klaritromisin antibiyotiklerinin miktarlari
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belirlenmistir. Serumdan ekstre edilen maddeler FMOC ile bazik ortamda 40°C de 40
dakika bekleme sonucu tiirevlendirilmistir. Olusan tiirevler 50°C sicaklikta, C;g3 kolonda

ayrilmis ve fluorimetrik dedektorle tayin edilmistir.

Yuh ve arkadaslar1 [26] tavsanlar {izerinde gelistirdikleri bir yontemde kandaki,
galaktoz, glukoz, laktoz miktarin1t HPLC ile tayin etmislerdir. Tiirevlendirme sekerlerin
bazik ortamda, 65°C de 3 saat bekletilmeleri sonucu yapilmigtir. Gelistirilen bu yontem
daha sonra tavsanlarda in vivo olarak galaktozun farmakokinetiginin arastirilmasi igin

kullanilmustir.

Bahrami ve arkadaglar1 [27] antiepileptik bir ila¢ etken maddesi olan topiramatin
serumda tayini icin FMOC ile bir calisma yapmislardir. Bu ¢alismada tiirevlendirme;
pH 7.8 borat tamponuyla, asetonitril su oraminin 5:1 oldugu ortamda yapilmis ve
reaksiyonun sonunda ortama glisin katilmistir. Tiirevler 62°C’de, CN kolonda
asetonitril-pH 2,2 fosfat tamponu-trietilamin sisteminde ayrilmig, 260 nm uyarma ve
315 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmistir. Dogrusal konsantrasyon araligi
20-5000 ng.mL" olan bu yéntemde IS olarak amantadin kullanilmistir. Bahrami ve
Kiani’nin [28] diger bir antiepileptik etkili madde olan gabapentinin serumda analizi
icin gelistirdikleri yontemde ise, serumdan diklorometan-propanol ile yapilan
ekstraksiyonun ardindan pH 7 borat tamponlu ortamda 60 °C de 10 dakika bekletilerek
FMOC ile tiirevlendirme yapilmistir. Bu calismada da reaksiyondan sonra ortama glisin
katilmistir. Daha sonra C;s kolonda, metanol-fosfat tamponu-trietilaminden olusan

hareketli faz ile eliisyon gerceklestirilmistir. IS olarak azitromisin kullanilmstir.

Tandy ve arkadaslarinin [29] gelistirdikleri bir yontemde, 6zellikle deterjanlarin
icinde cok rastlanan, genelde koruyucu olarak diger bazi ticari iirlinlerde de bulunan
etilendiamin disiiksinik asit (EDDS) maddesi FMOC ile tiirevlendirilerek fluorimetrik
dedektorlit HPLC ile tayin edilmistir. Calismanin amaci toprakta, suda ve bitkilerde eser

miktarda bulunabilecek olan EDDS yi tayin etmektir.

Kazachov ve Yu [30] siganlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, organizmada
bazi patolojik durumlarda metilglioksal maddesinin ortaya c¢ikmasini saglayan
aminoasetonun miktarin1 tayin etmislerdir. Si¢anlarin karaciger dokusundan alinan
numunelerden homojenizasyon, iyon degistirme kromatografisi ve kat1 faz
ekstraksiyonu gibi birtakim islemlerden sonra aminoaseton izole edilmis ve miktar

FMOC ile tiirevlendirmeyi takiben HPLC ile tayin edilmistir. Tiirevlendirme pH 10
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borat tamponlu ortamda yapilmistir. Belirtecin fazlasi hekzanla ekstraksiyon sonucu
organik faza gecirilerek uzaklastirilmis ve ardindan fluorimetrik dedektorlii, ters faz

HPLC ile tayin gerceklestirilmistir.

Hutson ve arkadaslar1 [31] sicanlarin akciger dokusunda astima bagli olarak
artan hidroksipirolinin miktarin1 tayin etmek i¢in ayni anda hem o-ftalaldehit (OPA),
hem de FMOC ile kolon 6ncesi tiirevlendirme yapmislardir. Tiirevlendirmenin ardindan
etil eterle ekstraksiyon yapilmis, sulu faz HPLC sistemine enjekte edilmistir.
Hidroksipirolinin OPA ve FMOC tiirevleri 265 nm uyarma, 315 nm emisyon dalga

boylarinda tayin edilmistir.

Bahrami ve Mohammadi [32] insan serumunda azitromisini tayin ettikleri
otomatiklestirilmis bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Serumdan ekstre edilen ilag
maddesi, reaksiyonu optimize etmek icin kullanilan tampon ¢ozelti ve tiirevlendirme
reaktifi FMOC uygun 1siya ayarlanmis bir reaktif kolonunda peristaltik pompa
yardimiyla ayr ayn biraraya getirilmis ve ardindan tiirev, pompalar ile Cg kolona
ulastinlmistir. Hareketli faz olarak asetonitril, fosfat tamponu ve trietilaminin
kullanildigr yontemde tayin fluorimerik olarak yapilmistir. FMOC ile yapilan
tiirevlendirme reaksiyonlar1 genellikle uzun siirdiigiinden ve 1s1, bekleme, reaktif miktar
gibi kosullar reaksiyon i¢in ¢ok belirleyici oldugundan bu reaktifi otomatiklestirilmis
bir sistem icinde kullanmak reaksiyonu daha iyi kontrol altinda tutabilme bakimindan

oldukg¢a yararli olmustur.

Pericas ve arkadaslar1 [33] amfetamin, metamfetamin ve 3,4 metilendioksi
metamfetamin maddelerinin idrarda tayinini yapmislardir. Bu calismada FMOC ile
yapilan tiirevlendirmenin ardindan kati faz mikroekstraksiyon yontemiyle tiirevler izole
edilmis ve bu sayede ppm diizeyinde tayin gerceklestirilmistir. Fluorimetrik detektoriin
kullanildig1 ¢calismada, mikroekstraksiyon oldukca sade kromatogramlar elde edilmesini
saglamis ve verimi arttirmistir. Yine Pericas ve arkadaglar1 [34] tarafindan gelistirilen
bir yontemde yeralt1 sularindaki dimetilamin miktart FMOC ile tiirevlendirilerek HPLC
de tayin edilmistir. Ayirma C;g kolonda, asetonitril, asetat tamponundan (70:30) olusan
hareketli faz ile gerceklestirilmis ve tayin 265 nm uyarma, 310 nm emisyon dalga

boylarinda yapilmistir.

Stead ve Richards [35] gentamisin siilfatin bakteri kiiltiir ortami, plazma gibi

biyolojik matrikslerdeki miktarin1 tayin etmislerdir. Oncelikle biyolojik matrikslerden
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gentamisin siilfati karboksipropil bagh silika kat1 faz ekstraksiyon kartuslan ile izole
etmisler ardindan FMOC ile tiirevlendirmeyi takiben HPLC de fluorimetrik dedektorle

tayin etmislerdir.

Nedelkosta ve Low [36] sularda ve cimenlerde bulunabilen glifosat adli herbisit
maddenin miktarin1 tayin ettikleri yeni bir yontem gelistirmislerdir. Yontemde
tirevlendirme bazik ortamda 30 dakikada 20-30°C arasinda beklemeyle
gerceklestirilmistir. Olusan FMOC-glifosat tiirevi polimerik amino kolonda asetonitril

ve sudan olusan hareketli fazla eliie edilmis ve tayin fluorimetrik dedektorle yapilmistir.

Llasera ve arkadaslar1 [37] matriks kat1 faz dagilma ekstraksiyonu teknigi ile
domatesten glifosat ve ana metaboliti aminometilfosfonik asiti izole ettikten sonra
FMOC ile tiirevlendirmisler ve ardindan HPLC ile tayin etmislerdir. Matriks kat1 faz
dagilma ekstraksiyonu teknigine goére numune ezilmis, NH, — bagh silika ile
kanstirilarak homojenize edilmis ve bu homojen yap1 bir polipropilen kartusa
yerlestirilerek Once deiyonize suyla birinci fraksiyon, ardindan NaH,PO; ile ikinci
fraksiyon toplanmistir. Birinci fraksiyondan aminometilfosfonik asit, ikinci
fraksiyondan ise glifosat elde edilmistir. Bu fraksiyonlar1 saflastirmak icin anyon
degistirici regineler kullanilmasinin ardindan maddeler bazik ortamda 30 dakika, oda
sicakliginda bekletilerek FMOC ile tiirevlendirilmis, belirtecin fazlasi etil etere ekstre
edilmistir. Daha sonra maddeler C;s kolonda asetonitril fosfat tamponundan olusan
hareketli faz ile gradient bir sistemde ayrilmiglar ve fluorimetrik dedektorle tayin

edilmislerdir.

Staffeldt ve arkadaslar1 [38] karboksimetilsistein, metilsistein  ve
N-asetilkarboksimetil sisteinin idrar ve plazmada analizini FMOC ile tiirevlendirmenin

ardindan fluorimetrik dedektorlii ters faz HPLC ile gerceklestirmislerdir.

Ekegren ve Trolin [39] poliaminlerden spermidin, spermin ve putreskinin
serebrospinal sivi, serebellum ve iskelet kaslarindan HPLC ile tayinini yapmislardir.
Yontemin otopsi ¢aligmalarinda kullanilabilecegini belirten yazarlar, FMOC ile pH 9
borat tamponlu ortamda, bekleme olmaksizin yaptiklar tiirevlendirmenin ardindan
reaksiyonu durdurmak i¢in ortama glisin ilave etmislerdir. Tiirevler Cg kolona enjekte
edildikten sonra 35 dakika i¢cinde ayrilmig ve 210 nm uyarma, 360 nm emisyon dalga

boylarinda tayin edilmistir.
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Sultana ve arkadaslar1 [40] keciler iizerinde yaptiklar1 bir calismada gevis
getiren hayvanlarin rumen sivisindaki arginin ve benzer bazi1 proteinlerin HPLC ile
tayinini yapmislardir. Beslenmeden 1 saat sonra alinan numuneler pH 9 borat tamponlu
ortamda FMOC ile tiirevlendirilmis, ardindan heptan ile ekstraksiyon yapilmis ve sulu
faz enjekte edilmistir. C;g kolonda asetonitril-fosfat tamponu-tetrahidrofurandan olusan
hareketli faz sisteminde izokratik eliisyonla 33 dakika icinde ayrilan proteinler, 263 nm
uyarma, 611 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmislerdir. Gelistirilen bu yontemin

birtakim hastaliklarin teshisinde kullanilmasi amag¢lanmistir.

Liu ve arkadaslan [41] vertilmisin adl1 antibiyotik maddenin sigcan plazmasinda
tayinini saglayan yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu HPLC yonteminde IS olarak
netilmisin kullanilmistir. Kromatografi asamasindan once plazmadan ekstre edilen
maddeler pH 8 borat tamponu ve FMOC ¢ozeltisi ilavesiyle 15 dakika bekleme sonunda
tiirevlendirilmis, reaksiyonun hemen ardindan glisin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Maddeler
Cis kolonda asetonitril-su (95:5) hareketli faz1 ile eliie edilmis ve fluorimetrik

dedektorle tayin edilmistir.

Schwarz ve arkadaslan [42] plazmadaki tiim aminoasitleri tayin ettikleri bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde primer aminleri OPA ile tiirevlendirip
fotodiodarray (FDA) dedektorle, sekonder aminleri FMOC ile tiirevlendirip fluorimetrik
dedektorle tayin etmislerdir. FMOC ile olusan tiirevler 40 °C deki C;g kolonda ayrilarak
266 nm uyarma, 305 nm emisyon dalga boylarinda tayin edilmistir. Calismada IS olarak

S-karboksimetil-L-sistein kullanilmistir.

Wheal ve arkadaglarnn [43] bitki koklerinden salinan ve topraktan demir
iyonlarini bitkiye kazandirmaya yarayan fitometalofor denen baz1 maddelerin (mugineik
asit, hidroksi mugineik asit, nikotinamin gibi) tayinini yapabilmek icin bir yontem
gelistirmislerdir. Arpa koklerinden alinan salgilar iizerinde yapilan ¢alismada maddeler
FMOC ile pH 10 borat tamponlu ortamda tiirevlendirmenin ardindan C;g kolonda asetat
tamponu-su-asetonitril-metanolden olusan hareketli faz yardimiyla gradient eliisyonla
ayrilmislar ve 266 nm uyarma, 305 nm emisyon dalga boylarinda pmol diizeyine kadar

tayin edilmislerdir.
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Spektrofotometrik dedektorle yapilan ¢alismalar sunlardir:

Zhu arkadaglar [44] tarafindan yapilan bir calismada, dogada en sik karsilagilan
aminopolisakkarit olan Kkitinin safligi, yapisindaki glukozaminin FMOC ile
tiirevlendirildikten sonra HPLC ile tayin edilmesi sonucu saptanmistir. Suda ve bir¢ok
coziiciide ¢oziinmeyen kitin, asit ile hidroliz edilmis, bu hidroliz sonucu agiga ¢ikan
glukozamin pH 7 borat tamponlu ortamda, 20 °C de 30 dakika bekletilerek
tirevlendirilmis, olusan tiirev Cg kolonda, asetonitril-su karisimi hareketli faz ile

ayrildiktan sonra 254 nm dalga boyunda tayin edilmistir.

Liang ve arkadaslarinin [45] bir ¢alismasinda da siilfametazinin biyolojik
stvilarda ve dokularda FMOC ile bazik ortamda 30 dakika bekleme sonucu
tirevlendirilmesini takiben 254 nm dalga boyunda spektrofotometrik dedektor

yardimyla ters faz HPLC ile tayini yapilmistir.

Hernandez ve arkadaslarn [46] kati1 faz ekstraksiyonu kartuglarinin (C,g) i¢cinde
gerceklestirdikleri reaksiyonda eser miktarda propilamin, dietilamin, dietanolamin,
glutamik asit, p-aminobenzoik asit, p-feniletilamin maddelerini FMOC ile
tiirevlendirmisler, daha sonra ekstre edilen tiirevleri HPLC’ye enjekte etmislerdir.
Tiirevlendirme sirasiyla madde ¢ozeltileri, reaktif ¢ozeltisi ve bazik tamponun kartusa
ilavesiyle yapilmis, tiirevler asetonitril-su karisimiyla ekstre edilmistir. Ayirmada Cjg
kolon ve asetonitril-su karigimindan olusan hareketli faz ve tayinde FDA dedektor
kullanilmistir. Gelistirilen yontem katilmis idrar orneklerinde B-feniletilamin tayinine

uygulanmastir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calismada asagidaki kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler kullanilmigtir:

ME ',

Ebixa® tablet 2,

Nortriptilinl,

FMOC',

Borik asit (analitik saﬂlk‘[a)3 ,

Potasyum kloriir (analitik saﬂlkta)3 ,

Sodyum hidroksit (analitik safl1kta)3,

Susuz sodyum siilfat (analitik safl1kta)3,

Glisin (analitik saflikta)?,

Kristal viyole (analitik safhkta)l,

Asetonitril (HPLC safliginda) 3 ,

Trietilamin (HPLC safliginda) !

Ortofosforik asit ( % 85 ag/ag ) (analitik saflikta) °,

n-hekzan (analitik safl1kta)3,

Isoamil alkol (analitik safhkta)3

Ultra saf su (HPLC safliginda),

Formik asit (analitik safhkta)l,

Asetik asit anhidrit (analitik saﬂlkta)l,

Perklorik asit (analitik safl1kta)3,

Glasial asetik asit (analitik saflikta)’

! Sigma, St. Louis, MO, USA
% Lundbeck Ilag Tic. Ltd. Sti.
3 Merck, E. Merck A.G. Darmstadt, Almanya



29

3.1.2. Cozeltiler
1. ME Cozeltileri

Stok ¢ozelti:

5 mg memantine hidrokloriir tam olarak tartildi, 50 mL lik balonjojede distile su

ile ¢oziindiiriildii ve hacmine tamamland1 ( 0,1 mg.mL’l).
Stok cozeltinin su ile seyreltilmesi sonucu hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Tiirevlendirme reaksiyonunun ve HPLC kosullarinin belirlenmesinde, sulu
¢ozelti ve plazma olcii egrilerinin hazirlanmasinda konsantrasyonu 1,0 pg.mL™,

0,5 ug.mL™" ve 0,05 pg.mL™" olan standart ¢ozeltiler kullanilda.
2. FMOC Cozeltileri

Tiirevlendirme reaksiyonunun optimum sartlarinin ve kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, sulu ¢ozeltide ve plazmada Ol¢ii egrilerinin olusturulmasinda, tablet
cozeltisi ve plazma Ornekleriyle yapilan analizlerde giinliik olarak asetonitril ile

hazirlanmis 0,5 p g.mL'1 konsantrasyonda FMOC ¢ozeltileri kullanildi.
3. Nortriptilin Cozeltisi

Olgii egrilerinin olusturulmasinda, tablet ¢ozeltisi ve plazma 6rnekleriyle yapilan
analizlerde nortriptilinin suda c¢oziindiiriilmesi ile hazirlanmis 0,5 p g.mL’1

konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanildi.
4. Borat Tamponu Cozeltileri

pH 7,75, 8, 85,9, 9,5 ve 10 olan 0,1 N tampon cozeltileri hazirlamak icin
0,62 g borik asit ve 0,75 g potasyum kloriir 50 mL suda ¢6ziindiiriildii, gerekli miktarda
0,1 M NaOH ilavesi ile ¢ozeltinin pH’s1 istenen degere getirildi ve hacmi 100 mL’ye
tamamland1 [47]. Bu ¢ozeltiler tiirevlendirme reaksiyonu icin en uygun pH degeri,
1sitma derecesi, reaksiyon siiresi ve asetonitril:su oraninin bulunmasi ¢alismalarinda
kullanildi. Belirte¢ miktar1 ve glisin miktar1 calismalarinda kati maddelerin 2 kat fazla
tartilmasiyla hazirlanmis 0,2 N tampon ¢ozeltiler, 6l¢ii egrilerinin hazirlanmasi, plazma
ve tablette yapilan analizlerde ise kat1 maddelerin 4 kat fazla tartilmasiyla hazirlanmis

0,4 N tampon ¢ozeltiler kullanildi.
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5. Glisin Cozeltisi:

Isittma derecesi ve reaksiyon siiresi, pH, asetonitril:su oran1 denemelerinde
4 mg.mL’l, belirte¢ miktar1 denemesinde 4,6 mg.mL'l, glisin miktar1 ¢alismalarinda 12
mg.mL'l, tiirev stabilitesi calismasinda 6 mg.mL’l, diger tiim calismalarda 14 mg.mL’1
konsantrasyonlardaki glisinin sudaki ¢ozeltileri kullanildi. Uygun konsantrasyondaki

glisin ¢ozeltileri haftalik olarak hazirlandi.
6. Ortofosforik asit Cozeltisi:

1,71 kg.L'1 yogunlugunda %85 (ag./ag)’lik o-fosforik asit ¢ozeltisinden 700 uL

alind1 ve hacim 1000 mL’ ye suyla tamamlandi.
7. Perklorik Asit Cozeltisi:

Kiyas yoOntemi calismalarinda perklorik asidin yaklasik 0,1 M c¢ozeltisiyle
calisildi. Yogunlugu 1,7 olan % 70 (ag./hac.) perklorik asidin 8,5 mL’ si 500 mL glasial
asetik asitle seyreltildi, buna 30 mL asetik anhidrit ilave edildi ve glasial asetik asitle

1 litreye tamamlandi. Birgiin bekletildikten sonra ¢ozeltinin faktorii tayin edildi [48].

Faktor tayini i¢in 700 mg kadar potasyum hidrojen ftalat tartildi, 50 mL glasial
asetik asitte ¢oziildii ve endikator olarak 2 damla kristal viyole ¢ozeltisi ilave edildi.
Cozeltinin rengi mordan yesile doniinceye kadar yaklasik 0,1 M perklorik asit ¢ozeltisi
ile titre edildi. Ayrica, glasial asetik asit ve endikatorle bir de bog deneme yapildi ve
boylelikle glasial asetik asit tarafindan harcanan perklorik asit hacmi bulundu. Bu hacim

esas titrasyonda harcanan perklorik asit hacminden ¢ikarilarak hesap yapildi.
8. Kristal Viyole Cozeltisi:

Kiyas yonteminde 0,1 g, 0,1 M perklorik asit ¢ozeltisi ayarlanmasinda 0,5 g
kristal viyolenin 100 mL glasial asetik asitte ¢oziilerek hazirlanmis ¢ozeltileri endikator

olarak kullanild.
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3.2. Aletler ve Diger Gerecler
1.HPLC aleti ( Shimadzu RF-10 AXL)

CBM 10 A-Sistem kontrol {initesi
LC 10 AT Pompa
RF-10AXL Fluorimetrik detektor
DGU-2A Helyumlu gaz giderme iinitesi
On kolon ve analitik kolon (Cig, Sum, 250 x 4,6 mm L.D. Waters)
CTO-10A Kolon firini
2. FT-IR Spektrometresi (Perkin-Elmer)
3.UV lamba
4.Ultra saf su cihazi (Young Lin Instrument, Kore)
5. Silikajel plak (Merck, Silikajel 60, 20 x 20 cm)
6. Cisplak (Merck, RP-18, 0.25 mm, 5 x 10 cm)
7. pH metre (WTW pH 526)
8. Girdap karistiric1 (Stuart Scientific Autovortex SA6)
9. Su banyosu (Memmert)
10. Isitic1 blok (Lab-line Multi Blok Heater)
11.Teraziler (Mettler H20 ve Mettler Toledo AB-204)
12.0tomatik pipetler (Eppendorf 20-200 pL, Brand 10-100 uL ve 100-1000uL)
13.Santrifiij (Janetzki TS ve Hettich EBA 8S)
14.Vida kapakli, yuvarlak tabanli cam tiipler (12 cm)
15. Balonjojeler ( isolab 5, 10, 25 ve 50 mL)
16. Dereceli ve transfer pipetler (Isolab)
17. 50 mL lik biiret

18. Enjektor (Hamilton, diiz uclu, 25 pL)



32

3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Calismalar

3.3.1. Tiirevlendirme icin Reaksiyon Kosullarmin incelenmesi

Yapilan literatiir incelemelerinde FMOC ile alifatik amin grubu iceren maddeler
arasindaki reaksiyonun alkali ortamda, 1sitilarak, belli bir su asetonitril oraninda
yuriidiigii, reaksiyonun durdurulmasi i¢in bir aminoasit ¢ozeltisi ya da ekstraksiyon
islemi kullanildigr goriilmiistiir. Bu bilgilerden yola c¢ikarak ME’nin FMOC ile
arasindaki reaksiyonun kantitatif olarak hangi kosullarda yiiriidiigiinii saptamak

amaciyla yapilan denemeler agagida belirtilmistir.

3.3.1.1. Isitma Derecesi ve Reaksiyon Siiresi

0,5 u g.mL’1 konsantrasyondaki ME ¢6zeltisinden 100° er uL kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er uL pH 9 0,1 N borat tamponu, 100’er uL 0,5 mg.mL'1 FMOC
cozeltisi ve 500’er uL asetonitril ilave edilerek oda sicakliginda, 30, 40, 50 ve 60 °C
sicakliklarda 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 60 dakika siireyle bekletildi.
Sogutulduktan sonra tiiplere 200’er pL 4 mg.mL™" glisin ¢ozeltisi ilave edildi ve 5’er
dakika bekletildikten sonra her bir karisitmin 20 pL’si HPLC aletine enjekte edilerek

analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.1. de verilmistir.

3.3.1.2. pH
0,5 ug.mL™" konsantrasyondaki ME ¢ozeltisinden 100’er uL kapakli cam tiiplere

alind1. Uzerlerine 100’er puL pH degeri 7, 7.5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10 olan 0,1 N borat
tamponu ¢ozeltilerinden, 100’er uL 0,5 mg.mL' FMOC ¢ozeltisi ve 500’er pL
asetonitril ilave edildi. 40 °C de 20 dakika isitild1 ve ¢alismaya Boliim 3.3.1.1. deki gibi

devam edildi. Alinan sonug¢lar Boliim 4.1.1.2. de verilmistir.
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3.3.1.3. Asetonitril Su Oram

1 ug.mL" konsantrasyondaki ME ¢ozeltisinden 50’ser pL kapakli cam tiiplere
alindi. 50’ser uL pH degeri 8,5 olan 0,2 N borat tamponu ¢ozeltisi, 100’er uL
0,5 mg.mL'1 FMOC c¢ozeltisi ve her bir asetonitril su oram 0,5, 1, 2, 3, 4, 4,5 ve 5
olacak sekilde degisen hacimlerde, toplam 600 pL su ve asetonitril ilave edildi.
Calismaya Boliim 3.3.1.1. deki gibi devam edildi. Bulunan sonuclar Béliim 4.1.1.3. de

verilmistir.

3.3.1.4. Belirtec Miktari

0,5 pug.mL" konsantrasyondaki ME iceren ¢ozeltiden 100’er uL lik hacimler
izerine 50’ser uL pH degeri 8,5 olan 0,2 N borat tamponu ¢ozeltisi ve her bir tiipe 12,5-
187,5 uL arasinda degisen hacimlerde FMOC (0,5 mg.mL™") ¢ozeltisi ilave edildi.
Cozeltilerin hacimleri asetonitril ile 675 pL’ye tamamlandi. Reaksiyon sonunda
sogutulan tiiplere 175’er uL 4,6 mg.mL™" glisin ¢ozeltisi ilave edildi ve 5’er dakika
bekletildi. Siirenin sonunda her bir karisimin 20 uL’ si HPLC aletine enjekte edilerek

analiz edildi. Bulunan sonuglar Boliim 4.1.1.4 de verilmistir.

3.3.1.5. Glisin Miktar1 ve Bekleme Siiresi

0,5 pg.mL’1 konsantrasyondaki ME iceren cozeltiden 100’er uL kapakli cam
tiiplere alindi. 50°ser uL pH degeri 8,5 olan 0,2 N borat tamponu cozeltilerinden,
125’er uL 0,5 mgmL' FMOC cozeltisi ve 550’ser uL asetonitril ilave edildi.
Sogutulduktan sonra tiiplere 10-175 uL arasinda degisen hacimlerde 12 mg.mL™" glisin
cozeltisinden ilave edildi, toplam glisin ¢ozeltisi hacmi su ile 175 uL’ye tamamlandi
ve 1-10 dakika bekletildi. Bekleme sonunda her bir karistmin 20 pL’si HPLC aletine

enjekte edilerek analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.5. de verilmistir.

3.3.1.6. Tiirevin Dayamkhhg:

0,5 pg.mL'1 konsantrasyondaki ME iceren ¢ozeltiden 100’er pL alindi. 50°ser
uL pH degeri 8,5 olan 0,2 N borat tamponu cozeltilerinden, 125’er uL 0,5 mg.mL™’
FMOC cozeltisi ve 550°ser uL asetonitril ilave edildi. Sogutulan tiiplere 175’er uL 6
mg.mL" glisin ¢ozeltisinden eklendi. Bu sekilde 5 paralel deneme yapildi. Elde edilen
tiirevler oda sicakliginda giin 1s18inda ve karanlikta, +4 °C karanlikta 12, 24, 48, 72, 96
saat bekletildikten sonra HPLC aletine enjekte edilerek analiz edildi. Elde edilen

sonuglar Boliim 4.1.1.6. da verilmistir.
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3.3.2. ME’nin HPLC ile Analizi

3.3.2.1. Hareketli Faz ve Dedektor Dalga Boylar: Secimi

Hareketli faz secimi igin ince tabaka kromatografisi (ITK) ile yapilan 6n
denemelerde, reaksiyon liriinii, silikajel ve C;g kapli hazir plaklarda degisik hareketli faz
sistemleri kullanilarak kromatografiye edildi. Cesitli oranlarda hazirlanan metanol-su,
asetonitril-su, metanol-10mM fosfat tamponu (pH 2,2), asetonitril-10 mM fosfat
tamponu (pH 2,2), asetonitril-10 mM ortofosforik asit (pH 2,4) karngimlan ile

denemeler yapildi.

ITK ile yapilan denemeler goz oniine almarak HPLC ¢alismalari, bazi ters faz
kolonlarda (C,;s, Cg, CN), ¢esitli oranlardaki asetonitril/10 mM fosfat tamponu (pH 2,2)-
trietilamin, asetonitril/10 mM ortofosforik asit (pH 2.4)-trietilamin hareketli faz
sistemlerinde 20, 25, 30, 40, 50, 55 °C kolon sicaklifinda, izokratik ve ¢esitli gradient
programlar uygulanarak, degisik akis hizlarinda denendi. Analiz edilen tiirevin
alikonma zamani ve calisilacak uyarma, emisyon dalga boylar1 belirlendi. Elde edilen

veriler Boliim 4.1.2.1. de verilmistir.

3.3.2.2. i¢ Standart Secimi

Ekstraksiyon, tiirevlendirme gibi ©n islemlerden ve enjeksiyonlardan
kaynaklanabilecek hatalardan kurtulmak amact ile asagidaki ila¢ maddelerinin
yontemimizde IS olarak kullanilip kullanilamayacag: arastirildi. Bu amagcla vigabatrin,
gabapentin, maprotilin, metformin, desipramin, imipramin, fluoksetin, fluvoksamin,
meropenem, teikoplanin, venlafaxine, baklofen, parasetamol, tizanidin, sertralin,
nortriptilin, betahistidin, amantadin, doksazosin, lorakarbef, lisinopril, amlodipin,
traneksamik asit gibi amin igeren cesitli ilag maddeleri denendi. Tiim maddeler ME icin
belirlenmis reaksiyon kosullarinda ayr1 ayr1 FMOC ile tiirevlendirilmeye c¢alisildi.
Reaksiyon karisimlari, ME-FMOC tiirevine ait Bolim 4.1.2.1.de belirlenen
kromatografi kosullarinda HPLC ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2.2.

de verilmistir.
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3.3.2.3. Sulu Cozeltide Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 0,05 p g.mL'1 konsantrasyondaki ME
cozeltisinden 20 uL, 0,5 pg.mL'1 konsantrasyondaki ¢ozeltiden ise 20, 40, 60, 80,
100 pL, igerisinde toplam hacim 100 pL olacak sekilde su iceren kapakli cam tiiplere
alindi. Bu cozeltilerin iizerine 25 pL 0,5 pg.mL’1 konsantrasyondaki IS ¢ozeltisinden,
25 puL 0,4 N pH 8,5 borat tamponu, 125 pL 0,5 mg.mL'1 konsantrasyondaki FMOC
cozeltisinden ve 550 puL asetonitril ilave edilerek ¢ozeltiler 30 saniye girdap karistiricida
karistirildi. Su banyosunda 40 °C de 20 dakika siire ile 1sitilmasinin ardindan 75 pL
14 mgmL" glisin ¢ozeltisinden ilave edildi ve 30 saniye girdap kanstiricida
kanstirilmasimi takiben bir dakika bekletildi. Enjeksiyondan oOnce tiiplere 100 pL
10 mM o-fosforik asit-%0,1 trietilamin karistmindan ilave edildi. Karisimlarin 20 ser

pLsi 1,5 mL.dak™ akis mzinda 40 °C deki C;g kolona uygulandu.

Asetonitril/10 mM ortofosforik asit (pH 2,4)-%0,1 trietilamin hareketli faz
sistemi ile gradient programlama uygulanarak yapilan analizlerde fluorimetrik
dedektorle 260 nm uyarma, 315 nm emisyon dalga boylarinda saptanan piklerin alanlar
olciildii. Her konsantrasyon icin 6 kez calisilarak bulunan ME-FMOC pik alanlari,
[S-FMOC pik alanlarina oranlandi. Ortalama pik alan orami degerlerine karsilik
konsantrasyon degerleri arasinda olgii egrileri hazirlandi. Olgii egrilerinin regresyon

analizlerine ait sonuglar Boliim 4.1.2.3.de bildirilmistir.
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3.3.2.4. ME’nin Plazmadan Ekstre Edilmesi islemi
Plazma proteinlerinden gelebilecek girisimleri en aza indirmek icin ME’nin

plazmadan ekstraksiyonunu saglayacak birtakim 6n denemeler yapildi.

ME’nin plazmadan sivi-sivi  ekstraksiyon yontemiyle ekstre edilip
edilemeyecegi incelendi. Bunun i¢in ME katilmig plazma ornekleri ile asidik, notr ve
bazik ortamlarda belirli ¢oziiciiler ve bunlarin belirli oranlardaki karisimlar ile

asagidaki sekilde calisildi.

Bu denemeler icin 1 ml plazmaya 0,5 pg.mL™’ konsantrasyondaki ME
cozeltisinden 100 uL ve ardindan pH 7 fosfat tamponu, 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI
cozeltilerinden ayr1 ayr1 500’er puL ilave edildi. Her bir 6rnek 1 dakika girdap karistirict
ile kanistirildiktan sonra Tablo 3.1 de belirtilen ekstraksiyon coziiciilerinden 5’er mL
ilave edildi. Ornekler 5 dakika 4500 rpm de santrifiij edildikten sonra ayrilan organik
fazlar 40 °C de azot akiminda kuruluga kadar uguruldu ve kalintilar 100’er ul.  suda
coziildikten sonra 50’ser pL 0,2 N pH 8,5 borat tamponu, 125’er pL 0,5 mg.mL'1
konsantrasyondaki FMOC c¢ozeltisi ve 550°ser uL. asetonitril ilavesinden sonra 30’ar
saniye girdap karistiricida karigtirildi. Su banyosunda 40 °C de 20 dakika siire ile
1sitilmalarinin ardindan 75’er uL 14 mg.mL’1 glisin ¢ozeltisinden ilave edildi ve 30’ar
saniye girdap karistiricida karistirtlmasini takiben bir dakika bekletildi. Enjeksiyondan
once tiiplere 100’er pL. 10mM o-fosforik asit-%0,1 trietilamin karistmindan ilave edildi.

Karigimlarin 20°ser pL. si HPLC sistemine enjekte edildi.

Uygun ekstraksiyon sistemi belirlendikten sonra, bu yontemin IS maddenin
verimini nasil etkiledigi de arastirildi. Bunun i¢in 1 ml plazmaya 500 uL 0,1 N NaOH,
0,5 pg.mL'1 konsantrasyondaki ME ¢o6zeltisinden 100 uL ve 25 pL 0,5 pg.mL'1
konsantrasyondaki IS c¢ozeltisinden ilavenin ardindan 1 dakika girdap karistirict ile
karistirildiktan sonra 5 mL n-hekzan:izoamil alkole ekstre edilmistir. Ekstraksiyon ve
ucurma isleminin ardindan kalinti 125 pL suda ¢6ziilmiis ve islemlere Boliim 3.3.2.3.de

anlatildig: gibi devam edilmistir.

Plazmadan ekstraksiyon ile ilgili yapilan tiim calismalara ait sonuclar Boliim

4.1.2.4. de verilmistir.
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Tablo 3.1: Plazmadan ekstraksiyon calismalarinda denenen ¢oziicii sistemleri

Ortam Coziicii Sistemleri

CHCl;

CHCl;:n-butanol (3:1)

CH,Cl,
0,1 N HC1 CH,Cl,:propanol (3:1, 5:1)
0,1 N NaOH etil asetat
0,1 N pH 7 fosfat tamponu n-hekzan:etil asetat (2:1, 1:1)
n-hekzan

n-hekzan:propanol (99:1, 98:2)

n-hekzan:izoamil alkol

(99:1, 98:2, 97:3)

3.3.2.5. Plazmada Olcii Egrisi Hazirlanmasi

I’er mL plazma Ornekleri iizerine 0,05 p g.mL'1 konsantrasyondaki ME
cozeltisinden 20’ser uL, 0,5 ug.mL'l konsantrasyondaki ¢ozeltiden ise 20, 40, 60, 80,
100 pL ilavelerin ardindan toplam ilave edilen sulu faz hacmi 100 pL olacak sekilde su,
ardindan da 0,5 p g.mL'1 konsantrasyondaki nortriptilin ¢dzeltisinden 25 er uLL ve 500’er
puL 0,1 N NaOH ilave edildi. Her bir 6rnek 1 dakika girdap karistirici ile karistirildiktan
sonra 5’er mL n-hekzan:izoamil alkol ilave edilerek 6rnekler 5 er dakika 4500 rpm de
santrifiij edildikten sonra ayrilan organik fazlar 40 °C de azot akiminda kuruluga kadar
ucuruldu ve kalintilar 125’er pL. suda ¢oziildiikten sonra 25’er pL. 0,4 N pH 8,5 borat
tamponu, 125’er uL 0,5 mg.mL" konsantrasyondaki FMOC ¢ézeltisi ve 550’ser pL
asetonitril ilave edilerek cozeltiler 30’ar saniye girdap karistiricida karistirildi. Su

banyosunda 40 °C de 20 dakika siire ile 1sitilmanin ardindan 75’er uL 14 mg.mL" glisin
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cozeltisinden ilave edildi ve 30’ar saniye girdap karistiricida karistirmalarimi takiben bir
dakika bekletildi. Enjeksiyondan once tiiplere 100’er uL 10 mM o-fosforik asit-%0,1
trietilamin karisimindan ilave edildi. Karisimlarin 20’ser pL’si HPLC sistemine enjekte

edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2.5. de bildirilmistir.

3.3.2.6. Gelistirilen Yontemin Geri Kazamim Oram

Plazmadan mutlak geri kazanim oram1 ME icermeyen plazmaya diisiik
(10 ng.mL’l), orta (30 ng.mL’l) ve yiiksek (50 ng.mL'l) konsantrasyonlarda ME
katilmasi ile elde edilen 6rneklerin analiz edilmesiyle belirlendi. S1vi-siv1 ekstraksiyonu,
tirevlendirme ve kromatografi isglemlerinden sonra elde edilen pik alanlarn, aym
konsantrasyondaki ME’nin sudaki ¢ozeltileriyle elde edilmis pik alanlari ile kiyaslandi.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2.6. da verilmistir.

3.3.2.7. Gelistirilen Yontemin Tekrarlanabilirligi

Yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek icin aym giinde ve farkli giinlerde
diistik (10 ng.mL’l), orta (30 ng.mL'l) ve yliksek (50 ng.mL'l) konsantrasyonlarda ME
iceren plazma Ornekleri 8 kez analiz edildi. Elde edilen sonuclar Boliim 4.1.2.7. de

verilmistir.

3.3.2.8. Gelistirilen Yontemin Tanima ve Tayin Smirlari
Tamima ve Tayin sinir1 gorsel esaslara dayanarak sinyal/giiriiltii oranlari sirasiyla

3:1 ve 10:1 alacak sekilde belirlendi. Elde edilen sonuclar Boliim 4.1.2.8. de verilmistir.

3.3.2.9. ME’nin Saklama Sirasindaki Dayamkhihig:
ME katkili plazma orneklerinde ilacin dayamikliligimi arastirmak {iizere iki

sekilde calisilarak analizler yapildi.
1- Ornekler -20 °C de 5 ay siiresince bekletildi.

2- -20 °C de dondurulmus drnekler ¢oziindiiriildiiken sonra bu igslem ardarda ii¢

kez tekrarlandi.

Bu 6rneklerdeki ME miktar1 Boliim 3.3.2.5. de anlatildig1 gibi calisildi. Sonuglar
Bo6liim 4.1.2.9.da bildirilmistir.
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3.4. Tabletlerde ME Tayini

3.4.1. HPLC Yontemi

10 adet Ebixa® tablet tek tek tartilip, ortalama bir tablet agirligi bulundu ve
tabletler porselen bir havanda ince toz haline getirildi. 10 mg ME’ye esdeger miktarda
tablet tozu tartilarak, 100 mL’lik balonjojeye aktarildi, 50 mL su ilave edildi. 30 dakika
ultrasonik banyoda tutuldu ve su ile hacmine tamamlandi, mavi banth siizgeg
kagidindan siiziildii. Suiziintiiniin ilk 30 mL’ si atildi. Geri kalan siiziintiiden 1 mL alindi
ve suyla 10 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 0,25 mL alinarak hacim suyla 10 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 100 pL si ile Bolim 3.3.2.3. de anlatildig1 gibi calisildi.
Analiz islemi 6 kez tekrarlandi. Tabletlerdeki ME miktar1 daha 6nceden hazirlanan 6l¢ii
egrisine ait dogru denkleminden hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.2. de

verilmistir.

3.4.2. Kiyas Yontemi
Kiyas yontemi olarak ila¢ firmasindan alinan susuz ortamda titrasyon yontemi

kullanildi.

10 adet Ebixa® tablet tek tek tartilip, ortalama bir tablet agirligi bulundu ve
tabletler porselen bir havanda ince toz haline getirildi. 10 mg ME’ye esdeger miktarda
tablet tozu tartilarak 2 ml formik asit ¢ozeltisinde ¢oziildii ve ¢ozeltiye 20 mL asetik asit
anhidrit ile 0,15 mL % 0,1 lik kristal viyole ¢o6zeltisi ilave edildi. Bu karigim faktorii
belirlenmis 0,1 M perklorik asit ile titre edildi. Bitis noktasinda sar1 renk goriildiigii

titrasyonda bir de bos deneme yapildi.

n = 6 olacak sekilde yapilan titrasyonlarin ardindan 1 mL 0,1 M perklorik asit
cozeltisinin 0,02158 g ME’ye esdeger olmasina dayanarak asagidaki formiil yardimiyla
ME miktar1 Denklem 3.1. e gore hesapland.

xe (V-V.K.0,02158

a

V: Bos denemede sarf edilen 0,1 M perklorik asit hacmi; mL

Vi:Numune ¢ozeltisini titre ederken sarf edilen 0,1 M perklorik asit hacmi; mL
K: 0,1 M perklorik asit ¢ozeltisinin faktorii

0,02158: 1 mL 0,1 M perklorik asit ¢ozeltisine esdeger ME miktari; g

a: Tartilan ME miktari; g
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3.5. Plazmada ME Tayini

Plazmada ME tayini i¢cin 27 yasinda saglikli bir goniillii tarafindan tek doz 20
mg ME (10 mg memantin hidrokloriir i¢geren Ebixa® tabletten iki adet) almmasindan 2,
4,5, 6, 6,5, 7, 75,8, 24, 48, 72, 96, 144, 168, 196 saat sonra 5-6 mL vendz kan
ornekleri icinde EDTA bulunan tiiplere toplandi ve 4.500 rpm de 15 dakika
santrifiijlendi. Bu islem sonunda elde edilen plazmalardan alinan 1 mL’lik 6rnekler
-20 °C de saklandi. Bu 6rnekler Boliim 3.3.2.5. de anlatildig gibi analiz edildi. Bulunan

sonuclar Boliim 4.3. de bildirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar

4.1.1. ME ile FMOC Arasindaki Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi

ME - FMOC tiirevinin olusumu {izerine sicaklik, reaksiyon siiresi, pH,
asetonitril su orani, belirteg miktar1 ve ilave edilen glisin miktari ile bekleme siiresi gibi
parametrelerin etkisi incelendi. ME ile FMOC arasindaki reaksiyon Sekil 4.1 de

goriilmektedir.

@ %7 CH,0CCl %%7 CH,0CNH

Sekil 4.1: ME ile FMOC arasindaki reaksiyon

4.1.1.1. Isitma ve Reaksiyon Siiresi

ME-FMOC tiirevinin kantitatif olarak olugsmasi icin en uygun sicaklik ve
reaksiyon siiresini saptamak amaciyla oda sicakhiginda, 30, 40, 50 ve 60 °C
sicakliklarda 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 60 dakika bekleme ile Boliim
3.3.1.1.de anlatildig1 gibi calisildi. Olusan tiirevlere ait pik alanlarinin, sicaklik ve
zamana kars1 gosterdigi degisim Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 de goriilmektedir. Bu bulgulara
dayanarak ME ile FMOC arasindaki reaksiyonun en iyi sekilde tamamlanmasi i¢in

40 °C de 20 dakika siireyle 1sitmanin yeterli oldugu belirlendi.



Tablo 4.1: ME-FMOC tiirevlerinin cesitli sicaklik ve siirelerdeki pik alanlari

sicaklik Oda
sicaklige | 3000 40°C 50°C 60°C
siire(dak)

hemen 503.674
5 504.216 | 1.369.523 | 1.701.375 | 1.575.324 | 1.063.392
10 509.362 | 1.430.163 | 1.783.545 | 1.695.634 | 1.122.542
15 518.379 | 1.494.537 | 1.954.523 | 1.714.378 | 1.222.745
20 540.238 | 1.563.426 | 2.123.762 | 1.783.547 | 1.305.638
25 560.257 | 1.633.428 | 2.028.963 | 1.794.632 | 1.376.284
30 570.276 | 1.766.483 | 1.953.857 | 1.813.429 | 1.548.345
35 584.561 | 1.908.024 | 1.952.543 | 1.765.421 | 1.318.645
40 591.294 | 2.103.194 | 1.892.345 | 1.673.549 | 1.164.652
45 612.432 | 1.916.595 | 1.873.523 | 1.527.638 936.721
50 642.854 | 1.693.527 | 1.863.721 | 1.487.326 875.289
60 658.723 | 1.582.585 | 1.752.834 | 1.209.526 800.834
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Pik alam

Sekil 4.2: ME-FMOC tiirevinin olusumu iizerine sicaklik ve zamanin etkisi

2550000 A

2050000 -

1550000 -

1050000 ~

550000 w—m

50000

10 20

30

Zaman (dak.)

‘—-—oda sicakligi —o— 30 C —A— 40 C —%— 50 °C —%— 60 C

4.1.1.2. pH
ME ile FMOC arasindaki reaksiyonun en iyi sekilde yiiriidiigli pH degerini
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belirlemek amaciyla pH 7-10 arasinda hazirlanmis bir seri tampon ¢ozelti ile Boliim

3.3.1.2. de anlatildig1 gibi calisildi. Yapilan denemeler sonucunda reaksiyonun en iyi

pH 8,5 da yiiriidiigii saptandi. Sonuclar Tablo 4.2 ve Sekil 4.3 de gosterilmistir.

Tablo 4.2: Cesitli pH larda olusan ME-FMOC tiirevlerinin pik alanlari

pH 7 75 8 8,5 9 9,5 10
Pik
alant | 65351 | 1923452 | 2113472 | 2213523 | 2.162.383 | 1.996.825 | 1.823.613
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2.200.000

2.100.000 -

2.000.000

Pik alam

1.900.000 -

1.800.000 -

7 75 8 8,5 9 9,5 10

Sekil 4.3: ME-FMOC tiirevinin olusumu iizerine pH nin etkisi

4.1.1.3. Asetonitril Su Oram
ME ile FMOC arasindaki reaksiyonun en iyi sekilde yiiriimesi i¢in gerekli

asetonitril su oranini belirlemek amaciyla oran 0,5, 1, 2, 3, 4, 4,5 ve 5 degerlerinde
olacak sekilde Bolim 3.3.1.3. de anlatildigi gibi c¢alisildi. Tablo 4.3 de degisik
oranlardaki tiirevlerin pik alanlari, Sekil 4.4 de ise bu veriler sonucu olusturulmus grafik

goriilmektedir. Veri sonuglarina gore optimum oranin 4,5 oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.3: Degisik asetonitril su oranlarinda olusan ME-FMOC tiirevine ait pik alanlar

Asetonitril/Su Pik alam
0,5 1.572.316

1 1.703.523

2 2.002.341

3 2.293.642

4 2.504.232

4,5 2.518.923

5 2.392.345

6 1.985.796
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2.750.000 -

2.500.000 -

2.250.000

Pik alam

2.000.000 -

1.750.000 -

1.500.000 \ ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 1 2 3 4 5 6
Asetonitril/Su

Sekil 4.4: ME-FMOC tiirevinin olusumu iizerine asetonitril su orammin

etkisi

4.1.1.4. Belirtec Miktari

ME ile FMOC arasindaki reaksiyonun optimum kosullarda yiirtimesi i¢in gerekli
belirte¢ miktarini belirlemek amaciyla, madde miktar ve reaksiyon ortamindaki toplam
organik faz hacmi sabit tutularak FMOC mol kati 100-1500 olacak sekilde artan
hacimlerde hazirlanan belirte¢ cozeltileriyle Bolim 3.3.1.4. deki gibi calisildi. Elde
edilen sonuclar Tablo 4.4 ve Sekil 4.5 de gosterilmistir. Bu sonuglara gore 125 pL
0,5 mg.mL’1 FMOC c¢ozeltisi ilavesi, yani belirtecin 1000 mol kat1 ile en iyi sonuglara

ulasildig1 saptanmustir.



Tablo 4.4: Cesitli mol oranlarina gore tiirevin pik alam degisimi
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FMOC/ME

mol oram

100

200

300

400

500

600

700

Pik alami

505.282

935.095

1.300.357

1.723.669

2.068.331

2.403.081

2.725.294

800

900

1000

1100

1200

1300

1400

1500

3.008.000

3.152.269

3.295.526

3.288.631

3.251.236

3.221.221

3.221.160

3.201.213

3500000

3000000

2500000 -

2000000

Pik alami

1500000 -

1000000 -

500000

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

FMOC/ME mol oram

Sekil 4.5: ME-FMOC tiirevinin olusumu iizerine FMOC/ME mol oraninin

etkisi
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4.1.1.5. Glisin Miktar1 ve Bekleme Siiresi

Bolim 3.3.1.5. de anlatldigi gibi calisilmasinin sonucunda reaksiyonun
ardindan 6 mg.mL'1 glisin ¢ozeltisinden 175 pL ilave edilerek girdap karistirict ile 30
saniye karistirllmasini takiben 1 dakika beklemenin reaksiyonu durdurmak icin yeterli

oldugu saptanmustir.

4.1.1.6. Tiirevin Dayamkhihig
ME-FMOC tiirevinin dayanikliligini incelemek i¢in Boliim 3.3.1.6. da anlatildig:

gibi ¢alisildi. Oda sicakhiginda karanlikta ve giin 1s18inda, +4 °C de karanlikta belirli
stirelerde bekletilen tiirevlere ait pik alanlar1 Tablo 4.5 de verilmistir. Elde edilen veriler

incelendiginde tiirevin +4°C de karanlikta 4 giin siireyle dayanikli kaldigi belirlenmistir.

Tablo 4.5: Oda sicakhginda giin 1siginda ve karanlikta, +4°C de karanhkta bekletilen
ME-FMOC tiirevinin stabilitesi

Pik alanlar1

Baglangi¢ | 12saat sonra | 24saat sonra | 48saat sonra | 72saat sonra | 96saat sonra
Oda sicaklifi
giin 15181nda 2.224.510 1.987.456 1.564.871 1.325.478 1.002.487 894.524
Oda sicaklifi
karanlikta 2.213.521 2.198.745 2.178.456 2.165.412 2.148.742 2.117.854
+4°Cde
karanhikta 2213245 | 2213452 | 2208541 | 2184562 | 2.181.321 | 2.164.871

4.1.2. ME’nin HPLC ile Analizi

ME’nin FMOC ile olusturdugu tiirevin HPLC ile analizini ger¢eklestirebilmek
amaciyla oncelikle dedektor dalga boylari, kolon, hareketli faz sistemi, kolon sicakligi,
ve akis hiz1 gibi kromatografik parametreler belirlendi. Daha sonra bulunan optimum
reaksiyon kosullarinda galisilarak IS madde ve ME’yi plazmadan ekstre etmek icin en
uygun ¢oziicli sistemi belirlendi. Yontemin validasyonu yapildi ve gelistirilen yontem
maddenin tabletlerdeki ve plazmadaki analizlerine uygulandi. Elde edilen bulgular bu

boliimde verilmistir.
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4.1.2.1. Dedektor Dalga Boylari, Kolon, Hareketli Faz, Kolon Sicakhgi, Akis Hizi
ve Secilmesi (Kromatografi Kosullarinin Belirlenmesi)

Bolim 3.3.2.1. de anlatilan denemeler sonucu ME’nin FMOC ile olusturdugu
tiirev pikine ait en iyi ayirma faktorii degeri 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apl Cg
kolonda 40°C de, 1,5 mL/dakika akis hizinda gradient programlama uygulanmis
asetonitril/10 mM ortofosforik asit (pH 2,4)-%0,1 trietilamin hareketli faz sistemi ile
elde edildi. Gradient programlamada isleme sistemden % 12 ortofosforik asit (pH 2,4)-
9%0,1 trietilamin gegirilmesiyle basland1 ve 10 dakika sonunda bu oran dogrusal olarak
% 40’a cikartildi. 10-20 dakika arasinda % 40’lik sabit oranla yapilan calismalarda
madde pikinin genislemesi ve pik simetrisinin iyi olmamasi nedeniyle bu oran 10-17
dakikalar arasinda dogrusal olarak % 25’e indirildi ve bir sonraki enjeksiyona da
hazirlik olmas1 i¢in 17,01 dakikadan itibaren % 12’ ye disiiriildii. Eliisyonun 20.
dakikaya kadar % 12 ile devam ettigi kosullarda analiz edilen tiirevin alikonma zamani
16,2 dakika olarak belirlendi (Gradient programlamanin grafigi  Sekil 4.6 da
verilmistir). Ayrica Boliim 3.3.2.1. de anlatilan denemeler sonucu maksimum uyarma

ve emisyon dalga boylar1 260 ve 315 nm olarak belirlendi.

85 1
80
75
70
65

hareketli fazin ACN oram

55 4

50 T T T 1
0 10 17 17 20

zaman (dakika)

Sekil 4.6:Hareketli fazin zamana gore icerdigi asetonitril oranlari
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4.1.2.2. i¢ Standart Secimi

ME-FMOC tiirevinin gerek sulu ¢ozeltide gerekse plazmada tayini i¢in en uygun
i¢ standardi belirlemek iizere 3.3.2.2. de adi gecen maddelerle denemeler yapildi.
Nortriptilin disinda, maddelerden bir kismi1 belirlenen reaksiyon kosullarinda FMOC ile
tirev olusturmaz iken, bir kismi ise tiirev olusturmasina ragmen ME tiirevi igin
gelistirilen kromatografi kosullarinda diisiik ayirma faktorii degerleri gosterdi. Sonug
olarak en uygun IS olarak alikonma zamam 18,3 dakika olan, ayrica Boliim 3.3.2.4. de
anlatilan plazmadan ekstraksiyon yontemine de oldukca yiiksek verimle uyum saglamis

olan nortriptilin (Sekil 4.7) secildi.

CHCH,CH,NHCH,

Sekil 4.7: Nortriptilinin kimyasal formiilii

4.1.2.3. Sulu Cozeltide Hazirlanan Olcii Egrisinin Regresyon Analizi

1-50 ng.mL'1 konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyondaki standart
cozeltiler Boliim 3.3.2.3. de anlatildig1 gibi calisildi. Her konsantrasyona karsi elde
edilen ortalama pik alan orami degerleri yardimiyla 1-50 ng.mL™" araliginda Sekil 4.8 de
goriilen ol¢ii egrisi cizildi.

Pik alan oranlari ortalamasi (A), standart sapma (s) ve bagil standart sapma
(RSD) degerleri ile en kiigiik kareler yontemi uygulanarak A degerlerinden hesaplanan
dogru denklemi, A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon] ve
korelasyon katsayisi (r) Tablo 4.6 da verilmistir. Tablo 4.7 de ise 6 kez ¢alisma sonucu

elde edilen her bir 6l¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler yer almaktadir.



Tablo 4.6: ME’nin 1-50 ng.mL" konsantrasyon arahginda sulu cozeltide hazirlanan

olcii egrilerine ait pik alan oranlar degerleri ve istatistik verileri

No 1 2 3 4 5 6
C
(ng.mL™") 1 10 20 30 40 50
Ay 0,344800 1,198603 | 2,243782 3,370418 4,424900 5,577874
A, 0,323044 1,19713 2,245641 3,34205 4,421273 5,574512
A 0,329679 1,196541 | 2,268213 3,361012 4,428135 5,555918
Ay 0,325200 1,185647 | 2,255090 3,385362 4,436767 5,573320
As 0,335478 1,187525 | 2,263572 3,389625 4,433038 5,546000
Ag 0,326784 1,198967 | 2,262520 3,374073 4,465288 5,576626
A 0,330831 1,194069 2,256470 3,370423 4,434900 5,565275
s 0,008084 0,005895 0,010051 0,017314 0,015886 0,013193
RSD (%) 3,502 4,523 4,454 0,513 0,358 0,237
Ortalama alan oran degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A=0,1073C+0,1576 (r = 0,9995)

Tablo 4.7 :Tablo 4.6 daki olcii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
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1 2 3 4 5 6 ortalama
m 0,1072 0,1074 0,1070 0,1076 0,1070 0,1077 0,1073
b 0,1620 0,1487 0,1626 0,1512 0,1654 0,1558 0,1576
r 0,9993 0,9994 0,9996 0,9995 0,9995 0,9996 0,9995
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Pik alanlari orani
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Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.8: ME’nin 1-50 ng.mL" konsantrasyon araliginda sulu ¢ozeltide hazirlanan

olcii egrisi

4.1.2.4. Plazmadan Ekstraksiyon Islemi

Plazma Orneklerinden yapilan ila¢ analizlerinde maddenin plazma
proteinlerinden ve girisim yapabilecek diger birtakim maddelerden uzaklastirilmasi ve
yiiksek verimle izole edilmesi icin oldukg¢a sik uygulanan organik ¢6ziicii veya ¢oziicii
kangimlariyla yapilan sivi-sivi ekstraksiyonu teknigi kullanilmistir. Tablo 3.1 de yer
alan ¢oziicli sistemleri ile Boliim 3.3.2.4. de anlatildigi gibi 0,1 N HCL, pH 7 0,1 N
fosfat tamponu ve 0,1 N NaOH ortamlarinda ¢alisilmis ve en iyi verim degerleri 0,1 N
NaOH ortaminda elde edilmistir. En yiiksek verim degerleri ve bunlarin elde edildigi
coziicii karigimlart ise Tablo 4.8 de goriilmektedir. Alinan sonuglar incelendiginde ME
icin en yilkksek verimli ¢oziicii karistminin n-hekzan:izoamil alkol (98:2) oldugu
saptanmustir. Bos, ME ve IS katkili plazma 6rneklerine ait kromatogramlar Sekil 4.9,

4.10 ve 4.11 de goriilmektedir.



Tablo 4.8: En yiiksek verim degerleri ve bunlarin elde edildigi coziicii karisimlar:

Ortam Coziicti Karisimlari Verim (%)
n-hekzan:propanol (99:1) 45
n-hekzan:propanol (98:2) 45
0,1 N NaOH n-hekzan:izoamil alkol (99:1) 67
n-hekzan:izoamil alkol (98:2) 74
n-hekzan:izoamil alkol (97:3) 70

my [Detectpr AEZE0nmEm:315nm
4l

I

iy

0.0 1A A0 7h 100 124 140 174 200
Zamanidak)

Sekil 4.9: Bos plazma 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.10 : 50 ng.mL" ME ve 12 ng.mL’ i¢ standart katilmis plazma Grnegine ait
kromatogram
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Sekil 4.11: 20 ng.mL™" ME ve 12 ng.mL" iS katilmis plazma 6rnegine ait kromatogram
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4.1.2.5. Plazmada Hazirlanan Olcii Egrisinin Regresyon Analizi

1-50 ng.mL'1 konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyonda katilmig
standart cozeltilerle Bolim 3.3.2.5. de anlatildigi gibi calisildi. Calisma her
konsantrasyon icin 6 kez tekrarlandi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik
alan oranlar1 degerleri yardimiyla 1-50 ng.mL'1 araliginda Sekil 4.12 de goriilen Olgii
egrisi ¢izildi.

Pik alan oranlar1 ortalamas1 (A), standart sapma (s) ve RSD degerleri ile en
kiiciik kareler yontemi uygulanarak A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi,

A =mC + b [m = egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon] ve korelasyon katsayis1

(r) Tablo 4.9 da verilmistir. Tablo 4.10 da ise 6 kez caligma sonucu elde edilen her bir

Olcii egrisinin regresyon analizine ait parametreler yer almaktadir.

Tablo 4.9: ME’nin 1-50 ng.mL" konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan 6lcii

egrilerine ait pik alan oranlar:1 degerleri ve istatistik verileri

No 1 2 3 4 5 6
C

(ng.mL™") 1 10 20 30 40 50
Ay 0,184735 0,865410 1,639612 | 2,323060 3,106012 3,814463
A, 0,188856 0,873159 1,625439 | 2,414804 3,206028 3,579919
A; 0,186542 0,844125 1,601952 | 2,219451 2,857251 3,517296
Ay 0,184619 0,876461 1,608609 | 2,289286 3,154026 3,818322
As 0,185454 0,882231 1,580969 | 2,258473 2,920251 3,745168
Ag 0,184204 0,904276 1,661084 | 2,333086 3,105019 3,811640
A 0,185735 0,874277 1,619611 | 2,306360 3,058098 3,714468
s 0,001736 0,019784 0,028566 | 0,067662 0,137786 0,132778
RSD (%) 0,93466 2,262800 1,763700 | 2,933700 4,505600 3,574400
Ortalama alan oran degerlerinden hesaplanan 6l¢ii egrisi denklemi: A=0,0721C+0,1452 (r=0,9995)




Tablo 4.10: Tablo 9 daki dl¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

56

1 2 3 4 5 6 ortalama
m 0,0741 0,0773 0,0678 0,0744 0,0713 0,0736 0,0730
b 0,125 0,0998 0,1469 0,1152 0,1353 0,1467 0,128
r 0,9997 0,9999 0,9996 0,9992 0,9990 0,9995 0,9995
4
3,5
31
S
£ 25
525
=
=
<
2 1,5 -
-9
1 -
0,5 -
0 T T T T
0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.12: ME’nin 1-50 ng.mL" konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan él¢ii

egrisi
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4.1.2.6. Gelistirilen Yontemin Geri Kazanim Oram

ME’nin plazmadan geri kazanimimi saptamak amaciyla iic farkl
konsantrasyonda ME iceren plazma 6rnekleri Boliim 3.3.2.6 da anlatildigr gibi ¢alisildi.
Analizler sonucunda ME’nin plazma orneklerinden hesaplanan mutlak geri kazanmim

oranlart Tablo 4.11 de verilmistir.

Tablo 4.11: ME’nin plazmadan geri kazanimi (n=6)

Plazmaya katilan Bulunan
ME miktari Konsantrasyon Geri Kazanim (%) 9%RSD
(ng.mL™) (ng.mL™)
10,00 8,08 £ 0,07 80,83 0,84
30,00 20,46 = 0,51 68,19 1,97
50,00 34,83 £ 0,46 69,65 1,15
Ortalama geri kazaniom = 73,27

4.1.2.7. Aym Giin Icinde ve Farkh Giinlerde Yapilan Plazma Analizlerinin
Tekrarlanabilirligi

Diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda ME iceren plazma ornekleri ile (10, 30,

50 ng.mL™) Béliim 3.3.2.5. de anlatildig: gibi ¢aligildu.

Aymni giin icinde yapilan analizlerde herbir 6rnek 8 kez calisildi. Bagil standart
sapma degerleri 1,35 — 2,70 araliginda hesaplandi (Tablo 4.12).

2 ay icerisinde 8 farkli giinde yapilan analizler sonucu elde edilen bagil standart

sapma degerleri plazma i¢in 0,29 - 3,39 araliginda bulundu (Tablo 4.13).




Tablo 4.12: Aym giin icinde plazmada yapilan ME analizlerinin tekrarlanabilirligi
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Plazmaya katilan ME miktar1 (ng.mL™)

10 30 50
Bulunan konsantrasyon 9,27 28,92 47,91
(ng.mL") 9.32 28,94 48,23
9,46 29,24 48,32
9,58 29,41 48,53
9,58 29,53 48,74
9,75 29,82 49,06
9,87 30,31 49,12
10,02 30,50 50,03
Ortalama 9,60 29,54 48,74
Standart sapma 0,26 0,59 0,66
RSD (%) 2,70 1,99 1,35
RME (%) -3,93 -1,38 -2,51




Tablo 4.13: Farkh giinlerde plazmada yapilan ME analizlerinin tekrarlanabilirligi
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Plazmaya katilan ME miktar1 (ng.mL™)

10 30 50
Bulunan konsantrasyon 9,12 29,21 49,62
(ng.mL™") 9,16 29,22 49,65
9,25 29,23 49,71
9,52 29,26 49,76
9,61 29,38 49,82
9,75 29,55 49,91
9,83 30,01 49,98
9,98 30,09 50,00
Ortalama 9,52 29,49 49,80
Standart sapma 0,32 0,36 0,14
RSD (%) 3,39 1,22 0,29
RME (%) -4,72 -1,68 -0,38
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4.1.2.8. Gelistirilen Yontemin Tammma ve Tayin Simirlar:
Yontemin Tanima ve Tayin simirlar1 Boliim 3.3.2.8. de anlatuldigi sekilde

strastyla 0,3 ng.mL’1 ve 1,0 ng.mL" olarak belirlenmistir.

4.1.2.9. Saklama Sirasindaki Dayamkhilik

Boliim 3.3.2.9. da bildirildigi sekilde yapilan analizler sonucu plazmadaki
ME’nin - 20 °C de en az iki ay boyunca dayanikli kaldig1 saptanmustir. Ayrica ardarda
iic kez dondurulup coziilme islemleri sonunda ME miktarinda 6nemli bir azalma

olmadig belirlenmistir.

4.2. Gelistirilen Yontemin Tabletlerde ME Tayinine Uygulanmasi ve Sonuclarin
Kiyas Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarla Karsilastirilmasi

10 mg memantin hidrokloriiriir iceren Ebixa® tabletler BSliim 3.4.1. de anlatildi
gibi gelistirilen HPLC yontemiyle analiz edildi. Sonuglar1 kiyaslamak amaciyla tabletler
bir de susuz ortamda titrasyon yontemiyle analiz edildi. Her iki yontem ile elde edilen
sonuglar ve 6 adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (A), standart sapma (s), RSD ve

%95 olasilik diizeyinde giiven aralii [A + (t.s/n)] degerleri Tablo 4.14 te verilmistir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ile elde edilen sonuglarin ortalamalar
yoniinden karsilastirilmasi student (t) testi, standart sapmalar yoniinden karsilagtirilmasi
ise Fischer (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 4.14 deki sonuglar incelendiginde
hesaplanan t- ve F- degerleri %95 olasilik diizeyi ve 6 deneme i¢in ilgili cetvellerde
bildirilen degerlerden daha kiiciik oldugundan gelistirilen HPLC yontemi ile kiyas
yontemi arasinda gerek dogruluk gerekse kesinlik bakimindan anlamli bir fark olmadig:

belirlendi.
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Tablo 4.14: 10 mg memantin hidrokloriir iceren tabletlerin analiz sonuclari ve sonuclarin
istatistiki olarak degerlendirilmesi

Gelistirilen HPLC Yontemi

Titrasyon Y ontemi

n mg/tablet Yo mg/tablet %o
1 9,713 97,13 9,704 97,13
2 9,876 98,76 9,832 98,76
3 9,996 99,96 9,963 99,96
4 9,998 99,98 9,989 99,98
5 10,011 100,11 9,971 99,71
6 10,038 100,38 10,088 100,88
A 9,94 99,40 9,92 99,20
s 0,12 0,14
RSD 1,20 1,41
Giiven Aralig 0,013 0,015
Giiven Sinirlart 9,927-9,953 9,905-9,935
t= 0,259 n=m= 6 teablo = 2,228
F=1,38 P=0,05 Fiabio = 4,28
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4.3. Gelistirilen Yontem ile Plazmada ME Tayini ve Farmakokinetik
Parametrelerinin Hesaplanmasi

27 yasinda saglikli bir goniilli tarafindan tek doz 20 mg memantin
hidrokloriir alimim takiben cesitli zaman araliklarinda toplanan kan 6rnekleri Boliim
3.5. ve 3.3.2.5. de anlatildig1 gibi analiz edildi (n=3). Bu 6rneklerin i¢erdigi ME miktar1

plazma i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisine ait dogru denkleminden hesaplandi (Tablo 4.15).

Plazma ME konsantrasyonunun zamana karsi degisimini gosteren grafigin
(Sekil 4.13) incelenmesinden anlagilacagi gibi, ilacin alimindan 7,5 saat (tmaks.) sonra
41,6 ng.mL'lmaksimum plazma konsantrasyonuna ulastign goriildii. t;ne 69,4 saat ve
egri alinda kalan alan (AUC.,,) 1163 ng.saat.mL" olarak hesapland: (Tablo 4.16). Sekil
4.14 ve 4.15 de ME icilmesinden 7,5 ve 72 saat sonra alinan kan Orneginin analizi

sonucu elde edilen kromatogramlar goriilmektedir.



Konsantrasyon (ng/mL)

L 4

0 50 100

Zaman (saat)

150

Sekil 4.13: Plazmada ME konsantrasyonunun zamana kars: degisimi

€9
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Tablo 4.15: Plazma ME Kkonsantrasyonunun zamana Kkars: degisimi

Zaman (saat) Plazmada ME konsantrasyonu (ng.mL’l)
2 8,2
4 9,56
5 11,43
6 20,86
6,5 29,26
7 31,17
7,5 41,6
8 29,24
24 10,81
48 4,33
72 3,86
96 1,71
144 1,29

Tablo 4.16: 2 adet Ebixa® tablet alimindan sonra hesaplanan farmakokinetik parametreler

Chnaks (ng.mL™) 41,6
tmaks (saat) 1,5
tl/2,el (saat) 69,4

AUC., (ng.saat.mL™) 1163
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Sekil 4.14: 20 g tek doz memantin hidrokloriir alan saghiklh goniilliidden 7,5 saat sonra

alinan plazma ornegine ait kromatogram

==

if
iy

DetectYrA:E}{:EBDr\r’h,Em A18nm
Elly

204

104

00 15 A0 15 100 115 150 175 200
Zaman(dak)

Sekil 4.15: 20 g tek doz memantin hidrokloriir alan saglikh goniilliiden 72 saat sonra

alinan plazma ornegine ait kromatogram
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5. TARTISMA

ME trisiklik doymus halka yapist1 nedeniyle yeterli 151k absorbsiyonu
gostermediginden ilag laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan spektrofotometrik
dedektorliic HPLC cihazlan ile tayini yapilamamaktadir. Bu yiizden bugiine kadar
yapilmis calismalart ya GC yontemlerden ya da tiirevlendirmeye veya Kkiitle

dedeksiyonuna dayanan HPLC yontemlerinden olusmaktadir.

Bu calismada, ME’nin hem farmasotik preparatlardaki hem de biyolojik
stvilardaki tayinine olanak saglayan yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Maddenin
giinliik tedavi dozu 10-40 mg oldugundan, farmakokinetik caligmalarda gereksinim
duyulacak hassasiyetin saglanabilmesi ac¢isindan spektrofluorimetrik dedektorle calisma
tercih edilmis, yine ayni nedenle belirte¢ olarak son derece hassas fluoresans tiirevler

olusturan FMOC belirteci se¢ilmistir.

FMOC ile yapilan caligmalar incelendiginde, tiirevlendirme reaksiyonunun
genellikle alkali ortamda, oda 1sisinda bekletme veya 1sitma ile yiiriidiigii, ortamdaki
organik ve sulu faz oranimin reaksiyonun yiiriimesinde etkili oldugu, belirtecin
fazlasinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bir aminoasit ¢ozeltisi ilavesinin ya da
ekstraksiyonun yapildigir goézlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda ME ve FMOC arasindaki
reaksiyonun optimum kosullar1 aragtirilmistir.

Optimum sicaklik ve reaksiyon siiresini belirlemek amaciyla oda sicakliginda,
30, 40, 50, 60°C lerde 5-60 dakika araliginda ¢alisilmis ve ME ile FMOC arasindaki
reaksiyon i¢in 40°C de 20 dakika isitmanin yeterli oldugu goériilmiistiir. Reaksiyonun
oda sicakliginda tam yiiriimedigi, 30°C de ¢ok yavas yiiriidiigii, 50 ve 60°C lerde ise
fazla 1sinin tiirevin fluoresans siddetini azalttigi gozlenmistir. 30°C 40 dakika bekleme
ile elde edilen sonuglar 40°C de 20 dakika ile elde edilenlere ¢ok yakin olmasina
ragmen daha uzun bekleme siiresinin yontem icin bir dezavantaj olacag diisiiniilerek
40°C de 20 dakika 1sitma tercih edilmistir.

Reaksiyonun en iyi hangi pH da yiiriidiigii ise pH 7 ile 10 arasinda bir seri
tampon ¢ozeltiyle yapilan analizler sonucu anlasilmig ve en yiiksek fluoresans degerine
pH 8,5 da ulasilmistir.

FMOC ve ME arasindaki reaksiyonda organik ve sulu faz oram arastirilmis ve

bu oran 4,5 oldugunda reaksiyonun en iyi sekilde yiiriidiigii saptanmstir.
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FMOC ile ME arasindaki reaksiyon igin gerekli olan belirte¢ miktar
arastirildiginda FMOC/ME mol oraninin 1000 kat olmasinin yeterli oldugu daha fazla
belirtecin tiirev olusumunu etkilemedigi belirlenmistir. Belirtecin kendisinin de yiiksek
fluoresans gostermesi ve kromatogramda belirtece ait piklerin istenmemesi nedeniyle
FMOC ile yapilan caligmalarda reaksiyon sonunda ortamdaki belirte¢ fazlasinin bir
aminoasit c¢ozeltisi veya ekstraksiyon islemi ile uzaklastirildigi goriilmiistiir. Bu
caligmada zaman kaybetmemek i¢in ekstraksiyon islemi yerine ortama glisin ilavesi
tercih edilmistir. Ayrica, biyolojik sivilarda yapilan tiirevlendirmeye dayali bazi
analizlerde biyolojik sivida kullanilan belirte¢ miktart sulu ortamda kullanilan belirteg
miktarindan daha fazla olmaktadir. Ancak denemelerimiz bu calismada boyle bir
gereksinim olmadigin1 gostermistir.

Yukaridaki kosullarda elde edilen tiirevin stabilitesi incelendiginde +4°C de
karanlikta 4 giin dayanikli oldugu goriilmiistiir.

Bu calismalara paralel olarak HPLC analizi i¢in en uygun kosullar1 belirlemek
amaciyla denemeler yapilmistir. Once ¢alisilacak uyarma ve emisyon dalga boylari
belirlenmis, sonra silikajel ve C;s plaklarda yapilan baz1 denemeler goz Oniine alinarak
cesitli oranlarda hazirlanan metanol-su, asetonitril-su, metanol-10 mM fosfat tamponu
(pH 2,2), asetonitril-10 mM fosfat tamponu (pH 2,2), asetonitril-10 mM ortofosforik
asit (pH 2,4) karisimlarn ile ¢gesitli kolon sicakliklarinda izokratik ve gradient programlar
uygulanarak, degisik akis hizlarinda caligsmalar yapilmistir. Denenen sistemler arasinda
en iyi ayrilma 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apli Cig kolonda 40°C de, dakikada
1,5 mL akis hiz1 ile gradient programlama uygulanmis asetonitril/10 mM ortofosforik
asit (pH 2,4)-%0,1 trietilamin hareketli faz sistemi ile elde edilmistir. Bu kosullarda
analiz edilen tiirevin alikonma zamani 16,2 dakika olarak belirlenmistir.

Cesitli ilag maddelerinin denenmesi sonucu hem ME icin gelistirilen optimum
reaksiyon kosullarina hem de kromatografi kosullarina uyum saglayan IS madde olarak
nortriptilin belirlenmistir. Nortriptilin, ME i¢in gelistirilen plazmadan ekstraksiyon
yontemi ile % 96,5 lik geri kazamim gostermistir. Analiz sonuglart ME-FMOC
tirevlerine ait pik alanlarinin, nortriptilin-FMOC tiirevlerine ait pik alanlarina
oranlanmasi ile degerlendirilmistir.

Belirlenen kosullarda calisilarak sulu c¢ozeltide 1-50 ng.mL'1 konsantrasyon
araliginda ol¢ii egrisi hazirlanmis ve konsantrasyona karsilik pik alan orani degerleri

yardimiyla en kiiciik kareler yontemi uygulanarak dogru denklemi hesaplanmistir.
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Sulu ¢ozeltide gelistirilen yontem 10 mg memantin hidrokloriir iceren tabletlerin
(Ebixa®) analizine uygulanmis ve elde edilen sonuglar firmadan alinan tayin yontemiyle
elde edilenlerle istatistiki olarak kiyaslanmistir. Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ile
elde edilen sonuglarin ortalamalar yoniinden karsilastirilmasi Student (t) testi, standart
sapmalar yoOniinden karsilagtirllmast Fischer (F) testi uygulanarak yapilmistir.
Hesaplanan t- ve F- degerleri ilgili cetvellerde bildirilen teorik degerlerden daha kiiciik
bulundugu icin gelistirilen yontem ile kiyas yontemi arasinda dogruluk ve kesinlik
yoniinden anlaml bir fark olmadigina karar verilmistir.

Sulu ortamda gelistirilen yontemin ME’nin plazmadan tayinine de
uygulanabilmesi icin sulu ¢ozeltilerden 0,1 N HCI, nétr ve 0.1 N NaOH’ It ortamlarda
organik ¢oziicii ve c¢oziicii karisgimlart ile ekstraksiyon denemeleri yapilmistir.
Denemeler sonucunda plazmadan ekstraksiyon islemleri icin 0.1 N NaOH’ I1 ortamda
n-hekzan:izoamil alkol (98:2) karisiminin, %73,27 geri kazanmim ile en iyi verimi
sagladigi anlasilmistir.

Plazmada ME’nin miktarimi tayin etmek amaciyla sulu ¢ozeltilerde oldugu gibi
yine 1-50 ng.mL" konsantrasyon arahginda olcii egrisi hazirlanmis ve dogru denklemi
hesaplanmistir. Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayn1 giinde ve
farkli giinlerde diisiik (10 ng.mL™), orta (30 ng.mL™) ve yiiksek (50 ng.mL™)
konsantrasyonlarda ME igeren plazma ornekleri 8 kez analiz edilmis ve analizlere ait
RSD (%0,29-3,39) ve RME (<%-0,38) degerleri yontemin kesinlik ve dogruluk
derecelerinin yiiksek oldugunu gostermistir. Sinyal / giiriiltii oranlari ile belirlenen tayin
ve taninma sinirlar sirasiyla 1,0 ng.mL’1 ve 0,3 ng.mL’1 olarak bulunmustur

Plazmada gelistirilen yontemin farmakokinetik calismalara uygulanabilirligi,
saglikli bir goniilliiniin tek doz 20 mg ME almasinin ardindan ¢esitli zaman
araliklarinda toplanan kan Ornekleri analiz edilerek incelenmistir. Sonuglardan elde
edilen Cpaks., tmaks., tiz.e, AUC). gibi farmakokinetik parametreler literatiir bilgileriyle
uygunluk gosterdiginden gelistirilen yontemden maddenin rutin analizlerinin yanisira
biyoyararlanim, biyoesdegerlik calismalarinda da yararlanilabilecegi belirlenmistir.

Tabletlerde gelistirilen yontem farmakopelerde ve literatiirde kayitli bir tablet
analizi yontemi bulunmayan ila¢ maddesi i¢in goriiniir bir ihtiyaci karsilayacaktir.

Plazmada gelistirilen yontem ise biyolojik sivilarda ME’nin tayini icin
literatiirde bildirilen caligmalar ile karsilastirildiginda su sonuglara varilabilir. Maddenin

HPLC ile yapilmis ¢alismalarindan {i¢ tanesi [12-14] tiirevlendirmeye dayanmakta olup
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bunlardan iki tanesi fluorimetrik [12,13] bir tanesi spektrofotometrik [14] dedeksiyona
dayanmaktadir. Gelistirilen yontem hem reaksiyon siiresi hem de hassasiyet agisindan
fluorimetrik dedeksiyona dayanan diger iki yontemden {istiindiir. Spektrofotometrik
dedeksiyona dayanan yontemin reaksiyon siiresi kisa olmasina ragmen tayin ve taninma
sinirlart  farmakokinetik ¢alismalarda kullanilamayacagim  gostermektedir. Diger
yontemlerden LC-MS ya da GC-MS olanlarin bircogunun hassasiyetleri oldukca iyi
olmasina ragmen bu cihazlar hala her ila¢ laboratuvarinda bulunamayacak kadar
pahalidir. Sonugta gelistirilen yontem hassasiyet agisindan tiirevlendirmeye dayanan
diger HPLC calismalarinin tiimiinden reaksiyon siiresi acisindan ise bir kismindan
avantajhidir. Ayrica kiitle dedeksiyonu kadar pahali olmayan bir cihaza gereksinim
duymas1 agisindan kolay uygulanabilir bir yontemdir.

Bu calismada farmasotik preparatlarda ve plazmada ME tayini i¢in basit,
duyarli, tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi yiiksek yeni bir HPLC yo6ntemi
gelistirilmistir. ME ile FMOC arasindaki reaksiyonun zahmesiz ve basit olmasi,
reaksiyon ortamindan ekstraksiyon yapmaya gerek olmamasi, ME’nin plazmadan geri
kazanim oraninin ve tekrarlanabilirligin iyi olmasi, basit bir kromatografi sistemi ve
dedektorii kullanilmast yontemin baglica iistiinliikleridir. Sonug¢ olarak gelistirilen bu
yontem hem rutin farmasotik analizlerde, hem de biyoyararlanim, biyoesdegerlik
calismalarinda ilacin diisiik konsantrasyonlarinin plazmada takip edilmesinde rahatlikla

kullanilabilecek niteliktedir.
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