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OZET

ATORVASTATIN KALSIYUM VE EZETIMIB’IN FARMASOTIK
PREPARATLARDA YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFIiSi
VE KEMOMETRIK YONTEMLER KULLANILARAK ESZAMANLI
MIKTAR TAYINLERI
Niliifer Burcu ER
Yiiksek Lisans Tez
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Ana Bilim Dali
Tez Danigmani Prof. Dr. Feyyaz ONUR,

Dr. Ogr. Uyesi Aysun DINCEL
Ankara, AGUSTOS 2024

Statin grubu, kolesterol ve trigliserid diigiiriicli olan Atorvastatin kalsiyum (ATVC) ve
kolesterol ve trigliserid diisiiriicii ezetimib (EZE) kan yiiksek kolesterol ve trigliserit
seviyesini diisiirmek icin tedavide siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, ATVC ve
EZE’in spektrofotometrik yontemlerden birinci tiirev sifir-kesim ve oran 1. tiirev,
kemometrik yaklagim PLS teknigi kullanilarak ve kromatografik olarakta HPLC-DAD
kullanilarak es zamanli analizi i¢in yeni ydntemler gelistirilmesi ve gelistirilen
yontemlerin bu iki etken maddeyi iceren farmasdtik preparatlarda uygulamasi
amaclanmistir. Yapilan caligmalarda birinci tiirev sifir-kesim, oran 1. tlirev
spektrofotometrik yontem gelistirilmesi ¢alismalarinda ATVC ve EZE’in etanoldeki
cozeltilerinin 210-320 nm araliginda absorbans spektrumlar1 kullanilmistir. Birinci
tirev sifir-kesim yonteminde ATVC miktar tayini A=245,2 nm ve EZE miktar tayini
icin A=224,8 nm dalga boylarindaki tiirev absorbans degerleri kullanilmistir. Oran 1.
tiirev spektrum caligmalari i¢in ise; tiirev spektrum calismalarinda ise ayn1 ¢ozeltilerin,
ATVC i¢in 232,6 nm, EZE i¢in ise 213,8 nm dalga boyundaki oran tiirev absorbans
degerleri kullanilarak miktar tayinleri gergeklestirilmistir. Kemometrik yaklasim
tekniklerinden PLS yoOnteminde kalibrasyon g¢aligmalart 223-280 nm dalga boyu
aralifinda sifirinci derece spektrumda absorbans degerlerinin AA =4 nm'lik araliklarda
Ol¢iimleri kullanilarak yapilmistir. PLS analizlerinde Brereton paket programi
kullanilmisti. HPLC-DAD ile analiz ¢alismalar1 izokratik, hareketli faz bilesimi; 20
mM NaH>PO4:ACN 50:50 (pH=5,17, h/h, A=240 nm 24 °C) karisimi ile 1 mL/dk akis
hizinda XBridge, Cis (250 x 4,1 mm, i¢ ¢ap 5 pum) analitik kolon kullanilarak
yapilmugtir. I¢ standart olarak kuersetin kullanilmistir. Dogrusal aralik birinci tiirev
sifir-kesim yonteminde 1-20 pg/mL, oran birinci tiirev yonteminde 2-10 pg/mL ve
HPLC-DAD yo6nteminde 0,05-1,0 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemler
ICH gerekliliklerine gore valide edilmistir. Yontemlerde bagil standard sapma
degerleri  %0,06-1,43 araliginda bulunmustur. Elde edilen sonuglar arasinada
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (ANOVA, p>0,05). Gelistirilen yontemler,
Tiirkiye ticari olarak bulunan ATVC ve EZE’in ikili karistmini igeren tablet
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formiilasyonlarina basariyla uygulanmistir. Tabletler {izerinde belirtilen miktarlarina
gore geri kazanim degerleri %95,43-%102,82 araliginda bulunmustur. Sonug olarak
tablette ATVC ve EZE analizi i¢in basit, se¢ici, hassas, dogru ve tekrarlanabilir birinci
tiirev sifir-kesim, oran birinci tiirev, PLS ve HPLC-DAD yontemleri gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Atorvastatin, Ezetimib, Kemometri, Spektrofotometri, Tiirev,
Oran, HPLC.
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ABSTRACT

SIMULTANEOUS QUANTITAVIVE DETERMINATION OF
ATORVASTATIN CALCIUM AND EZETIMIB IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY AND CHEMETRIC METHODS
Niliifer Burcu ER
Master Thesis
Health Sciences Institute
Department of Analytical Chemistry
Thesis Advisor Prof. Dr. Feyyaz ONUR
Dr. Aysun DINCEL
Ankara, AUGUST 2024

Atorvastatin calcium (ATVC), cholesterol and triglyceride-lowering statin group, and
ezetimibe (EZE), cholesterol and triglyceride-lowering drugs, are frequently used in
the treatment of high blood cholesterol and triglyceride levels. The aim of this study
was to develop new methods for the simultaneous analysis of ATVC and EZE using
spectrophotometric methods such as first derivative zero-crossing and ratio 1%
derivative, chemometric approach using PLS technique and chromatographic HPLC-
DAD and to apply the developed methods in pharmaceutical preparations containing
these two active substances In studies, absorbance spectra of ATVC and EZE solutions
in ethanol in the range of 210-320 nm were used in the development of first derivative
zero-crossing, ratio Ist derivative spectrophotometric method. In the 1% derivative
zero-crossing method, the derivative absorbance values at wavelengths A=245.2 nm
for ATVC and A=224.8 nm for EZE quantification were used. For the ratio 1%
derivative studies, the quantification of the same solutions was carried out at
wavelengths of 232.6 nm for ATVC and 213.8 nm for EZE. In the PLS method, one of
the chemometric approach techniques, calibration studies were carried out using
measurements of absorbance values at AL =4 nm intervals in the zero-order spectrum
in the wavelength range 223-280 nm. Brereton package program was used in PLS
analysis. HPLC-DAD analyses were performed using an isocratic, mobile phase
composition; 20 mM NaH2PO4:ACN 50:50 (pH=5.17, v/v, A=240 nm 24 °C) mixture
and XBridge, Cig(250x4.1 mm, inner diameter 5 um) analytical column at a flow rate
of 1 mL/min. Quercetin was used as internal standard. The linear range was 1-20
ug/mL for the first derivative zero-pass method, 2-10 pg/mL for the ratio first
derivative method and 0.05-1.0 pg/mL for the HPLC-DAD method. The developed
methods were validated according to ICH requirements. The relative standard
deviation values of the methods were in the range of 0.06-1.43%. There was no
statistical difference between the results obtained (ANOVA, p>0.05). The developed
methods were successfully applied to tablet formulations containing a binary mixture
of ATVC and EZE commercially available in Turkiye. According to the amounts
indicated on the tablets, the recovery values were in the range of 95,43-102,82%. As a
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result, simple, selective, sensitive, accurate and reproducible first derivative zero-pass,
ratio first derivative, PLS and HPLC-DAD methods were developed for the analysis
of ATVC and EZE in tablets.

Keywords: Atorvastatin, Ezetimibe, Chemometry, Spectrophotometry, Derivative,
Ratio, HPLC.
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1.GIRIS

Kolesterol ve trigrileritler, viicut hiicrelerinde bulunan ve kan yoluyla taginan yag
benzeri maddelerdir. Trigrileritler, viicudun enerjiye olan ihtiyacini karsilamakdirlar.
Viicuda proteinlerden ve karbonhidratlardan daha cok enerji veren trigrileritler
karacigerde iiretilmekle birlikte disardan gesitli besinler yoluyla viicumuza alinirlar.
Viicuda alinan trigrilerit fazlasi karaciger ve yag dokusunda depolamaktadir.
Kolesterol, viicutta hormanlarin vitaminlerin ve hiicrelerin insasinda kullanilan ve kan
yoluyla tasinan mumsu maddelerdir. Trigrileritler gibi kolesterol de karacigerde
iiretildigi gibi disardan da besinlerle viicuda alirlar. Her iki madde de viicutta kan yolu
ile tasinir ve genel olarak kan yaglari olarak isimlendirilirler. Yag yapisinda maddeler
olduklart i¢in kanda ¢oziinemezler ve kan yolu ile taginabilmeleri i¢in proteinlerle
kapl1 halleri olan lipoproteinler olustururlar (Endo, 1992). Lipoproteinler genel olarak
toplumda iyi huylu ve kétii huylu olarak smiflandirilmis haliyle bilinirler. Iyi huylu
lipoprotein olarak adlandirilan HDL (high density liporptotein) viicuttaki fazla
kolesterolii tekrar karacigere tasinmasini saglar. Kanda uygun bir seviyedeki HDL
koleterol kalp damar hastaliklar1 ve ivmelere karsi koruyucu olarak kabul edilir
(American Heart Association, 2024).

Koétii huylu kolesterol olarak adlandirilan LDL, HDL tersine kolesterolii
karacigerden diger dokulara tasinmasini saglar. Bu nedenle viicutta yiiksek seviyede
olan LDL arterlerin daralmasina ve sonug olarak kalp krizi, inme ve periferal arteryel
hastaliklara yol agabilmektedir. Eglik eden sigara kullanimi, hipertansiyon, diyabet bu
stireci daha da hizlandirmaktadir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi,
2021).

Tirk Kardiyoloji Dernegi, Tiirk toplumunda genel olarak iyi huylu kolesterol
seviyesinin diisiik oldugunu belirtmektedir (Onat ve digerleri, 2003).
Ulkemizde kardiyovaskiiler hastaliklarinin yiiksek oranda goriilme sebeplerinden
birinin de toplumdaki bu HDL diisiikliigii oldugu kabul edilmektedir.

Sonug olarak kolesterol ve trigliseritler hiicre fonksiyonlar1 i¢in 6nemli ve gerekli
yapilar olup her iki maddenin de kanda belirli sinirlar igerisinde bulunmalidir. Kanda
yiiksekligi tespit edilen trigliserit ve kolesterol degerlerinin normale yaklastirilmast
amaciyla kolestiramin, kolestipol gibi safra asidi baglayici regineler, nikotinik asit,

ezetimib, fenofibrat, gemfibrozil gibi fibratlar ile c¢esitli statin grubu farmasotik



preparatlar kullanilmaktadir (Baigent ve digerleri, 2005). Baslica statinler;
Atorvastatin, Simvastatin, Lovastatin, Fluvastatin, Pravastatin ve Pitavastatin’dir
(Endo, 2010). Atorvastatin 1996 yilinda ilk defa FDA tarafindan onaylanarak piyasaya
¢ikmis ve diinyada en ¢ok recete edilen ilag grubu olmustur (T.C. Saglik Bakanligi,
2016).

Ezetimib (EZE) ile statinlerin kombine kullaniminin {izerine yapilan bir¢ok
calisma kombine preparat kullannominin kanda kolesterol ve trigliserid diizeyini
diisirme tizerine etkisinin her iki maddenin ayr1 ayri1 kullannmindan daha etkin
oldugunu gostermistir (Ballantyne ve digerleri, 2003; Hamilton-Craig ve digerleri,
2010; Nodari ve digerleri, 2007; Wan ve digerleri, 2021). Bu durum EZE ve statin
iceren kombine preparatlarin liretimini baglatmis dolayisi ile hastalarda kullanimini
saglamstir.

Ulkemizde ruhsatli EZE + Statin iceren kombine preparatlar;
- EZETEC PLUS ( EZE+ATVC) /Neutec ila¢ San.
- EZEROS (EZE+ Rosuvastatin) / Nuvomed Ila¢ San.
- EZESIM (EZE+ Simvastatin)/ Neutec Ilag San.
- FIXLIP (EZE+ ATVC)/ Celtis ilag San.
- INEGY (EZE+ Simvastatin) / Merck Ilaclari,
- NOVIROS (EZE+Rosuvastatin) / Celtis Ila¢ San.
- ROSALIN (EZE+ Rosuvastatin/ / Vitalis Ila¢ San.
- TRATEZ ( EZE+ATVC)/ Drogsan Ilag San.

Bu c¢alismada birinci tiirev sifir-kesim, oran 1. tiirev, HPLC ve PLS
yontemleriyle kolesterol ve trigliserid diisiiriicii olan ATVC ile bir diger kolesterol ve
trigliserid diisiliriici etkin madde olan EZE’nin yeni yoOntem gelistirilmesi ve
gelistirilen yontemin tablette ATVC ve EZE analizine uygulamasiin yapilmasi
amaclanmistir. Bu amacla EZETEC Plus (Neutec) isimli farmasétik preparatta,

gelistirilen analiz yontemlerinin uygulamasi ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER

ATV ve EZE kanda yliksek kolesterol ve trigliserit seviyesini diigiirmek i¢in
farmasotik preparatlarin  fomiilasyonunda yer alan etkin maddelerdir. Ayr1 ayr
formiilasyonlarda bulundugu gibi son zamanlarda iki etkin maddeyi farkli oranlarda
bir arada igeren kombine preparatlar da iiretilmistir. Uretilen bu farmasétik preparatlar
biyoyayarlanimin sulu formlara gére daha {istlin olmasindan otiirii genelde tablet
formundadir.

2.1.Trigliseridler

Sekil 2.1. Trigliseridin kimyasal yapisi

Trigliseridler (Sekil 2.1), gliserol (gliserin) ve {i¢ yag asidinden olusan
esterlerdir. Trigliseridler, lipaz enzimi ve safranin etkisiyle ince bagirsakta ayrisarak
kana gecer ve kanda yeni bastan olusarak lipoprotein olurlar. Bir baska deyisle
trigliseridler, kanda bulunan ve viicuda enerji veren lipid tiiriidiir. Uzun siireli aclik,
cok enerji sarf ettiren spor programi, hormon iiretimi gibi durumlarda viicutta depo
edilen trigliseridler kullanilir.

Proteinler ve karbonhidratlara gore viicutta yaklasik iki kat daha fazla enerji
tastyan trigliseritlerin, yetigkinler i¢in kandaki seviyesi 150 mg/dL’nin altinda olmas1
beklenir. Yetiskin bir insanda 151- 199 mg/dL arasi sinirda yiiksek, 200-499 mg/dL
arast yiiksek, 500 mg/dL iizeri ise cok yiiksek olarak kabul edilir. Tiirk Kardiyoloji
Dernegi tarafindan kanda 0l¢iilen trigliserit diizeyleri ve siniflandirmalar1 Tablo 2.1°de

verilmistir .


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gliserol
https://tr.wikipedia.org/wiki/Gliserin
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ya%C4%9F_asidi

Tablo 2.1. Trigliserit diizeyleri ve siniflandirma

Siniflandirma Trigliserit diizeyi

Cok yiiksek 500 mg/dL ve lstii

Yiiksek 200-499 mg/dL

Sinirda yiiksek 151-199 mg/dL

Normal 150 mg/dL ve alt1
2.2. Kolesterol

Kolesterol, hiicreler tarafindan iiretilen ve kanda bulunan lipid tiiriidiir.
Kolesterol hormon iiretimi, sindirim ve hiicre zar1 olusumundan sorumludur. Viicutta
D vitamini sentezlenmesine yardimci olur. Hiicre dayanikliligindan sorumludur.
Ureme sistemi igin gerekli olan dstrojen ve testosteronun iiretiminde, viicutta su
seviyesinin korunmasinda, sinir dokulariin gliglenmesinde dnemli rol oynar. Kanda
Kolesterol diizeyinin belirli bir seviyede bulunmasi viicut fonksiyonlarmin diizgiin
islemesi i¢in 6nemlidir. Et, yumurta sarisi, peynir gibi besinlerle viicuda disardan
alinmakla birlikte glinde yaklasik 1 gr kolesterol karaciger ve diger viicut hiicrelerinde
yapilmaktadir (Senel, 2012).

Kolesterol, kanda liporoteinler seklinde tasinmaktadir. Lispoproteinler genel
olarak iyi huylu ve ké&tii huylu lipoproteinler olmak iizere 2 sinifa ayrilmaktadirlar
(bkz. Bolim 1). Tiirk kardiyoloji dernegi tarafindan kanda 6l¢iilen kolesterol degerleri

ve siiflandirmasi Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Kan kolesterol degerleri ve siniflandirmasi

HDL
LDL Kolesterol | Toplam Kolesterol
Kolesterol (mg/dL) (mg/dL)
mg m
(mg/dL)

Normal >40 <130 <200
Sinirda yiiksek 130-159 200-240

Yiiksek >60 >160 >240

2.3.Atorvastatin
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Sekil 2.2. Atorvastatinin kimyasal yapisi

F

Atorvastatin (ATV), rediiktaz enzim inhibitdrii bir etkin maddedir. Yiiksek risk
(Tablo 2.2) grubundaki kisilerde kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlemesi ve tedavisinde
kullanilir. ATV farmasoétik preparatlarda genelikle kalsiyum tuzu halinde Atorvastatin
kalsiyum (ATVC) olarak kullanilir. 3-hidroksi-3 metil glutarilkoenzim A (HMG-KoA)
rediiktaz enzim inhibitoriidiir. Bu enzim HMG-CoA'nin doniistiiriilmesini katalize
eder. ATV; kimyasal formiili Cs3H3sFN2Os, olup (Sekil 2.2), (3R,5R)-7-[2-(4-
florofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-propan-2-ilpirrol-1-il]-3,5
dihidroksiheptanoik asit olarak adlandirilir.

ATVC tipik dozu giinde 10-80 mg'dir ve %40-60 oraninda LDL'i azaltmaktadir
(Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu [TITCK], 2016). Atosrvastatin tablet formlari
¢ozelti formlart ile biyoyararlanim yoniinden karsilastirildiginda tablet formunun
¢ozelti formuna gore %95 - %99 daha etkili oldugu gosterilmistir. ATVC mutlak
biyoyararlanimi degeri yaklasik %14 diir.

Atorvastatin Etki Mekanizmasi ve Farmakodinamik Ozellikleri

ATV, HMG-KoA (3 hidroksi-3 metil-glutaril-koenzim A) rediiktaz enziminin
selektif, kompetitif inhibitoriidiir (Endo, 1992). Etkisini HMG-Ko0A enzimini inhibe
ederek gostermektedir. ATV, apoB’yi (LDL bileseni), LDL kolesterolii, cok diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterolii (VLDL-kolesterol), total kolesterolii ve TG
seviyesini diislirmekte, bununla beraber kandaki HDL kolesterol seviyesinde degisik
oranlarda artis saglamaktadir. HMG-KoA rediiktaz enzimini inhibisyonu sonucu
karacigerde kolesterol sentesi azalir, LDL yikimi artar. Kandaki LDL parg¢aciklarinin
sayist ve LDL iretiminde azalma saglar. ATV’ nin bazi metabolitleri de viicutta

farmakolojik olarak aktif 6zellik gostermektedir. ATV’ nin en 6nemli etki merkezi


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kardiyovask%C3%BCler_hastal%C4%B1klar

karacigerdir. Ailesel homozigot/heterozigot kolesterol yiiksekligi hikayesi olan hasta
gruplarinda, ailesel olmayan hasta gruplarinda ve karma dislipidemili hastalarda
etkilidir.

ATV ile ezetimibin kombine kullaniminin hiperlipidemili hastalarda etkinlik
ve glivenilirligi ile ilgili bircok c¢alisma yapilmistir. EZE ile ATV’nin beraber
kullanimin farmakolojik etkisinin bu iki maddelerin tek basina kullanimindan daha
cok etkili oldugu yapilan klinik caligmalar ile gosterilmistir (Ballantyne ve digerleri,
2003). ATV nin etkisinin doza bagl olarak degistigi de ¢calismalarda goriilmiistiir. Bu
sebeple piyasada ATV nin ¢esitli dozlardaki farmasétik preparatlart mevcuttur.

Iki etkin maddenin bir arada kullaniminin yiiksek kolesterol diizeyi seviyesinde
etkili bir diisiise sebep oldugunun kanitlanmasi ile her iki maddeyi bir arada igeren
kombine preparatlar iiretilmeye baslanmistir. ATV+EZT kombine sekilde iceren
diinyada farkli firmalara ait tablet formunda farmasotik preparat 6rnekleri (Liptruzet
(Organon), Atoreza (Marcyrl), Atozet (MSD), Zatistad (Torrent), TG-Tor EZ (Unichem
Laboratories) gibi) olmakla birlikte su an Tiirkiye’de 2011 ruhsat tarihli Ezetec Plus
(Neutec), 2023 ruhsat tarihli Fixlip (Celtis) ve 2024 ruhsat tarihli Tratez (Drogsan)

isimli tablet formunda preparatlar bulunmaktadir.

2.4.Ezetimib
HO

OH

Sekil 2.3. Ezetimibin kimyasal yapis1

Ezetimib (EZE) kandaki yiiksek kolesterol seviyesinin ayarlanmasinda
kullanilan bir etkin maddedir. Piyasada farkli firmalara ait cesitli jenerik preparatlari

bulunmaktadir. EZE (Sekil 2.3);kimyasal formiilii C24H12F2NO3 olup 1-(4-florofenil)-



3R-[3(S)-(4-florofenil)-3-hidroksi propil]-4(S)(4 hidroksifenil) azetidin — 2-on) olarak

adlandirlir.

Ezetimibin Etki Mekanizmasi ve Farmakodinamik Ozellikleri
EZE, segici olarak kolesteroliin bagirsak duvarindan taginmasini Onler.
NPCILIL (Niemann-Pick Cl-Like 1) proteini {izerinden etki gosterir (Jia L. ve
digerleri, 2011). Statinlerin etki mekanizmasi ile birlikte tamamlayici etki gosterirdigi
i¢in tedavide statin gruplari ile kombine kullanimi tercih edilir (Brar, 2004). Kolesterol
absorbsiyonunu azaltir. EZE, oral olarak kullanildiginda etki gosterir, enjeksiyona
uygun sulu ortamda ¢6ziinmedigi i¢in mutlak biyoyararlanimi belirlenememektedir.
Yapilan bir klinik ¢aligmada 18 hiperkolesterolemik hastada ezetimib, 2 haftada
bagirsak kolesterol absorpsiyonunu plaseboyla karsilagtirildiginda %354 oraninda
inhibe ettigi gosterilmisti.  EZE’in absorpsiyonundaki segiciligini belirlemek
amaciyla bir seri preklinik c¢aligma yiritilmistir. EZE’nin yag asitlerinin,
progesteron, etinil Ostradiol, A vitamini, D vitamini, trigliserit absorbsiyonunu
etkilemedigi, kolesterol ['*C] emiliminde segici davrandigi klinik calismalarda

gosterilmistir (Ballantyne ve digerleri, 2003; TITCK, 2016).

2.5.ATV ve EZE I¢in Analiz Yontemleri
2.5.1.Spektrofotometrik Yontemler
2.5.1.1.UV/Goriiniir Bolge Spektrofotometrik Analiz Yontemi

Spektrofotometrik analiz yontemlerinin temeli 1518in  (elektromegnetik
radrasyon) madde (molekiil veya iyon) tarafindan absorpsiyondan yararlanarak nitel
ve nicel analizlerinin gergeklestirilmesidir. Atomlarin enerjiyi absorblamasi atomik
spektroskopi, molekiillerin enerjiyi absorblamasi ise molekiiler spektroskopi alanina
girmektedir.

Her molekiil ancak kendine uygun enerjiyi absorplar. Bu durum maddenin
taninmasindaki ana unsurdur. UV/Vis (mor 6tesi ve goriiniir alan) spektrofotometrisi
de bir molekiiler spektroskopik yontemdir. Bu yontemde molekiildeki elektronlarin
UV ve goriiniir alandaki (UV-Gor) 151k ile uyarilmasi s6z konusudur. Bu alan genelde
200-800 nm arasini kapsamaktadir. 200-400 nm aras1t UV bdlge, 400-800nm aras1

goriiniir bolge olarak siniflandirilmaktadir.



UV-Gor. spektrofotometrik yontemlerle ¢esitli analitik uygulamalar yapilabilmektedir,

bunlar;

2. Nitel analizler ile her maddenin belli bir ¢oziicii i¢indeki spesifik spektrumu
kullanilarak analiz islemleri yapilabilir.

3. Nicel analizler ile Beer-Lambert yasasina gore, 151g1n absorbsiyonu ile ¢ozeltideki
madde miktarinin dogrusal iliskisi incelenir.

4. Denge sabiti tayininde; zayif asitlerin denge sabiti K, (asitlik sabiti) ve zayif
bazlarin denge sabiti Ky (bazlik sabiti) hesaplanabilir.

5. Molekiil agirlig1 hesaplanabilir,

6. Kinetik caligmalar ve fotometrik titrasyonlarda da spektrofotometrik yontemlerden
faydalanilmaktadir.

Lambert-Beer yasasinda seyreltik ¢ozeltiler icin madde absorbsiyonu ile
¢ozelti konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligski vardir. Asagida verilen esitlikde;
b(/) santimetre cinsinden 1sin yolu uzunlugu, T; gegirgenlik, A; absorbans, k
absorbsiyon katsayisi olarak tanimlanmaktadir. Absorbsiyon katsayisi c¢ozelti
konsantrasyonu mol/L cinsinden verilirse “€” olarak gosterilir ve molar absorbtivite
veya molar ektinksiyon katsayisi olarak adlandirilir (Skoog ve digerleri, 2016b). 1o ;
numune iizerine gonderilen 15181n siddeti, [; numune ¢ozeltisinden ¢ikan 1s181n siddeti

olarak tanimlanir.
A=—logT=log17°=k><l><C

Bu kurala gore, ortamda monokromatik 15181n aldig1 yol ve ortamin
konsatrasyonu ile 1s181n absorbsiyonu dogru orantilidir. Lambert-Beer kuralinin
gecerli olabilmesi igin seyreltik ¢ozeltiler ile ¢alisilmasi gerekmektedir. Numunenin
floresans ve fosforesans 6zellik gostermemesi, numune igerisindeki partiikiiller
nedeniyle sagilma olmamasina dikkat edilmesi gerekmektedir (Onur, 2019; Skoog
ve digerleri 2013).

UV ve goriiniir bolge spektrofotometrik yontemle analizlerde ortamda yalnizca
tek bir madde varsa 2 farkli yontemle analiz gergeklestirilebilir ancak ortamda birden
fazla madde varlig1 s6z konusu ise tiirev spektrofotometri yonteminden faydalanilarak

analizler gergeklestirilebilir.



Ortamda tek bir madde varsa veya digerlerinin etkisinin hi¢ olmadig:
durumlarda uygulanan analitik teknikler sunlardir:

1-Bilinen ve degisen miktarlardaki analit i¢ceren standart ¢ozeltileri hazirlanir
ve absorbans (A) degerleri konsantrasyona (C) degerlerine kars1 grafige gegirilerek bir
kalibrasyon dogrusu elde edilir. y = mx+n seklindeki dogru denklemi ile bilinmeyen
konsantrasyondaki analit absorbans1 okunarak konsantrasyonu hesaplanir.

2-Bilinen konsantrasyonda (C;) standart madde absorbansi (A1) okunur.
Sonrasinda bilinmeyen konsantrasyondaki (Cx) ¢6zeltinin absorbansi (Ax) okunur ve -
Lambert-Beer yasasina gore yukardaki esitlikte yerlerine konularak 2 esitligin
birbirine oranlanmasi ile A1/Ax=C1/Cx esitligi elde edilir ve buradan bilinmeyen analit
konsantrasyonu hesaplanabilir.

Ortamda tek bir madde olmayip karisim halindeki cozeltiler icin ise tlirev

spektrofotometrisi yonteminden faydalanilabilir.

2.5.1.2. Tiirev Spektrofotometrisi Analiz Yontemi
UV-Gor. bolgede madde iizeine gonderilen 15181in dalga boylarma akrsi

absorbas degerlerinin grafige gecirilmesi ile spektrum elde edilir. Dalga boyu ile
absorbans degeri arasindaki iligki bir fonksiyon olarak A = f(A) gosterilebilir. Bu
fonksiyonun her bir noktasindaki tiirev degerleri hesaplanarak (dA/d)), hesaplanan
degerler dalga boyuna kars1 grafige gecirilerek “tiirev spektrumu” meydana getirilir.
Tiirev esitlikleri 1’den n’e kadar yazilarak asagidaki esitlik elde edilir.

dA <dA2 dA”)

di Y Ve

Bu yontem ile orijinal spektrumda ayrilmayan piklerin daha ayrintili goriilmesi
ve karisimdaki bilesenlerin miktar tayinlerinin yapilmasi saglanabilir, kimyasal veya
fiziksel herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmadan ayirim gerceklestirilebilinir.
Bu durum o6zellikle karisim halindeki etkin maddeleri bir arada igeren ilaglarin
analizinde kolay ve etkili etkili bir yontem olarak analizciler tarafindan tercih
edilmektedir.

Oran birinci tiirev spektrofotometrik yontemi ile kaydedilen spektrumlara ek
olarak c¢esitli konsantrasyon degerlerinde bilinmeyen madde igeren standart

cozeltilerin birinci derece spektrum tlirevleri alinarak segilen konsantrasyon



degerindeki etkin madde ¢ozeltilerinin birinci derece tlirev spektrumlarina oranlanarak
elde edilen spektrum grafiklerinden bilinmeyen c¢ozeltideki madde miktarinin

konsantrasyonunun hesaplanmasi yapilmaktadir.

2.5.1.3. Spektrofotometrik Yontemlerle Yapilmis Calismalar

Literatiirde spektrofotometrik yontemlerle yapilmis cesitli caligmalar
mevcuttur. Narasimharaju ve ark. tarafindan tablette EZE analizi UV/Vis
spektrofotometre ile gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada EZE i¢in dogrusal aralik 5-20
png/mL olarak bulunmustur. Geri kazanim oran1 %99,11 bulunmustur (Narasimharaju
ve digerleri, 2008). R.P. Kabra ve arkadaglar1 yine tablette EZE analizi i¢in bir UV-
Gor. spektrofotometrik yontem gelistirmisler EZE icin dogrusal araligi 2-20 pg/mL
olarak bulmuslardir. Yapilan calismada LOD ve LOQ degerleri EZE i¢in sirasiyla; 0,10
png/mL ve 0,30 pg/mL olarak bulunmustur (Kabra ve digerleri, 2014). Yilmaz ve
Kaban tarafindan tablette ATV analizi UV ve 1. tiirev spektrofotometri yontemi ile
gerceklestirilmis dogrusal araligi 5-20 pg/mL ile LOD ve LOQ degerleri sirasiyla; 3,0
pg/mL ve 1,0 pg/mL bulunmustur (Yilmaz & Kaban, 2018). Sonawane ve ark.
tarafindan tablette ATV ve EZE’nin UV spektrofotometri ile eszamanli analizi
yapilmis ATV ve EZE i¢in dogrusal aralik 5-25 pg/mLgeri kazanim degerleri ATV ve
EZE i¢in sirastyla %99-101 olarak bulunmustur (Sonawane ve digerleri, 2007). Belal
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise; tablette ikili karigimlarin spektrofotometrik
yontemle analizi yapilmistir. Spektrum oranlart yontemi kullanilarak bu ikili
karisimlarda ayni anda miktar tayinleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada her iki tablet
icin dogrusal aralik 2,5-40 pg/mL olarak bulunmus, LOD degerleri karisim igin
strasiyla 0,59 pg/mL ve 0,32 pg/mL olarak bulunmustur. Tablette geri kazanim degeri
strastyla % 100,11 ve %99,38 olarak bulunmustur (Belal ve digerleri, 2013).

2.5.2. Kromatografik Yontemler
2.5.2.1. HPLC (Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi) Analiz Yontemi

HPLC ucgucu olmayan kimyasal ve biyolojik bilesenlerin ayrilmast i¢in
kullanilan bir ayirma yontemidir. Yontemde analitlerin, sabit faz doldurulmus
kolonlardan basing altinda hareketli faz ile gecirilerek kolon igerisine bilesenlerin
polaritelerine, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore ayrilmalar saglanarak karigimi

meydana getiren maddelerin ayrilmalar1 saglanir. Ayirimi gergeklestirilen maddeler
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bir dedektorden gegirilerek zamana kars1 dedektor cevabi kaydedilir ve kromatogram
ad1 verilen bir grafik elde edilir. Kromatogram; detektor cevabina karsilik zamana veya
¢Oziicii hacmine karsi ¢izilen grafiktir. Kromatogramda her bir maddeye ait piklerin
egri altinda kalan alan degerleri veya pik yiikseklik degerleri kullanilarak kalibrasyon
egrileri her bir maddeye 0zgii olarak hesaplanarak hem nitel hem nicel analizler
yapilmaktadir. Daha hassas ¢alisma ve deneysel hatalarin ihmal edilmesi amaciyla i¢
standart kullanilarak tekrarli analizlerde standart sapma degerleri birin altina
diisliriilebilmektedir.

HPLC’de hareketli faz uygula sistemleri izokratik ve gradient eliisyon olmak
tizere iki farkli bigimde kullanilmaktadir. Hareketli faz bilesiminin ve akis hizinin sabit
tutuldugu ayirma islemi izokritik eliisyon olarak adlandirilmaktadir (Skoog ve
digerleri, 2016a; Skoog ve digerleri, 2013a). Sisteme gonderilen hareketli faz
bilesimin ve/veya akis hizinin zamanla siirekli veya kesikli olarak degistirilmesi
suretiyle yapilan ayirma iglemi ise gradient eliisyon olarak adlandirilmaktadir (Skoog
ve digerleri, 2013b) izokratik eliisyon teknigi ile ayrilamayan bilesikler gradient
eliisyonla ayrilabilmekte ya da uzun alikonma zamanli bilesiklerin alikonma zamanlari

kisaltilabilmektedir.

2.5.2.2. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Sabit fazin polar, hareketli fazin apolar oldugu sistemlerdir. Bu sistemler
genellikle alkol ve amin gibi polar maddelerin ayrilmasinda kullanilmaktadir Ayrilma
isleminde polaritesi diisiik olan 6nce ayrilir. Dolayisiyla ¢oziicli polaritesindeki artis
ayrilma zamanini azaltmaktadir Hareketli faz bilesiminde genellikle hekzan, isopropil

ve eter gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir (Hamilton-Craig ve digerleri, 2010).

2.5.2.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi
Sabit faz apolar, hareketli fazin polar oldugu sistemlerdir. Hareketli faz
bilesiminde genellikle metanol, asetonitril, su ve tampon ¢ozeltiler gibi polar bilesenler

kullanilmaktadir.
2.5.2.4. HPLC Sistemi

Bir HPLC sisteminde bulunan kisimlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir (Sekil 2.4);

1. Pompa sistemi

11



2. Enjektor sistemi

3. Kromatografik kolon
4. Dedektor

5. Yiikseltici

6.

Kaydedici boliimlerinden olusur

kolon

detektdr
J' atik

kaydedici N /\_/\_l\

yazicl

b

Hareketli faz

pompa

Sekil 2.4. Tipik bir HPLC sistemi (Hamilton).

HPLC pompa sistemleri 400 atm basinca kadar ve akis hizi1 0,1-10 mL/dk
araliginda calisabilen sistemlerdir. Giiniimiizde HPLC sistemleri otomatik 6rnekleyici
sistemleri ile birlikte kullanilmaktadir. Ayirma islemi analitik kolon ile saglanmakta
ayirmmi  hedeflenen maddelerin 6zelliklerine gore kolon se¢imi yapilmaktadir.
Genellikle ayirmada kullanilan kolon dolgu maddeleri 3,5-10 um ¢apinda degismekte
ve oktil (Cg zinciri), oktadesil (Cis zinciri), fenil, alkilamin, alkilnitritler gibi
materyallarden olusturulmaktadir. Kullanilan hassas dedektorler ile pg seviyesinde
hassasiyette analiz saglanabilmektedir. HPLC’de siklikla tercih edilen dedektorler
kullanim amacina gore degismekle birlikte sunlardir; Kiitle spektroskopi dedektorii
(MS), Floresans dedektorii (FLD)i elektrokimyasal dedektor (ECD), reaktif indeks
dedektorii (RID), ultraviyole-goriiniir bolge dedektorii (UV-Gor)i fotodiyot array
dedektorii (DAD) (Eser ve Dingel Sepici, 2018; Skoog ve digerleri, 2016c¢).

2.5.2.5. Temel Kromatografi Parametreleri
Kromatografik analizlerde elde edilen bir kromatogram baslica asagidaki
parametrelerle yorumlanir;

1. Kolon etkinligi, N
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1i. Alikonma zamani, tR
iil. Kapasite faktort, k'
1v. Secicilik, a

V. Ayiricilik, R, Rs

Vi. Kuyruklanma faktorii

i. Kolon etkinligi (N): Teorik tabaka (plaka) sayisi bir kolonun etkinligini
belirtir. N degerinin en az 2000 olmas1 beklenir. Diisiik teorik plaka sayisina sahip
kolonlar yayvan ve genis pikler verir. Bir kolon ne kadar etkin ve verimli ise pikler de
o derece dar ve keskin olur. Bilesigin cinsine gore akis hizi, sicaklik, kolon hazirlanis
ve materyalinin kolondaki dagilim diizenliligine baglidir (Onur, 2019).

N degeri asagidaki iki farkli formiille hesaplanabilir.

N = 16/ (tr/Wt)?
tr; Pikin alikonma zamani

Wt : Pik genisligi

N = 5.54 (tr/ W12)?
Wiz : Pikin yar yiikseklikte pik genisligi (Sekil 2.6)

ii. Allkonma Zamani, tr

Alikonma zamani, 6rnegin enjeksiyonundan sonra analitin pike ulagmasi igin

gecen zamandir.

trR

<

to

oo0s
<7
ooz 3

S R sl

080 o0& 100

Sekil 2.5. Ornek bir kromatogramda alikonma zamani

iii. Kapasite faktorii, k'
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Kapasite faktorii, kolonda ¢ézlinen maddenin go¢ hizini agiklamada kullanilan
bir parametredir ve k’ ile gosterilir Kapasite faktoriiniin biiylik olmasi bilesenin
kolonda iyi tutundugunu gosterir ve bu durumda kolonda yavas hareket ederek kolonu
gec terk eder. k’ degeri kiigiik oldugunda bilesen sabit fazda tutunamadigi i¢in kolonda
hizli hareket eder. lyi bir ayrim icin k” degerinin 1-10 arasinda olmas1 beklenir. k’
degeri asagidaki formiille hesaplanir;

Kapasite Faktorii (k’) = (tr — to) / to
to : Hareketli faz piki alikonma zamani

tr : Analit piki alikonma zamani

iv. Secicilik, o
Secicilik bagil alikonma olarak de bilinir. Iki pikin maksimumu arasindaki zamanin
veya mesafenin bir dl¢iisiidiir. Iki pikin birbirinden ayrilma derecesi segicilik faktorii
ile iliskilidir. Segicilik faktorii (o) daha ¢ok bilesiklerin taninmasinda kullanilmaktadir.
Eger a=1 ise iki pikin tutunma siireleri aynidir ve aym eliisyona sahiptirler. o >1
oldugunda iki pikin ayirimindan bahsedilebilinir. Secicilik asagidaki formdil ile ifade
edilir (Sekil 2.6.):
a=k2/ki
ki : 1. Pikin kapasite faktorii ~ kz : 2. pikin kapasite faktorii

V. Ayiricilik, R, Rs
Kolon ayirma giicii (resolution) olarak da tanimlanabilir. Bir kolonun iki analiti ayirma
giiciiniin kantitatif 6lciisiidiir. Iki pikin birbirinden ayrilma derecesini gosterir.
Asagidaki sekilde farkli kromatogramlarda hesaplanan ayiricilik degerlerinde

gosterilmistir.

Ayiricilik sagidaki formiille hasaplanir;
R =2 (trz2- tr1) / wit+w2
tr1, tr2 : iki bilesenin alikonma zamanlar1

wi, w2 : piklerin baz genislikleri
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Dedeklor sinyali

o :r" § fr— A 1 r B 1
7

Zaman, dakika

Sekil 2.6. Ornek bir kromatogram icin onemli parametreler igin aywricilik, pik
genisligi, alikonma zamani etkileri (Fundamentals of Analytical Chemistry 9.
baski, s. 878).

Ayirma giicti (R) = 1.5 oldugunda iki bilesenin ayrilmasi yaklasik olarak tam
kabul edilir. R=I oldugunda %95 olasilikla, Rs =1,5 oldugunda %99 olasilikla

karisimdaki maddeler birbirinden ayrilmis demektir. Bu sebeple iyi bir ayirmada R

degerinin 1,5’den biiyiik olmas1 gerekmektedir.

Vi. Kuyruklanma faktorii
Kuyruklanma faktorii, kromatogramda elde edilen pike ait bir parametre olarak

pikin sekli ile ilgilidir. Pik seklinin asimetri faktorii olarak da tanimlanabilir. “T” ile
de gosterilmektedir. Bu faktor pikin simetrisi ile ilgili olup calismalarda simetrik
piklerin secgilmesi gerekmektedir. Ciinkii simetrik olmayan piklerde bazi sorunlarla
karsilasilir. Bu sorunlar:

- Kararl olmayan miktar tayinleri

- Gozlenemeyen pik kuyruklanmalari,

- Dogru olmayan tabaka sayis1 ve ayirim giicii sonuglari

- Alikonmanin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi gibi sorunlardir.

Uygun deger olarak kuyruklanma faktorii degerinin ““ < 2” olmasi gerekir.
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2.5.2.6. Kromatografik Yontemlerle Yapilmis Calismalar

ATO ve EZE etkin maddelerinin analizine yOnelik literatiirde tek tek veya
baska ilaglarla birlikte eszamanli ¢esitli analiz yontemleri mevcuttur. Bu yontemlerde
cesitli hareketli fazlar, ve sabit fazlarla birlikte uygulanan yodntemlerde genellikle
HPLC sistemi kullanilmaktadir. Yapilmis olan cesitli ¢alismalar bazilari asagida
aciklanmis ve Tablo 4’de verilmistir. Kumar ve ark. tarafindan yapilmis olan
calismada; insan plazmasinda ATV ve EZE’nin RP- HPLC ile analizi yapilmistir.
Analizler Cg 4,6 x 150 mm, 3,5 pm kolon ile 25°C’da potasyum dihidrojen
fosfat:asetonitril (40:60 h/h) igeren hareketli faz ile yapilmistir. Akis hiz1 1.2 mL/dk.
ATV i¢in ve EZE i¢in dogrusal aralik 5,0-25,0 pg/mL olarak bulunmustur. LOQ
degerleri ise; ATV ve EZE i¢in swrasiyla; 1,294 pg/mL ve 1,384 pg/mL olarak
bulunmustur. Plazmada etkin maddeler i¢in geri kazanim degeri % 100,08-%101,00
olarak bulunmustur (Ashutosh Kumar ve digerleri, 2015). Muhammad Ashfaq ve ark.
ise tablette EZE ve simvastatin analizini, Cg kolon kullanarak (250x4,6, 5 um), 0.1M
amonyum asetat:asetonitril  (30:70, h/h) iceren hareketli faz ile, 1,5 mL/dk akis
hizinda, gerceklestirmistir. Calisma dogrusal aralik degeri 20-60 pg/mL, LOD degeri
EZE igin 0,19 pg/mL ve simvastatin i¢in 0,17 pg/mL ve geri kazanim degeri ise
%100,25 ve %101,50 olarak bulunmustur (Ashfaq ve digerleri, 2007). Ertiirk ve ark.
tarafindan tablette yapilan analiz ¢aligmasinda ATV ve safsizliklar HPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Analiz 5 pm C;g (250x4,6 mm, 5 um) kolon ile oda sicakliginda,
asetonitri:amonyum asetat: THF iceren 25:70:5 (h/h/h) hareketli faz ile 1,0 mL/dk akis
hizinda yapilmistir. Bu ¢aligmada ATV i¢in dogrusal aralik 0.5-35.0 pg/mL olarak
bulunmustur. LOD degeri AT 0,013pg/mL, olarak bulunmustur (Ertiirk ve digerleri,
2003). Seshachalam ve ark.’nin yapmis oldugu calismada ise; tablette EZE ve ATV
HPLC-DAD ile analiz edilmistir. 0,01 M amonyum asetat (pH=3,0): Asetonitril (50:50
h/h) iceren hareketli faz ile 1,0 mL/dk akis hizinda Cis (250 mm x 4.6 mm, 5 pum)
kolon ile ¢alisilmistir. ATV ve EZE i¢in icin dogrusal aralik degerleri sirasiyla 4-400
pg/mL ve 5-500 pg/mL olarak bulunmustur. LOD degeri ise EZE ve ATV ig¢in sirasiyla
1,25 pg/mL and 1,48 pg/mL olarak bulunmustur (Seshachalam ve Kothapally, 2008).
V. Patel ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise; tablette atorvastatin kalsiyum

(ATVC) ve ezetimib’in (EZE) tiirev spektrofotometri ve RP-HPLC ile analizi
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yapilmigtir. HPLC analizleri ODS RP-18, 250 mm X 4,6 mm kolon kullanilarak,

metanol:su (70: 30 h/h) iceren hareketli faz ile 1 mL/dk alis hizinda yapilmistir.

Tablo 2.3. EZE ve ATV igin tablette ve biyolojik materyalde yapilmis kromatografik

analiz yontemleri ve dogrusal aralik parametre degerleri

. . . Dogrusal
Etkin madde| Sabit Faz Hareketli Faz LOD Yontem
Arahik
- 0,19
Ezetimibe Cis
] ] 0,1M Amonyum 20-60 pg/mL
Simvastatin | 250x4,6, o HPLC
asetat:asetonitrile (30:70, h/h) | pg/mL 0,17
Tablet 5 um
pg/mL
c 0,013
8
Atorvastatin ' Asetonitril - amonyum asetat- | 0,5-35,0 pm/mL
250x4,6 HPLC
THF 25:70:5 (h/h/h) pm/mL, 0,010
mm 5 pm
um/mL
] 4-400
Atorvastatin [ 250 mm x | 0,01 M Amonyum
o o mg/mL
Ezetimibe 46 mm,5 | asetat(pH:3.0): Asetonitril 5500 HPLC
Tablet pum (50:50 h/h)
mg/mL
Rosuvastatin | Cig 0,6
. 2,0-256
Atorvastatin | (150x 4.6 Metanol:su (68:32 h/h) o ng/mL, HPLC
ng/mL,
Serum mm,Spum J 1,0 ng/mL
Atorvastatin | Cig o o
o % 0,2 Formik asit: asetonitril | 0,2-30,0 LC-MS-
Ezetimibe 100 x4.6 0,06 ng/mL
(30:70, h/h) ng/mL MS
Serum mm, 3,5 pym
Atorvastatin | Cs o 0,11
Fosfat tamponu: asetonitril 5,0-25,0
Plazma 4,6 x 150 ug/mL HPLC
o (40:60 h/h) pg/mL
Ezetimibe mm, 3.5 um
Atorvastatin | Cis, 4,6x250 | Asetonitril:diklorometan:asetik | 15-300 3,57 HPLC
Tablet mm, 5u asit (68,6:30,6:0,8 h/h/h) pg/mL pug/mL
Atorvastatin 2,186
Ezetimibe Cas, 250x4,6 | Asetonitril:fosfat tamponu 10-100 ug/mL, HPLC
Fenofibrat mm, 5u (90:10 h/h) ug/mL, 0,877
Tablet ug/mL
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Bu calismada ATV ve EZE i¢in dogrusal aralik 3-15 pg/mL olarak
bulunmustur. Geri kazanim degerleri tiirev spektrofotometrisi ile ATV ve EZT igin
sirastyla 98,67% ve 99,75%, ters faz HPLC ile 98,92% ve 99,21% olarak bulunmustur
(Patel ve digerleri, 2010). Shah ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada serumda
rosuvastatin ve ATV analizi RP-HPLC/UV yontemi Cis (150%4,6 mm, 5 pm) kolon
kullanilarak metanol:su (68:32 h/h) iceren hareketli faz ile 1,5 mL/dk akis hizinda
yapilmistir. Bu ¢alismada ATV i¢in dogrusal aralik degeri 2,0-256 ng/mL olarak
bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri ATV i¢in sirasiyla 1,0 ve 3,0 ng/mL olarak
bulunmustur. Geri kazanim degeri ATV i¢in % 98,0 olarak bulunmustur (Shah ve
digerleri, 2011). El-Bagary ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise; serumda
ATV ve EZE, LC-MS/MS ile analizleri yapilmistir. Ayirma isleminde Cig (100 x4.6
mm, 3,5 um) kolon kullanilarak ve (40 °C) %0,2 formik asit:asetonitril (30:70, h/h)
iceren hareketli faz ile 0,6 mL/dk akis hizinda yapilmistir. Bu ¢alismada ATV ve EZE
icin dogrusal aralik 0,2-30,0 ng/mL olarak bulunmustur. LOQ degeri ATV ve EZE igin
0,2 ng/mL olarak bulunmustur (El-Bagary ve digerleri, 2014).

2.5.3. Kemometrik Yontemler

Kemometri, kisaca analizlerde elde edilen verilerin bilgisayar ortaminda
istatistiksel ve matematiksel yontemlerle analitik hesaplamalarinin yapilmasi olarak
tanimlanabilir. Deneysel verilerle olusturulan bir veri seti kullanilarak hazirlanan veri
matrisi bilinmeyen madde miktarinin tahmin edilmesinde kullanilir. Bunun degisik
yollar1 bulunmaktadir. Kemometrinin anlizlerde kullanim amaci ise; en iyi 6l¢iim
prosediirlerinin ve deneysel kosullarin matematiksel olarak hizli ve dogru bir sekilde
tasarlanmas1 ve bulunmasidir. Ozellikle analitik kimyada birden fazla degiskenin etkili
oldugu analiz prosediirlerinde degisken parametrelerin belirlenip yapilan bir dizi
deneysel sonugcla bilinmeyenin tahminine olanak ssaglayan oldukca pratik ve hizli bir
yontem olarak kullanimda tercih edilmektedir (Skoog ve digerleri, 2013).

Kemometri genis kullanim alanlarina sahip bir tekniktik. Ilag analizlerinde,
klinik ve biyolojik 6rnek analizlerinde, biyoloji, gida, su, maddelerin ¢6ziinme hiz1 ve
stabilite testlerine yonelik analizleride kullanilabilmektedir.

Kemometrik yontemle birden fazla madde iceren karisimlar, herhangi bir 6n
ayirma islemine gerek duyulmadan analiz edilebilmektedir. Kemometrik yontemde

cesitli kalibrasyon teknikleri calisilmaktadir. Bunlar; temel bilesen regresyonu (PCR),
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klasik en kiigiik kareler (CLS), ters en kiigiik kareler (ILS) ile kismi en kiiclik kareler
(PLS) teknikleridir (Brereton, 2003).

Kemometride hesaplama islemlerinin karmasikligi sebebiyle bilgisayar
programlarindan faydalanilarak hesaplama islemleri kisa siirede sonuglandirilabilir.
Kemometrik (CLS, ILS, PCR, PLS) yontemlerde ¢calismadan dnce bir kalibrasyon seti
tasarimi1 olusturulur ve analizi yapilacak numunede yer alan maddelerin farkli
konsantrasyonlarin1 igerecek sekilde bir calisma seti hazirlanir (Ding & Baleanu,
2002).

Kemometrik kalibrasyonlar (PLS, ILS,CLS, PR) kalibrasyon seti tasarimi
rastgele olarak veya analiz edilecek 60rnekteki maddelerin konsantrasyonlarini
icerecek sekilde olusturulur. Simetrik kalibrasyon setinin planlamasinda analiz
edilecek maddelerin konsantrasyonlari, kalibrasyon setinin iginde ana kiimenin

permiitasyonlari seklinde olusturulur (Brereton, 2003).

2.5.3.1.Klasik En Kiic¢iik Kareler Yontemi (Classical least squares-CLS)
Kullanilan en kiiciik kareler yontemi c¢oklu lineer regresyonun spektroskopide

Lambert-Beer esitligine uygulamasidir. Lambert -Beer esitligi asagida verilmistir;

A=KxC
Bu esitlik cok sayidaki dalga boyunda okunan absorbans degerleri i¢cin sdyle
yazilabilir:
A= Ki1C1+Ki2Co+.... . Kic Cc
Ao= K21 C1+K22Cot... . Kac Ce
Asz=K31C1+K32Co ... Ksc Ce

Aw= Ky1C1+Ku2Cot... Kwe Cc

Aw: w. dalga boyundaki absorbans

Kwe : w. Dalga boyundaki c. Bilesenin kalibrasyon katsayisi

Cc : c. bilesenin konsantrasyonu.

Bunun ¢6ziimii matrisler kullanilarak yapilabilir. Kalibrasyon n sayida bilinen

konsantrasyondaki numunenin spektrumundaki Slgiimlerine dayanir. Kalibrasyon,
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numune seti yardimiyla K matrisinin yani katsayilar matrisinin ¢oziimii i¢in katsayilar

en kiicilik kareler ¢ozlimii kullanilarak hesaplanir.

K=(CTC)!CTA
Daha sonra hesaplanan katsayilar kullanilarak bilinmeyen numunenin
spektrumundaki absorbans 6l¢iimleri ile hazirlanan matris esitliginde yerine konularak

miktar tayini yapilir.
2.5.3.2. Ters En Kiicii Kareler Yontemi (Inverse least squares-ILS)

Kullanilan en kii¢iik kareler yontemi ¢oklu lineer regresyonun spektroskopisinde

Lambert -Beer esitliginin tersine uygulamasidir.

C=PXA

Bu esitlik ¢ok sayidaki dalga boyunda okunan absorbans degerleri i¢in sdyle

yazilabilir:

Ci=PuA+PpRAY . .......... PiwAw
Co=PriA1+212A0+........... PowAw
CC = PC1A1+PC2A2+ ........... Pchw
Burada:

Aw: w. dalga boyundaki absorbans

Pew : w. dalga boyundaki c. kalibrasyon katsayisi

C.: c. Bilesenin konsantrasyonu.
Asagidaki sekilde en kiiclik kareler yontemine gore ¢Oziim icin P matrisinin
elemanlarinin kalibrasyon katsayilar1 bilinen karisim numunelerinden hareketle
hesaplanir. Bu hesaplama:

P=(ATA)!' AT C seklinde yapilir.
Daha sonra hesaplanan katsayilar yardimiyla bilinmeyen numune igerisindeki

bilesenlerin konsantrasyonlar: P matrisi yardimiyla hesaplanir.
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2.5.3.3.Kismi En Kiiciik Kareler Yontemi (Particial least squares regression-
PLS)

Kemometrik kalibrasyon yontemler icerisinde en yaygin olarak tercih edilen
yontemdir. PLS yonteminde de hesaplamalar ILS ve CLS yontemlerindeki gibi
yapilmaktadir. PLS1 ve PLS2 olmak {izere 2 sekildedir. PLS1 1 bileseni model olarak
alirken PLS2 biitiin bilesikleri modele katmaktadir. En genel PLS algoritmas1 Wold ile
Matren tarafindan verilen PLS algoritmasidir. Bu yontem say1 vektorleri araciligi ile
X ile Y bloklar1 arasindaki iliskiye dayanmaktadir.

Bir¢ok analitik uygulamada PLS metodlarinin PCR’a gore daha iyi sonuclar verdigi
gosterilmistir (Dermis ve digerleri, 2017).

2.5.3.4. Temel Bilesen Regresyon Yontemi (Principal compopnent regression-
PCR)

Calisma seti i¢in Olgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine
dik dogrular elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Yontem uygulanirken elde edilen
konsantrasyon seti i¢in 6lgiilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik

(ortogonal) dogrularin olusturulmasi temeline dayanur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler
Atorvastatin kalsiyum trihidrat CesH74CaF2N4O13 (Neutec, USP standardi)

Ezetimib Co4H21F2NO3 (Neutec, USP standardi)
Kuarsetin C15H1007 (Merck)

Imitinib C29H31N7O (Cipla)
Parasetamol CsHoNO: (Sigma)

Kafein CsH10N4O2 (Sigma)
Azitromisin C3sH72N2012 (Centruon)
Asetonitril C2HsN (Merck, HPLC grade)
Etanol C2HsOH (Carlo Erba)
Metanol CH3OH (Carlo Erba)
Monosodyum Fosfat NaH2PO4 (Merck)

Sodyum Hidroksit NaOH (Merck)

3.2. Kullanilan Cihazlar

HPLC (Shimadzu, HPLC LC-2030C)
Oto 6rnekleyici (SIL-10AD VP),
Dedektor (DAD, SPD-10A VP)
Spektrofotometre (Jasco, V-730)

pH metre, (Ohaus, ST3100F)
Buzdolabi (Beko)

Vakum Filitrasyon Siizme Seti, (BF-S2500

Millipore ultrasaf su cihazi, (Millipore)

Hassas terazi, (Ohaus)

Ultrasonik banyo, (Dizge)

Vorteks (Velp Scientifica) (Velp)

3.3. Cam ve Diger Malzemeler
XBridge, C18 (250 x 4,1mm i¢ ¢ap, 5um) (Waters Lot n0:0151362711, Made in
Ireland)

Standard quartz kiivet (10 mm)
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Vial vida kapakli (Pyrex)

Mikro pipet (100-1000 pL) (Eppendorf)
Mikro pipet (20-200 uL) (Eppendorf)
Eppendorf tiip (Polipropilen)

Balon joje (Pyrex)

Meziir (Pyrex)

Eppendorf tiipii (Polipropilen)
Cam santrifiyj tiipii (Pyrex)

3.4. Kullanilan Yazilim Programlari

Kemometrik hesaplamalar i¢cin Multi degiskenli Kemometrik analiz programi
R.G. Brereton’a ait program (multivariate calibration techniques) kullanilarak
yapilmistir. Mevcut program dogrudan yazilimcist olan; R.G. Brereton’dan temin

edilmistir. Bilgisayara bagl LabSolutions yazilimi (Class-VP 5.03), Excel.

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ezetimib stok c¢ozeltisi: Analiz islemlerinde kullanilacak EZE stok c¢ozelti
konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde etanolde hazirlanmistir (Cayman Chemical,
2023). Ara stok c¢ozeltiler ise, istenilen konsantrasyon degerine etanol:su (1:1, h/h)
karigimi ile seyreltilerek hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti bekletilmemis, ¢alismalar

i¢in taze olarak hazirlanmustir.

Kuersetin Stok Cozeltisi: Analiz islemlerinde kullanilacak Q stok ¢dzelti
konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde etanolde hazirlanmistir (Cayman Chemical,
2022). Ara stok ¢ozeltiler ise, istenilen konsantrasyon degerine etanol:su (1:1, h/h)
karisimi ile seyreltilerek hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti bekletilmemis, ¢aligmalar

i¢in taze olarak hazirlanmstir.
NaH2PO4 (20 mM) Cozeltisi: NaH>PO4.2H>O’dan (Ma=156,01 g/gmol) 1,5602 g

tartilir. Milli Q su ile 500 mL’lik balon jojede ¢oziiliir. pH’s1 1 M NaOH ile 4,16’e pH

metrede ayarlanir.
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NaOH (1M) Cozelti: NaOH’dan (Ma=40,00 g/gmol) 4,00 g tartilir, Milli Q su ile 100

mL’lik balon jojede ¢oziiliir.

Hareketli Faz Bilesimi: Kromatografik analizlerde kullanilan hareketli faz; 20 mM
NaH;PO4:ACN 50:50 (h/h) karisimindan olugmaktadir. Tampon ¢ozeltinin pH degeri
(5.17) 1 M NaOH ile ayarlanmistir. Hareketli faz 0,45 pm filtreden siiziildiikten sonra
20 dk ultrasonik banyoda tutulmustur. Hareketli faz bilesiminin optimizasyonu ig¢in
hareketli faz asetonitril ve tampon ¢ozelti oranlarinda degisiklikler yapilmis en iyi

ayirimin elde edildigi ¢ézelti oranlarinda analizler yapilmistir.

3.6.Yontemler
3.6.1. Birinci Tiirev Sifir-Kesim Yontemi ile Analizin Yapihs1

Spektrofotometrik analizlerin yapilmasinda oncelikle cihazdan gelebilecek
olan etkilesimleri en aza indirebilmek amaciyla spektrofotometre cihazinda sifirlama
islemi yapilmustir. 11k olarak iki kiivet hiicresi bos birakilarak havaya karsi okuma
yapilmis sonrasinda ayni islem kor ¢ozelti icin (¢oziicii olarak kullanilan ¢ozelti) ile
stfirlma islemi tekrarlanmigtir. Absorbans degerlerinin 6l¢limii i¢in standart kuvars
kiivet (10 mm) kullanilmistir. Oncelikle ATVC ve EZE standart ¢dzeltileri etanolde
hazirlandiktan sonra 10 pg/mL konsantrasyon degerlerinde hazirlanan standart
cozeltilerinin 200-600 nm araliginda spektrumlar1 kaydedilmistir. Elde edilen
spektrum grafiklerinin 1. tiirevleri alinarak 220-320 nm araliginda sifir-kesim yontemi
ile miktar tayinlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu yontem pik tepesinin x eksenine
olan uzakligmin ordinata paralel olarak oOl¢iilmesidir. x eksenine gore simetrik
sinyaller igeren tlirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde ve birbiri iizerine
cizdirilen egrilerden birinin sifirdan gectigi noktadaki diger maddeye ait spektrumdaki
absorbans degerinin Ol¢lilmesi temeline dayanmaktadir. Birinci tiirev sifir-kesim
yontemi ¢alismalarinda cihaz parametreleri: tepki siiresi: 0,015 sn, tarama hizi: 1000
nm/dak., spektral yarik genisligi: 1 nm, veri aralig: 0,2 nm ve AL = 4 nm olarak

ayarlanmugtir.
3.6.2. Oran Tiirev Yontemi ile Analizin Yapihs1

ATVC ve EZE’nin 200-600 nm araliginda kaydedilen spektrumlarina ek olarak
cesitli konsantrasyon degerlerinde ATVC ve EZE igeren standart cozeltileri
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hazirlanmistir. Bu ¢dozeltilerin  birinci  derece tiirevleri alinarak yine c¢esitli
konsantrasyon degerindeki ATVC ve EZE ¢ozeltilerinin birinci derece tiirev
spektrumlarina oranlanarak elde edilen spektrum grafiklerinden bilinmeyen
cOzeltideki madde miktarinin konsantrasyonunun hesaplanmasi saglanmistir. Bu
amagcla boliicii olarak ATVC analizi i¢in 5 pg/mL EZE ve EZE analizi i¢in 5 pg/mL
ATVC ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.6.3. PLS ile Analizin Yapihs1
Kemometrik yontem olarak kullanilan PLS tekniginde, ikili karisimlart ve
farmasotik formiilasyonlarindaki ATV ve EZE’nin bilinmeyen absorbanslarin tahmini
icin absorbans matrisi ve konsantrasyon matrisi kullanilarak kalibrasyon veya
regresyon elde edildi. Tahmin adimindaki standart tahmin hatasi (SEP), bu teknigin
tahmin yetenegini tanimlamak i¢in kullanildi. SEP denklemi asagidaki esitlik ile
eklenen

tanimlanmistir. Burada Ci eklenen ilacin konsantrasyonudur ve n ise toplam

numunec Say'lSldII'.

SEP = \/E?q(c;‘dded-c{ound)z

n

ATVC ve EZE’nin farkli konsantrasyon degerlerindeki karigimlar
hazirlanarak bu karigimlarin spektrumlar1 kaydedilmis ve PLS kalibrasyon matrisi
AX=4 nm araliklarla 223-280 nm spektral dalga boyu araliginda hazirlanmistir. ATVC
ve EZE 2-15 pg/mL konsantrasyon degerlerinde ¢ozeltiler hazirlanmistir (Tablo 3.1.).
Geri kazanim degerleri ve SEP degerleri hesaplanmis, sonuglarin diger yontemlerle elde
edilen verilerle karsilastirilmasi yapilmistir. PLS yonteminde Multi-variate analyze Add-
ing for Excel v1.3 yazilimi (Brereton, 2002) kullanildi.

HPLC yontemi ile elde edilen sonuglar kemometri teknigiyle elde edilen
sonuclarla karsilastirilmistir. Ayrica analiz yontemlerinin birbiri ila karsilagtirilmas: da

ANOVA ile yapilmistir.
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Table 3.1. ATVC ve EZE i¢in PLS yontemi Kalibrasyon ¢ozeltileri

Kanisimno | ATVC (ug/mL) | EZE (ug/mL)
1 5 2
2 8 2
3 10 2
4 13 2
5 2 2
6 15 2
7 2 5
8 5 5
9 8 5
10 10 5
11 13 5
12 15 5
13 2 8
14 5 8
15 8 8
16 13 8
17 10 8
18 15 8
19 2 10
20 5 10

3.6.4. HPLC-DAD Yontemi ile Analizin Yapilisi

Yontemin gelistirilmesi ve analizler Lokman Hekim Universitesi biinyesindeki
Enstrumental Analiz Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. HPLC kromatografik
sistemi, bir pompa (LC-10AT VP), bir yazilim (Class-VP 5.03) kullanilarak bir
bilgisayara baglanan bir kontrolor (SCL-10A VP), bir otomatik numune alic1 (SIL-
10AD VP) ile donatilmis Shimadzu marka cihazdan olusmaktadir. Dedektor olarak
Diyot Dizisi Dedektorii (DAD, SPD-10A VP) kullanildi.

Sistem, tizerine kurulu bir veri igleme sistemi (Shimadzu, Kyoto, Japonya)
bulunan CLASS-VP 5.0 is istasyonunu kullanan bir kisisel bilgisayar olan bir sistem
denetleyicisi (SCL-10A) araciligiyla kontrol edilmistir. Ayirma islemi i¢in XBridge,
Cis (250 x 4,1 mm, i¢ ¢ap, 5 um) analitik kolon (Waters, Milford, MA, ABD)
kullanilmistir. Kolon sicakligi 24°C'ye ayarlanmistir. Her kullanim sonrasinda kolon
MeOH-Su 50:50 (h/h) karisimi ile kolon hacmimin yaklasik 20 kati olacak sekilde

yikanmustir.
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3.6.4.1. HPLC Yonteminin Optimizasyonu

HPLC sisteminde kullanilacak i¢ standardin belirlenmesi amaciyla ¢esitli
ilaglar denenmistir. I¢ standart se¢iminde imitinib, parasetamol, kafein, azitromisin ve
kuersetinin piklerinin ATVC ve EZE pikleri ile ¢akigmamasi, alikonma zamani,
ayiricilik ve kapasite faktorii gibi parametreler agisindan en iyi aymrimi saglayacak
herhangi bir piklerle Ortlismeyecek i¢ standart piki 6zelliklerinin elde edilmesi
amaclanmistir. Bu amaca en uygun olarak kuersetin secilmistir.

Gelistirilecek HPLC yontem igin en iyi ayirimin elde edilmesi amaciyla en
uygun kromatografik kosullarin saptanmasi i¢in sabit faz, hareketli faz organik ¢oziicii
(asetonitril, metanol), tampon ¢ozelti konsantrasyonu, hareketli faz organik ¢oziicii
orani (asetonitril 25, 30, 35, 40, 45, 50 (h/h)), hareketli faz pH degeri (pH=3, 3.5, 4.17,
4.5, 4.6, 5, 5.17, 6) ve hareketli faz akis hizinin (0.8, 1, 1,2 mL/dk) ayiriciliga etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismalar sirasinda kullanilan numune, ATVC konsantrasyonu 1,0
ng/mL ve i¢ standart Q konsantrasyonu 1,0 ug/mL olarak hazirlanmuistir.

HPLC sisteminde kullanilacak sabit faz se¢iminde XTerra, Cig (250 x 4,1 mm,
i¢ ¢ap, 3,5 um) analitik kolon (Waters, Milford, MA, ABD) ve XBridge, Cis (250 x
4,1 mm i¢ ¢ap, 5 pm) analitik kolon (Waters, Milford, MA, ABD) ile deneyler
yapilmistir. ATVC, EZE ve Q pikleri i¢in alikonma zamani, ayiricilik, kapasite faktorii,
pik kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka sayisi gibi parametreler goz Oniinde
bulunduruldugunda en iyi ayirim XBridge, Cig (250 x 4,1 mm, i¢ ¢ap, 5 um) analitik
kolon ile saglanmistir.

Calismalar HPLC sisteminde izokratik, hareketli faz bilesimi; 20 mM
NaH>PO4:ACN 50:50 (pH=5,17, h/h, 24 °C) karisimi ile 1 mL/dk akis hizinda, 240
nm dalga boyunda yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL dir.

Yontemler valide edildikten sonra gergek numunelere ticari olarak lilkemizde
satilan EZETEC 10/10, EZETEC 10/20 ve EZETEC 10/40 tablet formundaki

preparatlarina da uygulanmistir.

3.7. Analitik Yontem Validasyonu

Gelistirilen yontemlerin gecerliliginin  kanitlanmasi1 i¢in International
Conference on Harmonization (ICH) gereklilikleri kapsaminda validasyon
parametrelerine gore test edilmistir. Bu amagla, validasyon g¢alismalarinda; analitik

cozeltilerin dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, 6zgiinliik,
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geri kazanim parametreleri ve tablette matriks etkisi incelenmis istatistiksel
degerlendirmeleri yapilmistir ( ICH Q2(R1), 1994; ICH Q2(R2), 2014; Jenke, 1996a,
1996b; Raul ve digerleri, 2015). Gelistirilen HPLC-DAD analiz yontemi i¢in sistem
uygunlugu 1 pg/mkL i¢in test edilmistir.

Secicilik

Numunede bulunan analizi yapilacak maddenin numunedeki diger etkin madde
veya yardimc1 maddelerden ayri olarak analiz edilebilme kalibiyeti sistemin segiciligi
gostermektedir. Secicilik, karisimlarin  analizine girisim yapma olasig1 olan
maddelerin girisim dereceleri hakkinda bilgi verir. Diger maddeler varliginda analize
esas maddenin miktarinin dogru olarak tayin edilebilme gdstergesidir. Validasyon

yapilirken teshis testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir.

Duyarhhk

Dogrusalligin gecerli oldugu aralikta dogrunun egimidir. Egim arttik¢a yontem
duyarliligt artmaktadir. Duyarlilik; analit miktarinda siirekli olarak azaltmaya
gidildiginde yontemin verdigi cevabin hassasiyetinin bir olctisiidiir. Gozlenebilme
smirt (LOD) ve alt tayin smirt (LOQ) duyarlilik analizleri igin kullanilan
parametrelerdir.

Analitin tayininin yapilabilecegi seviye ulasamayan en diigiilk konsantrasyona
gbzlenebilme smir1 denilmektedir. Dogrudan yapilan deneylerden veya hesapla
bulunabilir. Dogrudan yapilan deneylerden Sinyal/Gliriiltii orant 3 (n=6) oldugu
konsantrasyon degeri olarak alinir.

LOQ ise; Bir numunedeki analitin kesin ve dogru olarak miktarinin tespit
edilebildigi en diisiik konsantrasyon diizeyidir.

Dogrudan yapilan deneylerden Sinyal/Giiriilti orant 10 (n=6) oldugu

konsantrasyon degeri olarak alinir.

Dogrusalhk
Konsantrasyona karsi cihaz cevabinin dogrusal diiz bir ¢izgi lizerinde olmasi,
dogru orantili olarak artmasidir. Egim, kesisim ve korrelasyon katsayist (R)

dogrusallig1 veren parametrelerdir. R > 0.99 olmalidir.
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Calisma arahig

Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisikk konsantrasyondan,
dogrusalliktan sapma gosterdigi konsantrasyona kadar olan deger araligi ¢alisma
aralig1 olarak kabul edilir. Calisma aralig1 yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra

tespit edilir.

Dogruluk

Dogruluk, genellikle 6lcililen sonuglarin beklenen degerlerle karsilastirilmasi
yoluyla gosterilir. Dogruluk genellikle bias olarak ifade edilir. Gergek deger ile yapilan
analizler sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasi arasindaki fark “bias” olarak
adlandirilir. Analitik yontemin dogrulugu, elde edilen degerin gercek degere
yakinliginin 6l¢iisiidiir. Bilinen miktardaki analit miktarinin ¢ok kez analiz edilmesi
ile yapilir. Bir yontem i¢in dogruluk, geri kazanim c¢alismalari ile belirlenir. Sonuglar
“% ortalama geri kazanim” olarak verilir. Dogrulugun kabul edilebilirligi igin
gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarla ger¢ek ya da bilinen analit konsantrasyonu

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmamasi gerekir.

Kesinlik

Kesinlik, yontemin tekrarlanabilirliginin 6l¢iistiidiir. % BSS (bagil standart
sapma), olarak verilir. Ayn1 yontemin tekrarli uygulamasi sonrasinda elde edilen
sonuglarin birbirine yakinliginin 6lgiistidiir. Gelistirilen yontemlerin dogruluk ve
kesinlik testi i¢in gilin i¢i ve gilinler aras1 ATVC ve EZE i¢in ¢esitli konsantrasyon
degerlerinde n=6 tekrar ile deneyler yapilmistir. Bulunan sonuglarin ortalamasi,
standart hatasi, standart sapmasi, bagil standart sapmas1 hesaplanarak dogruluk testi
icin eklenen ATVC ve EZE miktar1 ile bulunan ATVC ve EZE miktar1 arasinda

karsilastirma yapilmistir.

Geri kazamim
Ortamdaki analitin hangi oranda ortamdan geri alinabildiginin 6l¢iisiidiir.
%Geri kazanim = (Cu/Cs) - 100
Cu = Calisma sonucunda bulunan konsantrasyon

Cs = Bilinen ya da standart ¢calisma sonucunda elde edilen konsantrasyon
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3.8. ATVC ve EZE’nin Tablette Analizi

Ulkemizde Tablet formunda ATVC ve EZE igeren cesitli ticari preparatlar
mevcut olup farkli doslardaki 3 ayr1 preparatta deneysel ¢calismalar yapilmistir. Bunlar;
Ezetec Plus 10 mg/10 mg Film Kapl Tablet (10 mg EZE+10 mg ATVC)
Ezetec Plus 10 mg/20 mg Film Kapli Tablet (10 mg EZE+20 mg ATVC)
Ezetec Plus 10 mg/40 mg Film Kapli Tablet (10 mg EZE+40 mg ATVC).
Hassas terazi ile dlgiilen 1 adet ortalama (n=6) tablet agirlig1 asagida verilmistir:
10/10 mg Ezetec tablet: 0.2552 g
10/20 mg Ezetec tablet: 0.4148 g
10/40 mg Ezetec tablet: 0.7044 g

Deneysel caligmalarda tabletlerin analize hazir hale getirilmesi amaciyla
oncelikle her biri 10 mg EZE ve sirasiyla 10, 20 ve 40 mg ATVC igeren Ezetec Plus
10/10, 10/20 ve 10/40 preparatlarindan 20 adet tablet alinarak porselen havanda iyice
ezilmistir. Ortalama bir tablet agirliginda numuneler tartilarak 300 mL’lik balonjojeye
aktarilmistir. Etanol ile toz haline getirilmis tablet ¢oziilerek ve etanol ile 300 mL
hacme tamamlanarak tabletlerin ¢0ziinmesi saglanmistir. Daha sonra karistirma
stiresinin etkisini 6lgmek amaciyla manyetik karistiricida tablet iceren balon jojeler 20
dk., 30 dk. ve 40 dk. olacak sekilde karistirilmistir. Karistirma siiresi sonunda sonunda
cozeltiler 0,45 pm gdzenek ¢apina sahip membran filtreden siiziilerek analize hazir
hale getirilmistir. Gelistirilen yontemlerde 40 dk. karistirma siiresi sonrasi elde edilen
cozeltiler analiz i¢in kullanilmistir. Tabletler film kapli oldugu icin tstteki film kabi

kazinarak i¢ kisimlarinin alinmasina dikkat edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Birinci Tiirev Sifir-Kesim Yontemi Analiz Sonuclar

ATVC ve EZE standart ¢ozeltileri etanolde hazirlandiktan sonra 10 ug/mL
konsantrasyon degerlerinde hazirlanan standart ¢ozeltilerinin 200-600 nm araliginda
spektrumlar1 kaydedilmistir. Alinan spektrumlarin 220-320 nm araliginda elde edilen

absorpsiyon spektrumlari Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. ATVC ve EZE standart ¢ozeltilerine ait absorpsiyon spektrumlari

ATVC ve EZE’in tirev spektrofotometrisi ile es zamanli analizinin
yapilabilmesi i¢in stok ¢ozeltiden istenilen konsantrasyon degerine etanol:su (1:1, h/h)
karisimi ile seyreltilerek standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Farkli konsantrasyon (1,
2,5, 5, 7,5 10, 15 ve 20 pg/mL) degerlerinde hazirlanan standart c¢ozeltilerinin
kaydedilen spektrumlarinin birinci derece tiirevleri alinarak 220-320 nm araliginda
sifir-kesim yontemi ile miktar tayinlerinin yapilmasi amaglanmistir. Bu yontem ile
ATVC miktar tayini igin A=245,2 nm ve EZE miktar tayini i¢in A=224,8 nm dalga boyu
degerlerinde miktar tayini yapilmistir. Elde edilen verilerden olusturulan kalibrasyon
egri parametreleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Tekrarli analiz sonuglarina gore elde edilen
verilerden hesaplanan standart hata sonuclar1 ¢ok diisiik degerlerde olup yine elde

edilen r? degerleri 1’e ¢ok yakin olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. (a) ve (b)’de ATVC (210-280 nm araliginda) ve EZE (215-300 nm
araliginda) i¢in 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15 ve 20 pg/mL konsantrasyon degerlerinde sirastyla

elde edilen birinci tiirev spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.2. (a) ATVC ve (b) EZE i¢in 1. tiirev spektrumlar1
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Tablo 4.1. Kalibrasyon egri parametreleri (n=6)

Birinci tiirev
Oran
S HPLC
1. Tiirev
ifir-kesim
Parametre ATVC EZE ATVC EZE ATVC EZE
A (nm) 2452 224.8 232,6 213,8 240 240
Dogrusal
aralik 1,0-20,0 1,0-20,0 2,0-10,0 2,0-10,0 0,05-1,0 0,05-1,0
(ug/mL)
(y=mx-+n)
) 0.0002+ 0.0012+ -0.0008+ | -0,0034+ 0,831+ 0,925+

Egim (m)*

1,2.10°¢ 8,6.107 1,0.10°¢ 1,0.10° 0.0004 0.0005
SH?*
(y= mx+n)

0.0001+ 0.0005+ 0,0104+ 0,0027+ -0,0137+ 0,0014+
Kesim(n)+

4,7.10° 7.9.10°° 2,5.10° 1,0.107 0.0004 0.0001
SH?
r? 0.9991 0.9961 0.9987 0.9969 0.9985 0.9996

SH?: Standart hata

4.2. Oran Birinci Tiirev Yontemi Analiz Sonuclari

Oran 1. tiirev spektrum caligmalar1 i¢in hem ATVC hem de EZE’nin artan
konsantrasyonlarinda standart karistm halinde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Karigim
halindeki ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ATVC miktar tayini i¢in EZE (2 pg/mL)
konsantrasyonu sabit tutularak ATVC konsantrasyonu artirilmis (2, 5, 8, 10, 13 ve 15
png/mL) ve sabit bir ATVC (5 pg/mL) konsantrasyon degerine boliinmiis ve elde edilen
absorbans spektrumlarinin birinci derece tiirevi alinmig, spektrum grafikleri
kulllanilarak miktar tayini yapilmistir. ATVC miktar tayini A=232,6 nm dalga boyunda
yapilmistir.

EZE miktar tayini i¢in benzer sekilde ATVC (2 pg/mL) konsantrasyonu sabit
tutularak EZE konsantrasyonu artirilmis (2, 5, 8, 10, 13 ve 15 pg/mL) ve sabit bir EZE
(5 ng/mL) konsantrasyon degerine boliinmiis ve elde edilen absorbans spektrumlarinin
birinci derece tirevi alinmis, spektrum grafikleri kulllanilarak miktar tayini
yapilmistir. EZE miktar tayini A=213,8 nm dalga boyunda yapilmistir. Elde edilen
verilerden olusturulan kalibrasyon egri parametreleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Tekrarl

analiz sonuclarina gore elde edilen verilerden hesaplanan standart hata sonuglar1 ¢ok
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diisiik degerlerde olup yine elde edilen 1 degerleri 1’e ¢ok yakin olarak bulunmustur.
Sekil 4.3. (a) ve (b)’de EZE (205-260 nm araliginda) ve ATVC (220-270 nm
araliginda) degisen konsantrasyon degerlerinde elde edilmis oran birinci tiirev

absorbans spektrumlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.3. (a)ATVC ve (b) EZE i¢in oran birinci tiirev absorbans spektrumlari
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4.3. PLS Yontemi Analiz Sonuclar

ATVC ve EZE miktar tayinlerinin yapilmasinda PLS yontemi kullanilmistir.
Saptanan spektral kosullarda kalibrasyon veri setinin ve bilinmeyen numunelerin
absorbans degerleri 220-270 nm dalga boyu araliginda alinmistir ve kemometrik
kalibrasyonlar 223-280 nm dalga boyu bdlgesindeki absorbans degerlerinin vektorel
Olctimleri kullanilarak bilinmeyen ¢ozeltinin  konsantrasyonu hesaplanmistir.
Kalibrasyon veri setinin olusturulmasi i¢in okunacak absorbans degerleri Tablo 3.1°de
verilen ¢ozeltilerin hazirlanmasiyla elde edilmistir. Tablo 3.1°de belirtilen 20 farkli
cozelti igin 20 farkli dalga boyunda absorbans degerleri okunarak 20x20 boyu
tunda matris elde edilmis bu matris kullanilarak konsantrasyon tahminleri Brereton-
Excel programi kullanilarak hesaplatilmistir. Bilinmeyen numune ¢ozeltileri de bu
kalibrasyon veri seti araliginda olacak sekilde seyreltilerek konsantrasyon tahminleri
matetematiksel modellemede tahmin edilmistir. En iyi tahmin degeri elde edilen en
kiiclik SEP degerine gore belirlenmistir.

Y 6ntemin tekrarlanabilirligi ayni giin ve farkl glinlerde tekrarlanan analizlerin
sonuclarinin karsilagtirlmasi ve bagil standart sapma degerlerinin hesaplanmasiyla

yapilmistir.

4.4. HPLC Yontemi Analiz Sonuglari

HPLC ile ATVC ve EZE miktar tayinlerinin yapilmas1 amaciyla hareketli fazda
organik ¢oziicii etkisi, ATVC ve EZE’nin kromatografik davraniglarinin incelenmesi
amaciyla farkli sabit fazlarin ayiriciligin etkisi degerlendirilmistir. Sabit faz se¢iminde
XTerra, Cis (250 x 4,1 mm i¢ ¢ap, 3,5 pm) analitik kolon ve XBridge, Cis (250 x 4,1
mm i¢ ¢ap, 5 pum) analitik kolonun ATVC ve EZE piklerinde kromatografik
parametreler tizerindeki etkileri incelenmis ve en iyi ayirim (kapasite faktorii, segicilik,
teorik tabaka sayist ve ayricilik acisindan) XBridge, Cig analitik kolonda
gbzlemlenmistir.

Hareketli faz se¢iminde hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz
organik diizenleyici se¢imi, hareketli faz organik bilesiminin etkisi, hareketli faz pH
ve akis hizimin etkileri incelenmistir. Oncelikle organik diizenleyici segimi
incelenmistir. Bu amagla metanol ve asetonitrilin degisik konsantrasyonlar1 hareketli

faz bilesiminde incelenmistir. Asetonitril ile olusturulan hareketli faz bilesiminde
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ATVC ve EZE pikleri iyi bir ayirim ile gdzlemlenirken, methanol i¢ceren hareketli faz
ile iyi bir ayirim gozlemlenmemigstir. Hareketli faza hacimce degisik oranlarda
asetonitril eklenerek en iyi ayirimin gozlemlendigi hareketli faz bilesimine ulasilmaya
calisilmistir. Daha sonar hareketli faz pH degerinin ayiriciliga etkileri incelenmis ve
en iyi kromatografik kosullarin belirlenmesinde; organik ¢6zlicii orani (asetonitril 25,
30, 35, 40, 45 (h/h)), hareketli faz pH degeri (pH=3, 3,5, 4,17, 4,5, 4,5, 4,6, 5, 5,17, 6)
ve hareketli faz akis hizinin (0,8, 1, 1,2 mL/dk) etkileri incelenmistir. Gelistirilen
kromatografik analiz yonteminde oliusturulan en iyi kosullar izokratik, hareketli faz
bilesimi; 20 mM NaH>PO4:ACN 50:50 (pH=5,17, h/h, A=240 nm 24 °C) karigim1 ile
1 mL/dk akis hiz1 olarak belirlenmistir.

4.4.1. i¢c Standart Secimi

ATVC ve EZE analizi islemlerinde i¢ standart se¢imi ig¢in imitinib,
parasetamol, kafein, azitromisin ve kuersetin incelenmistir. Imitinib, parasetamol,
kafein, azitromisin pikleri ATVC ve EZE pikleri ile oOrtiismiis ve bir ayirim
gerceklestirilememistir. Kuersetin (Q) piki, ATVC ve EZE pikinden farkli bir alikonma
zamaninda elde edilmis ve bu ii¢ madde i¢in iyi bir ayirim elde edilmistir. Q (1pg/mL)
i¢ standart olarak secilmistir.

Secilen analiz kosullarinda Sekil 4.4.’de hareketli faza ait kromatogram ve
Sekil 4.5.’de 1ug/mL ATVC, EZE ve Q (IS) iceren standart ¢ozelti igin elde edilen
kromatogram gosterilmektedir. Q, ATVC ve EZE i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla
3,6, 6,1 ve 8,8 dk olarak bulunmustur.

AU
40nm.4nm

7,51

5,01

2,5

0,0

Sekil 4.4. Ilag icermeyen hareketli faza ait kromatogram
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mAU
3125,240nn\4nm

Sekil 4.5. 1ug/mL ATVC, EZE ve Q (IS) iceren standart ¢6zelti i¢in elde edilen

kromatogram

Gelistirlen HPLC-DAD yonteminde 1pg/mL ATVC, EZE ve Q (IS) iceren
standart ¢ozelti i¢in system uygunluguna bakilmis ve alikonma siireleri, kapasite
faktorli, kuyruklanma faktorii ve teorik tabaka sayist acgisindan parametreler
degerlendirilmistir (Tablo 4.2). Kuyruklanma faktorii <2, kapasite faktorii degerleri

1<k’<10 aralik degerinde ve teorik tabaka sayis1 >2000 olarak bulunmustur.

Tabloe 4.2. Sistem ugunluk parametreleri

] Alikonma Kapasite Kuyruklanma | Teorik tabaka
Aktif madde
zamani* (min) faktorii (k) faktorii sayisi
IS 3,644 + 0,005 2,65 1,93 +0,016 10438,08
ATVC 6,128 + 0,008 5,11 1,17 £ 0,006 8620,80
EZE 8,796+ 0,013 7,82 1,17 £ 0,008 11938,96

*n=0, sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir

4.5. Analiz Yontemlerinin Validasyonu

Gelistirilen yontemlerin gecerliliginin kanitlanmasi, B6lim 3.7.’de verilen
validasyon parametrelerine gore gergeklestirilmistir. Bu amagla validasyon
calismalarinda; se¢icilik, duyarlilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve
tekrarlanabilirlik  parametreleri incelenmis ve istatistiksel degerlendirmeleri
yapilmistir. Tablo 4.3’de ATVC ve EZE analizi i¢in gelistirilen birinci tiirev sifir-
kesim, oran birinci tiirev, HPLC-DAD ve PLS yontemleri i¢in saptanan LOD ve LOQ

degerleri verilmistir.
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Tablo 4.3. Gelistirilen yontemler i¢in saptanan LOD ve LOQ degerleri

EZE ATVC
LOD(pg/mL) | LOQ(pg/mL) | LOD(pg/mL) | LOQ(pg/mL)

1.Tiirev sifir

0,05 0,15 0,05 0,15
kesim
Oran spektrum

0,05 0,15 0,05 0,15
1. Tiirev
HPLC-DAD 0,01 0,03 0,01 0,03
PLS 0,05 0,15 0,05 0,15

Gelistirilen yontemler igerisinde en hassas ¢alisma degererlerine HPLC-DAD
ile ulasilmistir. LOD degeri HPLC sisteminde 0,01 pg/mL olarak bulunmustur.
Calisma araligi ve dogrusal aralik degerleri ayni konsantrasyon degerlerinde
saptanmigtir. Tablo 4.1°de dogrusal aralik birinci tiirev-sifir kesim yonteminde 1-20
pg/mL, oran birinci tiirev yonteminde 2-10 pg/mL ve HPLC-DAD yonteminde 0,05-
1,0 pg/mL konsantrasyon aralifinda bulunmustur. Belirtilen dogrusal aralik
degerlerinde r* degerleri 1’e oldukga yakin bulunmustur.

ATVC ve EZE’nin tayini i¢in kesinlik ve dogruluk ¢aligsmalar1 gelistirilen farkl
yontemler icin farkli konsantrasyon degerlerinde ¢alisilmistir. Birinci tlirev-sifir kesim
yonteminde 2,5, 7,5 ve 10,0 ug/mL konsantrasyon degerlerinde, oran birinci tlirev
yontemi icin 2,0, 5,0 ve 10,0 ug/mL konsantrasyon degerlerinde, HPLC-DAD yontemi
i¢cin 0,1, 0,4 ve 0,8 pg/mL konsantrasyon degerlerinde ve PLS yontemi i¢in 2,5, 7,5 ve
10,0 ng/mL konsantrasyon degerlerinde gerceklestirilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi

(n=6) degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.4’da verilmistir.
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Tablo 4.4. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri

Giin ici Giinler arasi
Eklenen Bulunan?® Kesinlik? Dogruluk® Bulunan?® Kesinlik" Dogruluk®
(pg/mL) (pg/mL) RSD (%) Bias (%) (pg/mL) RSD (%) Bias (%)
1. Tiirev-sifir kesim (EZE)
2,5 2,48+ 0,030 1,19 -0,58 2,49+ 0,036 1,43 -0,41
7,5 7,52+ 0,057 0,76 0,29 7,60+ 0,042 0,55 1,38
10,0 9,99+ 0,82 2.82 -0,09 9,95+ 0,014 0,13 -0,44
1. Tiirev-sifir kesim (ATVC)
2,5 2,54+ 0,007 0,276 1,97 2,54+ 0,028 1,10 1,59
7,5 7,44+ 0,014 0,18 -0,74 7,45+ 0,066 0,88 -0,67
10,0 10,00£0,007 0,07 0,07 10,16+ 0,092 0,90 1,61
Oran 1. Tiirev (EZE)
2,0 1,99+ 0,021 1,07 -0,11 1,99+ 0,007 0,36 -0,49
5,0 5,08+ 0,004 0,07 1,68 5,06+ 0,019 0,38 1,23
10,0 9,99+ 0,134 1,34 -0,02 10,02+0,043 0,43 0,29
Oran 1. Tiirev (ATVC)
2,0 1,99 £ 0,046 2,31 -0,08 1,99 + 0,046 2,31 -0,08
5,0 5,07£0,118 2,32 1,43 5,03 £0,041 0,82 0,63
10,0 9,97 £ 0,090 0,90 -0,29 10,01+ 0,076 0,76 0,17
HPLC (EZE)
0,1 0,100+ 0,022 1,22 -0,12 0,097+ 0.063 0,75 -2,50
0,4 0,405+ 0,056 1,10 1,14 4,201+ 0.019 0,88 5,08
0,8 0,799+ 0,072 0,84 -0,06 0,816+ 0.030 1,03 2,00
HPLC (ATVC
0,1 0,097+ 0,010 0,71 -3,27 0,10 £ 0,011 0,76 0,92
0,4 0,383+ 0,043 0,46 -4,17 0,388+ 0,029 0,94 -3,09
0,8 0,807+ 0,085 2,73 0.89 0,796+ 0,026 0,95 -0,54
PLS (EZE)
2,5 2,53 +£0,012 1,19 1,02 2,55 £0,001 0,05 1,80
7,5 7,58 £ 0,005 0,16 1,00 7,60 £ 0,005 0,17 1,32
10,0 10,15+ 0,015 0,37 0,51 10,06+ 0,006 1,46 0,58
PLS (ATVC)
2,5 2,54 £ 0,002 0,19 1,71 2,54+ 0,007 0,68 1,65
7,5 7,58 £ 0,003 0,09 1,08 7,60 + 0,002 0,06 1,25
10,0 10,09+ 0,041 1,00 0,98 10,10+ 0,025 0,60 1,01

a: ortalama * standart hata, P: Bagil standard sapma, ©: (bulunan miktar — eklenen miktar)/ bulunan
miktar x100

4.6. Tablette ATVC ve EZE Analizi

Birinci tlirev-sifir kesim yoOnteminde, oran birinci tiirev spektrofotometrik

yontemi, HPLC-DAD yontemi ve PLS yontemi igin validasyon parametrelerinin

degerlendirlmesinden sonra gelistirlen yontemler ile iilkemizde satilan ticari

preparatlarda ATVC ve EZE miktar tayinlerinin yapilmasi calismalar1 yapilmistir. Bu

amagla ticari olarak satilan preparatlardan Ezetec Plus 10/10, 10/20 ve 10/40

preparatlar1 satin alinmis ve Boliim 3.8’de bahsedildigi gibi preparatlar analize hazir

hale getirilmistir. Gelistirilen yontemler ile yapilan analiz sonuglarina gore elde edilen

geri kazanim degerleri Tablo 4.5°de verilmistir.
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Tablo 4.5. Ezetec Plus 10/10, Ezetec Plus 10/20 ve Ezetec Plus 10/40 preparatlar1 igin
elde edilen geri kazanim degerleri (% Geri kazanim, n=6 igin ortalama

degerler)

1.Tiirev
Oran 1. Tiirev HPLC PLS
Sifir-kesim
EZE | ATVC | EZE ATVC EZE | ATVC EZE ATVC
10/10 | 97,89 | 100,23 | 101,96 98,49 98,99 98,64 102,70 101,60
10/20 | 101,11 | 96,82 99,09 101,92 | 98,65 | 100,84 98,78 101,86

10/40 | 98,10 | 102,82 | 95,43 99,35 99,13 | 102,28 | 97,65 97,24

HPLC-DAD sisteminde gelistirilen yontem yapilan tablette ATVC ve EZE
analizlerinde oldukca iyi bir ayirim elde edilmistir. Ezetec Plus 10/10, Ezetec Plus
10/20 ve Ezetec Plus 10/40 tablet analizleri i¢in yapilan HPLC-DAD sistemine yapilan
enjeksiyonlar sonrasi elde edilen kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil
4.8’de verilmistir. Kromatogramlardan da goriilecegi gibi ATVC ve EZE pikleri ve i¢
satndart piki tabletten gelen herhangi bir kirletici veya baska piklerle drtlismemis iyi

bir ayirim gergeklestirilmistir.

AU
R40nm,4nm

6,065

Sekil 4.6. Ezetec Plus 10/10 ve Q (IS) igeren tablet i¢in elde edilen kromatogram
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mAU
P40nm,4nm

3,5

3,0

2,5+

1,0
— Y
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 min

Sekil 4.7. Ezetec Plus 10/20 ve Q (IS) iceren tablet i¢in elde edilen kromatogram

AU
R40nm,4nm

4,0

3,5+

3,09

2,5

2,0

0,5+

0,0

-0,5H

0,0 10 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0 9,0 min

Sekil 4.8. Ezetec Plus 10/40 ve Q (IS) igeren tablet i¢in elde edilen kromatogram

Gelistirilen yontemler ile tablet analizleri sonrasinda elde edilen sonuglarin
birbiri ile istatistiksel olarak bir fark olup olmadigi ANOVA ile test edilmis ve anlaml
bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada birinci tiirev sifir-kesim, oran birinci tiirev, PLS (Particial least
squares regression) ve HPLC-DAD yontemleriyle atorvastatin kalsiyum (ATVC) ve
ezetimib (EZE)’nin es zamanli analizi i¢in yeni yontem gelistirilmesi ve gelistirilen
yontemlerin tablette ATVC ve EZE analizine uygulamasi amaglanmistir. Gelistirilen
yontemler ICH gerekliliklerine gore valide edilmis ve tablette ATVC ve EZE analizine
uygulanmas1 amaciyla Ezetec Plus 10/10, Ezetec Plus 10/20 ve Ezetec Plus 10/40
tabletlerde miktar tayini yapilmstir.

Spektrofotometrik  analiz ~ yontemlerinden  birinci  tlirev  sifir-kesim
spektrofotometrik yontemi; karisim halindeki maddelerin kimyasal bir 6n iglem
yapilmaksizin ayrilmasina ve nitel olarak karistimi meydana getiren maddelerin
analizine olanak saglayan pratik ve tercih edilen bir analiz yontemidir. Bu tez
calismasinda ATVC ve EZE miktar tayinleri i¢in bir birinci tiirev sifir-kesim
spektrofotometrik analiz yontemi gelistirilmis ve bu yontem ile tablette etkin madde
analizi uygulamalar1 yapilmistir. Birinci tiirev sifir-kesim yonteminde ATVC miktar
tayini A=245,2 nm ve EZE miktar tayini i¢cin A=224,8 nm dalga boyu degerlerinde
yapilmigtir. Spektrum taramasi yapilan etkin maddelerin tiirev spektrumlarinin
alinmasinda 6zellikle karisim halindeki maddelerin analizi i¢in uygun dalga boyu
secimi miktar hesaplamalarinda biiyiik 6neme sahiptir. Dalga boyunun belirlenmesi ve
belirlenen dalga boyunda olciilecek absorbans degerleri nicel analiz i¢in en énemli
dikkat edilmesi gereken hususdur. Yine spektrum taramasi sonrasi dalga boyu ¢alisma
araliginin belirlenmesinde spektrumda gozlenen maksimum ve minimum noktalari
dikkate alinarak aralik degerinin secilmesi gerekmektedir. Birinci tiirev sifir-kesim
yonteminde dalga boyu araligi 210-320 nm olarak se¢ilmistir. Oran birinci tiirev
spektrofotometrik yontem gelistirilmesi c¢aligmalarinda da absorbans spektrumlari
210-320 nm araliginda calisilmistir. Kaydedilen spektrumlarin oranlanmasi igin 5
png/mL konsantrasyon degerinde ATVC ve EZE secilmistir. ATVC miktar tayini
A=232,6 nm dalga boyunda, EZE miktar tayini A=213,8 nm dalga boyunda yapilmistir.

Kemometrik bir yaklasim olarak PLS teknigi bir¢ok analitik yonteme gore
numunelerin  hazirlanmast i¢in asir1 zaman gerektirmemesi, karmasik sivi-sivi
ekstraksiyon islemlerine gerek duymamasi, 6n aritma islemi veya herhangi bir tiiketme

islemi gerektirmemesi bakimindan daha pratik ve ¢evre dostu olarak avantajlidir.

42



Literatirde ATVC ve EZE analizine yonelik ¢esitli spektrofotometrik yontemler
bulunmaktadir. Ancak spektrofotometrik veriler kullanilarak kemometrik teknikler
kullanilarak ikili karisimlarinda ATVC ve EZE es zamanli analizine ydnelik bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle gelistirilen spektrofotometrik yontemler sonrasi
kemometrik ¢ok bilesenli bir teknik olan PLS ile de miktar tayini ¢aligmasi yapilmistir.
PLS teknigi ile yapilan ¢alismada kalibrasyonlar 223-280 nm dalga boyu bolgesindeki
absorbans degerlerinin dalgaboyu araliginda AL =4 nm'lik farklarla vektorel 6l¢timleri
kullanilarak yapilmistir.

HPLC-DAD ile analiz ¢alismalar1 kapsaminda en uygun kromatografik
kosullarin belirlenmesinde; kromatografik parametreler olarak alikonma zamant,
kapasite faktorli, kuyruklanma faktorii, ayiwricilik ve teorik tabaka sayisi dikkate
alinmistir. ATVC ve EZE’nin HPLC-DAD ile es zamanli analizinde sabit faz (analitik
kolon) ozellikleri; hareketli faz organik diizenleyici se¢imi, hareketli faz organik
bilesimi oraninin etkisi, hareketli faz pH degeri ve akis hiz1 etkileri incelenmistir.
Organik ¢oziicii se¢imi i¢cin methanol ve asetonitril denenmis, en 1yi ayirim asetonitril
iceren hareketli faz ile elde edilmistir. Sabit faz se¢iminde XTerra, Cig (250 x 4,1 mm,
i¢ cap, 3,5 um) ve XBridge, Cig (250 x 4,1 mm i¢ ¢ap, 5 um) analitik kolonlar
denenmistir. ATVC ve EZE piklerinde kromatografik parametreler {izerindeki etkileri
incelenmis ve en iyi ayirim (kapasite faktorii, secicilik, teorik tabaka sayis1 ve ayiricilik
acisindan) XBridge, Cig analitik kolonda go6zlemlenmistir. Analiz ¢alismalari
izokratik, hareketli faz bilesimi; 20 mM NaHPO4:ACN 50:50 (pH=5,17, h/h, A=240
nm 24 °C) karisimi ile 1 mL/dk akis hizinda XBridge, Cis (250 x 4,1 mm, i¢ ¢ap, 5
um) analitik kolon kullanilarak yapilmustir. ¢ standart olarak kuersetin (1 pg/mL)
kullanilmistir. I¢ standard segimi icin degisik etkin maddeler denenmistir. Imitinib,
parasetamol, kafein, azitromisin ve kuersetinin analize uygunlugu incelenmistir.
Imitinib, parasetamol, kafein, azitromisin pikleri ATVC ve EZE pikleri ile ortiismiis
ve iyi bir ayirim gergeklestirilememistir. Kuersetin (Q) (1pg/mL) piki, ATVC ve EZE
pikinden farkli bir alikonma zamaninda elde edilmis ve bu ii¢ madde i¢in iyi bir ayirim
elde edilmistir ve i¢ standart olarak seg¢ilmistir (Bkz. Sekil 4.5.). Gelistirlen HPLC-
DAD yonteminde 1ug/mL ATVC, EZE ve Q (IS) igeren standart ¢ozelti i¢in system
uygunluguna incelenmis ve alikonma siireleri IS i¢in; 3,6, ATVC i¢in 6,1 ve EZE i¢in

8,8 dk olarak bulunmustur. Sistem uygunlugu i¢in kuyruklanma faktorii <2, kapasite
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faktori degerleri 1<k’<10 aralik degerinde ve teorik tabaka sayisi >2000 olarak
bulunmustur (Bkz. Tablo 4.2.).

Gelistirilen yontemlerin validasyon calismalari ICH gerekliliklerine gore
yapilmis; secicilik, duyarlilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve
tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmis ve istatistiksel degerlendirmeleri
yapilmistir (Bkz. Tablo 4.4.).

Gelistirlen yontemler ile lilkemizde satilan ticari preparatlarda ATVC ve EZE
miktar tayinlerinin yapilmasi ¢alismalar1 da yapilmistir. Bu amagla ticari olarak satilan
preparatlardan Ezetec Plus 10/10, 10/20 ve 10/40 preparatlarinin gelistirlen
yontemlerde miktar tayinleri yapilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Bkz.
Tablo 4.5.). Gelistirilen yontemler ile tablet analizleri sonrasinda elde edilen

sonuclarin birbiri ile karsilastirilmasi ANOVA ile yapilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

Statin grubu, kolesterol ve trigliserid diisiiriicii olan Atorvastatin kalsiyum
(ATVC) ve kolesterol ve trigliserid yliksekligi tedavisinde kullanilan ezetimib (EZE)
kan yiiksek kolesterol ve trigliserit seviyesini diisiirmek i¢in tedavide siklikla
kullanilmaktadir. ATVC ve EZE miktar tayinlerinin hizli ve kolay bir sekilde yapilmasi
klinik kullanimda akilc1 ve giivenli doz belirlenmesi amaciyla yapilacak ilag analizi
calismalarinda ¢ok dnemlidir. Bu ¢alismada birinci tiirev sifir-kesim, oran birinci tiirev
spektrofotometrik, PLS ve HPLC-DAD yo6ntemleriyle ATVC ve EZE’nin es zamanl
analizi i¢in yeni yontemler gelistirilmesi ve gelistirilen yontemlerin tablette ATVC ve
EZE analizine uygulamas1 amacglanmistir. Yapilan calismalarda birinci tiirev sifir-
kesim, oran birinci tlirev spektrofotometrik yontem gelistirilmesi ¢alismalarinda ek
olarak ICH gerekliliklerine gore validasyon ¢alismalart yapilmis; segicilik, duyarlilik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik parametreleri
incelenmistir. Dogrusal aralik birinci tiirev-sifir kesim yonteminde 1-20, oran birinci
tiirev spektrofotometrik yonteminde 2-10 pg/mL ve HPLC-DAD yo6nteminde 0,05-1,0
pug/mL konsantrasyon araliginda bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri incelendiginde
LOD degeri HPLC sisteminde 0,01 pg/mL olarak bulunmustur. Birinci tiirev sifir-
kesim, oran birinci tiirev spektrofotometrik yontem ve PLS yontemlerinde 0,01 pg/mL
olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemler i¢erisinde en hassas ¢alisma degererlerine
HPLC-DAD ile ulasilmistir. Spektrofotometrik yontemlerin gelistirilmesinde
absorbans spektrumlart 210-320 nm araliginda calisilmistir. Birinci tiirev sifir-kesim
yonteminde ATVC miktar tayini A=245,2 nm ve EZE miktar tayini i¢in A=224,8 nm
dalga boyu degerlerinde miktar tayini yapilmistir. Oran birinci tiirev spektrum
calismalari i¢in ise; ATVC miktar tayini A=232,6 nm dalga boyunda, EZE miktar tayini
A=213,8 nm dalga boyunda yapilmistir. PLS teknigi ile yapilan ¢calismada ATVC ve
EZE kalibrasyonlar1 223-280 nm dalga boyu bdlgesindeki absorbans degerlerinin AA
= 4 nm'lik farklarla absorbans Gl¢iimleri kullanilarak yapilmistir. HPLC-DAD ile
analiz ¢alismalar1 izokratik, hareketli faz bilesimi; 20 mM NaH>PO4:ACN 50:50
(pH=5,17, h/h, A=240 nm 24 °C) karisim1 ile 1 mL/dk akis hizinda XBridge, Cig (250
x 4,1 mm i¢ cap, 5 um) analitik kolon kullanilarak yapilmustir. i¢ standart olarak
kuersetin (1 pg/mL) sec¢ilmistir. Yontemler birbiriyle istatistiksel olarak

karsilastirilmast ANOVA testiyle yapilmis ve, p>0,05 i¢in anlamli bir fark olmadig:
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gozlenmemistir. Gelistirilen yontemler, tablette ATVC ve EZE analizine uygulanmasi
amaciyla Ezetec Plus 10/10, Ezetec Plus 10/20 ve Ezetec Plus 10/40 tabletlerde miktar
tayini yapilmis ve geri kazanim degerleri %90,99-%111,11 araliginda bulunmustur.
Sonug olarak tablette ATVC ve EZE analizi i¢in basit, segici, hassas, dogru ve
tekrarlanabilir birinci tiirev sifir-kesim, oran birinci tiirev spektrofotometrik, PLS ve

HPLC-DAD yo6ntemleri gelistirilmistir.
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