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OZET

Silodosin Etkin Maddesinin Farkli Ortamlarda Miktar Tayini icin Yeni Analitik
Yontemlerin Gelistirilmesi ve Validasyonlarinin Yapilmasi

Amag: ol adrenoreseptor blokeri olan silodosinin farmasotik preparatlarda ve
plazmada miktar tayini igin literatiirdeki mevcut yontemlere alternatif olarak basit,
hassas ve yeni bir UV-Goériiniir Bolge Spektrofotometri ve LC-MS/MS yontemleri
gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi ve daha sonra Benign Prostat Hiperplazisi
tanis1 almig hastalarin plazmalarinda silodosinin miktar tayinlerinin gergeklestirilmesi
amaglanmstir.

Materyal ve Metot: UV-Goriiniir Bélge Spektrofotometri yonteminde, 272 nm
dalga boyunda c¢oziicii olarak metanol kullanildi. LC-MS/MS yonteminde ise
asetonitril-10 mM amonyum asetat(asetik asit ile pH 4.5’a ayarlanan) (40:60, h/h)
hareketli fazi, Cg kolon, 0,4 mL/dk akis hizi, MS dedektor, pozitif iyonizasyon, internal
standart olarak karbamazepin kullanildi. MS spektrumlarinda silodosin  ve
karbamazepin i¢in molekiiler iyon degerleri sirasiyla 496 ve 237 olarak belirlendi.

Bulgular: Plazmaya katilim yapilan numunelerde giinigi- giinleraras1 dogruluk
ve kesinlik degerleri UV-Goriiniir Bolge sifirinct tiirev yontemi igin sirastyla %1.59 —
2.04, %0.67 — 1.4 ve %-0.76 — 3.88, %0.98 — 3.67 araliginda, birinci tiirev
spektrofotometri yontemleri igin %-1.56 — 4.72, %0.98 — 2.10 ve %-1.47 — 3.72, %1.51
— 3.63 araliginda bulundu. LC-MS/MS yonteminin giinici- giinlerarast dogruluk ve
kesinlik degerleri sirasiyla %-4.3 — 7.4, %1.5 — 5.3 ve %04 - 2.7, %-25 - 14
araliginda bulundu. Plazmadan geri kazanim degerleri ise LC-MS/MS yontemi i¢in
ortalama %97, UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi igin ortalama %98.7
olarak belirlendi.

Sonug¢: Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan her {i¢ yontem ile piyasada tek
mevcut farmasotik preparatta ve plazmada silodosin miktar tayinleri yapildi. Benign
Prostat Hiperplazisi tanisi konulan dort hastanin plazmasinda LC-MS/MS yontemiyle
silodosin miktar tayinleri gerceklestirildi. Calisma sonucunda, her iki yontemin kalite

kontrol ve klinik ¢aligmalarinda basariyla uygulanabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: LC-MS/MS, silodosin, spektrofotometri
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ABSTRACT

Development and Validation of New Analytical Methods for the Quantitative
Determination of the Silodosin in Different Media

Aim: It was aimed to develop and validate a simple, sensitive and novel UV-
Visible Spectrophotometric and LC-MS/MS methods to determination of silodosin
which is al adrenoreceptor blocker in pharmaceutical preparation and biological media
as an alternative to present methods in the literature, and than apply this proposed
methods on to the plasma samples collected from patients diagnosed with Benign
Prostat Hyperplasia disorder.

Material and Method: Methanol was used as the solvent at a wavelength of
272 nm in UV-Vis Spectrophotometry. In LC-MS/MS method, acetonitrile-10 mM
ammonium acetate (adjusted to pH 4.5 with acetic acid) (40:60, v/v) as mobile phase,
Cs column, 0.4 mL/min flow rate, MS detector, positive ionization and carbamazepine
parameters were prefered. Molecular ion for silodosin and carbamazepine were detected
496 and 237 respectively.

Results: The intraday- interdays accuracy and precision values of the UV-
Visible Region zeroth derivative for the samples participating in the plasma were found
to be between 1.59 — 2.04%, 0.67 — 1.4% and -0.76 — 3.88%, 0.98 — 3.67% respectively.
The intraday- interdays accuracy and precision of the first derivative method of UV-
Visible region were found between -1.56 — 4.72%, 0.98 — 2.10% and -1.47 — 3.72%,
1.51 — 3.63% respectively. The intraday- interdays accuracy and precision of the LC-
MS/MS method were found between -4.3—7.4%, 1.5 —5.3% and 0.4 — 2.7%, -2.5 -
1.4% respectively. Plasma recovery values were found 97% for LC-MS/MS method
and 98.7% for UV-Visible Spectrophotometry method.

Conclusion: Quantative determination of silodosin in the only existing
pharmaceutical preparation and plasma samples were performed by both of three
methods which are developed and validated. Silodosin quantification was performed by
LC-MS/MS method on the plasma of four patients diagnosed with benign prostatic
hyperplasia. As a result of the study, it was concluded that both methods could be

successfully applied in quality control and clinical studies.

Key Words: LC-MS/MS, silodosin, spectrophotometry
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1. GIRIS

Fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari insan yarari i¢in degistirmek
amactyla kullanilan kimyasal maddelere ila¢ denir. Daha kisa bir tanimla ilag,
hastaliklarin 6nlenmesi, tanis1 ve tedavisi icin kullanilan kimyasal maddelerdir.! Benign
Prostat Hiperplazisi (BPH) prostat bezinin yavasca biiyiliyerek idrar akisini azaltan bir
durumdur. BPH tedavisi i¢in giiniimiizde alternatif tedavi segenekleri bulunmaktadir. al
reseptor antagonisti bir ilag olan silodosin, BPH semptomlarinin tedavisinde kullanilan
etkili bir ilagtir.>® Kaba formiilii olan CasH32F3N3Oas silodosinin molekiil agirlig
495,534 g/mol’diir.* Silodosinin piyasada 4 mg ve 8 mg halinde iki kapsiil formu
bulunmaktadir. Agizdan alimini takiben iyi emilir ve emilim doz ile orantilidir. Agizdan
alimdan yaklasik 2,5 saat sonra en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulasir ve yarilanma
omrii 7 ile 17 saat arasinda degisir. BPH’l1 hastalarda kullanilan silodosinin giinliik
dozu 4 veya 8 mg olup giinliik tek doz verilmesi etkili olmaktadir.®

Bu c¢aligmada, BPH tedavisinde biiyiik bir 6neme sahip olarak kullanilan al
reseptor antagonisti bir ilag olan silodosin etkin maddesinin farmasétik preparatta hem
de plazmada miktar tayini igin literatiirdeki mevcut yontemlere alternatif olarak basit,
hassas ve yeni bir UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri, Birinci Tiirev Spektrofotometri
ve Sivi Kromatografisi-Ardigik Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) yo6ntemlerinin
gelistirilip gecerlilik testlerinin  (validasyon) yapilmasi amaglanmigtir. Ayrica
gelistirilen yontemlerden LC-MS/MS yontemiyle BPH tanist almis hastalarin

plazmalarinda silodosin miktar tayinlerinin ger¢eklestirilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Benign Prostat Hiperplazisinde Tedavi Yaklasimlar:

2.1.1. Benign Prostat Hiperplazisinin Tamimi ve Tedavi Yontemleri

BPH genellikle 50 yasindan biiyiik erkeklerde karsilagilan bir hastaliktir. Uzun
zaman ile yasamima devam eden bir¢ok erkegin cogunda mevcudiyetini siirdiiren
problemdir.® Niifus yaslandik¢a bu hastalarin sayisi da goreceli olarak artmaktadir. Alt
tiriner sistem belirtilerinin prevalansini degerlendiren bir analiz, 40 ile 79 yas araliginda
BPH hastaliginin basladigini, gelistigini gostermistir. BPH, yasl erkekler i¢in en yogun
goriilen hastaliklardan biri olmasi ile beraber, etki mekanizmasi hakkinda soru isaretleri
bulunmaktadir. Yapilan sik aragtirmalara ragmen, neden sonug iligkisi belirsizligini
korumaktadir.” Prostat Hiperplazisi tedavisinde kullanilan ilaglarin hastalar iizerinde
etkilerini inceleyen bircok yaym mevcuttur. Giinimiizde mevcut tedavi yontemleri
asagida anlatilmistir.

2.1.2. 5 Alfa Rediiktaz Inhibitor Tlaclar

5 alfa rediiktaz enziminin iki subtipi mevcuttur. Tip | olani en fazla yag bezleri
olmak iizere tiim dokularda mevcuttur. Genetik olarak bu enzimin gérevini tam olarak
yerine getiremedigi kisilerde simdiye kadar herhangi bir geri bildirim olmayip, gérevi
net bir sekide ifade edilememistir.®2 Tip Il 5 alfa olan enzim prostat bezi dahil diger
genital dokularda yayginlik gostermektedir. 5 Alfa rediiktaz inhibitor ilaglarinin tip 11
icin etkili olan finasterid ve tip I-1l igin etkili olan dutasterid igerikli farmasotik
preperatlar1 eczanelerde bulunmaktadir.

a) Finasterid: Semptomlarin giderilmesinde ilk kullanilan 5 alfa rediiktaz
inhibitor ilacidir. Finasterid serum ve prostattaki dihidrotestosteron seviyelerini sirasiyla
yiizde olarak 70 ve 85 ile 90 arasinda inhibe eder.® Prostat bezinin 30 cc’den fazla

diizeyde oldugu hastalarda 5 alfa rediiktaz inhibitorlerinin toplam ve tranzisyonel zon



volimiinii 6nemli oOlgiide azaltti§i goriilmistiir. Bu olay alt {riner sistem
semptomlarinda iyilesmeyi gergeklestirmektedir.!%*? Yapilan ¢alismalarda; finasterid ile
prostat bezinin boyutlarinda %24 civarinda diisiis oldugu saptanmustir.!3!* lag
maksimum etkisini altinc1 ayda gostermektedir. Ilag alimi terkedilirse prostat hacmi
yaklasik 90 giin sonra eski haline doner.'®

b) Dutasterid: Serum dihidrotestosteron diizeyinde yaklasik %90 oraninda
azalma saglamakradir.’® Dutasterid, serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyesinde
altinci aydan itibaren %50 oraninda azalmaya neden olmakla beraber prostat hacmini de
yaklasik iki yilda %25 oraninda azaltmaktadir.!” BPH tedavisinde orta ve siddetli
semptomlu hastalarin tedavisinde kullanilir. 12 aylik tedavi siiresince prostat hacmi
%23.6, tranzisyonel zon hacmi %17.8 diizeyinde azalma saglamistir.

2.1.3. Fitoterapotik Ilaglar

Bu ilaglar, BPH ile alakali akut iiriner sistem semptomlarinin iyilestirilmesinde
ozellikle Avrupa’da bir siiredir tercih edilmektedir. Piyasada bulunanlar; Cucurbita
pepo, Hypoxis rooperi, Pygeum africanum, Secale cereale, Saw Palmetto ve Urtica
dioica’dir. Saw Palmetto pazar payinda en fazla tercih edilen ilagtir.!® Fakat etki
mekanizmasi tam olarak laboratuvar ¢alismalarinda aydinlatilmamistir.?

2.1.4. Antikolinerjik ilaclar

BPH ile iliskili akut {iriner sistem semptomlarinin tedavisinde antikolinerjik
ilaglar son yillarda tercih edilmeye baglanmistir. Eczanelerde antikolinerjik ilaglar
olarak Darifenasin, Fesoterodin, Oksibutinin HCL, Propiverin, Solifenasin, Tolterodin
ve Trospiyum kloriir bulunmaktadir. Bunlar1 kullananlar akut iiriner sistem belirtileri
stabil oluncaya kadar kontrol 28-42 giinde bir, sonrasinda 180-360 giinde bir

olmalidir.*®



2.1.5. Fosfodiesteraz tip 5 enzim inhibitorleri

BPH ile alakali akut iiriner sistem semptomlarinin iyilestirilmesinde bu grup son
zamanlarda mevcut tedavi secenekleri arasinda yerini almaktadir. Cilinkii BPH ile iliskili
akut {riner sistem semptomlar1 ve erektil disfonksiyon benzer ozelliklere sahip
rahatsizliklardir. Bundan o6tiirii tek ilag ile iki rahatsizligin iyilestirilmesi hastalar ve de
doktorlar acisindan kolaylik saglamaktadir. Ancak klinik veriler simdiye kadar
bekleneni verememistir. Yeni ¢oziim odakli verilere ihtiyag duyulmaktadir.?
Fosfodiesteraz tip-5 inhibitdrleri’nin Avrupa Uroloji Birligi Kilavuzunda orta siddetli
derecede akut iiriner sistem semptomlart bulunan kisiler tarafindan alinmasi tavsiye
edilmektedir.??

2.1.6. Desmopressin ve Loop Diiiretikleri

BPH ile alakali hastaliklarin iyilestirilmesinde birka¢ yildir kullanima
girmislerdir. Tedaviye cevap alinamayan durumlarda noktiiri sebebiyle kullanilmasi
akla gelebilecek tiirlerdir. Desmopressin kullanmadan evvel noktiiriye neden olabilecek
durumlar 1yilestirilmelidir. 72 saat gegince mutlaka serum sodyum diizeyi hekim
tarafindan kontrol edilmelidir. Serum sodyum diizeyinde diisiis gozlenmis ise ilag
birakilmalidir.2%%

2.1.7. Kombinasyon Tedavileri

BPH’l1 kisilerde tek ilacin yeterli olmadigi durumlar olabilir. Daha fazla tercih
edilen kombinasyonlar alfa bloker + 5 alfa rediiktaz inhibitor ilaglart (5 ARI), alfa
bloker + antikolinerjik ilaglar, alfa bloker + fosfodiesteraz tip 5 enzim inhibitorleri, alfa
bloker + 5-ARI ilaglar + antikolinerjik ilaglardir. Fakat bunlarin birlikte alinmas ile
alakali bir genel goriis yoktur.202

2.1.8. Cerrahi Tedavi

BPH ve diiriner sistem semptomlarinin ilag ile tedaviye cevap vermedigi



durumlarda ameliyat tercihi gz oniinde bulundurulmalidir. Cerrahi tedavi segenekleri
prostat bezinin boyutuna gore transiiretral prostat rezeksiyonu, agik prostatektomi,
holmium laser ile prostat eniikleasyonu, transiiretral prostat vapprizasyonu ve
transiiretral prostat insizyonudur.!®

2.1.9. Alfa Bloker ilaclar

Bu grubun simiflarina ayrilmasi, reseptore baglanma ilgilerine ve viicuttan
uzaklastirilma zamanlarina gore yapilir. 1990’11 yillara kadar, hasta uyumu ve uzun siire
ilag kullanim1 gerektiren BPH tedavisinde nonselektif ve etkisi uzun olmayan ilaglar
tercih edilmistir. 1990’larda terazosin, doksazosin ile 2009’dan sonra silodosin gibi
uzun etkili ve selektif ilaglarin BPH tedavisinde kullanilmaya baglamas1 yeni bir donem
baslangic1 olmustur.?® Fenoksibenzamin’in BPH iizerine etkisi oldugu belirtilmistir.?
Fakat al ve a2 reseptorler ile etkilesmesi sonucu ilacin yan etkileri artmaktadir ve bu
yiizden BPH tedavisinde kulanimi bulunmamaktadir.?®

a) Terazosin: Terazosin, kinazolin tiirevidir. Yarilanma zamani yaklasik 8 ile 12
saat arasindadir. Ik olarak hipertansiyon tedavisinde kullanilmakta iken; giiniimiizde al
adrenoreseptor blokeri olarak BPH’ nin semptomatik tedavisi i¢in tercih edilmektedir.
Bagirsaklardan emilimi tamama yakindir ve proteinlere baglanmas1 yiiksektir.
Biyoyararlanimi alinan besinlere bagli olarak degisim gostermez. Bobreklerin
gorevlerini tam olarak yerine getirememesi ilacin viicuttan uzaklastirilmasini ciddi
anlamda etkilemez. Diisiikk dansiteli lipoprotein diizeyini azaltirken, yiiksek dansiteli
lipoprotein ve trigliserit diizeylerinde bir etkide bulunmaz.?®?® Tek doz kullanim
avantajlart mevcuttur. Lepor ve ekibi tarafindan bulunan semptomatik Benign Prostat
Hiperplazili kisilerde giinde bir defa terazosin alinmasiyla alakali detayli analizler

arastirmalara rehberlik etmektedir.?’



b) Doksazosin: Doksazosin yapt ve etki bakimindan terazosine benzerlik
gostermektedir. Etkisi uzun siirlip yarilanma zamani 22 saate yakindir. Belirtilerin
iyilesmesi yedi giine yakin siirmektedir ve terazosine oranla siiresi azdir. Vertigo,
yorgunluk, dispne, diisiik tansiyon en sik goriilen yan etkiler olarak géze ¢arpmaktadir.
Maksimum doz 8 miligrama kadar verilebilir. Yan etkiler ilacin dozu arttik¢a artar.?®
Cinsel fonksiyon bozukluguna yol agmadig1 belirtilmistir.?

c) Alfuzosin: Alfuzosin de kinazolin tiirevlerindendir. a1 adrenerjik reseptor alt
tiplerine seciciligi bulunmamaktadir.®® Yavas ve orta olmak iizere iki salinim tipi
bulunmaktadir. Tiirkiye’de orta salmimli tipi kullanimda olmamistir.?! Alfuzosin
tansiyonu etkilemeden hastaligin semptomlarin1 %30’a kadar azaltabilir. Agiz yoluyla
dolasima hizla gegmektedir. Yavas salinimli tipinin maksimum plazma konsantrasyonu
3 saat sonra olusur. Biyoyararlanimi1 yaklasik olarak %49’dur. Plazma proteinlerine
baglanma oranmi yaklasik %90°dir. Metabolizasyonu karacigerden, atilimi ise fekal
yoluyla olur. Metabolitleri aktif degildir. Bobrek ve karaciger fonksiyon
bozukluklarinda kullanilabilirligi giivenlidir.3:32

d) Tamsulosin: Giinliik alinmasi gereken miktar 0.4 mg’dir. Tansiyon
diisiikliigii, bayilma gibi yan etkileri nadir seviyededir. Yarilanma zamani 13 ile 22 saat
arasindadir. Bu yiizden giinde tek doz olarak kullanilabilirler. Plazma proteinlerine
baglanma oram yaklasik % 99’dur. Sistemik dolasima gegmesi %100 civarmdadir.?
Diger yan etkileri vertigo, sindirim sistemi rahatsizliklaridr. 333
2.2. Silodosin
2.2.1. Silodosinin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri
e Kaba formiili CosH32F3N304 seklindedir.

e Molekiil agirligi 495.534 g/mol’diir.

e Suda ¢ok az ¢Oziiniir, asetik asit, metanol, etanol ve N,N-dimetilformadid’de



¢Oziiniir.
e FErime noktas1 105-109 °C arasindadir.
Alfa 1 reseptOr antagonisti olan silodosinin ve ¢alismada internal standart olarak

kullanilan karbamazepinin kimyasal yapisi siras1 asagidaki gibidir.*
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2.2.2. Silodosinin Farmakodinamik Ozellikleri

Secici a-1 reseptdr antagonistidir ve prostat dokusuna yiiksek seciciligi vardir.
Prostat diiz kasinin kasilmasini inhibe eder ve BPH ile iliskili alt iiriner sistem
semptomlarini  hafiflettigi kanitlanmistir.  Silodosinin a1 reseptorlerine — afinitesi
diisiiktiir.®

2.2.3. Silodosinin Farmakokinetik Ozellikleri

Ag1z yoluyla emilimi yliksektir ve doz arttikca artmaktadir. Sistemik dolasima
%32 civarinda gecer. Yiyecekler plazmadaki maksimum konsantrasyonu %30 civarinda
azaltir. Plazmadaki maksimum konsantrasyonuna yaklasik 2.5 saat sonra ulagsmaktadir.

Yarilanma zaman yaklasik 11 saattir. Kan hiicrelerine gegmeyerek plazma proteinlerine



yaklasik %96 civarinda baglanma gosterir. Plazmadaki ana metaboliti glukuronid
konjugatidir. Eliminasyonu yaklasik %33.5 idrardan, %59.9°u diskidan olur.’

2.2.4. Silodosinin Giinliik Kullanim Dozu

Giinde 8 mg’lik doz halinde 1 kapsiil, 6zel hastalarda ise 4 mg’lik bir kapsiil
tavsiye edilir.®

2.2.5. Silodosinin Uygulama Yollar1

Silodosin, BPH tedavisinin belirti ve semptomlarinda hastaya agizdan kapsiil
yoluyla uygulanabilir. Yiyeceklerle birlikte 1 bardak su ile ayn1 saatte alinmalidir.®

2.2.6. Silodosinin Hamilelikte Kullanim

Silodosin yalmzca erkek hastalar igindir.’

2.2.7. Silodosin Tayinine Yénelik Daha Once Bildirilmis Analitik Yontemler

Zhao ve ark.*® BPH hastalarinin plazmalarinda silodosin miktar tayini icin LC-
MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Metil Tersiyer-Butil Eter kullanarak (MTBE) s1vi-
sv1 ekstraksiyon yontemi ile 1ng/mL i¢in %85.9, 10ng/mL i¢in %84.6, 50 ng/mL igin
%86.1 geri kazamm saglamislardir. Insan plazmasinda yéntemin 0.5-50 ng/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugunu, giin igi ve gilinler arasi kesinlik
degerlerinin ise %2 ile %7.3 arasinda oldugunu, miktar tayin alt sinirt (LOQ) degerini
ise 0.50 ng/mL olarak belirlemislerdir.

Harischandran ve ark.® farmasotik preparatlarda silodosin miktar tayini igin ters
faz Cis kolon ve PDA dedektor kullanarak Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
(HPLC) yontemini gelistirmislerdir. Mobil faz olarak pH 3.2 metanol, su, asetonitril ve
glasiyel asetik asit (60:27:10:3, h/h) kullanmislardir. 270 nm’de gerceklestirdikleri
analizlerinde silodosinin akis hizinin 2 pL/dk ve giin igi-giinler aras1 kesinlik degerinin
%0.29 ile 1.53 arasinda, LOD degerini 3 pg/mL, LOQ degerini ise 10 pg/mL oldugunu

belirlemiglerdir. Ayrica c¢alismanin 10-100 pg/mL arasinda dogrusal oldugunu



gostermislerdir.

Aneesh ve ark.®” ters faz HPLC-UV yontemini farmasotik preparatlarda
silodosin miktar tayini i¢in gelistirmislerdir. 269 nm dalga boyunda mobil faz olarak
metanol, asetonitril, su (40:40:20, h/h/h) kullanarak, akis hizinin 1.0 mL/dk oldugu
calismalarinin 10-60 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu, LOQ degerinin 16.57
ug/mL, LOD degerinin 5.46 ug/mL, ortalama giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik
degerlerinin 0.56 ve 0.73 oldugunu belirtmislerdir. Silodosinin alikonma zamaninin 2.5
dakika oldugu caligmalarinda ortalama geri kazanim degerini %98.9 ile %100.2
arasinda oldugunu bulmuslardir.

Chinnalalaiah ve ark.® ters-faz Cg kolon ve PDA dedektér kullanarak farmasétik
preparatlarda silodosin miktar tayini i¢in HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Enjeksiyon
hacmi 10 uL, akis hiz1 1 mL/dk ve kolon sicakligi 30 °C olan pH:4.5 amonyum asetat
tamponu-asetonitril (50:50, h/h) hareketli faz kullanilarak gergeklestirilen analiz
sonucunda 40-120 pg/mL aralifinda ¢alismanin dogrusal oldugunu, alikonma
zamaninin 2.8 dakika, ortalama geri kazanim degerini %99.04 olarak belirlemislerdir.

Sayana ve ark.*® farmasétik preparatlarda silodosini tayin etmek igin Yiiksek
Performans Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) yontemini gelistirmislerdir. 366 nm
dalga boyunda fluoresans dedektor ile sabit faz 0.2 mm kalinliginda Fos4 silika jel ile
kapli alimiinyum plaklarda toluen, metanol, dietilamin (8:1:1, h/h/h) hareketli faz
kullanarak gerceklestirdikleri analizde LOQ ve LOD degerlerini sirastyla 260 ng/mL ve
85 ng/mL, geri kazanim degerini ise %98.9 ile %100.2 araliginda belirlemislerdir.

Rajasekaran ve ark.*® farmasotik preparatlarda silodosini tayin etmede UV/
Gorilinlir Bolge Spektrofotometri yontemini gelistirmislerdir.5-50 pg/mL dogrusal
araliginda, 269 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizde, ¢o6ziicii olarak metanol

kullanmiglar ve LOD degerini 0.5 pg/mL, LOQ degerini 1.55 pg/mL, geri kazanimi ise



%98.1 ile %101.8 arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Goud ve ark.*! farmasétik preparatlarda silodosini tayin etmek igin 219 nm dalga
boyunda ters faz HPLC-UV yontemini gelistirmiglerdir. Akis hizinin 0.8 mL/dakika
oldugu Cig kolonda mobil faz olarak orto fosforik asit ile pH 3’e ayarlanmis fosfat
tamponu ve asetonitril (40:60, h/h) kullanilmis ve silodosinin alikonma zamaninin 2.32
dakika oldugu ¢aligmalarinin 50 ile 90 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu, yontemin
geri kazaniminin %100.1 oldugunu gostermislerdir.

Mounika ve ark.*? farmasétik preparatlarda silodosin analizi icin ii¢ farkli UV-
spektrofotometri yontemini gelistirmislerdir. Ug farkli yontemde geri kazanimi
karsilagtirmiglardir. 479 nm dalga boyunda 10-50 ug/mL dogrusal araliginda yapilan
analizde geri kazanimi %102.37, 732 nm dalga boyunda 300-500 pg/mL dogrusal
araliginda yapilan analizde geri kazanimi1 %128, 620 nm dalga boyunda 10-50 pg/mL
dogrusal araliginda yapilan analizde geri kazanimi1 %102.9 olarak bulmuslardir.

Jahan ve ark.*® farmasétik preparatlarda silodosini tayin etmek i¢in HPLC-UV
yontemini gelistirmislerdir. Cig kolon kullanarak gergeklestirdikleri izokratik eliisyonlu
analizde, hareketli faz olarak orto fosforik asit tamponu-metanol (60:40, h/h)
kullanmiglardir. 269 nm’de, 1 mL/dk akis hizinda alikonma zamanin1 1.583 dakika,
yontemin 10-30 pg/mL araliginda dogrusal oldugu ve geri kazanim degerini de %99.08
olarak belirlemislerdir.

Shah ve ark.** kat1 dozaj formunda silodosin ve dutasteridi tayin etmek igin ters
faz HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. 40°C sicaklikta Cg kolon ile 0 ile 5. dakika
arasinda 270 nm dalga boyunda, 5. dakika ile 10. dakika arasinda 210 nm dalga
boyunda yapilan analizlerinde 1 mL/dk akis hizinda pH 3’de dipotasyum hidrojen fosfat
tamponu-methanol asetonitril karigimi (50:50, h/h) (20:80, h/h) hareketli fazin

kullanmislar ve silodosinin 39.56-118.68 pg/mL ¢alisma araliginda dogrusal oldugunu
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belirtmislerdir. Silodosin i¢in alikonma zamaninin 2.7 dakika oldugu caligsmalarinda,
silodosinin LOD ve LOQ degerlerini sirastyla 9.58 pg/mL ve 95.8 pg/mL olarak, analiz
yapilan bilesenlerin 36 saate kadar stabil oldugunu belirlemislerdir.

Prachibhamre ve ark.*® silodosinin farmasétik dozaj formlarinda miktarm tayin
etmek i¢in spektrofluorometri yontemi gelistirmiglerdir. Metanolde ¢oziinen silodosinin
spektrofluorometrede eksitasyon dalga boyu 272 nm, emisyon dalga boyu 450 nm
olarak OSl¢iilmiistiir. Dogrusal araligin 0.01-1 pg/mL oldugu analizde, LOD ve LOQ
degerlerini 0.003 pg/mL ve 0.0091 pg/mL, geri kazanim degerini %98.53 ile %99.27
arasinda belirlemislerdir. Metanolde ¢dziinen silodosin ¢ozeltilerinin oda sicakliginda
48 saate kadar, 5 °C sicaklikta buzdolabinda 5 giline kadar stabil oldugunu
belirtmislerdir.

Jahan ve ark.*® farmasétik formiilasyonlarda silodosin miktar tayini igin UV-
Spektrofotometri yontemini gelistirmislerdir. Ug yontem belirledikleri ¢alismalarinda
birinci yontemde silodosini metanolde ¢oziip 269 nm dalga boyunda dogrusal araligi
10-50 pg/mL, geri kazanimi %100.28, LOD ve LOQ degerlerini 0.779 ve 2.36066
png/mL olarak belirlemislerdir. ikinci ve iiciincii ydntemler kompleks olusturma
reaksiyonlarina takiben oksidasyona dayanir ve silodosin 1,10-fenantroline ve 2,2’-
bipiridil ile turuncu-kirmizi renkli bir kromojen olusturmustur. 507 nm dalga boyunda
yapilan ikinci yontem analizinde dogrusal aralik 2-10 pg/mL, geri kazanim %99.9,
LOD ve LOQ degerleri 0.237 ve 0.71868 pg/mL olarak belirlenmistir. Ucgiincii
yontemde ise 518 nm dalga boyunda yapilan analizde dogrusal aralik 4-20 pg/mL, geri
kazanim %100.02, LOD ve LOQ degerleri 0.0153 ve 0.614 pg/mL olarak belirlenmistir.

Devadasu ve ark.*’ kapsiil formiilasyonlarindaki silodosini tayin etmek i¢in UV-
Spektrofotometri ve ters faz HPLC-UV yontemlerini gelistirmislerdir. UV-

Spektrofotometri ile iki yontem gelistirilen analizde birinci yontemde suda ¢6ziinen
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silodosinin 268 nm dalga boyunda, 10-60 pg/mL dogrusal araliginda geri kazanimi
%99.75 olarak saptanmistir. UV-Spektrofotometri ile yapilan ikinci yontemde yine suda
¢ozlinen silodosinin 263-273 nm dalga boyu araliginda, 10-60 pg/mL dogrusal
araliginda geri kazanimi %98.75 olarak elde edilmistir. Ters faz HPLC-UV yonteminde
Cis kolon, hareketli faz olarak; pH 3.2’de fosfat tamponu-asetonitril (60:40, h/h)
kullanmiglardir. 230 nm dalga boyunda, 1 mL/dk akis hizinda, 4-20 pg/mL dogrusal
araliginda yapilan analizde alikonma zamanini 8.717 dakika, ortalama geri kazanim
degerini %97.5 olarak belirlemislerdir

Shaik ve ark.*® silodosinin stabilite ¢alismasi i¢in Ultra Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi (UHPLC) yontemini gelistirmiglerdir. Hidroliz, oksidasyon, fotoliz ve
termal bozulma gibi islemlere maruz birakilan silodosinin bu yontemle stabilite testleri
yapilmistir. Kolon olarak Cs, gradient eliisyon ile gerceklestirilen analizde hareketli faz
olarak da asetonitril ve %0.1 trietil amin ile pH 6’ya ayarlanmis 10 mM amonyum
asetat tamponu farkli oranlarda kullanilmigtir. 273 nm dalga boyunda PDA dedektor ile
yapilan analizde akis hiz1 0.7 mL/dk, enjeksiyon hacmi 10 pL olarak ayarlanmistir.

2.3. Spektroskopik Yontemler

Elektromagnetik 1smnin madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dalina
spektroskopi denir. Molekiil yapilarimin aydmnlatilmasinda organik ve inorganik
bilesiklerin nitel, nicel analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin bulunmasinda bu
yontemler tercih edilmektedir. Spektroskopi, elektromanyetik 1sinlarin maddeler iizerine
etkilerini inceleyen genel bir bilim dalidir. Elektromanyetik 1s1ma dalga ve pargacik
yapisinda bulunup uzayda ¢ok biiyiik bir hizla hareket etmekte olup, pek ¢ok yapiya
girebilen bir enerji tiiridiir. Elektromanyetik 1s1nin madde (atom ya da molekiiller)
tarafindan sogurulmasimna sogurma (absorpsiyon) spektroskopisi, yayilmasina ise

yayllma (emisyon) spektroskopisi denir. Spektroskopik analizlerde maddelere dalga
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boyu 110 nm’den 30000 nm’ye kadar gesitli 1sinlar gonderilir (Sekil 2.3). Tiim bu dalga
boylarin1 gosterecek ve absorplanmanin hangi dalga boylarinda oldugunu tespit edecek
tek bir cihaz mevcut olmadigindan, belirli dalga boylar1 araliginda ¢alisan cihazlar
gelistirilmistir. 110-1000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla ¢alisan cihazlara ultraviyole ve
goriinlir alan, 2500-30000 nm dalga boylarinda calisan cihazlara infrared ve dalga
boylar1 ylizlerce metreye kadar degisen radyo dalgalariyla c¢alisan cihazlara da niikleer
manyetik rezonans cihazlar1 denir. Bu cihazlarin  gegerli olduklar1 alan
spektroskopilerine de sirasiyla Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-Visible), Infrared (IR

titresim) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri adi verilir.4%*
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Sekil 2.3. Elektromanyetik 1sinlarin sistematik olarak tanimlanmasi®
2.3.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi ile ilgilenen spektroskopi
dalima atomik absorpsiyon spektroskopisi denir. Atomlarda, i¢ tabaka elektronlar
uyarilamadig halde, dis tabaka elektronlar1 ultraviyole ve goriiniir bolge 1sinlarla

uyarilir. I¢ tabaka elektronlarin1 uyarabilmek igin X-Ismnlart kullanilir. X-Isimlar:
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goriiniir bdlge 1s1laridan daha fazla enerjilidirler.%>2

2.3.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiler Absorbans, UV ve goriiniir 1smnlari, diisiik enerjili atomik ve
molekiiler orbitallerdeki elektronlarini, daha yiiksek enerjili orbitallere ¢ikarilmasi
sonucunda gergeklesir. Molekiiller, UV, goriinlir ve infrared 1sinlarn ile uyarildiklar
zaman, kuantlasmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik gegisler ve 1smn ile
olusturulabilen titresim ve donme gegisleridir (Sekil 2.4). Bir molekiiliin toplam enerjisi
=

Et = Eelektronik + Etitresim + Edsnme

olarak gosterilir. Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin ¢esitli dis orbitallerindeki
elektronlarla, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlerle, donme enerjisi ise molekiil

agirlik merkezi etrafinda donmesi ile iliskili enerji olarak ifade edilir.%%2

Enerji
3
r [ = .
e’y - & 2
[ l,h‘ — } Danme Enerji
[ Es e .. Seviyeleri
Elektronik
Enerji Seviyelen 3'4
3
€2 Titregim Enerji Seviyeler
2y
E1 : 1 e’g
a4
Sz
22
-
= 3 s

Sekil 2.4. Molekiiler elektronik, titresim ve donme enerji seviyelerini gosteren enerji
diyagrami®

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon
spektroskopisinden ayrilan en iistiin 6zelligi; atomik absorpsiyon spektroskopisinde
birbirinden farkli dalga boylarinda keskin cizgiler meydana gelirken, molekiiler
absorpsiyon spektroskopisinde, bircok dalga boylarini i¢ine alan genis absorpsiyon

bantlarinin meydana gelir.
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2.3.3. Isitmin Absorplanmasi ve Lambert-Beer Yasasi

Cesitli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gecirildigi zaman, i¢cinden bazi dalga boylar1 kaybolur. Bu 1s1nin absorplanmasi olarak
ifade edilir. Enerjiyi absorplayan molekiil, atom veya iyonlar uyarilirlar.

Uyarilan bir atom veya molekiil 10® saniye varligin siirdiirebilir. Sonra enerjiyi
geri vererek temel durumuna geger. Absorplanan 1sin enerjisinin madde tarafindan geri
verilmesi, genellikle 1s1 yayilmasi ile olur ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise
absorplanan 1s1n enerjisi daha uzun dalga boylu i1sinlar halinde yayilir. Buna
fotoliiminesans olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa siireli olanina floresans, daha uzun siireli
olanina fosforesans ad1 verilir. Her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu
vardir ve maddenin temel haliyle uyarilmig halleri arasindaki enerji farklar1 baska bir
maddeninkinden farklidir. Absorpsiyon spektrumlari; atomik absorpsiyon spektrumlari

ve molekiiler absorpsiyon spektrumlari olmak iizere iki béliime ayrilir.>2

Py () A P (J}

ctarny || >

Sekil 2.5. P, siddetindeki 151n demetinin absorplandiktan sonra P siddetinde ¢ikmas1®2

Monokromatik (tek dalgaboylu 1s1n) ve Po siddetindeki bir 151n demeti, kalinligt
b cm olan bir kiivette bulunan c¢ozelti tarafindan absorplandiginda siddeti azalma
gosterir ve P siddetinde ortamdan ¢ikar (Sekil 2.5). Buna gore 1s1n demetinin ortamdan
gecme oranina gegirgenlik ( T ) denir.49°0:52

T=P /P,

seklinde belirtilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:
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%T=P /P, 100

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak isimlendirilir ve absorbans

A =-logxT=-log P / P

seklinde formiile edilir.

Molekiillerin segilen dalgaboyundaki 1simay1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan
azalma Lambert-Beer esitligi ile verilir.9°0°2

A=logPo/P=¢b.C

€ : Molar absorptivite katsayisi, C: Konsantrasyon (mol/L)

2.3.4. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1ginin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans veya gegirgenligini Olgcmek ic¢in kullanilan bir cihazdir.
Spektrofotometrenin bilesenleri 151k kaynagi, monokromator, 6rnek kabi ve dedektordiir
(Sekil 2.6). Ultraviyole-Goriiniir Bolge spektrofotometrelerinin galisma araligi 110
nm’den 1000 nm arasinda degisen dalga boylarindadir. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga
boyu araliginda g¢alisan spektrofotometreler vakumlu ve fiyati yliksek cihazlardir. Bu
nedenler yliziinden laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometreler 200 nm ile 1000 nm
dalga boyu araliginda caligmaktadirlar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 1sin
kaynagi olarak 180-400 nm araliginda calismak tizere doteryum ve 400-2500 nm
araliginda calismak iizere tungsten olmak tizere iki lamba modeli bulunmaktadr,*5052
Sivi analiz Ornekleri icin 200-320 nm dalga boyu aralifinda kuartz, 320-700 nm
araligindaki bolgede ise cam kiivetler tercih edilir. Ornegin 15131 gecirgenligi dedektdr
ile 6l¢iiliir. UV ve goriliniir bolgede kullanilan dedektorler fotovoltaik veya fotoiletken
dedektorler, fototiipler ve fotocogaltict tiiplerdir. Spektrofotometrelerde 15181 toplayip,

yansitip, bolmek maksadiyla mercekler, aynalar, 151k boliiciileri de kullanilir.
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Sekil 2.6. Spektrofotometre cihazinin basit bir sematik gosterimi®®

2.3.5. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazinin Kullanim Amaclari

a) Kalitatif Analiz: Bilinmeyen bir madde saf hale getirildikten sonra UV
spektrumu 6lgiiliir. Bu spektrum, her acidan aynen daha Once Olgiilmiis olan
spektrumlarla karsilastirilir. Bilinmeyen maddenin spektrumu daha dnceden belirlenmis
madde spektrumlarindan hangisi ile ayniysa, bilinmeyen madde o maddedir. Bundan
baska bilinen bir maddenin saf olup olmadig1 bilinmiyorsa, maddenin spektrumu alinir.
Spektrumda beklemedigimiz piklerin var olmasi maddenin saf olmadigini gosterir.
Ayrica, UV 1sinlarla yapilan spektrofotometrik analizlerde benzer kromofor gruplarin
kalitatif tayininde de yararli olmaktadir. Kompleks yapili organik molekiillerin bile,
fonksiyonel gruplar disinda kalan boliimleri, 180 nm’den daha uzun dalga boylarina
kars1 gecirgenlik gostermektedir. Onun i¢in, 200-400 nm araliginda bir veya daha fazla
sayida pik izleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikiirt, halojen gibi
hetero atomlarin mevcut oldugu hakkinda fikir verir. Genellikle analiz yapilan 6rnegin
spektrumu, ¢ok sayida kromofor grup bulunan ve yapisi daha once tayin edilen baska
bir molekiiliin spektrumu ile karsilastirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir
fikir sahibi olunabilir. Ama analiz yapilan 6rnegin kesin yapisini1 anlamak gerekli olan
detayli bilgileri, utraviyole spektrumlarinda goremeyiz. Bu yiizden, ultraviyole
spektrumlarindan elde edilen kalitatif bilgiler, NMR, MS gibi diger yontemlerle
desteklenmeli miimkiinse ¢oziiniirliik, erime ve donma noktalar1 gibi verilerle
birlestirilmelidir. Genellikle analiz yapilan ornegin seyreltik ¢ozeltileri kullanilarak

kalitatif analiz hedefli ultraviyole spektrumlar elde edilir. Ugucu bilesiklerin gaz
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halindeki spektrumlar1 alinabilirse, daha detayli ve faydali spektrumlar elde edilir. UV-
Gortiniir Bolge spektroskopisinde kullanilacak ¢oziiciiniin bu bolgedeki isinlar igin
gecirgen olmasi ve Ornegi, net pikler gosterebilecek konsantrasyonlarda ¢ozmesi
gerekmektedir. Coziicii ile absorpsiyon yapan tiir arasindaki olabilecek etkilesmeleri de
diisiinmek gerekir. Ornegin, su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢oziiciiler, spektrumdaki
titresim detaylarin1  Ortme etkisi goOsterirler. Polar ¢oziicliler, hem spektrumun
titresimleri yliziinden kiigiik piklerin yok olmasina, hem de absorpsiyon bandlarinin ve
piklerin esas yerlerinden kaymasina sebebiyet verirler.>

b) Kantitatif Analiz: Ultraviyole ve Goriiniir Bélge absorpsiyon spektroskopisi,
arastirmacilarin kantitatif analizlerde en ¢ok kullandiklar1 tekniklerden bir tanesidir.
Kantitatif analizde, ilk 6nce analizi yapilacak numunenin maksimum absorbans yaptigi
dalga boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 okunur. Konsantrasyona karsi
absorbans grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi olusturulur. Sonra bilinmeyen maddenin
konsantrasyon kalibrasyon egrisi ile bulunur ve segilen sabit dalga boyunda absorbtivite
katsayis1 da belirlenmeye caligilir.>

2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kompleks karisimlar i¢inde olup birbirine benzeyen bilesenlerin
ayrilmasinda, belirlenmesinde ve tayininde genel olarak kullanilan analitik yontemler
toplulugudur.*®%052-%5  Kromatografik yontemler uygulamada en yaygin kullanilan
yontemlerdendir.

Kromatografik ayrimlarda taginma islemi sivi veya gaz hareketli fazin sabit faz
tizerinden gecirilmesiyle gergeklesir. Taginma sirasinda numuneyi olusturan maddelerin
farkli gé¢ hizlarina bagl olarak ayirma iglemi yapilir. Kromatografik ayirma isleminde

secilen sabit faz ile hareketli fazin birbiri ile karismamasi gerekir.Genel ifade ile; bir
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karisimdaki bilesenlerin belirli bir hareketli faz yardimiyla yilizey adsorpsiyonu,
dagilma, iyon degistirme ve boyut eleme 6zelliklerine bagli olarak, sabit faz lizerinden
ayrilmalarina kromatografi denir.>%®

2.4.1. Kromatografik Yontemlerinin Simiflandirilmasi

Kromatografi; sabit faz, hareketli faz ve ayirma yontemlerine gore degisik

sekillerde simiflarma ayrilir.>®> Bunlar:

A-Teorik Siniflandirma

Dagilma Kromatografisi

Adsorpsiyon Kromatografisi

Boyut Eleme Kromatografisi

Iyon Degisim Kromatografisi

B- Pratik Simiflandirma

e Diizlemsel Kromatografi (Kagit ve ince Tabaka Kromatografisi)

¢ Kolon Kromatografisi (Gaz, Stvi ve Siiper Akiskan Sivi Kromatografisi)

C- Hareketli ve Sabit Fazlara Gore Simflandirma

Kromatografinin hareketli ve sabit fazlara gore smiflandirmasi Sekil 2.7°de

gosterilmektedir.

Eromatografi
v ¥
Gaz Kromatografisi S1w1 Kromatografisi
¥ ¥
) ¥ v
Gaz-Sm K Gaz-Fat K Dizlemsel K
(GLC) (G3C)
KolonK ITE (TLC) KK
v v + v +
Swi-Kan K S-S K BagilFaz K Iyon Degizim K Digarlama K
(LSC) (LLC) (BPC) (TEC we ICY l
Jel Gegrrgenlik K Jel Filtrasyon K.
(GPC) {(GFC)

Sekil 2.7. Kromatografinin hareketli ve sabit faza gore siniflandiriimasi®
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2.4.2. Kromatografinin Dayandig1 Temel Olaylar

Kromatografide tanimlanan denge, analiz yapilan 6rnegin hareketli ve sabit faz
arasindaki etkilesimi kapsayan asagidaki esitlikle gosterilir.

Anareketli <> Asabit K= Cisabit/ Chareketli

Analiz yapilan 6rnegin sabit faz i¢indeki molar konsantrasyonun, hareketli faz
icindeki molar konsantrasyon oranina K denge sabiti denir. Partisyon orani veya
dagilma katsayisi olarak da ifade edilir. Analizi yapilan 6rnegin piki i¢in, numunenin
sisteme enjeksiyonundan sonra dedektdre ulasmasi i¢in gereken zamana da alikonma

zamani denir ve tr ile gosterilir (Sekil 2.8).

tr

tm
N J

Zaman

Dedektor Sinyah

Sekil 2.8. Tek bilesenli bir bilesik icin kromatogram®

Genellikle analit veya hareketli faz tutunmayan bir pik gosterir. Tutunmayan
maddenin enjeksiyondan sonra dedektore ulasmasi i¢in gecen zaman 6lii zaman olarak
ifade edilir ve tm ile gosterilir. Analiz yapilan Ornegin go¢ etme hizi: (kolon dolgu
uzunlugu/ 6lii zaman) olarak formiilize edilir. Kolon tizerindeki analiz yapilan érneginm
go¢ hizini ifade etmek i¢in kapasite faktorii (ka) kullanilir.

ka: [(analitin alikonma zamani-6lii zaman)/ 6lii zaman] esitligi ile gosterilir.
Ideal bir ayirim icin kapasite faktor degeri 1 ile 5 arasinda olmalidir.

Karisim halideki maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri kromatografi

mekanizmasi vardir,49:59:53:55
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2.4.3. Dagilma Kromatografisi

En yaygin kullanilan sivi kromatografi tiiriidiir. Dagilma, ¢éziinen maddenin
hareketli faz ile kati faz iizerinde adsorplanmis sivi fazdaki ¢oziiniirliigline veya
hareketli faz gaz ise uguculugu esasina dayanir. Sivi-sivi ve bagli-sivi faz
kromatografisi olarak iki tipi mevcuttur. Destek katisina sabit fazin tutunmasina baglh
olarak bu iki yontem ayrilir. Sivi-sivi kromatografisinde, sivi faz dolgu maddesinin
yiizeyine fiziksel kuvvetlerle sabitlenmistir. Bagli-sivi faz kromatografisinde ise kati
destek ylizeye bagli organik sivilar kimyasal olarak tutturulmustur. Hareketli ve sabit
fazlarin bagil polarliklarina gore dagilma kromatografisi ikiye ayrilmaktadir. Normal
faz kromatografisinde sabit faz oldukca polar ve hareketli fazda apolardir, ters faz
kromatografisinde sabit faz apolar (¢ogunlukla hidrokarbon) hareketli faz nispeten
polardir (su, asetonitril, metanol).*®50%°

2.4.4. Adsorpsiyon Kromatografisi

Karigim halindeki 6rneklerin kati destek lizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi
esasina gore birbirlerinden ayrilabildikleri kromatografi tipidir. Yiizey veya kolon
boyunca ¢6ziinen maddenin hareketinin hiz1 ¢oziicli ve kat1 sabit fazin polarliklarina
gore degisir.*9°0°

2.4.5. Tyon Degistirme Kromatografisi

Bir katinin yapisindaki iyonlari, i¢inde bulundugu ¢ozelti igindeki ayni cinsten
yiiklii bagka iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi Ozelligine dayanir. Cozeltide
¢oziinmeyen biiylik molekiillii dogal veya sentetik katt maddeler bu maksatla kullanilir.
Organik iyon degistiriciler (diger adiyla regineler) suda ve bir¢ok organik ¢oziiciide
¢oziinmeyen, ¢ok sayida anyon ve katyon ihtiva eden biiyiikk molekiilli maddelerdir.

Bunlar anyon ve katyon degistirmede ve selektif iyon degistirmede kullanilir. Inorganik
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iyon degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir. Bunlar genel olarak; Na, Alz Sis
O12°dir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar, serumlar, gida katki maddeleri, vitamin
kompleksleri, tatlandiricilar ve farmasotik preparatlar gibi birgok farkli organik ve
biyolojik sistemlere uygulanabilmektedir.*9-50:>

2.4.6. Boyut-Eleme Kromatografisi

Jel-gegirgenlik veya Jel-siizme kromatografisi adi ile de bilinen boyut-eleme
kromatografisi, oOzellikle yiiksek molekiill agirlikli maddelere uygulanabilen bir
yontemdir. Bu kromatografi tiirii i¢in dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve ¢oziicii
molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag1 igeren kiigiik boyutlu silis
veya polimer taneciklerinden olusmustur. Porlar igerisinde kiiglik molekiiller
tutulabilmekte, biiyiikk molekiillerde gozenek disinda kaldigindan dolayr hareketli faz
stiriiklenmesi ile kolondan kolaylikla ayrilmaktadir. Bundan sonra gézeneklerde tutulan
kiigiik molekiiller de hareketli faz ile yiizeyden kolaylikla ayrilabilmektedir. 4%°%°°

2.4.7. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC)

Yiiksek basing altinda kiiclik dolgu maddeleri dolu ile bir kolonda yapilan bir
kromatografi tiiriidiir. S1vi olan hareketli fazin, karisimi sabit faz iizerinden bir kolondan
belirli bir basin¢ uygulanarak siiriikkleyip ayirdigi kromatografik sistemlerdir. Yiiksek
performans sivi kromatografisi, dagilma kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi,
iyon kromatografisi, jel kromatografisi olmak iizere dért bdliimde incelenir.>® Yiiksek
performans sivi kromatografisi en ¢ok tercih edilen analitik ayirma yontemlerindendir.
Hassaslik, birgok maddeye uygulanabilme, yiiksek dogruluk ve kesinlik bu yontemin
avantajlarindandir. HPLC cihazi pompa, 6rnek giris sistemi (enjeksiyon blogu), kolon,

dedektor ve kaydediciden (data sistemi) olusur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. HPLC cihazinin sematik gosterimi®

a) Pompalar: Pompalar sikica doldurulmus kolon iginden hareketli fazin
akiginidan sorumlu boliimlerdir. Sabit basingli ve sabit akisli pompalar olmak tizere iki
tipi mevcuttur. Sabit basingli pompalarda; hareketli faz bir haznede bulunur ve bu hazne
azot gibi eylemsiz bir gaz yardimiyla basing altinda tutulur, bu basing hareketli fazin
akigin1 saglar. Sabit akisli pompalar; Herhangi bir nedenle sistemin gegirgenligi
bozulursa veya ¢oziicliniin vizkozitesi degisirse olusan i¢ basing degisikligi, motorla
saglanan basing degisikligi ile kapatilir. 490

HPLC cihazlarinda, hareketli fazin kolon ve dedektér’den gegmesini saglayan
pompa sistemleri asagidaki 6zellikleri tasimalidir.

1-6000 psi kadar basing iiretmek

2-Pulse-free ¢ikis vermek

3-0.1-10 mL/dk araliginda akis hiz1 diizenlemek

4-% 0.5 ve daha iyi akis tekrarlanabilirligi saglamak

5-Korozyona dayanikli parcalara (paslanmaz celik, teflon) sahip olmak

b) Ornek Giris Sistemi (Enjeksiyon Blogu): Valf enjektorler ve sirmga
enjektorler olmak iizere iki tip enjeksiyon vardir. Valf enjektorler, paslanmaz ¢elikten

yapilmis boru seklindeki bir iiniteye baglanan ve agilip kapanabilen valflardan ibaret

olup kiiciik bir boru ile kolon basina baglanmistir. Valf yiikleme durumunda iken 6rnek
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loop icine verilir. Ayn1 anda hareketli faz, valf i¢indeki ayr1 bir boliimden kolona akar.
Valf, enjekt durumuna getirildigi zaman loop pompa ve kolon arasindaki akisa
baglanmis olur. Siringa enjektorler, enjeksiyon aleti dogrudan dogruya kolon basina
baglanmistir. Kolon basinda 5-10 mm derinliginde bir boliim bulunmakta ve bu boliime
cam tanecikleri doldurmaktadir. Kolonun dolgu materyali ile bu cam tanecikler arasinda
paslanmaz celikten yapilmis bir ag vardir. Ornek, cam tanecik tabakas igine bir siringa
ignesi ile verilir. Siringa enjeksiyon ya pompayi1 kapatip akist durdurduktan sonra
ornegi vermek ve sonra tekrar pompayi acarak hareketli fazin akigini saglamak ya da
akis1 durdurmadan 6rnegi kauguk bir bolmeden (septum) kolona enjekte etmek suretiyle
yiiriitiiliir. Valf enjektdrlerden daha iyi kolon etkinligi verir,*%°0:%

c) Kolonlar: Paslanmaz ¢elikten ve plastikten yapilabilen kolon, sistemin 6énemli
parcasidir. Kolonlar 5-150 cm uzunlugunda ve i¢ c¢aplart 8-11 mm arasinda
degismektedir. Dolgu maddesi taneciklerinin ¢ap1 ise 5-10 um ile 35-125 um
arasindadir ve sistemin performansint biiylik oranda etkiler. Mikropartikiilli ve
tamamen gozenekli dolgulara sahip kolonlarmn en bilinenleri 10-30 cm uzunluktadir.
Retensiyon zamanini azaltacagindan dolayr kisa kolonlarla ¢aligmak hizli analizlerde
daha avantajlidir. Son yillarda iiretilen yiiksek performanslt kolonlar 2.1 mm i¢ ¢apinda
ve yaklagik 100 mm ve {istii uzunlugunda olan dar ¢apli kolonlardir. Kolonlarin ¢aplari
preparatif analizlerde genislik gostermektedir. Ayirabildikleri maksimum madde

miktarina gore kolonlarn siniflandirilmasi asagidaki gibidir (Tablo.2.1)

Tablo 2.1. Ayrrabildikleri maksimum madde miktarina gére kolonlar

Capit Uzunluk  Ornek miktar AkisHiz

Kolon Tipi
(mm) (cm) (mg) ( mL/dk)
Mikrobor Analitik  1-2 7-30 0.01 0.1
Standart Analitik 3-5 7-30 0.1 1.0
Preparatif 5-20 25-50 1.0 10.0
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Uretici firmani kolon igin belirledigi calisma prensipleri kolonlar kullanilmadan
once okunmalidir. Kolonun verimliligi ve émrii i¢in maksimum basing, optimum akis
hiz1 ve uygun pH gibi parametreler g6z 6niine alinmalidir.

Fiyat1 yiiksek kolonlar1 daha uzun siire kullanmak i¢in iki tane koruyucu kolon
tipi vardir. Bunlarin ilki 6n kolondur (precolumn).Silika igerir ve pompa ile enjektor
arasinda bulunur. Hareketli fazin bu kolondan gegirilir ve silika ile doyurulan hareketli
faz analitik kolon i¢indeki dolgu materyalinin hareketli fazdaki ¢oziiniirliigiinii engeller.
Ikinci kolon enjektdr ile analitik kolon arasinda bulunan ve 2-10 cm uzunlugundaki
analitik kolona esit i¢ ¢ap ile koruyucu kolon (guard column) dur. Bu kolon, 6rnek
icindeki kirlilik ve safsizliklari tutarak bunlarin analitik kolondaki dolgu materyaline
baglanmasina mani olmaktadir.4°%%°

d) Dedektorler: Dedektorler, kolondan g¢ikan eliiatin igindeki maddeleri tespit
etmeye yarayan boliimlerdir. Universal ve secici olmak iizere iki tipe ayrilirlar.
Secicitiplerden floresans dedektorler, ED dedektorler, UV-Goriinlir Bolge dedektorler,
diod array dedektorler, tlniversial detektorlerden de reflaktif indeks dedektorleri
analizlerde ¢ok kullamlan dedektdrlerdir. Universial dedektérler, kolondan ¢ikan
eliiatlarin hemen hemen hepsine karsi1 duyarli olabilen tiplerdendir. Bu dedektdrlerden
baska kondiiktivite, radyoaktivite, fotokondiiktivite, Infrared (IR) ve kiitle dedektorleri
gibi dedektér tipleri de vardir. #9505

2.4.8. Yiiksek Performansh S1ivi Kromatografisinin Uygulama Alanlar:

a) Kimyasal Ayirma: Belirli bir bilesigin, hareketli faz yardimiyla sabit faz
tizerinde siiriiklenip ayrilmasi temeline dayanir. Kiral bazli ayirimlart da

yapllabilir_49'50,55
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b) Saflastirma: Hedef bir maddenin, diger maddelerden ya da kirliliklerden
ayrilmasidir. Yeterli ayirmanin saglanabilmesi i¢in uygun hareketli ve sabit faz tercihi
g6z Oniinde bulundurulmalidir. 4905

c) Kalitatif Analiz: HPLC ile herhangi bir maddenin tespiti i¢in, dedektor
secimi cok Onemlidir. Bu ama¢ icin gelistirilmis bircok c¢esit dedektér mevcuttur.
Ayirma iglemi yapilirken en ¢ok dikkat edilmesi gereken husus, bilinen bir 6rnegin
verdigi pikin kesin olarak saptanmig olmasidir. Ancak net bir sonug¢ almak icin, birkag
yontemin karsilastirmali olarak denenmesi gerekir.*9°0°

d) Kantitatif Analizz HPLC ile miktar analizi, bilinmeyen Dbir
konsantrasyondaki maddenin, bilinen bir ¢6zelti iginde tanimlanmasi ile olur ve analiz
icin, bir seri standart ¢ozeltinin, HPLC’ye verilmesi gerekir. Bilinen bu ¢ozeltilerin
kromatografileri sonucu elde edilen pikler, istenen bilesigin konsantrasyonunun
bulunmasinda fayda saglayacaktir. 450>

2.5. LC-MS/MS

LC-MS/MS, s1vi kromatografisinin fiziksel ayirma ozellikleri ile kiitle analizine
olanak tantyan MS yonteminin birlestirlmesiyle olusturulmustur. LC-MS/MS yiiksek
secicilik ve hassasiyete sahip bir analitik tekniktir. Iyonlastirilip primer parcalanan
molekiiller ilk quadrupol hiicrede m/z (kiitle/yiik) oranina gore ayrilir. Sadece analizi
istenen iyon filtreden geger. Filtreden gegen molekiiler iyonlar collision gazi ad1 verilen
azot gazi ile pargalanir. Ikinci quadrupol filtrede parcalanan iyonlardan iginden segilen
ikincil iyon detektore ulastiktan sonra analizi yapilir.®® Genellikle belli bir karigim
icerisinde istenen bir kimyasal maddenin miktarin1 belirlemek i¢in kullanilir. Kiitle
spektroskopisinde single quadrapole, triple quadrapole, ion trap, TOF ve Q-TOF gibi

farkli kiitle analizorleri kullanilmaktadir.

Iyon optik béliimii: fyonlarn cam kapilerden sonra odaklanarak Quadrupollere
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aktif sekilde girisini saglar.

Kuadrupoller segici filtrelerdir. Istenilen iyonlarin ilerlemesini saglar. LC-
MS/MS de iki adet kuadrupole bulunur®®,

Parcalama hiicresi iki kuadrupolun ortasinda bulunur. Ilk kuadrupoleden segilip
gelen iyonlar parcalama hiicresinde yiiksek safliktaki azot gazina c¢arptirilarak
parcalanip ikinci kuadrupole girer®®,

Ikinci Kuadrupole gelen iyonlar secilerek dedektore gonderilir®?.

Dedektor: Kuadrupollerde segilen iyonlar elektronlara doniistiiriilerek
dedektorde okunur. Pozitif modda gelen pozitif iyonlar dedektore diisiiriilerek (10 kV)
elektronlar firlatilir. Elektronlar saptirilarak elektron gogalticrya gonderilir. Olgiilen
akim sinyale dontstiiriiliir. Negatif modda gelen negatif iyonlar dedektore diiser firlayan
pozitif iyonlar tekrar elektronlara ¢evrilerek elektron ¢ogalticiya gonderilir.

LC/MS-MS sisteminde 4 farkli iyonizasyon teknigi bulunmaktadir.

1. Dogrudan sivi girisi (Direct liquid introduction) (DLI)

2. Termosprey (TS)

3. Atmosferik basing kimyasal iyonlastirma (APCI)

4. Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

Analizimizde elektrosprey iyonizasyon (ESI) kullanildi. Analizi yapilan madde,
stv1 kromatografiden gelen ¢oziicii ile birlikte piiskiirtiiliir, bu esnada 1sitilmis kurutucu
gaz ve giiclii bir elektrik alan uygulamasi ile kiitle dedektoriine girmeden Once

iyonlasir®’.
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Sekil 2.10. ESI LC-MS/MS>®

Elektrosprey arayiizii (ES) genelde polar yapili, kolay iyonlasabilen ve kolay
pargalanabilen maddeler i¢in 1yi bir tercihtir. Parcalanma teknigi basittir ve parcalanma
cok az miktarda olur.®®

Kiitle/iyon (m/z) orani ayni olan pek ¢cok molekiil bulunmaktadir. Ama ayni
parcalanma iyonuna sahip molekiil 1/10000 oranindadir. Bu sebeple LC-MS/MS analite
spesifik bir tekniktir. LC-MS/MS ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda miktar tayini
yapmak bu teknigin avantajlarmdandir.>®

Standart HPLC tekniginde madde sadece alikonma siiresine (tR) gore
degerlendirilirken LC-MS/MS birincil ve ikincil iyonlarla (molekiiler iyon ve iriin
iyon) degerlendirilmektedir.>

Madde enjeksiyon yapildiktan sonra guard (koruyucu) kolondan gegerek analitik
ayirmanin gercgeklestirilecegi kolona, mobil faz ile beraber gecer. Kolonda eliisyon
gerceklestigi sirada maddeler sabit faza olan afinitelere gére ayrim islemi gercgeklesir.
Dogru mobil faz se¢imi piklerin birbirinden ayrilmasini saglar. Polarite, pH ve molekiil
yapist ayrimin istenilen seviyede olmasini saglayan faktorlerdir. Mobil fazlar degaze

edilerek kolona hava girisi bloke edilir.*
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“Ornek, kuadrupollerden gecerek parcalanmak iizere MS’e girer. Bir kuadrupol,
bir kare diizlem boyunca siralanmis 4 paralel ¢ubuktan olusur. Analit iyonlar
kuadrupoliin olusturdugu karenin i¢ine yonlenir. Cubuklarin ortasinda elektromanyetik
alan liretmek tizere gubuklara voltajlar uygulanir. Bu elektromanyetik alanlar verilen bir
zaman araliginda, hangi m/z oranina sahip iyonlarin filtreden gegecegini belirler.
Kuadrupoller, en basit ve en az pahali kiitle analizorleridir.”>

“Multiple-stage MS’lerde; kapiler boruya, (Qo) giren 6rnek, burada pargalanir,
birinci kuadrupol (Qi) &nciil iyonu (6rn: [M+H]+) segmek igin kullamilir. Ikinci
parcalanma, CID, ¢arpisma hiicresi denilen (Q2) de gergeklesir. Q2, argon gaziyla dolu
bir odada radyofrekansli bir ¢arpisma odacigidir. Q2, segilen oOnciil iyondan farkl
pargalar elde edildigi hiicredir. Qs sadece tek bir ikincil iyonu filtre eder. Sadece bu
iyon detektore ulasir ve bu iyondan hem nicel tayin, hem de onciil iyondan olusan
ikincil iyon gozlenerek nitel tayin gergeklestirilebilir. Birincil parcalanmadan elde
edilen o6nciil iyonun ikinci kez pargalanmasi ve bu parcalanmadan elde edilen o analite
ozgii karakteristik iyonun izlenmesi islemine MRM (Coklu Reaksiyon izleme) denir.
MRM isleminin duyarligi, olusan ikincil iyonun miktarin1 belirler. Qsz’ten detektore
gelen iyonlar sayilir.”®

Kiitle analizorleri iki modda ¢alisir: Scan modu ve SIM modu. Scan modunda,
kiitle analizorii farkli m/z oranlarina sahip iyonlar izler. SIM modunda ise, sadece belli
m/z oranina sahip olanlar1 izler. Duyarlilig1 fazladir fakat daha az iyon hakkinda fikir
saglar. SIM tek MS’ li sistemlerde tercih edilirken, LC-MS/MS’te daha ¢ok MRM
tercih edilir.>®

2.5.1. LC-MS/MS’in Uygulama Alanlari

LC-MS/MS ila¢ analizlerinde en ¢ok kullanilan yontemlerden bir tanesidir.

Bundan dolayr farmakokinetik ve biyolojik analiz ¢aligmalarinda kullanim aralifi ¢ok
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genistir. Analizlerde ilacin dolasimda veya organlarda tayinini kisa zaman zarfinda
yapmak Onemlidir. MS duyarlilik, analiz siiresi ve secicilik bakimindan UV’ye gore
istlinliik kurmasindan 6tiirli daha fazla tercih edilmektedir. MS’in en biiyiik artilarindan
bir tanesi MS-MS’in varligidir. Dedektor istenen bir iyonun dl¢iilmesine odaklanabilir.
MS-MS yontemi ile analiz 60 saniye veya daha kisa siire i¢inde yapilabilmektedir. Bu
analiz siiresi HPLC ile kiyaslandiginda oldukca kisadr.®°

LC-MS/MS proteomiks ¢alismalari, in vivo ilag arastirmalari, metabolik stabilite
arastirmasi, metabolit tayini, safsizlik tayini, bozulan friinlerin tayini, kantitatif

arastirmalar ve kalite kontrol ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

iyon -
yon : Kiitle Kiitle )
» Kaynagi lyon Filtresi 1 Carpisma Filtresi 2 Dedektor
Girig Mercekleri Hiicresi

VAKUM SIiSTEMI

ELEKTRONIK SiSTEM

Sekil 2.11. LC-MS/MS cihazinin sematik gosterimi

2.6. Analitik Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik testi (validasyon), bir analiz yonteminin performans o&zelliklerini
istenilen analitik uygulamada, belirlenen gerekli kosullarda sagladigini gostermek igin
yapilan islemlerin tiimiidiir. Analitik yontemin kabul edilebilirligini gdstermek i¢in
kullanilan analitik parametreler sunlardir:

1. Dogruluk; 2. Kesinlik; 3. Dogrusallik; 4. Duyarlilik; 5. Stabilite; 6. Secicilik/

Belirleyicilik; 7. Saglamlik; 8. Geri Kazanim.®*
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2.6.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, elde edilen degerin gergcek degere olan yakinligidir ve bagil hata
(%BH) ile verilir. Kesinlik, tekrarlanan analiz sonug¢larinin birbirine olan yakinligidir ve
standart sapma (SS), bagil standart sapma (%BSS), varyans veya varyans katsayist ile
gosterilir. Kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve yenilenebilirlik olarak {i¢
asamadir. Tekrarlanabilirlik, ayni analiz sartlarinda kisa bir siire sonra kesinlik
degerinin gostergesidir. Ara kesinlik, laboratuvarlar arasindaki farklari (giin degisikligi,
analizi yapan kisi degisikligi, cihaz degisikligi gibi) gosterir. Yenilenebilirlik:
laboratuvarlar arasindaki kesinligi gosterir (laboratuvarlar arasinda yapilan isbirlikli
calismalar, ydntem standardizasyonu gibi).%>¢*

2.6.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin konsantrasyonuna karsi cihaz
cevabinin (absorbans, pik alanit vb. gibi) grafige gecirilmesi ile elde edilen egriye
kalibrasyon egrisi denir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel bir
Olctistidiir. Kalibrasyon egrisinde,egrinin dogrusal oldugu en diisiik konsantrasyon ile en
yiiksek konsantrasyon araligia ydntemin dogrusallig: olarak ifade edilir.5

2.6.3. Duyarhhk

Analitin konsantrasyonundaki degisimlere karst cihazin verdigi sinyaldeki
degisikliktir. Bir baska ifadeyle, analitik yOntemin diisiik konsantrasyonlar
saptayabilme ozelligidir.%% Gozlenebilme Simr1 (Limit of Dedection, LOD):
Belirlenen deney kosullar1 altinda, 6rnek icinde kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte
dlgiilebilen en diisiik madde konsantrasyonudur.%*

Miktar Tayin Alt Simir1 (Limit of Quantitation, LOQ): Belirlenen deney
kosullarinda saptanabilen en diisiik konsantrasyondur. Bir sinir degeri olup, madde

konsantrasyonunun belirli bir degerin altinda veya {istiinde olup olmadig1 saptanir. Bu
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sinir, saptama sinirinda hazirlanmis uygun sayida rnegin analizi ile gergeklesir.®*

2.6.4. Stabilite

Stabilite, belirli bir matriks i¢indeki bir analitin, amaglanan saklama 1sisinda,
dondurma veya c¢ozme donemlerinin etkisinde, oda 1sisinda veya diger ¢evresel
faktorlerin etkisinde bozunmadan kalma siiresi olarak tanimlanir. Ayrica, normal
laboratuvar sartlarinda nem, sicaklik, 151k ve hava gibi etkilere saf analit ve/veya analit
cozeltisi maruz birakilarak hangi siirede bozunmadan kaldiginin laboratuvar testleri ile
incelenmesidir.®*

2.6.5. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerindeki kiiciik ancak énemli
degisikliklerde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir Ol¢iisiidiir ve yontemin normal
kullanimi sirasinda giivenilirliginin bir gostergesidir. Yontem gelistirme sirasinda akis,
pH, 1s1, kolon gibi elde edilen sonuglar iizerine etki gosteren bu gibi parametrelerin
sonuglar tlizerine etki gostermeyen degisikliklerin araligi da saglamlik araligi olarak
isimlendirilmektedir.®*

2.6.6. Geri Kazanim

Analitik geri kazanim bir numune ortamindan ekstrakte edilen ve numune
ortamina ilave edilen analitin miktarindan elde edilen degerin standart c¢alisma
cozeltilerinden elde edilen degerler ile kiyaslanmasi sonucunda belirlenen degerdir.
Biyolojik ortamlarda ise analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere orani olarak
ifade edilir.%

2.6.7. Secicilik-Belirleyicilik

Safsizliklar, parcalanma {irlinleri veya diger girisimler varliginda incelenenin tam
olarak degerlendirilebilmesi ile ilgili parametredir. Yontemin analiz yapilacak maddeye

ozgiiliigiinii gosterir.®?
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler

Silodosin (Sigma-Aldrich); UROREC (Recordati lag)

Asetonitril (HPLC saflik, Merck, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

Sodyum Karbonat (Merck,Almanya)

TBME(Tersiyer-Butil-Metil-Eter) (Sigma-Aldrich)

Diizopropil eter (Merck, Almanya)

Dietil eter (Merck, Almanya)

Trifloro Asetik Asit (TFA) (Merck, Almanya)

Karbamazepin (Sigma-Aldrich)

Deiyonize Su (Sigma-Aldrich)

Otomatik pipetler (10-100 pL, 100-1000 uL ve 1000-5000 uL), kuvartz kiivet
(USA), oto ornekleyici vial kitleri (Agilent, 1.8 mL screw cap), erlen, beher, meziir,
balon joje, deney tiipii Erzurum Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Laboratuvarlarindan, biyolojik matriks olarak kullanilan saglikli insan plazmas1 Atatiirk
Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Bankasindan temin edildi.

3.2. Cihazlar

Santrifiij ( Hettich, RPM x 100)

Ultrasonik banyo (Elma LC 30)

Terazi (Metler Toledo)

Karstiricr (Vorteks, IKA)

Su banyosu (GFL)

Etiiv (Memmert)
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Vakum pompas1 (Phenomenex)

Spektrofotometre sistemi (Thermospectronic, HealOS B)

LC-MS/MS Sistemi - Agilent Technologies 6460 Triple Quand ve HP bilgisayar
-Kolon Agilent poroshell 120 EC-C18 (4.6*150mm 2.7 micron)

3.3. Yontemler

3.3.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontem Sartlar:

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ¢alismamizda uygulanan yontem sartlar

Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontem sartlari

Yo6ntem Sartlari Silodosin
Data modu Absorbans
Start Lambda( A) (nm) 250 nm
Stop Lambda (1) (nm) 300 nm

Lambda (L) Degisimi (nm) 345 nm

Tarama Hizi 2 nm/dk
Bant Genisligi 2 nm
Diizgiinliik Yiiksek

3.3.2. Sim1 Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC-MS/MS) Yontem
Sartlari

LC-MS/MS ¢alismasinda, uygulanan yontem sartlar1 Tablo 3.2°de gosterildi.
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Tablo 3.2. LC-MS/MS yoéntem sartlari

Sabit Faz

Agilent Cyg kolon (5 pm, 150 x 4.6 mm)

Hareketli faz

10 mM Amonyum Asetat(ph:4.6)-
Asetonitril (60:40, h/h)

Akis hizi 0,4 mL/dk
Kolon sicakligi 25°C
Enjeksiyon hacmi 2 ulL
Analiz siiresi 2 dk

Iyonizasyon Elektron sprey pozitif
Molekiiler iyon (Silodosin)/Product iyon ~ 496.0/261.0
Molekiiler iyon (Karbamazepin)/Product ~ 237.3/193.9
iyon

Kurutma gaz akis hizi 10 I/dk
Piiskiirtme basinci 45 psi
Kurutma gaz sicakligi 300 °C
Parcalama voltaji 200 eV
Kurutma sicakligi 250 °C
Kapiler voltaj 3500 V

Sarj voltaj 500V

3.4. Silodosinin Plazmadan Sivi-Sivi Ekstraksiyon Prosesi

e Istenen konsantrasyondaki ¢ozeltiyi elde etmek icin eklenen standart

silodosin ¢ozeltisinin metanolii azot gazi altinda uguruldu.

e 0.5 mL bos insan plazmasi eklendi. 30 saniye vortexde karistirildi.

e Uzerine 100uL 0.5M NaCOs eklendi ve 30 saniye vortexde karigtirildi.

e 4AmL Dietil eter-TBME, (3:1,h/h) eklendi ve 90 saniye vortexde karistirildi.

e 3500 rpm de 5 dakika boyunca santrifiijlendi.

e Organik faz alindiktan sonra oda sartlarinda azot gazi ile uguruldu.

Elde ettigimiz kalint1
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a) LC-MS/MS yontemi igin;

I mL metanolde ¢6ziildi

30 saniye karistirildi

45 um gozenek biiytlikliigline sahip filtreden siiztildii
Otomatik pipetle viallere koyuldu

2 uL LC-MS/MS sistemine enjekte edildi

b) UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Y ontemi igin;

5 mL metanolde ¢oziildii
30 saniye karistirildi

Kuvartz kiivetlere koyuldu ve dl¢timler alind1

3.5. Kapsiil Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Silodosin etkin maddesini igeren tek farmasotik preparat (silodosin 8mg kapsiil)

serbest eczaneden temin edildi. 3 adet kapsiil igerigi tartilarak kiitlesi belirlendi. lyice

karistirilarak homojenize edildi. Balon jojeye konuldu ve metanolde ¢oziilerek 240

ug/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢6zeltiden uygun hacimlerde

alinarak ¢alisma ¢ozeltileri elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Stok, Standart ve Kalite kontrol Cozeltilerin Hazirlanmasi

100 mg silodosinin hassas terazide tartilma isleminden sonra 100 mL metanolde
¢oziilmesiyle 100 pg/mL’lik stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok ¢ozeltiden 5, 10, 15, 20,
30, 40, ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢ozeltileri ve 7.5, 25 ve 45
pg/mL  konsantrasyonlarda kalite kontrol c¢ozeltileri hazirlandi. Standart c¢aligma
cozeltilerinin UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrede 272 nm dalga boyunda sifirinci ve

birinci tiirev absorbanslari alindi1 ve Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.1. 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda silodosin standart
cozeltilerinin  UV-Goriinlir Bolge Spektrofotometri  sifirinct  tiirev  absorbsiyon
spektrumlari
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Sekil 4.2. 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda standart silodosin
cozeltilerinin - UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri  birinci  tlirev  absorbsiyon
spektrumlari

4.1.2. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

a) Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi: UV-Gorlinir Bolge
Spektrofotometride 5-50 upg/mL konsantrasyon araliginda elde edilen silodosin
coOzeltilerinin spektrumlar1 silodosin ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarina karsilik alinan
absorbans degerlerinin grafige dokiilmesi ile sifirinct ve birinci tiirev kalibrasyon
egrileri ¢izildi ve Sekil 4.3 ve 4.4’de gosterildi. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri
yontemiyle olusturulan kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de

gosterildi.
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Sekil 4.4. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminde standart ¢ozeltilerin birinci
tiirev kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

aCA
Yontem al R Sa Sb R2
(ng/mL)
Sifirinci
. 5-50 A2720m=0.0189x+0.2011 0.9959

turev 0.0021 0.0129

Birinci

irev 5-50 A2720m=0.0206x-0.0007  0.0091 0.0034 0.9967

CA: calisma araligi, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi, Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

b) Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ): Silodosinin
standart cozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinde gosterilen en kiiglik
konsantrasyondan daha kii¢iik konsantrasyonlara inilerek standart c¢alisma gozeltileri
olusturuldu ve alt1 kez absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin standart sapma ve bagil
standart sapmalar1 (%BSS) hesaplandi. LOD degeri yiizde bagil standart sapma degeri
%20’den kiigiik olan konsantrasyon ve LOQ degeri ise %10’dan kii¢iik olan
konsantrasyon olarak belirlendi. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sifirinci tiirev igin 2
pg/mL ve 5 pg/mL olarak, birinci tiirev i¢in 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL olarak belirlendi.

c) Dogruluk ve Kesinlik: Yontemin dogrulugu, kesinligi giinigi ve giinler arasi
(7.5, 25 ve 45 ug/mL) elde edilen silodosin Kkalite kontrol ¢6zeltileri giini¢i (ayni
yontem ile ayni laboratuvar kosullarinda bir giinde 6 defa) ve giinler arasi (ayni
yontemle 6 farkli giinde 6 defa) miktar tayinleri yapildiktan sonra deney sonuglarinin
ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi hesaplandi.
Dogruluk bagil hatayla [%BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve
kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo

4.2).
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Tablo 4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin dogruluk ve kesinlik
degerleri (n=6)

Giinler arasi

Eklenen
BulunanzSS Dogruluk Kesinlik BulunantSS Dogruluk Kesinlik
(hg/mL) (ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH % BSS
7.5 7.62+0.07 1.6 0.96 7.5940.07 1.2 0.98
25 25.40+0.36 1.59 14 25.9740.95 3.88 3.67
45 45.92+0.30 2.04 0.67 44.66+0.46 -0.76 2.28
Giinler arasi(Birinci Tiirev)
Eklenen
Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik
(hg/mb) (ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH % BSS
7.5 7.67£0.07 2.27 0.98 7.3940.11 -1.47 1.51
25 26.18+0.03 4.72 191 25.93+0.94 3.72 3.63
45 44.3+0.05 -1.56 2.10 45.63+0.78 14 1.71

SS: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

d) Analitik Geri Kazanim: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontemi ile
farmasdtik preparatlarda silodosinin geri kazanim ¢alismasi standart ekleme yontemine
gore yapildi. Silodosin etkin maddesi igeren urorec 8 mg ticari ilacindan 10 pg/mL
konsantrasyonda 3 farkli ila¢ ¢6zeltisi Boliim 3.4.’de belirtildigi sekilde hazirlandi. Bu
ilag ¢ozeltilerini UV-Goriiniir Bolge spektrumlari alindi. Bu ¢ozeltiler iizerine 5, 40 ve
80 pg/mL konsantrasyonlarda silodosin standart ¢alisma ¢ozeltileri eklendi ve UV
Spektrumlar1 alindi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil
standart sapmasi belirlendi. Analitik geri kazanim [%GK= (toplam ¢ozeltinin bulunan
degeri-ilag ¢ozeltisinin degeri) / eklenen standart ¢ozeltisinin degeri)x 100]. Calisma
sonucunda elde edilen, standart sapma, bagil standart sapma ve ylizde geri kazanim
(%GK) degerleri Tablo 4.3°de ve 7.5, 25 ve 45 pg/mL konsantrasyonda {i¢ farkl ilag

¢ozeltisine ait UV spektrumlari ise Sekil 4.5°de verildi.
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Sekil 4.5. Tlag ¢ozeltisine eklenen 3 farkli konsantrasyondaki silodosinin standart
calisma ¢dzeltilerinin spektrumlari

Tablo 4.3. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin analitik geri kazanim
degerleri

Kapsiil Eklenen

©AQ i R 1
Farmasotik cozeltisi silodosin Prealama=ig %GK %BSS
Preparat L
(omL)  (ugmi)  BOMD
2.5 7.2+0.08 96.6 1.1
Silodosin
20 22.6+0.12 90.3 0.5
(8 mg/kapsiil) 5
40 46.4+0.20 103 0.4

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim

4.1.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

8 mg/kapsiil silodosin iceren urorec kapsiil ¢ozeltileri Bolim 3.4.’de belirtildigi
sekilde hazirlandi. Kalibrasyon egrisi sinirlarinda tayin edilecek sekilde ¢ozeltiler
seyreltildi ve UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemi ile miktar tayinleri yapildi.
Elde edilen absorbans degerleri standart silodosin ¢ozelti degerleri ile karsilastirilarak

%GK ve %BSS degerleri Tablo 4.4°de verildi.
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Tablo 4.4. Silodosin urorec kapsiiliiniin miktar tayini (n=6)

Olgiilen Bulunan+SS

Ticari Preparat %GK %BSS Giiven Araligi
(ng) (ng)
Urorec
40 39.24+0.35 98 0.89 0.10
(8 mg/kapsiil)

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim

4.1.4. Plazma Calismasi

a) Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi: Calismada kullanilan plazma Atatiirk
Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi kan merkezinden temin edildi. Plazma
kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL’lik
konsantrasyonlardaki silodosin standart ¢calisma ¢ozeltilerinden uygun miktarlarda bos
plazmanin 0.5 mL’sine spayk edildi, karigtirildi ve Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde
ekstraksiyonlar1 yapildi. Her bir ¢dzeltinin sifirinci ve birinci tiirev UV-Goriiniir Bolge

spektrumlart alindi ve Sekil 4.6 ve 4.7°de verildi.
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Sekil 4.6. 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL konsantrasyondaki silodosin plazma
cozeltilerinin UV sifirinci tiirev spektrumlari

43



15t Derr. Absorbance

240 2650 250 270 Za0 a0 300 305
Wavelangthinm)

Sekil 4.7. 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL konsantrasyondaki silodosin plazma
cozeltilerinin UV birinci tlirev spektrumlart

4.1.5. Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)

a) Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi: 5-50 pg/mL konsantrasyon
araligindaki silodosin plazma calisma c¢o6zeltilerinin konsantrasyonlarina karst 272
nm’deki UV spektrumlarindan elde edilen absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle

kalibrasyon egrisi elde edildi ve ortalama kalibrasyon egrisi Sekil 4.8 ve 4.9°da verildi.
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Sekil 4.8. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminde plazma ¢dzeltilerinin
sifirinct tlirev kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.9. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminde plazma c¢ozeltilerinin
birinci tiirev kalibrasyon egrisi

UV-Goriiniir  Bolge spektrofotometri  yonteminde plazma ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de

verildi.

Tablo 4.5. UV-Goériiniir Bolge Spektrofotometri yontemi, plazma ¢ozeltilerinin
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

aCA
Yontem AR Sa Sb R?
(ng/mL)
Sltﬁg“ 5-50 Arron=0.0178x+0.0461  0.0001  0.0004  0.9987
Birinci tiirev ~ 5-50 Arronn=0.0199%+0.083  0.0004  0.0013  0.9995

CA: calisma araligi, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi, Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

b) Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ): Silodosin
plazma c¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinde okunan en kiigiik
konsantrasyondan da kiigiik konsantrasyonda bir seri plazma ¢6zeltileri hazirlanarak alti

defa absorbanslar1 okundu. LOD ve LOQ degerleri 2 pg/mL ve 5 pg/mL olarak
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belirlendi. Birinci tiirev LOD ve LOQ degerleri de 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL olarak
belirlendi.

c) Dogruluk ve Kesinlik: Yontemin dogrulugu, kesinligi giinigi ve giinler arasi
gibi faktorlerle gozlemlendi. Kalibrasyon egrisi i¢inde kalan {i¢ farkli konsantrasyonda
(7.5, 25 ve 45 ng/mL) elde edilen silodosin plazma kalite kontrol ¢ozeltileri giini¢i (ayn1
yontem ve ayni laboratuvar kosullarinda bir giinde 6 defa) ve giinler arasi (ayni
yontemle 6 farkli giinde 6 defa) deneyleri yapildiktan sonra deney sonuglarinin
ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi hesaplandi.
Dogruluk bagil hatayla [%BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve

kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS= (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Plazma g¢alismasinda, UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri ve birinci tiirev
yontemlerinin dogruluk, kesinlik degerleri (n=6)

Giinici Giinler arasi
Eklenen
(wg/mL) Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik Bulunan+SS  Dogruluk Kesinlik
i1
(ng/mL) %BH  %BSS (ng/mL) %BH % BSS
75 7.55+0.01 0.67 0.13 7.62+0.06 1.60 0.79
25 25.06+0.02 0.24 0.08 24.32+0.76 -2.72 3.13
45 46.43+0.03 3.18 0.06 48.41+0.46 7.58 0.95
Giinici(Birinci Tiirev) Giinler arasi(Birinci Tiirev)
Eklenen
(ug/mL) Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik
W
(ng/mL) %BH  %BSS (ng/mL) %BH % BSS
75 7.63+0.11 1.73 1.44 7.43+0.12 -0.93 1.62
25 24.54+0.03 -1.84 0.12 25.66+0.13 2.64 0.51
45 43,87+0.05 -2.51 0.11 47.80+0.32 6.22 0.67

SS: standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma
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d) Geri Kazamim: Plazmadan geri kazanim g¢alismasinda, silodosinin farkli
konsantrasyonlarda standart ¢calisma ¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve Bolim
3.4’de verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonlar1 yapildi. 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve
50 pg/mL konsantrasyonlarda plazma galisma ¢ozeltileri elde edildi ve bu ¢ozeltilerin
yapilan analizlerinde okunan UV-Goriniir Bolge absorbans degerleri standart
cozeltilerden elde edilen absorbans degerleri ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri

kazanim olarak verildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin plazmadan geri kazanim
degerleri

Plazmaya Bulunan+SS
Eklenen (pg/mL) %GK %BSS

(ng/mL)
5 4.99+0.04 99.86 0.81
10 9.85+0.21 98.5 221
15 14.91+0.17 99.42 1.15
20 19.81%0.25 99.08 1.29
30 29.61+0,49 98.71 1.65
40 39.48+0,81 98.70 2.05
50 49.46+0,93 98.92 1.88

GK: Geri kazanim; BSS: Bagil standart sapma, SS: Standart sapma

4.3. LC-MS/MS Yontemi

4.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

LC-MS/MS ile yapilan ¢aligmalarda, 100 ng/mL’lik silodosin stok ¢6zeltisinden
0.3, 1, 10, 30, 40 ve 60 ng/mL konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢6zeltilerine 400
ng/mL IS ¢ozeltisi eklenerek hazirlandi. LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek
kromatogramlar1 ve MS spektrumlart alindi. Kromatogramlar Sekil 4.10°da; MS/MS
spektrumu Sekil 4.11°de verildi. Bu calismada karbamazepin internal standart olarak

kullanildi. Karbamazepinin de MS spektrumu alindi ve Sekil 4.12°de verildi. Bu
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spektrumlara gore silodosin ve karbamazepin i¢in molekiiler iyon degerleri sirasiyla 496

ve 237.3 olarak belirlendi.
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Sekil 4.10. LC-MS/MS sisteminde, 400 ng/mL IS igeren farkli silodosin ¢ozeltilerinin
kromatogramlari

1106 |+#ES1 Scan (1t 0.440 min) Frag=200.0v CF=0.000 DF=0.000 Silodosin_ES._(frag200).d
14
2610000
12
1
08
06 5339000
4790000
04
496.0000
02 200.0000 4610000
1l
11290 mlﬂmnk I om s l safooo SIS0 63180 8303000 35000

100 120 10 160 180 200 200 20 280 280 30 30 S0 30 0 410 420 WO 46D 480 50 5 S0 50 50 600 620 60 660 680 700 70 740 760 78D al0 10 0 80 80 %00 90 %0 %0 S0 100D
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Sekil 4.11. Silodosine ait 200 V fragmentor voltaj altinda elde edilen MS/MS
spektrumu
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Sekil 4.12. Silodosin ve Karbamazepine ait MRM-MS/MS spektrumlari
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4.3.2. Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)

a) Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi: 400 ng/mL IS olan 0.3-60 ng/mL
konsantrasyon araliginda alti1 farkli konsantrasyonda (0.3, 1, 10, 30, 40, 60 ng/mL)
hazirlanan silodosin  standart ¢alisma ¢Ozeltilerinin  LC-MS/MS  sisteminde
kromatogramlari alinarak pik alan oranlar1 belirlendi. Silodosin konsantrasyonuna kars,
IS (karbamazepin) ve silodosin pik alan oranlarmin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon
egrisi elde edildi (Sekil 4.13). Ayrica Sekil 4.14’de 40 ng/mL standart silodosin
¢ozeltisine ait MRM spektrumu ve kromatogrami verildi.

y=0,1301x + 0,0424
R*=0,9988

- >
~
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[ERN

0 10 20 30 40 50 60 70

Konsantrasyon ng/mL

Sekil 4.13. Silodosin standart ¢alisma ¢ozeltilerinin LC-MS/MS yontemiyle elde edilen
kalibrasyon egrisi

10 2 | *ESI MRM:1 (rt: 0.299-1.148 min, 126 scans) Frag=1  x10 3 |*ESI TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 (** -> ) 40.d
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0.2 0.25
0 0 .
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Counts vs. Mass-to: Counts vs. Acquisi

Sekil 4.14. 40 ng/mL standart silodosin ¢ézeltisinin MRM spektrum ve kromatogrami

LC-MS/MS yontemiyle olusturulan kalibrasyon egrisinin regresyon esitligin
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Tablo 4.8’de gosterildi.

Tablo 4.8. LC-MS/MS yonteminin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

aCA LR Sa Sb R
(ng/mL)
0.3-60 y=0.1301x+0.0424 0.0027 0.0016 0.9988

CA: calisma araligi, ®:6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi, Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

b) Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt S (LOQ): LC-
MS/MS yonteminin LOD ve LOQ degerleri ICH klavuzlarinda verildigi sekilde tayin
edildi. Kalibrasyon egrisinde okunan en kiiciik degerden de diisiik konsantrasyonlarda
silodosin ¢ozeltileri hazirlandi ve LC-MS/MS kromatogramlari elde edildi. Bu
kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G) oranlar tespit edildi. S/G oram1 3 olan deger
gozlenebilme sinir1 (LOD) ve S/G orani 10 olan degerde miktar tayin alt sinir1 (LOQ)
olarak elde edildi. LC-MS/MS yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirasi ile 0,1 ng/mL
ve 0,3 ng/mL olarak belirlendi.

0,3 ng/mL konsantrasyondaki silodosin ¢ozeltisinin kromatografisi Sekil 4.15°de

verildi.

x10 2 [*ESI TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 (** -= **) 0.3.d

1
4

3

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 1.7 1.8 1.9
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.15. 0,3 ng/mL konsantrasyondaki silodosin ¢ozeltisinin kromatogrami
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) Dogruluk ve Kesinlik: Yontemin dogrulugu, kesinligi glinigi ve giinler arasi
gibi faktorlerle gozlemlendi. Hazirlanan ¢ farkli konsantrasyondaki (0.5, 25 ve 50
ng/mL) kalite kontrol ¢ozeltilerinin gilini¢i (ayn1 yontem ve aym laboratuvar
kosullarinda 1 glinde 6 defa) ve giinler arast (ayn1 yontemle 6 farkli giinde 6 defa)
miktar analizleri gergeklestirildikten sonra analiz sonuglarinin ortalamasi, standart
sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hata degerleri elde edildi. Dogruluk bagil
hatayla [%BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil

standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. LC-MS/MS yoénteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinigi Giinler arasi
Eklenen
(ng/mL ) Bulunan+Ss Dogruluk  Kesinlik  Bulunan+Ss  Dogruluk  Kesinlik
(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH %BSS
0.5 0.51+0.01 2 2.03 0.52+0.01 4 2.84
25 25.52+0.38 2.08 1.47 25.4+0.26 1.6 1.03
50 50.72+0.34 1.44 0.68 50.85+0.35 1.7 0.69

SS: Standart sapma; BH: Bagil hata; BSS: Bagil standart sapma

d) Analitik Geri Kazammm: LC-MS/MS yo6ntemi ile farmasotik preparatlarda
silodosinin analitik geri kazanim calismasi standart ekleme ydntemine gore yapildi.
Silodosin etkin maddesi igeren urorec 8 mg kapsiil adli ticari ilagtan 10 ng/mL
konsantrasyonda Bolim 3.4.°de belirtildigi sekilde hazirlandi. Hazirlanan ilag
¢ozeltilerine 400 ng/mL IS eklendi. Bu ¢ozeltiler LC-MS/MS sistemine enjekte edildi,
kromatogramlari alinarak pik alan oranlar1 belirlendi. Kapsiil ¢ozeltilerine 5, 20 ve 50
ng/mL konsantrasyonlarda silodosin standart ¢alisma ¢6zeltileri eklendi. Bu ¢ozeltiler
LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi ve pik alan oranlari

belirlendi. Elde edilen sonuclarin ortalamasi, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi
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belirlendi. Analitik geri kazanim [% GK= (toplam ¢o6zeltide bulunan degeri-ilag

¢ozeltisinin bulunan degeri) / (eklenen standart ¢ozeltisinin degeri)x 100] (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. LC-MS/MS yonteminin farmasotik preparatlarda analitik geri kazanim
degerleri

Eklenen Standart ~ Kapsal = o

Kapsiil Cozelti Cozeltisi % GK %BSS
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
5 4.7+0.3 94 6.38
Urorec
20 5 20.8+0.2 104 0.96
(8 mg/kapsiil)
50 48.6 1.2 97.2 2.46

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim

4.3.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

8 mg/kapsiil silodosin igeren urorec ¢ozeltileri Boliim 3.4.’de belirtildigi sekilde
hazirlandi. Kalibrasyon egrisi sinirlarinda tayin edilecek sekilde ¢ozeltiler seyreltildi,
cozeltilere 400 ng/mL IS eklendi ve LS-MS/MS sistemine enjekte edilerek
kromatogramlar1 alindi. Kalibrasyon egrisi kullanilarak miktar tayinleri yapildi. Elde
edilen degerler standart silodosin ¢ozelti degerleri ile karsilastirilarak %GK ve %BSS

degerleri Tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11. LC-MS/MS yontemi ile kapsiil bagina 8 mg silodosin igeren urorec kapsiil
miktar analizi (n=3)

Olgiilen  Bulunan£SS

Ticari Preparat %GK  %BSS Gliven Aralig
(ng) (ng)
Urorec
40 39.37+0.38 98 0.96 -1.57
(8 mg/kapsiil)

BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim, SS: Standart sapma
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4.4, LC-MS/MS Plazma Calismasi

4.4.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden
temin edilen bos plazmanin 0.5 mL’sine 0.3, 1, 10, 30, 40 ve 60 ng/mL
konsantrasyonlarda standart silodosin ¢ozeltileri ve 400 ng/mL IS ¢ozeltisi eklendi,
karistirildi, Bolim 3.4°de belirtildigi sekilde ekstraksiyonlart yapildi, LC-MS/MS
sistemine enjekte edildi ve kromatogramlari alindi (Sekil 4.16). Ayni sekilde bos

plazmaninda da ekstraksiyonu yapilarak kromatogrami alindi (Sekil 4.17).

103 |+ESITIC MRM CF=0.000 DF=D000(*>*) 60416
264! 1

M5 01 0% 02 05 03 0% 04 0% 05 0% 05 0 07 0% 08 0B 08 0% 1 AB 11 15 12 15 13 U5 U U6 15 1% 16 1% 17 1B 18 1% 19 1% 2
Coun vs. Acquision Time min)

Sekil 4.16. 400 ng/mL IS igeren farkli konsantrasyonlardaki silodosin plazma
¢ozeltilerinin LC-MS/MS kromatogramlari
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Sekil 4.17. Bos insan plazmasina ait kromatogram
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4.4.2. Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)

a) Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi: 400 ng/mL konsantrasyonda IS
iceren ve 0.3-60 ng/mL konsantrasyon araliginda elde edilen silodosin standart ¢aligma
cozeltileri bos plazmaya eklenip karistirildiktan sonra Bolim 3.4’de verilen
ekstraksiyon prosesiyle plazmadan ekstrakte edildi ve bu c¢dzeltiler LC-MS/MS
sistemine enjekte edildi, kromatogramlar1 alindi ve pik alanlar1 belirlendi. Silodosin
plazma c¢ozelti konsantrasyonuna karsi, IS (karbamazepin) ve silodosin pik alan
oranlarinin grafige dahil edilmesiyle kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.18). LC-
MS/MS ile olusturulan kalibrasyon egrisinin sonuglari ise Tablo 4.12’de gosterildi.

Ayrica Sekil 4.19°da 0.3 ng/mL silodosin plazma c¢ozeltisine ait MRM

spektrumu verildi.

y =0,1316x + 0,1429
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Sekil 4.18. Plazma ¢alismasinda, LC-MS/MS yontemiyle elde edilen plazma
c¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.19. 0.3 ng/mL insan plazmasi ¢ozeltisinde Silodosinin MRM spektrumlari

Tablo 4.12. Plazma ¢alismasinda, LC-MS/MS yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

CA LR Sa Sb R
(ng/mL)
0.3-60 y=0.1316x + 0.1429 0.0025 0.0036 0.9987

CA: calisma araligi, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi, Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

b) Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simr1 (LOQ): Plazma
calismasinda, LC-MS/MS yonteminin LOD ve LOQ degerleri ICH kilavuzlarinda
verildigi sekilde tayin edildi. Kalibrasyon egrisinin en kiigiik konsantrasyonundan daha
diisiik konsantrasyonlarda bir seri plazma ¢ozeltileri hazirlandi ve kromatogramlari
alindi. Bu kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G) oran1 3 olan deger gozlenebilme
smirt (LOD) ve S/G orant 10 olan degerde miktar tayin alt limiti (LOQ) olarak
hesaplandi.

c) Dogruluk ve Kesinlik: Plazma ¢aligmasinda, yontemin dogrulugu, kesinligi
ve tekrarlanabilirligi giini¢i ve giinler aras1 gibi faktorlerle gézlemlendi. Kalibrasyon
egrisi i¢inde kalan ii¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 25 ve 50 ng/mL) plazma kalite
kontrol ¢ozeltileri hazirland1 ve bu ¢dzeltilerin giinigi giinler arasi analizleri yapilarak

yontemin dogruluk ve kesinlik degerleri belirlendi. Analiz sonuglarini ortalamasi,
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standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi belirlendi. Kesinlik %BSS ve

dogruluk da %BH ile verildi (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Plazma caligmasinda LC-MS/MS yonteminin dogruluk ve kesinlik

degerleri (n=3)

Giinigi Giinler arasi
Eklenen
(ng/mL) Bulunant+SS  Dogruluk  Kesinlik ~ BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik
(ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH %BSS
0.5 05+0.1 -4.3 5.3 05+0.1 0.4 -15
25 26.9+0.7 7.4 2.7 25.3+£0.7 2.7 1.4
50 52.0+0.8 4.0 15 48.8+0.5 1.0 -2.5

SS: Standart sapma; BH: Bagil hata; BSS: Bagil Standart sapma

d) Geri Kazammm: Plazmadan geri kazanim ¢alismasinda, 400 ng/mL IS ile

silodosinin farkli standart calisma g¢ozeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve Boliim

3.4’de verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonlari yapildi. 0.3, 1, 10, 30, 40 ve 60

ng/mL konsantrasyonlarda plazma ¢ozeltileri elde edildi ve bu ¢ozeltiler LC-MS/MS

sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi pik alan oranlari belirlendi. Elde

edilen pik alan oranlar1 standart ¢6zeltilerin pik alan oranlariyla kiyaslanarak plazmadan

geri kazanim degerleri tespit edildi (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. LC-MS/MS yonteminin plazmadan geri kazanim degerleri

Plazmaya Eklenen Bulunan£SS

(ng/mL) (ng/mL) HGK YoBSS
0.3 0.29+0.01 97 3.44
1 0.98+0.02 98.3 2.12
10 9.95+0.22 99.45 2.24
30 29.46+0.51 98.2 1.74
40 39.6+0.45 99 1.15
60 59.43+0.35 99.05 0.59

GK: Geri kazanim; BSS: Bagil standart sapma, SS: Standart sapma
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e) Stabilite (Kararhhk): Stabilite ¢alismasi, silodosinin plazma ¢ozeltilesinde
analiz boyunca hangi ortamlarda ne kadar siire ile bozunmadan stabil kaldigini
belirlemek amaciyla yapildi ve FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin *
%10) analitlerin stabilite sartlar1 belirlenerek analiz sonuglar1 degerlendiridi.

Silodosinin diisiik, orta ve yiiksek (0.5, 25 ve 50 ng/mL) konsantrasyonlarda
hazirlanan standart kalite kontrol ¢ézeltileri 0.5 mL bos plazma ¢ozeltilerine eklenerek
elde edilen ¢ozeltiler 24, 48 ve 60 saat boyunca oda sicakliginda (24 °C) , + 4 °C’de
(buzdolabinda) ve -20 °C’de (derin dondurucuda) bekletildi. Ekstraksiyon prosesine
gore ekstraksiyonlart1 yapildi. LC-MS/MS  yontemi kullanilarak  analizleri
gerceklestirildi ve bulunan degerler yeni hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerin
analiz sonuclar1 ile kiyaslanarak sonuglar ylizde geri kazanim olarak Tablo 4.15°de
verildi.

Ayrica silodosin plazma ¢ozeltilerine donma-¢cozme stabilitesi yapildi. Yapilan
donma-¢6zme stabilitesinde; silodosinin diisiik, orta ve yiiksek (0.5, 25 ve 50 ng/mL)
konsantrasyonlarda hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri 0.5 mL bos plazma g¢ozeltilerine
eklendi. -20 °C depolama sicakliginda 24 saat bekletilerek oda sicakliginda yardimsiz
eritildi ve ekstraksiyon prosesine gore ekstraksiyonlar1 yapildi. Donma-¢6zme turlari 3
kez tekrarland1 ve her donma-¢dzme turundan sonra LC-MS/MS yontemi kullanilarak
analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerinin
analiz sonuglari ile kiyaslanarak sonuglar yilizde geri kazanim halinde Tablo 4.15°de

gosterildi.

Tablo 4.15. Silodosinin LC-MS/MS yo6ntemi ile belirlenen stabilite degerleri

Stabilite Eklenen 6 saat 24 saat 48 saat 60 saat
(ng/ml) (%GK=SS)  (%GK#SS)  (%GK#SS)  (%GK=SS)
Oda sicakligi 0.5 98.33+0.06 104.33+£0.01  90.7+0.03 82.33+0.02
(%GK=SS) 25 99.13+0.17  101.46+0.25 91.4+0.71 84.02+0.95
50 100.26+0.45 102.13+0.35 89.93+0.51 79.78+0.63
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Tablo 4.15. (Devami)

+4°C 05 - 102.33+0.01  100.6£0.03  103.6+0,04
(%GK+SS) 25 - 98.53+0.49  98.13+0.58  97.46+0.81
50 - 98.8+1.11 98.66+1.22  97.93+1.83
-20°C 05 - 92.73+0.04  93.33+0.05  94.66+0.06
(%GK+SS) 25 - 96.81+1.58  96.93+1.53  95.33+1.46
50 - 96.80+1.80  97.13+155  97.6+1.21

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim, (-): analiz yapilmadi

f) Matriks Etkisi: Matriks etkisi calismasinda, Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Kan Alma merkezinden (1. plazma), Erzurum Kizilay Kan Alma Merkezinden
(2. plazma) ve Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden
(3. plazma) saglanan {i¢ farkli plazmayla gerceklestirildi. Bu plazmalarin her birine
silodosinin ti¢ farkli konsantrasyondaki (0.5, 25 ve 50 ng/mL) kalite kontrol ¢ozeltileri
ayrt ayri eklendi ve karistirildi. Daha sonra Boliim 3.4’de verilen ekstraksiyon
yontemiyle ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin
analizlerinde bulunan degerlerinin standart c¢ozeltilerden elde edilen degerlerle

kiyaslanarak sonugclar ylizde geri kazanim halinde Tablo 4.16°da gosterildi.

Tablo 4.16. LC-MS/MS yontemi ile matriks etkisi

Eklenen 1. Plazma 2. Plazma 3. Plazma

(ng/mL) %GK %BSS %GK %BSS %GK %BSS
0.5 102.2 4.762 101.1 3.896 97.52 5.470
25 102.0 5.647 99.30 5.678 96.44 4.044
50 99.20 4.054 98.60 6.573 94.66 5.140

GK: Geri kazanim; BSS: Bagil standart sapma

4.4.3. Gelistirilen Yontemin Gercek Numunelere Uygulanmasi
Gelistirilmis ve gecerlilik testleri yapilmig LC-MS/MS yontemi, BPH tanisi
almis hastalarin plazmalarindan silodosin seviyesini belirlemek i¢in kullanildi. Hasta

plazmalar1 Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Klinigi’nden saglandi. Klinige
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BPH tanilari ile yatan ve tedavisini 8 mg silodosin igeren (Urorec, Recordati) kapsiil ile

devam ettiren hastalardan kan numuneleri alindi. Hastalardan toplam 4 kan alindi.

Alman kan numuneleri 3500 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen

plazmadan 0.5 mL alindi ve Bolim 3.4’de verilen ekstraksiyon prosesi uygulanip

silodosin ekstrakte edildi ve LC-MS/MS yontemi ile silodosin miktar tayinleri yapildi.

Hasta oOzellikleri ve plazmada bulunan silodosin miktarlar1 Tablo 4.17°de, hasta

kanlarindaki silodosin diizeyini gosteren kromatogramlar Sekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23°de

verildi.

Tablo 4.17. BPH tanisi alan hastalarin 6zellikleri

Plazmada bulunan

Lag I;:f:ndlgl Sigara Ahiskanhg silodosin miktari
Hasta Adi  yag (ng/mL)
A.R.D. 54 1Ay YOK 32.3
M.U.K. 65 2 Ay YOK 25.1
N.T. 66 8 Ay YOK 28.6
M.K. 70 2Y1 YOK 25.7
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Sekil 4.20. A.R.D isimli hastanin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.21 N.T. isimli hastanin LC-MS/MS kromatogram1
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Sekil 4.22. M.K. isimli hastanin LC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.23. M.U.K. isimli hastanin LC-MS/MS kromatogrami
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5. TARTISMA

Validasyon, bir analitik uygulamada, bir analiz yonteminin performans
ozelliklerinin, tasarlanmis amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan islemlerin
timiidiir. Yontem gelistirme ve validasyonda ilk adim, yontem ig¢in kabul edilebilir
sartlar olan minimum kriterleri belirlemektir. Minimum kriterler yontem gelistirciler
tarafindan yOntemin tasarlanmis amaglarim1 karsilayana kadar gelistirilmelidir.
Gelistirilen yontemin problemlerini minimize etmenin yolu ise tam bir validasyon
deneylerini (gecerlilik testleri) yapmaktir. Deneylerden elde edilen analitiksel verilerin
niteligi, yontem gelistirme ve validasyon deneylerinin kalitesi iizerinde direk bir etkiye
sahiptir. Bu yiizden analitik kimyacilar, uygun zamanda, dogru ve gilivenilir veri
saglayabilmek icin calisilacak konu ile ilgili iyi bir literatiir taramasi yapmali ve
kullanilacak analitik yontemlerin istiinliikleri ve sinirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir
bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine sahip olmasi gerekmektedir. Analitik
yontem secimi yapildiktan sonra da bu yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek i¢in
yontemin gecerlilik testlerinin yapilmasi ve secilen yontemin bir deger ifade edebilmesi
icin de, yontemin dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, se¢icilik, spesifiklik, hassaslik
ve analiz siiresinin kisa olmasi gibi gegerlilik test parametrelerinin incelenmesi
gerekmektedir. Bu parametreler calisilirken de bilesimi giivenilir bir sekilde bilinen bir
veya daha fazla standart numune kullanilir. Kullanilan standart numunelerin hem
bilesim bakimindan hem de analit konsantrasyonu bakimindan analizi yapilacak
numune ile benzer olmasi gerekir.

[lag analizlerinde, analizin yapilacagi ortama (farmasétik preparat veya biyolojik
sivilar) gore literatiir bilgilerine de dayanarak analitik yontem sec¢iminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda yontem sec¢imini gerceklestirmeden once iyi bir

literatiir taramasi yapilmalidir. Literatiir taramasinda silodosinin  farmasotik
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preparatlarda ve biyolojik sivilarda miktar analizine yonelik g¢aligmalara rastlanmis
olup, literatiir calismalar1 15181 altinda atipik BPH tedavisi i¢in kullanilan silodosinin
hem farmasotik preparatlarda hem de plazmada miktar analizi i¢in UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometri ve LC-MS/MS yontemleri gelistirilip validasyonlari yapildi.

Calismada kullanilan silodosin standart etkin maddesi Recordati la¢’tan alindi
ve kapsiil basina 8 mg silodosin igeren Urorec (Recordati Ilag) adli farmasétik preparat
da serbest eczaneden saglandi.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotmetresi, yiiksek duyarlik, orta ve yiiksek
secimlilik, yiiksek dogruluk, kesinlik, kolaylik ve rahatlik bakimindan ilag endiistrisinde
farmasotik preparatlarda ilag etkin maddelerinin miktar analizinde tercih edilen
tekniklerden biri olarak sOylenebilir. Bu teknikte, UV-Goriiniir Bolge spektrumu,
madde iizerine gonderilen 15181n dalga boylarina karsi absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesi ile elde edilir. Yani A=f(x) fonksiyonudur. UV-Goriiniir Bdlge
Spektrofotometri ¢alismasinda, silodosinin 272 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi tespit edildikten sonra ¢alismanin optimum kosullar1 belirlendi.
Yontemin dogrusal oldugu 5-50 upg/mL konsantrasyon araliginda yedi farkli
konsantrasyonda (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 pg/mL) silodosin standart ¢alisma ¢ozeltileri
hazirland1 ve 272 nm dalga boyunda absorbanslari belirlendi. Silodosin ¢ozeltilerinin
konsantrasyonuna karsi okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon
egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizinden, regresyon dogrusunun
denklemi sifirinci tiirev i¢in Az72nm=0.0189x+0.2011 (A: Absorbans, x: silodosin
konsantrasyonu) ve korelasyon katsayisi (r) 0.9959, LOD degeri 2 pg/mL ve LOQ
degeri 5 pg/mL olarak, birinci tiirev i¢in A2720m=0.0206Xx-0.0007, korelasyon katsayisi
(r) 0.9967, LOD degeri 2.5 ug/mL ve LOQ degeri 5 pg/mL olarak belirlendi. Giinigi ve

giinler arast %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla sifirinct tiirev i¢cin %1.4 ve
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%2.04’den kiiciik ve %3.67 ve %3.88’den kiigiik ve birinci tiirev i¢in %2.1 ve %4.72 ve
%3.63 ve %3.72 ‘den kiigiik oldugu tespit edildi. Yontemin analitik geri kazanim degeri
de ortalama %96.6 olarak tespit edildi. Gelistirilip valide edilen yontem ile 8 mg
silodosin etkin maddesi iceren Urorec ticari isimli farmasdtik preparattan silodosin
miktar tayinleri yapilarak, yontemin farmasotik preparatlara basariyla uygulanabilecegi
gosterildi.

Silodosin etkin maddesinin plazmalarda miktar tayini icin UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometri yontemi gelistirilip gegerlilik testleri yapildi. Plazma ¢alismasinda, 5,
10, 15, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan silodosin standart ¢aligma
¢ozeltileri 0.5 mL plazma iizerine eklenip (spike edilip) karistirildi ve Boliim 3.4°de
belirtildigi sekilde sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle silodosin plazmadan ekstraksiyonu
yapildi. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ¢ozeltilerin UV-Goriiniir Bolge
Spektrofotometre de 272 nm dalga boyunda sifirinci ve birinci tiirev spektrumlari alindi
ve absorbanslari tespit edildi. Her bir ¢6zeltinin konsantrasyonuna karsi okunan
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin regresyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemi sifirinci tiirev ig¢in
A2720m=0.0178x+0.0461 ve korelasyon katsayist (r) 0.9987, LOD degeri 2 pg/mL ve
LOQ degeri 5.0 pg/mL olarak, birinci tiirev igin A2720m=0.0199x+0.083, korelasyon
katsayis1 (r) 0.9995, LOD degeri 2.5 pg/mL ve LOQ degeri 5.0 pg/mL olarak belirlendi.
Giini¢i ve giinler aras1 %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla sifirincr tiirev i¢in %0.13
ve %3.18 ve %3.13 ve %7.58 den kiigiik ve birinci tiirev i¢in %1.44 %1.73 ve %1.62 ve
%6.22 ‘den kiiciik oldugu tespit edildi. Yapilan litaratiir taramasinda standart ve
farmasotik preparatlarda silodosinin belirlenmesine yonelik, UV-Goriintir Bolge
Spektrofotometri“®424647 yontemlerine ulasilmistir.

Bu calismalarda 5-50 pg/mL*, ii¢ yéntem igin 10-50 pg/mL ve 300-500
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png/mL*ii¢ yoéntem igin 10-50 pg/mL, 2-10 pg/mL ve 4-20 pg/mL*, 10-60 pg/mL*
konsantrasyon araliginda UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin dogrusal
oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmanin 272 nm dalga boyunda 5-50 pg/mL konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugu belirlendi. Caligmada kullandigimiz dalga boyu literatiirde
yapilanlardan farkli olmustur. Calisma aralig1 ise yapilan ¢aligmalara yakin degerdedir.

LC-MS/MS yontemi biyolojik ortamlarda yiiksek seciciligi ve hassasligi gibi
pozitif yonlerinden dolayr daha fazla kullanilan bir tekniktir. LC-MS/MS ydnteminde
karisim igerisinde bulunan maddeler yiiksek basingli sivi kromatografisi boliimiinde
yapisal 6zelliklerine gore ayrilir ve kiitle detektorii ile analiz edilir. Iyonlasma odasinda
maddeler iyonlastirilip parcalandiktan sonra birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik)
oranina gore ayrilmaktadir. Tayin yapilacak iyonlar filtreden gegtikten sonra iyon
molekiiller collision gaz adi1 verilen yiiksek saflikta argon gazi ile parcalanmaya tabi
tutulmaktadir. Ikinci kuadrupol filtrede par¢alanma sonucu olusan iyonlar arasindan
secilen ikincil iyon detektore ulasir ve bu iyon iizerinden teshis ve miktar tayini
yapilmaktadir. Sivi kromatografi kisminda ornek tipine uygun kolon ve MS’e zarar
vermeyecek coziiciler kullanilmaktadir. Kullanilan kolonlar ve  ¢oziciiler
kontaminasyona kars1 kararli olduklarindan dolay1r degisik Orneklerle calisabilme
avantajina sahiptir®®.

Kiitle/iyon (m/z) oranlar1 ayni olan bir¢ok molekiil olmasina ragmen dogada ayni
parcalanma iyonuna sahip molekiil oran1 ¢ok diisiiktiir. LC-MS/MS analite 6zgii 6zel
teknik olup c¢ok diisiikk konsantrasyonlarda ¢aligsma avantajina sahiptir. Standart HPLC
yontemiyle karsilastiracak olursak HPLC yonteminde maddeler alikonma siiresine (tR)
gore teshis edilirken LC-MS/MS yonteminde alikonma siiresine (tR) ek olarak
molekiiler iyon ve iirlin iyonu gibi “l.cil ve 2.cil” iyonlarla teshis edilmektedir. Bu

islemde yontemin spesifikligini giiglendirmektedir®®.
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Bu avantajlarindan 6tiirii calismamizda insan plazmasinda ve kapsiilde silodosin
miktar tayini i¢in LC-MS/MS yontemi gelistirilip gecerlilik testleri valide edildi.
Yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin silodosin etkin maddesine sahip ticari
olarak satilan urorec kapsiilde silodosin miktar tayini yapildi. Ayrica silodosin ilacin
kullanan hastalarin plazmalarinda silodosin miktar analizleri ger¢eklestirildi

LC-MS/MS yonteminde ilk once standart c¢alisma ¢ozeltilerinde silodosinin
miktar tayini i¢in yontem parametreleri belirlendi (Boliim 3.2.2). Standart ¢ozeltilerin
kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.21). Silodosin piklerinin geldigi alikonma zamanlarinda
¢oziiciiden kaynaklanan herhangi bir girisimin olup olmadig: tespit edildi. insan plazma
cozeltileri i¢inde ayni tiir galigmalar yapildi. Kromatogramlarda silodosin i¢in belirlenen
alikonma zamanlarinda matriksten ve ekstraksiyon islemlerinden kaynaklanan herhangi
bir girisim olmadig1 gézlemlendi.

Hem standart ¢6zeltiler hem de plazma ¢ozeltileri igin silodosinin 0.3-60 ng/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal ve korelasyon katsayisinin standart ¢ozeltiler igin
0.9988 ve plazma i¢in 0.9987 oldugu tespit edildi. Korelasyon katsayisinin bire ¢ok
yakin olmasi yontemin dogrusalliginin yiliksek oldugunu gosterir. Silodosinin hem
standart ¢ozeltilerde hem de plazma ¢ozeltilerinde LOD degeri 0.1 ng/mL, LOQ degeri
ise 0.3 ng/mL olarak belirlendi. Bu degerler yontemin hassasiyetinin yiiksek oldugunu
gosterir. Yontemin dogrulugu bagil hatayla kesinligi bagil standart sapma ile verildi.
Yontemin hem standart ¢ozeltiler hem de plazma gozeltileri i¢in bagil hatanin %7’den
ve bagil standart sapmanin ise %5.3’den kiiciik oldugu tespit edildi. Plazmadan geri
kazanim degerinin ise ortalama olarak %98 oldugu belirlendi.

0.5, 25 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarda hazirlanan silodosinin standart
cozeltilerinin analiz boyunca hangi ortamlarda ne kadar siire ile bozulmadan kaldigin1

belirlemek amaci ile hem standart ¢ozeltiler hem de plazma c¢dzeltileri igin stabilite
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deneyleri yapildi. Standart ¢ozeltiler ve plazma ortamindaki maddelerin 48 saat stabil
oldugu bulundu.

LC/MS-MS yonteminde, 0.5, 25 ve 50 ng/mL’lik konsantrasyondaki standart
calisma c¢ozeltileri farkli insan plazmalarina eklenerek matriks etkisi incelendi ve
matriks etkisinin olmadig1 gézlemlendi. Plazmadaki % matriks etkisi ¢alismasinda {i¢
farkli plazma 6rneginde ii¢ farkli konsantrasyonda yapilan ekstraksiyon iglem verimleri
sirasiyla (%101.13), (%99.67) ve (%96.21) olarak belirlendi. Buna gore farkli insan
plamasi Orneklerinin belirgin bir matriks etkisine sahip olmadigi ve farkli plazma
ornekleri lizerinde yontemin gegerli oldugu sonucuna varilmaistir.

Yapilan literatiir taramasinda, silodosin analizine yonelik, LC-MS/MS®®,
HPLC36-3941434448 - gnektrofotometre?®#24647 ve spektroflorometri*® yontemleri ile ilgili
yapilan ¢alismalara ulasildi.

Literatiirde mevcut tek LC-MS/MS yontemi ile farmasotik preparatlarda
silodosini, Zhao ve ark®®. Zorbax Cs kolonda, asetonitril (%40, A) ve 10 mM amonyum
asetat (%60, B) mobil faz karisimi kullanilarak analiz etmislerdir. Yontemin silodosin
icin 0.5-50 ng/mL araliginda dogrusal oldugu LOQ degerinin ise 0.5 ng/mL oldugu
belirlenmistir. Metil Tersiyer-Butil Eter kullanarak sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile 1
ng/mL ic¢in %85.9, 10 ng/ml ig¢in %84.6, 50 ng/mL i¢in %86.1 geri kazanim
saglamiglardir. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerlerinin ise %2 ile %7.3 arasinda
oldugunu belirlemislerdir.

Bu ¢alismada ise Cg kolon, su-amonyum asetat ve asetonitrilden olusan mobil
faza, 0.4 mL/dk akis hizi, 2 pL enjeksiyon hacmi kullanildi. Bizim gelistirdigimiz
yontemin 0.3-60 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusal ve LOQ degerinin silodosin
icin 0.3 ng/mL oldugu tespit edildi. Bu degerlere gore yorum yapildiginda gelistirilen

yontemin hassasiyetinin  yiiksek oldugu sOylenebilir. Literatiirde silodosinin
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farmakokinetik verilerinin incelendigi calismalarda kanda nanogram seviyesinde
oliildiigii gozlenmistir®. Bu nedenle farmakokinetik calismalarin yapilabilmesi igin
tayin ve teshis limitlerinin hassasiyeti son derece onemlidir.

Yontemin uygulanabilirliginin arastirilmas1 hedefiyle de kapsiil formundaki
ticari farmasotik preparat Bolim 3.4’ de anlatildigi gibi kapsiil ¢ozeltileri hazirlandr ve
LC-MS/MS yontemiyle miktar analizleri yapildi. Analiz bulgulart etiketli miktarlarla
uyumlu olarak bulundu. Sonug olarak, gelistirilen LC-MS/MS yo6nteminin ila¢ analiz
kalite kontrol ¢aligmalarinda basariyla uygulanabilir.

Plazmadan silodosin ekstraksiyon prosesinin arastirilmasi sirasinda gereksiz
zaman almayan, silodosinin plazmadan gelen kirliliklerden arinmis bir sekilde tayinine
imkan veren hassas, segici ve tekrarlanabilir bir yontem segilmesi amaglandi. Bu amagla
Boliim 3.4’de verilen ekstraksiyon yontemi kullanilarak silodosin plazmasindan
ekstrakte edildi. Zhao ve ark® ekstraksiyon isleminde 0.5 pL plazma 6rnekleri igin 3 pL
TBME kullanarak ekstraksiyon yapmislardir. 1ng/mL i¢in %85.9, 10 ng/ml igin %84.6,
50 ng/mL igin %86.1 geri kazanim saglamiglardir. Bizim ¢alismamizda TBME maliyeti
yiiksek bir kimyasal ajan oldugu icin hem maliyeti diisiirip hem de ekstraksiyon
prosediiriinde geri kazanimi artirmak suretiyle 3mL dietil eter ve 1 mL TBME
karistmimi 0.5 mL plazma 6rnegine tatbik ettik. Ing/mL igin %98.3, 10ng/mL igin
%99.45, 50 ng/mL i¢in %99.1 geri kazamim saglayarak literatiirdeki mevcut tek
yontemden daha yiiksek geri kazanim degerlerine ulastik. Calismamizda silodosini
plazmadan ekstrakte etmek i¢in kullandigimiz dietil eter, TBME (3:1,h/h) taranan
literatiirlere gore ilk defa bizim calismamizda kullanilmis olup yiliksek geri kazanim
sagladigindan dolay1 silodosinin plazmadan ekstraksiyonlarinda kullanilabilir oldugu
gosterilmistir. Ayrica IS olarak kullandigimiz karbamazepin de taranan literatiirlere

gore yine ilk defa bizim calismamizda kullanilmis olup plazmadan ve farmasotik
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preparattan silodosin tayininde LC-MS/MS yontemi literatiirlerde kullanilan internal

standartlara ek olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

BPH genellikle 50 yasindan fazla erkeklerde karsilasilan bir hastaliktir.
Yasamina uzun siireden beri devam eden hemen her erkekte ortaya g¢ikabilecek bir
rahatsizliktir. Niifus yaslandikca bu hastalarin sayisi da orantili bir sekilde artmaktadir.
BPH, yaslh erkekler i¢in en yogun goriilen hastaliklardan biri olmasi ile beraber, etki
mekanizmasi hakkinda soru isaretleri bulunmaktadir. Yapilan sik arastirmalara ragmen,
neden sonug iliskisi belirsizligini korumaktadir. Silodosin prostat bezi i¢in yiiksek doku
seciciligine sahip al adrenerjik reseptor antagonistidir. Silodosin diiz prostat kasindaki
konsantrasyonu inhibe eder ve BPH ile iliskili diisiik iiriner yol semptomlarini hafifletir.
Diger al adrenerjik reseptor antagonistlerinin aksine ortostatik hipotansiyon gibi yan
etkisi olmadigindan hastalardaki kullanimi son yillarda artis gostermektedir.

Calismamizda BPH’de c¢ok genis bir kullanim alanma sahip olan silodosinin
piyasadaki mevcut tek farmasotik preparattan (Urorec 8mg) ve insan plazmasindan
miktar tayininde UV-Goériiniir Bolge Spektrofotometri ve LC-MS/MS  yontemleri
gelistirildi ve yontem gegerlilik testleri yapildi. Bu yontemler ile silodosin etkin
maddesini igeren kapsiilde miktar analizleri gergeklestirildi. Daha sonra da LC-MS/MS
yontemi ile BPH tanis1 almis hastalarin plazmalarindan silodosinin miktar tayinleri
gergeklestirildi ve sonug olarak gelistirilip gecerlilik testleri yapilan yontemlerin hassas,
basit ve hizli oldugu, kalite kontrol ve klinik calismalarda uygulanabilir oldugu
gosterildi. Ayrica, elde edilen verilerin silodosinin BPH’li1 hastalarda sistemik
dolasimindaki davraniglarinin belirlenmesine yonelik yapilacak incelemelere yol

gosterecegi diislincesindeyiz.
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