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SEMBOLLER ve KISALTMALAR

HPLC . Yiiksek performanshi sivi kromatografisi
RP-HPLC : Ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi
UV-Vis : Ultra Viyole — Gortuinlr Bolge

CBz : Karbamazapin

CBZ-E : Karbamazapin 10,11-epoksit

APT : Aprepitant

IS - I¢ standart

MeOH : Metanol

CH3CN : Asetonitril

C : Konsantrasyon

pg/mL : Mikrogram / mililitre

ppm : milyonda bir birim (mg ¢6zinen / kg veya litre ¢ozelti)
A : Pik Alani

tr : Alikonma zamani

HF : Hareketli faz

LOQ : Tayin siniri

LOD : GOzlenebilme sinir1

SD . Standart sapma

RSD : Bagil standart sapma

ICH : Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi
FDA : The Food and Drug Administration
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Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi YoOntemi ile Aprepitant ve
Karbamazapinin Bir Arada Tayinleri ve Metot Validasyonu

Ogrencinin Ad1  : Hatice Sebnem Koca

Danismani : Yrd. Dog. Dr. Filiz Aoz Ozdemir
Anabilim Dah : Analitik Kimya
OZET

Amag: Bu tezin amaci1 °TUBITAK 1003, SB0104 - Yeni Ila¢ Gelistirme” ¢agrist
kapsaminda ‘’Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE) Hastalarinda Aprepitantin
Giivenlilik ve Etkililigini Inceleyen Faz II Randomize, Plasebo-Kontrolli, Klinik
Calisma’’ baglikli projeye dahil olan hastalarin rutinde kullandiklar1 karbamazapin ve
proje siirecinde kullanacaklar1 aprepitantin plazma ig¢indeki es zamanli tayinlerine de
uyarlanabilecek yeni, hizli, segici, duyarli ekonomik bir metot gelistirmek ve
gelistirilen metodu valide etmektir.

Gereg ve YOntem: Gelistirilen metotta C1s (20 mm x 4,0 mm, 5um) 6n kolon ve Cs
(100 mm x 4,6 mm, 3um) analitik kolon sabit fazi, asetonitril/su (pH=4 ortofosforik
asit ¢ozeltisi), (55/45, h/h) hareketli faz karisimi ile 0,8 mL/dak akis hiz1 kullanilarak
UV-Vis dedektor ile 210 nm dalgaboyunda calisildi. I¢ standart olarak aseklofenak
kullanildi.

Bulgular: Karbamazapin 10, 11-epoksit (CBZ-E), karbamazapin (CBZ), i¢ standart
(IS) ve aprepitant (APT) igin alikonma zamanlari sirastyla 2,18, 2,66, 5,81 ve 6,53
dak. olarak bulunurken, ayni sirayla LOD degerleri 0,050 pg/mL, 0,033 pg/mL,
0,110 pg/mL ve LOQ degerleri 0,165 ng/mL, 0,109 pg/mL 0,370 pg/mL, dogrusal
konsantrasyon araliklari ise CBZ-E igin 0,18-5,00 pg/mL, CBZ i¢in 0,28-5,00 pg/mL
ve APT icin 0,52-5,00 pg/mL, dogruluk calismasi sonuglart ise (diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyonlar i¢in % geri kazanim araliklari) APT, CBZ, CBZ-E igin
sirastyla 96,5-100,7, 96,2-101,8, 96,1-103,0 olarak bulunmugstur. Ayrica gelistirilen
metot aprepitant ve karbamazapinin ilag formiilasyonlarinin karigimmin analizine de
uygulanmig, geri kazanimin ylksek dogruluk ve kesinligin 1y1 oldugu goriilmiistiir.
Tartisma: Gelistirilen ve valide edilen bu metot secici, hassas, kolay, hizli ve
tekrarlanabilir bir metottur. Her iki etkin maddenin rutin ilag formilasyonu
analizlerinde ve bir arada biyolojik materyalde analizlerinde glivenle kullanilabilir.
Anahtar Sézcikler: Karbamazapin, karbamazapin 10,11-epoksit, aprepitant, yiksek

performansl s1vi kromatografisi, es zamanl tayin.



An High Performance Liquid Chromatography Technique for Simultaneous
Determination of Aprepitant and Carbamazepine and Method Validation

Student’ s Name : Hatice Sebnem Koca

Supervisor . Assistant Prof. Filiz Anoz Ozdemir
Department - Analytical Chemistry
SUMMARY

Purpose: The aim of this study is to develop and validate a new, rapid and sensitive
method which can be used for simultaneous determination of two drugs in plasma.
One of them is aprepitant which will be used by the patients during the project which
is called “Phase I Randomised, Placebo-Controlled, Clinical Trial Researching: The
Reliability and Effectiveness of Aprepitant in Subacute Sclerosing Panencephalitis
(SSPE) Patients” based on “TUBITAK 1003, SB0104 — New Drug Development”
and carbamazepine which is commonly used by the patients.

Material and Method: This method was carried out using guard column Cis ( 20
mm x 4,0 mm x 5um) and analytical column Cg (100 mm x 4,6 mm, 3um) as
stationary phase and a mobile phase composing of acetonitrile and water containing
ortho-phosphoric acid (pH=4), (55:45, v/v). The flow rate was 0,8 mL/min and the
chromatograms were monitored at 210 nm wavelength. Aceclofenac was used as
internal standard.

Results: The retention times of CBZ-E, CBZ, IS and APT were 2,18 min, 2,66 min,
5,81 min 6,53 min, LOD values were 0,050 pg/mL, 0,033 pg/mL, 0,110 pg/mL and
LOQ values were 0,165 pg/mL, 0,109 pug/mL 0,370 pg/mL, the linear ranges were
0,18-5,00 pg/mL, 0,28-5,00 pg/mL and 0,52-5,00 pg/mL, respectively. The recovery
results (% values) for low, medium and high concentrations of APT, CBZ, CBZ-E
were 96,5-100,7, 96,2-101,8, 96,1-103,0. The validated method was used for the
analysis of APT and CBZ in pharmaceutical forms and recovery, accuracy and
precision values were acceptable.

Discussion: This method has been a simple, sensitive, rapid and can be used for the
analysis of carbamazepine and aprepitant in pharmaceutical forms and biological
materials.

Key words: Carbamazepine, carbamazepine 10,11- epoxide, aprepitant, high

performance liquid chromatography, simultaneous determination.
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1. GIRIS ve AMAC

1.1. Giris

Aprepitant Ozellikle kanser hastalarinda kemoterapiye bagli bulanti-kusma
sikayetlerinin giderilmesi i¢in kullanilan norokinin inhibitorii antiemetik bir ilag
etkin maddesidir (Gralla ve Ark, 2005). Karbamazapin ise yaygin olarak epilepsi
nobetleri ve manik depresif bozukluk tedavilerinde kullanilan bir antikonvilsan ilag
etkin maddesi (Onur ve Ark, 2008), karbamazapin 10,11-epoksit ise karbamazapinin

farmakolojik olarak aktif olan baslica metabolit iiriiniidiir (Dzodic ve Ark, 2012).

Literaturde bu iki etkin maddenin ayri ayri1 biyolojik materyal ve ilag
formiilasyonlarindan analizi i¢in gelistirilen analitik metotlar mevcuttur ancak bir

arada (es zamanli) analizleri i¢in herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.
1.2. Amag

Bu tezin konusunun ana kaynag <’Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri
Destekleme Programi" kapsaminda acilmis olan ’SB0104 - Yeni Ila¢ Gelistirme’
cagrist kapsaminda ‘’Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE) Hastalarinda
Aprepitantin  Giivenlilik ve Etkililigini Inceleyen Faz Il Randomize, Plasebo-
Kontrollii, Klinik Calisma’ baslikli projedir. Bu projenin ana Is Paketi 2 : “’Ilag
Diizeyi Izlemi, Analitik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu’ baslikl
caligmalardir. Bu teze konu olmasinin nedenlerinden biri de proje kapsamindaki
konulardan tez ve yaym iiretilmesi TUBITAK projelerinden beklenen yaygin etki
geregidir. Bu amagla bu tezde, ilgili projeye dahil olan hastalarin rutinde
kullandiklar1 karbamazapin ve proje siirecinde kullanacaklari aprepitantin plazma
igindeki es zamanl tayininlerinde de kullanilabilecek yeni, hizli, ekonomik bir metot

gelistirilmesi ve gelistirilen bu metodun valide edilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Aprepitant

Bulanti ve kusma, kanser hastalar1 arasinda yaygin ve korkulan
semptomlardir. NOrokinin 1 (NK1) reseptor antagonistleri smifina iiye olan
aprepitant, kemoterapiye bagli bulanti ve kusmayi onlemekte etkili olan, 2003

yilinda FDA tarafindan onaylanan antiemetik bir ilagtir (Hesketh, 2008).

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil-1. Aprepitantin agik Kimyasal formuli

Kimyasal adi 5-[[(2R,3S)-2-[(1R)-1-[3,5-bis (triflorometil) fenil] etoksi]-3-(4-
florofenil)-4-mor-folinil] metil]-1,2-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-on olan aprepitantin
kapali formiili C23H21F7N4Os olup molekiill agirhigr 534,43 g/moL, rengi Kirli
beyazdir. Aprepitant suda ¢6ziinmezken, etanol, izopropil asetat ve asetonitrilde az
¢cozinlr  (https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/emend_pi.pdf.
Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).
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2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Aprepitant, insanda P maddesi norokinin 1 (NK1) reseptorlerinin segici,
yuksek afiniteli bir antagonistidir. Aprepitant dogrusal olmayan farmakokinetik
ozellik gostermektedir. Dozun artirilmasi ile hem klerens hem de mutlak
biyoyararlanim azalir. Aprepitantin ortalama oral biyoyararlanimi1 80 mg kapsiil i¢in
% 67 ve 125 mg kapsul igin % 59’dur. Aprepitantin ortalama maksimum plazma
konsantrasyonuna (Cmax) yaklasik 4 saatte (tmax) ulasilir. Aprepitant plazma
proteinlerine yiiksek oranda (ortalama % 97) baglanir. Aprepitant genis Ol¢iide
metabolize olur. insan plazmasinda aprepitantin sadece zayif olarak aktif olan 12
metaboliti saptanmistir. Metabolitleri idrarla ve safra yoluyla fegesle atilir.
Degismemis ila¢ bobrekler yoluyla atilmaz. Aprepitant’in plazma klerensi yaklagik
60-72 ml/dak arasindadir. Terminal yarilanma Omrii yaklasik 9-13 saat arasinda
degisir (https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/emend_pi.pdf.
Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).

2.1.3. Aprepitantin Analiz Calismalar:

Benjamin ve arkadaglar1 ilag formiilasyonunda aprepitant tayini icin
gelistirdikleri tlrev spektrometri yonteminde 210 ve 269 nm dalgaboylarinda
calismiglar ve aprepitant igin dogrusal konsantrasyon araligini 6-14 pg/mL olarak
bulmuslardir (Benjamin ve Ark, 2013).

Chavez-Eng ve arkadaglart LC-MS/MS, (50 mm x 2,0 mm, 3um) kolon,
asetonitril/%0,1 trifloroasetik asit ¢ozeltisi (pH=3), (40:60, h/h) hareketli faz karisimi
ile, 0,5 mL/dak akis hizinda, aprepitantin ve iki metabolitinin insan kaninda es
zamanl tayinini yapmislar, dogrusal konsantrasyon araliklarini 1. ve 2. metabolit i¢in
sirastyla 10-5000 ng/mL, 25-5000 ng/mL, LOQ degerlerini ise sirasiyla 10 ng/mL,
and 25 ng/mL olarak bulmuslardir (Chavez-Eng ve Ark, 2004).

Kumar ve arkadaglar1 RP-HPLC, Cis (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon,
amonyum asetat ve metanol den olusan (35:65) hareketli faz, 1,5 mL/dak akis hiz1 ve

210 nm dalgaboyunda aprepitantin kapsiil formiilasyonundan ters faz HPLC ile


https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/emend_pi.pdf

tayinini yapmiglar, LOD ve LOQ degerlerini 0,28 pg/mL ve 0,84 pg/mL olarak
bulmuslardir (Kumar ve Ark, 2009).

Nama ve arkadaslar1 RP-HPLC, C1g (250 mm x 2,5 mm, S5um) kolon, metanol
ve sudan olusan (90:10) hareketli faz, 1,0 mL/dak akis hiz1 ve 220 nm dalgaboyunda
aprepitantin kapsulde tayini tlizerine ¢alismislar, LOD ve LOQ degerlerini 0,028
pg/mL ve 0,094 pg/mL olarak bulmuslardir (Nama ve Ark, 2011).

Krishna Chaitanya ve arkadaslar1 RP-HPLC, Cig (150 mm X 4,6 mm, 5um)
kolon, asetonitril ve fosfat tampon ¢6zeltiden olusan (50:50, h/h) hareketli faz, 1,0
mL/dak akis hizinda, 210 nm dalgaboyunda aprepitantin ila¢ formiilasyonunda
tayinini yapmuslar ve 4,86 dak. alikonma zamaninda. LOD ve LOQ degerlerini 0,28
ug/mL ve 0,84 pg/mL olarak bulunmuslardir (Krishna Chaitanya ve Ark, 2013).

Ravi Prakash ve arkadaslari LC-MS/MS, Cig (100 mm x 4,6 mm, 5um)
kolon, amonyum asetat ve asetonitril (10:90, h/h) karistmindan olusan hareketli faz
ile, 0,9 mL/dak akis hizinda, aprepitantin insan kaninda tayinini yapmuslar ve
alikonma zamani 1,55 dak. ve konsantrasyon araligimi 10,004-5001,952 ng/mL
olarak bulmuslardir (Ravi Prakash ve Ark,2013).

Sinha ve arkadaslari RP-HPLC, Cig (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, n-
hekzan, izopropilalkol, metanol, trifloroasetik asit (970:40:4:0,5, h/h/h/h)
karistmindan olusan hareketli faz karisimu ile, 0,5 mL/dak akis hizinda, 210 nm dalga
boyunda aprepitant ve sekiz izomerinin ters ve normal faz HPLC ile tayinini
yapmislar ve LOD ve LOQ degerlerini 0,14 pg/mL ve 0,41 pg/mL olarak
bulmuslardir (Sinha ve Ark, 2013).

2.2. Karbamazapin

Psikoterapdtik bir ajan olarak karbamazapinin, akut mani tedavisinde ve
ayrica bipolar bozukluklarin (manik-depresif) tedavisinde ve bircok ndrolojik
bozuklukta Kklinik olarak etkili oldugu bilinen bir ila¢ etkin maddesidir. Ayrica

alkolii birakma sendromunda, alkolii birakma semptomlarini (hipereksitabilite,



tremor, yiirime bozuklugu) azaltir, santral diabetes insipidusta idrar miktarini azalt
arak susuzluk duygusunu hafifletir.
(https://www.novartis.com.tr/sites/www.novartis.com.tr/files/Tegretol 200mg_Table
t KUB_18032014.pdf. Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil-2. Karbamazapinin agik kimyasal formuli

Kimyasal adi 5H-dibenz [b,f] azepin-5-karboksamit olan karbamazapinin
kapali formili C1sH12N2O olup molekiil agirligr 236,3 g/moL, rengi kirli beyazdir.

Suda ¢6zunmezken, alkol ve asetonda ¢ozinir (Xu ve Madden, 2011).
2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

Karbamazapin, oral yolla alindiginda hizla emilir ve %75-85 oraninda kana
gecer. Tek oral doz halinde alindiginda, aktif madde plazmada doruk konsantrasyona
6-12 saat iginde ulasir. Yemek yeme hangi dozaj seklinde olursa olsun
karbamazapin, emilim hiz1 ve oranin1 6nemli derecede etkilemez. Proteine baglanma
orani % 75 tir. Karbamazapin baslica, karacigerde metabolize olur. Karbamazapinin
tamamen emildigi varsayilldiginda sanal dagilim hacmi 0,8-1,9 L/kg arasinda
degismektedir. Tek oral dozdan sonra, eliminasyon yarilanma omrii yetiskinlerde 18-
55 ve cocuklarda 3-32 saattir. Karbamazapin, monoterapi goren hastalarin kaninda
17-51 pumol/L seviyesindedir. Pik plazma dlizeyine 4-5 saat iginde ulagir. Oral olarak
tek doz halinde 400 mg karbamazapin verildikten sonra, % 72’ si idrarla ve % 28’1

fegesle atilir. Idrarda, dozun yaklastk % 2’ si degismemis ilag seklinde ve yaklasik
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%21’ farmakolojik olarak aktif 10,11-epoksit metaboliti seklinde bulunur
(https://www.novartis.com.tr/sites/www.novartis.com.tr/files/Tegretol_200mg_Table
t KUB_18032014.pdf. Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).

2.3. Karbamazapin 10,11-epoksit

Karbamazapinin 33 metaboliti arasinda en 6nemli metaboliti farmakolojik
olarak aktif olan, karbamazapin gibi antikonvilsan 6zelligi ile karbamazapin-10,11-
epoksittir. Stabil durumda karbamazapin 10,11-epoksitin plazma konsantrasyonu

karbamazapinin %20-25 ine esdegerdir (Tonic-Ribarska ve Ark, 2011).

2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

(21
O

Sekil-3. Karbamazapin 10,11-epoksitin agik kimyasal formili

NH,

Kimyasal adi 1a,10b-Dihidro-6H-dibenzo(b,f)oksireno[d]azepine-6-
karboksamittir. 10,11-Epoksi karbamazapin veya karbamazapin epoksit olarak da
bilinir. Kapali formiili CisH12N202 olup molekiil agirhigi 252,27 g/moL dir
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/c4206?lang=en&region=TR,
Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).

2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

Karbamazapin-10, 11-epoksitin plazmadaki konsantrasyonlari, karbamazapin
diizeylerinin yaklasik % 30’ udur. Karbamazapin-10,11-epoksitin proteine baglanma
oran1 % 50’ dir. Sitokrom P450 3A4, karbamazapinden karbamazapin-10, 11 epoksit


https://www.novartis.com.tr/sites/www.novartis.com.tr/files/Tegretol_200mg_Tablet_KUB_18032014.pdf
https://www.novartis.com.tr/sites/www.novartis.com.tr/files/Tegretol_200mg_Tablet_KUB_18032014.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/c4206?lang=en&region=TR

olusumundan sorumlu olan ana izoformu olarak tanimlanmistir. Oral olarak tek doz
karbamazapin  verildikten  sonra  yaklasik  olarak = %30’u,  epoksit
biyotransformasyonunun son Urlnleri olarak idrara gecer. Plazmadaki 10, 11-epoksit
metabolitinin ortalama eliminasyon yarilanma 6émrii epoksidinin tek oral doz halinde
verilmesinden sonra yaklasik olarak 6 saattir. Karbamazapin-10,11-epoksit
monoterapi gdren hastalarin kaninda 9 umol/L seviyesindedir. idrarda, dozun
yaklagik %1’ karbamazapin  10,11-epoksit metaboliti seklinde bulunur
(https://www.novartis.com.tr/sites/www.novartis.com.tr/files/Tegretol_200mg_Table
t KUB_18032014.pdf. Erisim Tarihi: 30 Nisan 2016).

2.3.3. Karbamazapin ve Karbamazapin 10,11-epoksitin Analiz Calismalari

Jayanna ve arkadaglari, karbamazapinin tabletlerden tayini i¢in gelistirdikleri
spektrofotometrik yontemde 417 nm dalgaboyunda c¢aligmislar ve dogrusal

konsantrasyon araligini 0,2-10 pg/mL olarak bulmuslardir (Jayanna ve Ark, 2014).

Tambe ve Mulgund, ilag¢ formilasyonunda karbamazapin tayini igin
gelistirdikleri spektrofotometrik yontemde 275-295 nm dalgaboyu araliginda
calismislar. Bu analizde LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,2984 ve 0,9042 pg/mL
olarak bulmuslardir (Tambe ve Mulgund, 2015).

Mandrioli ve arkadaslari, gelistirdikleri HPLC yontemi ile Cg (150 mm x 4,6
mm, 5um) kolon, 237 nm dalgaboyu, asetonitril, metanol, fosfat tamponu (pH=1,9)
(17,5:20,0:62,5, h/h/h) hareketli faz karisimi1 ve 1,2 mL/dak akis hizi kullanarak,
epilepsili hasta kanlarinda karbamazapinin ve bes metabolitinin tayinlerini
yapmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda, LOQ degeri karbamazapin ve 2-
hidroksikarbamazapin i¢in 6 ng/mL, diger metabolitler i¢in 12 ng/mL olarak
bulunurken, LOD degeri karbamazapin ve 2-hidroksikarbamazapin igin 2 ng/mL,

diger metabolitler i¢in 4 ng/mL olarak bulunmustur (Mandrioli ve Ark, 2001).

Jun ve Peng-Ling, RAM-HPLC yontemi ile (150 mm x 4,6 mm, 5um) kolon,
280 nm dalgaboyunda plazmada karbamazapin tayini {izerine c¢aligmislar. Bu

calismada 1,5 mL/dak akis hizi, hareketli faz olarak asetonitril/0,1 mol/L amonyum
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asetat (12:88, h/h) karisimi kullanmislar ve ¢alismanin sonucunda karbamazapin igin

LOD degerini 0,5 mg/L olarak bulmuslardir (Jun ve Peng-Ling, 2002).

Van Rooyen ve arkadaslari, LC/MS-MS yontemi ile insan plazmasinda
karbamazapin ve karbamazapin 10,11-epoksit tayini lizerine ¢alismislar. Cig (150
mm x 2,0 mm, 5um) kolon ve hareketli faz olarak asetonitril/metanol/%0,1 formik
asit (10:70:20, h/h) karisimini kullanmiglar, m/z oranlarmin sirasiyla 237,05 ve
253,09 alindig1 calisma sonucunda, LOQ degeri karbamazapin i¢in 0,722 ng/mL,
karbamazapin 10,11-epoksit i¢in 5,15 ng/mL olarak bulunmuslardir (Van Rooyen ve
Ark, 2002).

Demirkaya ve Kadioglu, RP-HPLC yontemi ile 220 nm dalgaboyunda UV
dedektor ile ilac formilasyonunda karbamazapin tayini {izerine c¢alismislar. Bu
calismada Cig (150 mm x 3,9 mm, 5um) kolon, 1,0 mL/dak akis hizi, hareketli faz
olarak asetonitril/su (30:70, h/h) karisimi kullanmislardir. Calismanin sonucunda
dogrusal konsantrasyon araligi 0,25-25 pg/mL olarak bulunmustur (Demirkaya ve
Kadioglu, 2005).

Patil ve Bodhankar, RP-HPLC ile serumda lamotrigin, fenobarbiton,
karbamazapin ve fenitoin tayini igin yontem gelistirmisler. 210 nm dalgaboyu, Cis
(250 mm x 46 mm x 5um) kolon ve hareketli faz olarak
aseton/asetonitril/metanol/fosfat tamponu (pH=7) (11:12:22:55, h/h) karigimi
kullanmiglardir. Calismanin  sonucunda LOQ degerini 0,2 pg/mL  olarak
bulunmuslardir (Patil ve Bodhankar, 2005).

Ulu, RP-HPLC wve tirev spektrofotometrisi yontemleri ile ilac
formilasyonunda karbamazapin tayini tizerine ¢alismis, HPLC metodu igin 285 nm
dalgaboyu, Cig (150 mm, 4,6 mm x 5um) kolon, 1,0 mL/dak akis hiz1 ve hareketli
faz olarak asetonitril/su (75:25, h/h) karisimi kullanmis, Galigmanin sonucunda
dogrusal konsantrasyon araligmi HPLC metodu ile 0,2-2,0 pg/mL, tirev
spektrofotometri metodu ile 4,0-10,0 pg/mL, LOD degerini HPLC metodu ile 0,055
pg/mL ve tlrev spektrofotometri metodu icin ile 1,25 pg/mL olarak bulmustur (Uly,
2006).
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Gupta ve arkadaglari, HPLC ile 210 nm dalga boyunda, serumda melatonin,
karbamazapin ve karbamazapin epoksit tayini iizerine ¢alismislar. Bu ¢alismada Cig
(250 mm x 4,0 mm, 5um) kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, hareketli faz olarak
asetonitril/su (pH=3,0), (30:70, h/h) karisim1 kullanmislardir. Calismanin sonucunda
LOD degerleri melatonin, karbamazapin epoksit ve karbamazapin i¢in sirastyla 800,

500 ve 1300 pg olarak bulunmuslardir (Gupta ve Ark, 2006).

Sener ve arkadaslart LC-MS, Cig (150 mm x 2,1 mm, 3um) kolon, su-
asetonitril-asetik asitten olusan (74,5:25:0,5, h/h/h) hareketli faz ile, 0,4 mL/dak akis
hizinda, karbamazapinin ve metaboliti karbamazapin-10,11-epoksitin fare beyninde
ve kaninda tayinini yapmuslar, alikonma zamanlarini1 karbamazapin-10,11-epoksit ve
karbamazapin igin sirasiyla 5,6 ve 12,8 dak, dorusal konsantrasyon araliklarini 5,0—
500,0 ng/mL olarak bulmuslardir (Sener ve Ark, 2007).

Sanches ve arkadaslari, HPLC ile plazmada karbamazapin, fenobarbital ve
fenitoin tayini lizerine ¢alismiglar. Bu analizde 210 nm dalga boyu, Cig (150 mm X
3,9 mm, 4um) kolon, 0,5 mL/dak akis hizi, hareketli faz olarak asetonitril/su (30:70,
h/h)  ¢oOzelti karistmini  kullanmiglardir.  Calismanin  sonucunda  dogrusal
konsantrasyon araligi karbamazapin, fenobarbital ve fenitoin i¢in sirasiyla 0,3-20,0
mg/L, 0,9-60,0 mg/L ve 0,6-40,0 mg/L olarak bulunurken LOQ degerleri sirasiyla
0,3 mg/L, 0,9 mg/mL ve 0,6 mg/L olarak bulunmustur (Sanches ve Ark, 2008).

Dordevi¢ ve arkadaslari, HPLC ile 285 nm dalgaboyunda, serum ve tikiruk
orneklerinde karbamazapin tayini tizerine ¢alismiglar. Bu analizde Cig (250 mm x
4,0 mm, 5um) kolon, 1,0 mL/dak akis hizi, hareketli faz olarak metanol/su/asetik
asit (65:34:1, h/h) ¢ozelti karisimint kullanmiglardir. Caligmanin sonucunda serum ve
tikdrik ornekleri icin LOD sirasiyla 0,166 ve 0,178 pg/mL, LOQ degerleri ayni
sirayla 0,237 ve 0,226 pg/mL, dogrusal konsantrasyon araligi ise serum ve tukudrik

ornekleri i¢in 0,1-5,0 pg/mL olarak bulunmustur (Pordevié¢ ve Ark, 2009).

Djordjevic ve arkadaslari, HPLC ile 285 nm dalgaboyunda sa¢ drneklerinde

karbamazapin tayini lizerine ¢alismiglar. Bu analizde Cig (250 mm x 4,0 mm, 5um)
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kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, hareketli faz olarak metanol/su/buzlu asetik asit
(65:34:1, h/h) karistmini kullanmiglardir. Calismanin sonucunda LOD ve LOQ
degerlerini sirastyla 1,2 ve 1,7 ng/mg, dogrusal konsantrasyon araligi 2,5-37,5 ng/mg
olarak bulmustur (Djordjevic ve Ark, 2009).

McMillin ve arkadaslari, immunoassay ve LC-MS/MS yontemi ile
karbamazapin ve epoksit metabolitinin plazmada tayini Uzerine calismiglar. Bu
calismada (50 mm x 2,1 mm, 1,8um) kolon, 0,65 ml/dak. akis hizi, hareketli faz
olarak iki bilesende de % 0,1 formik asit olacak sekilde asetonitril/su (25:75, h/h)
karigimini kullanmiglardir. Caligmanin sonucunda dogrusal konsantrasyon araligi
karbamazapin ve epoksit metaboliti i¢in sirasiyla 2,2-12,0 pg/mL ve 0,6-2,4 pg/mL
olarak bulunmustur (McMillin ve Ark, 2010).

Rashmin ve arkadaglari, HPTLC yontemi ile 285 nm dalgaboyunda ilag
formiilasyonlarinda karbamazapin tayini iizerine ¢caligmislar. Bu analizde silika jel 60
Fasa ITK tabakasi, hareketli faz olarak etil asetat/toluen/metanol (5:4:1, h/h/h)
karisimini kullanmislardir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 16,70 ve 50,44 ng/spot
olarak bulunmustur (Rashmin ve Ark, 2011).

Baranowska ve Kowalski HPLC-DAD, Cszo (250 mm x 4,0 mm, 7um) kolon,
% 0,05 trifloro asetik asit, metanol ve asetonitrilden olusan hareketli faz ile gradiyent
elusyon yaptiklar1 bir metot gelistirmisler ve gelistirdikleri bu metot ile, 1,0 mL/dak.
akis hizi, 200 ve 450 nm dalgaboylarinda, karbamazapinin de bulundugu 15 ilag
maddesinin yiizey sular1 ve atik su 6rneklerinde es zamanli tayinini yapmuslardir.
Calisa sonucunda, karbamazapin i¢in alikonma zamanini 20,564 dak, LOD ve LOQ
degerini ise sirastyla 0,029 ve 0,086 pg/mL olarak bulmuslardir (Baranowska ve

Kowalski, 2011).

Hu ve arkadaslart HPLC-UV, Cig (50 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, % 1
izopropil alkol ve % 0,01 heptaflorobiitirik asit ve asetonitrilden olusan hareketli faz
cozeltisi ve gradiyent elusyon ile 2,0 mL/dak akis hizi, 280 nm dalgaboyunda

calismiglar, i¢inde karbamazapinin de bulundugu 6 analitin tayinini yapmislardir.
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Calisma sonucunda karbamazapin igin alikonma zamani 4,51 dak, LOD ve LOQ
degeri 0,03 ve 0,10 uM olarak bulunmustur (Hu ve Ark, 2011).

Tonic-Ribarska ve arkadaslart RP-HPLC, Cig (150 mm x 4,6 mm, 5um)
kolon, asetonitril ve sudan olusan (35:65, h/h) hareketli faz, 1,0 mL/dak akis hizi,
220 nm dalgaboyunda caligmislar, karbamazapin ve karbamazapin epoksitin
plazmada biyoanalitik kat1 faz ekstraksiyon metodu ile tayinini yaptiklar: bu ¢alisma
sonucunda, karbamazapin ve karbamazapin epoksitin dogrusal konsantrasyon
araliginin1 0,25-20 ug/mL olarak bulmuslardir (Tonic-Ribarska ve Ark, 2011).

Kratz ve arkadaslari, HPLC ile 275 nm dalgaboyunda UV dedektor ile
propranolol, karbamazapin, asiklovir ve hidroklorotiyazid vinblastin ve verapamil
tayini tizerine ¢aligmislar. Bu analizde Cig (300 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, 1,0
mL/dak akis hizi, hareketli faz olarak, asetonitril ve amonyum asetat ¢ozeltisi (pH=3)
karisimi kullanmiglardir ve gradiyent eliisyon yapmislardir. Calismanin sonucunda
dogrusal konsantrasyon araligi her bir etkin madde igin 0,5-100 pM olarak
bulunmustur (Kratz ve Ark, 2011).

Sultana ve arkadaslari, 212 nm dalgaboyunda, C1g (250 mm x 4,6 mm, 10um)
kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi ile hareketli faz olarak metanol/su (pH=3), (80:20, h/h)
cozelti karisimi kullanarak ilag formulasyonunda ve insan serumunda karbamazapin
tayini icin HPLC metodu gelistirmislerdir. Caligmanin sonucunda dogrusal

konsantrasyon araligini 0,4-12 pg/mL olarak bulmuslardir (Sultana ve Ark, 2012).

Dzodic ve arkadaglart HPLC, C1g (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, asetonitril
ve fosfat tampon (pH=7), (30:70, h/h) hareketli fazi ile, 1,5 mL/dak. akis hizi, 210
nm dalga boyunda, plazmada karbamazapin, karbamazapin epoksit ve karbamazapin
trans-dioliin tayinini yapmislar. Dogrusal konsantrasyon araliklarini karbamazapin,
karbamazapin epoksit ve karbamazapin trans-diol igin 0,2-25 pg/mL olarak
bulmuslardir (Dzodic ve Ark, 2012).
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Mowafy ve arkadaglari, HPLC ile 285 nm dalga boyunda plazmada
karbamazapin tayini tizerine ¢alismiglar. Bu analizde C1g (150 mm x 4,6 mm, 10um)
kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, hareketli faz olarak metanol/su (50:50, h/h) ¢oOzelti
karisimini kullanmiglardir. Caligmanin sonucunda dogrusal konsantrasyon araligini

0,5-40 pg/mL olarak bulmuslardir (Mowafy ve Ark, 2012).

Patil ve arkadaglari, HPLC ile karbamazapin ve fenitoin i¢in 205 nm,
antipirin ve furosemid i¢in 230 nm dalga boyunda caligmislar. Bu ¢alismada, Cig
(250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, 1,0 mL/dak akis hizi, hareketli faz olarak su (pH=3,
%20 orto-fosforik asit ile) /metanol/asetonitril (58:21:21, h/h/h) ¢ozelti karisimini
kullanmiglardir. Calismanin sonucunda her madde i¢in dogrusal konsantrasyon

araligini 5-100 uM olarak bulunmustur (Patil ve Ark, 2012).

Sadu ve arkadaglari, RP-HPLC yo6ntemi ile 285 nm dalgaboyunda PDA
dedektor ile ilag preparatinda karbamazapin tayini lizerine ¢alismislar. Bu analizde
Ci (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, hareketli faz olarak
su/metanol (40:60, h/h) karisimi kullanmiglardir. Caligmanin sonucunda dogrusal

konsantrasyon araligi 0,001-0,200 mg/mL olarak bulunmustur (Sadu ve Ark, 2012).

Ezzeldin ve arkadaslart HPLC, Cg (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon,
asetonitril: izopropilalkol: fosfat tamponu (pH=3), (36:15:49, h/h/h) hareketli faz, 1,2
mL/dak. akis hiz1 ve 220 nm dalga boyunda karbamazapinin insan kaninda tayinini
ve yontem validasyonunu yapmislar, alikonma zamanim 11,4 dakika, dogrusal
konsantrasyon araligin1 0,1-8,0 pg/mL ve LOQ degerini 0,1 pg/mL olarak
bulmuslardir (Ezzeldin ve Ark, 2013).

Serralheiro ve arkadaslart HPLC-UV, C1g (55 mm x 4,0 mm, 3um) kolon, su-
metanol-asetonitril-trietilaminden olusan (68,7:25:6:0,3, h/h/h/h) hareketli fazi ile,
1,0 mL/dak. akis hizi, 237 nm dalgaboyunda fenobarbital, primidon, fenitoin,
karbamazapin, lamotrigin, okskarbazepin ve bunlarin ana metabolitlerinden bazilari,
karbamazapin 10,11-epoksit, 10,11-trans-dihidroksikarbamazapin (transdiol) ve

likarbazepinin insan kaninda es zamanli tayinlerini yapmuslar, dogrusal
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konsantrasyon araliklarin1 fenobarbital i¢cin 0,25-100 pg/mL, primidon igin 0,4-50
pg/mL, fenitoin icin 0,5-50 pg/mL, karbamazapin, lamotrigin ve karbamazapin
10,11-epoksit icin 0,1-50 pg/mL, okskarbazepinpin icin 0,1-25 pg/mL, transdiol
icin 0,25-10 pg/mL ve likarbazepin icin 0,15-80 pg/mL olarak bulmuslardir
(Serralheiro ve Ark, 2013).

Fulga ve arkadaslart HPLC-DAD, Cis (100 mm x 4,6 mm, 3,5um) kolon,
asetonitril ve fosfat tampon (pH=3), (37:63, h/h) hareketli faz1 ile, 0,8 mL/dak akis
hizi, 280 nm dalga boyunda, otopsi i¢in kan ve bazi organlarda karbamazapinin
tayinini yapmiglar. Dogrusal konsantrasyon araligimi 5-40 pg/mL  olarak
bulmuslardir (Fulga ve Ark, 2013).

Sultana ve arkadaslari, parasetamol, karbamazapin, losartan ve siprofloks-
asinin ila¢ formulasyonunda ve insan serumunda tayini igin sirastyla 245, 230, 206
ve 272 nm dalgaboyunda UV dedektor ile ¢alismiglar, bu analizde Cig (250 mm X
4,6 mm, 10um) kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, hareketli faz olarak asetonitril/su
(pH=3), (50:50, h/h)  karistmi kullanmislar ve ¢alisma sonucunda dogrusal
konsantrasyon araligini sirasiyla 0,5-24 pg/mL, 0,25-8,0 pg/mL, 0,4-12 pg/mL ve
0,75-10 pg/mL olarak bulmuslardir (Sultana ve Ark, 2013).

Ul Hag ve Kumar RP-LC-MS/MS, Cg (50 mm x 4,6 mm, 3um) kolon,
asetonitril-tampon (70:30, h/h) hareketli faz ve 0,65 mL/dak. akis hizinda,
okskarbazepin ve metaboliti olan 10-hidroksikarbazepinin plazmada es zamanl
analizini ve yontem validasyonunu yapmuslar, dogrusal konsantrasyon araliklarini
sirastyla 0,032-7,044 mg/mL ve 0,103-15,054 mg/mL olarak bulmuslardir (Ul Haq
ve Kumar, 2014).

Thejaswini ve Gurupadayya RP-HPLC, Cg (250 mm x 4,6 mm, 5um) kolon,
metanol, asetonitril ve fosfat tampon ¢ozelti (pH=3), (50:40:10, h/h/h) hareketli faz,
0,8 mL/dak akis hizi ve 210 nm dalga boyunda amitiriptilin, karbamazapin ve
flunarizinin insan kaninda es zamanli tayinini yapmuslar, alikonma zamanlari

amitiriptilin, karbamazapin ve flunarizin igin sirasiyla 3,6 £ 0,1 dak., 4,1 + 0,2 dak.
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ve 4,6 £ 0,2 dak., LOD degerlerini amitiriptilin, karbamazapin ve flunarizinin igin
sirastyla 0,072 pg/mL, 0,09 pg/mL ve 0,06 pg/mL, LOQ degerlerini ise amitiriptilin,
karbamazapin ve flunarizinin i¢in sirasiyla 0,21 pg/mL, 0,027ug/mL ve 0,18 pg/mL
olarak bulmuslardir (Thejaswini ve Gurupadayya, 2014).

Vosough ve arkadaslart HPLC-DAD, RP kolon (150 mm x 4,6 mm, 5um),
asetonitril ve KoHPO4 tampon ¢ozeltisi (pH=7,5) karisimindan olusan (45:55, h/h)
hareketli fazi ile, 1,0 mL/dak. akis hiz1, 210 ve 400 nm dalgaboyunda fenobarbital ve
karbamazapinin insan kaninda es zamanli tayinini yapmislar. Karbamazapin ve
fenobarbital i¢in alikonma zamanlarin1 2,97 ve 2,33 dak., LOD degerini sirasiyla
0,006 ve 0,11 pg/mL, LOQ degerlerini ise 0,02 ve 0,37 pg/mL olarak bulmuslardir
(Vosough ve Ark, 2014).

Zhou ve Jiang HPLC-DAD, C1g (100 mm x 2,1 mm, 2,6pm ) kolon, formik
asit, metanol ve asetonitrilden olusan (2:49:49, h/h/h) hareketli faz, 0,2 mL/dak. akis
hizi, sulfametoksazol, diklofenak, karbamazapin, ve bezafibrat icin sirasiyla 270,
280, 290 ve 230 nm dalgaboylarinda sulfametoksazol, diklofenak, karbamazapin ve
bezafibratin es zamanli tayinini yapmislar ve sulfametoksazol, karbamazapin,
bezafibrat, diklofenak i¢in alilkonma zamanlarini sirasiyla 5,3 dak., 9,4 dak., 12,4
dak. ve 17,0 dak. olarak bulmuslardir (Zhou ve Jiang, 2014).

Mohamed ve arkadaslari, LC-MS/MS, RP-18 (100 mm x 4,6 mm) kolon,
asetonitril ve amonyum asetat tamponu (pH 3,5) (90:10, h/h) hareketli faz karisima,
0,5 mL/dak. akis hiz1 kullanarak propofol, midazolam ve karbamazapinin plazmada
tayinini yapmislar ve konsantrasyon araligi propofol, midazolam ve karbamazapin
icin sirastyla 1-100, 2-100 ve 7-1000 ng/mL olarak bulmuslardir (Mohammed ve
Ark, 2015).

Gineys ve arkadaslari, RP-HPLC, Cis (100 mm x 2,1 mm, 3um) kolon,
asetonitril ve % 0,01 orto-fosforik asit ¢ozeltisinden olusan hareketli faz ile gradiyent
elisyon ve 0,25 mL/dak. akis hiz1 kullanarak, iginde karbamazapinin de bulundugu

farkli ilag ve pestisitlerin tayinini yapmislar. Calisma sonucunda, dogrusal
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konsantrasyon araligin1 1,0x10° — 5x10® mol/L, LOD degerini 5,0x10° — 4,0x10°
mg/mL, LOQ degerini ise 1,8%10°— 1,2x10* mg/mL olarak bulmuslardir (Gineys ve
Ark, 2015).

Renkoglu ve arkadaslari, gelistirdikleri HPLC metodunda ACE 5-CN (250
mm X 4,6 mm, 5um) kolon, fosfat tamponu (pH 5,0) : metanol (80:20, h/h—70:20,
h/h) hareketli faz karisimu ile gradiyent ¢alismislar, 1,0 mL/dak. Akis hiz1 ve 254 nm
dalgaboyunda olanzapin ve karbamazapinin tablet formulasyonunda tayinini
yapmislar, ¢alisma sonucunda LOD ve LOQ degerlerini olanzapin ve karbamazapin
icin sirasiyla 0,05 ve 0,2 mg/mL olarak bulmuslardir (Renkoglu ve Ark, 2015).

Gurke ve arkadaslari, gelistirdikleri SPE-HPLC-MS/MS metodunda RP
kolon (100 mm x 2,0 mm x 2,5um), 0,3 mL/dak. akis hizi, amonyum asetat ¢ozeltisi,
asetonitril ve formik asitten olusan hareketli faz ile gradiyent eliisyon yaparak lagim
suyunda i¢inde karbamazapinin de oldugu ¢esitli farmasotik maddelerin tayinini
yapmislar ve ¢alisma sonucunda dogrusal konsantrasyon araligini 50-20000 ng/L
olarak bulmuslardir (Gurke ve Ark, 2015).

Ferreira ve arkadaslari, HPLC-DAD, Cis kolon, su/metanol/asetonitril
(69:25:6, h/h/h) hareketli faz karisimi, 1,0 mL/da. akis hizi, 215 nm dalgaboyunda
karbamazapin, okskarbazepin ve onlarin aktif metabolitleri karbamazapin-10,11-
epoksit ve likarbazepinin hiicre kiiltiirii ortaminda tayinini yapmislar. Dogrusal
konsantrasyon araliklarin1 karbamazapin icin 0,1-15 ug/mL, okskarbazepin ve
karbamazapin-10,11-epoksit igin 0,1-5 pg/mL, likarbazepin igin 0,1-40 pg/mL
olarak bulmuslardir (Ferreira ve Ark, 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Diger Gerecler

e LCMS Cihaz1 (Shimadzu-2020)

o

©)

©)

(@]

(@]

Pompa Sistemi (LC-20AD)

UV/Vis Dedektsr (SPD-20A)

Otomatik Ornekleyici (SIL-20ACHT)

Kolon firin1 (CTO-10ASVP)

Gaz Giderme Unitesi (DGU-20A3R)

Yazilim versiyonu (Lab Solutions )

Analitik kolon Athena, C8 (100 mm x 4,6 mm X 3um)
On Kolon Athena, C18 (20 mm x 4,0 mm x 5um)

e UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)
e Quartz kuvetler ( Heilma 100 Qs, 10x10x45 mm )

e pH metre (Mettler Toledo, MP 220)

e Terazi (Shimadzu, AEX-200G)

e Ultra Saf Su Cihaz1 (Millipore, Milli-Q-RG)

e Otomatik pipetler (Nichipet EX II)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Cozuculer

Aprepitant (Merck), karbamazapin (USP), karbamazapin 10,11-epoksit

(Sigma) ve aseklofenak (Sigma) USP standartlari, asetonitril, metanol, orto-fosforik

asit HPLC Grade (Merck) ve bidistile su kullanilmistir.

3.3. Cozeltiler

3.3.1. Aprepitant Stok Cozeltisi

1,0 mg/mL (1,87 x 102 M) stok aprepitant ¢ozeltisi asetonitril kullanilarak

hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden asetonitril ile 0,10 ve 0,01 mg/mL’lik seyreltmeler

yapildi. Cozeltiler +4°C’de saklandi.
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3.3.2. Karbamazapin Stok Cozeltisi

1,0 mg/mL (4,23 x 102 M) stok karbamazapin ¢dzeltisi metanol kullanilarak
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden asetonitril ile 0,10 ve 0,01 mg/mL konsantrasyonlarda

seyreltmeler yapildi. Cozeltiler +4°C’de saklandi.
3.3.3. Karbamazapin 10, 11-epoksit Stok Cozeltisi

1,0 mg/mL (3,96 x 10 M) stok karbamazapin 10,11- epoksit ¢6zeltisi metanol
kullanilarak hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden asetonitril ile 0,10 ve 0,01 mg/mL

konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Cozeltiler —20°C’de saklandi.
3.3.4. Aseklofenak (IS) Stok Cozeltisi

I¢ standart olarak kullanilan 1,0 mg/mL (2,82 x 10° M) konsantrasyondaki
aseklofenak stok cozeltisinden asetonitril kullanilarak 0,10 ve 0,01 mg/mL

konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltiler +4°C’de saklandi.
3.4. Analitik Metot Gelistirme Calismalari

Aprepitant, karbamazapin ve karbamazapin 10,11-epoksitin HPLC ile bir arada
analizi icin uygun kolon, kolon sicakligi, dalga boyu, hareketli faz, hareketli faz akis
hizi gibi kromatografik kosullar ve uygun i¢ standart maddesi belirlendi. Bu
kosullarda gelistirilen ve valide edilen yontem, karbamazapin ve aprepitantin ilag

formiilayonlarinin toz karisimlarinin analizine de uygulandi.
3.4.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
3.4.1.1. Kromatografik Cahsma I¢in Karisim Cozeltisi

5,0 mL ¢ozelti icinde 15,0 pug (3 pg/mL) APT, 5,0 ug CBZ, 4,0 ug CBZ-E ve
7,5 ug aseklofenak igeren karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Bu karisimdan 20 uLL HPLC
sistemine enjekte edildi.
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3.4.1.2. Dalgaboyunun Belirlenmesi

Madde karisimlarinin HPLC ile analizi i¢gin UV/Vis dedektor kullanildi. Bu
amacla 5,0 mL i¢inde 25,0 ug APT, 20,0 pug CBZ ve 10,0 ug CBZ-E in ayr1 ayr1 ve
karisim ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢Ozeltilerinin spektrumlart alinarak maksimum
absorbsiyon yaptiklari dalgaboyu spektrofotometrik olarak tespit edildi ve her fi¢
madde icin de en uygun dalgaboyu 210 nm olarak belirlendi. ilgili spektrumlar

Bolum 4.1.1°de verilmistir.

3.4.1.3. Hareketli Faz Bilesenlerinin, Bilesen Oranlarmin ve Hareketli Fazin

pH’ sinin Belirlenmesi

Calisilacak uygun dalgaboyu belirlendikten sonra karbamazapin ve
aprepitantin analizlerine iligkin literatiir ¢alismalar1 géz 6niine alinarak hareketli faz
olarak asetonitril/su, asetonitril / % 0,1 formik asit, asetonitril / % 0,2 formik asit,
asetonitril / % 0,1 trifloroasetik asit, asetonitril / % 0,2 trifloroasetik asit,
asetonitril/izopropil alkol/su, asetonitril/metanol/su,  asetonitril/fosfat tamponu
(farkli mM derisimlerde), asetonitril/orto-fosforik asit ¢ozeltisi (farkli pH’ lerde) gibi
degisik ¢oziicii sistemleri farkli karisim oranlarinda Cig (250 mm x 4.6 mm), 5um
baglangic kolonu kullanilarak denendi ve en uygun hareketli faz ¢Ozeltisi olarak
asetonitril/su (pH=4, orto-fosforik asit ¢ozeltisi ile), (55/45, h/h) karigimi tespit
edildi. Hareketli faz bilesenlerinin oranlarinin degisimine gére maddelerin alikonma
zamanlarini1 gosteren Tablo-1 ve farkli pH’ lerdeki kromatogramlar Bolim 4.1.2.°de

verilmistir.
3.4.1.4. Sabit Fazin (Kolonun) Belirlenmesi

Hareketli faz bilesenlerinin orant ve pH belirlendikten sonra farkli uzunluk, i¢
cap ve farkli partikiil biiyiikliigiine sahip dolgu materyali iceren kolonlar denenerek
ayrilmanin ve analiz siiresinin en uygun bulundugu kolon tespit edildi. Sonuglar

Bolim 4.1.3’ de verilmistir.
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3.4.1.5. i¢ Standardin Belirlenmesi

Amlodipin, aliskren, ketokonazol, maprotilin, amsinonit ve diklofenak sodyum
i¢ standart olarak denendi. Secicilik ve analiz siiresi goz Oniine alinarak aseklofenak

uygun i¢ standart olarak belirlendi.
3.4.1.6. Akis Hizimin Belirlenmesi

Alikonma zamaninda fazla gecikmeye neden olmayacak ama iyi bir ayrilmayi
saglayacak akis hizin1 bulmak i¢in ¢alismalar yapildi ve en uygun akis hizinin 0,8

mL/dak. oldugu goriildii.
3.4.1.7. Kolon Sicakhigimin Belirlenmesi

Kolon sicakligr i¢in 20, 25 ve 30 °C ler denendi. Alikonma zamanlarinda 6nemli

bir degisiklik olmadigi igin kolon sicakligi 25°C olarak segildi.
3.5. Metot Validasyonu

Gelistirilen analitik metodun validasyonu ICH kilavuzu Q2’ye gore yapildi. Bu

kilavuza gore asagidaki validasyon parametreleri incelendi.
3.5.1. Segcicilik

lgili ilag etkin maddelerin ve karisimlarinin hazirlandig hareketli faz ¢ozeltisi
sisteme enjekte edildi ve hareketli faz ¢Ozeltisinden kaynaklanan bir girisimin
olmadig1 ve yontemin segici oldugu goriildii. Buna ait kromatogram Boliim 4.2.1.°de

verilmistir.
3.5.2. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligi, her Ug¢ etkin maddenin 7 farkli konsantrasyonunda
karisim ¢ozeltileri ile olusturulan kalibrasyon egrilerinden tespit edildi. Bu amacla
her bir maddeden 2 ser tartim alindi, alinan tartimdan 2 ser seyreltme yapildi. Bu
¢ozeltilerden her bir madde i¢in liger tekrar ile 4 farkli kalibrasyon egrisi olusturuldu

ve bu kalibrasyon egrilerinin ortalamasi alind1. Sonuglar Boliim 4.2.2.”de verilmistir.
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3.5.3. Tayin Edilebilme Simir1 (LOQ) ve G6zlenebilme Simir1 (LOD)

Gelistirilen yOntemin hassasiyetini belirlemek igin LOD ve LOQ degerleri
asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan degerler Bolim 4.2.3.°de

verilmistir.
LOD =3 x SD/m
LOQ =10x SD/m
SD : Kalibrasyon dogrusunun y eksenini kestigi degerin standart sapmasi

m : Kalibrasyon dogrusunun egimi
3.5.4. Kesinlik (Giin ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik)

APT ic¢in 0,90 pg/mL, 2,50 pg/mL, 4,50 pg/mL konsantrasyonlarda, CBZ igin
0,35 pg/mL, 1,50 pg/mL, 4,50 pg/mL konsantrasyonlarda ve CBZ-E icin 0,25
pg/mL, 1,50 po/mL, 4,50 pg/mL konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlandi. Gun
icinde farkli zamanlarda ve farkli giinlerde yapilan analizler ile elde edilen sonuclar
Tablo-9 B6liim 4.2.4.”de verilmistir.

3.5.5. dlag Etkin Madde Cozeltilerinin Farkh Saklama Kosullarindaki

Kararhhklar:

Cozelti kararliligini belirlemek amaciyla CBZ ve APT standart ¢Ozeltileri oda
sicakliginda karanlikta 24 saat, +4°C’de 1 ay bekletildi. Karigim ¢ozeltisi ve CBZ-E
standart ¢ozeltisi oda sicakliginda karanlikta 24 saat, -20°C’de 1 ay bekletildi. Ayrica
karisim ¢ozeltisi otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat bekletildi. Bu ¢ozeltilerin

kromatogramlari ve istatistiksel sonuglar1 Tablo-10 Boliim 4.2.5.’de verilmistir.
3.5.6. Dogruluk (Geri Kazanim)

Metodun dogrulugu i¢in yapilan ¢alismada CBZ-E icin 0,25 pg/mL, 0,80
pg/mL, 4,50 pg/mL, CBZ igin 0,35 pg/mL, 1,50 pg/mL, 4,50 pg/mL ve APT igin
0,70 pg/mL, 2,50 pg/mL, 4,50 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢Ozeltilerin
ilgili kalibrasyon egrisinden bulunan konsantrasyonlari ile geri kazanim hesaplandi,

% geri kazanim sonuglar1 Tablo-11 Béliim 4.2.6.’da verilmistir.
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3.5.7. Yontemin Saglamhgi

Gelistirilen metotta kullanilan hareketli faz pH’ si, hareketli faz bilesenlerinin
oranlari, kolon sicakligi ve akis hizi kiiclik oranlarda degistirilerek yontemin
saglamligr arastirildi. Bulunan sonuglari gosteren Tablo-12 Bolum  4.2.7.°de

verilmistir.
3.5.8. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi, Food Drug Administration (FDA) ve United States
Pharmacopeia (USP) tarafindan oOnerilen, sivi kromatografisi ve diger ayirma
tekniklerinde kullanilan testdir. Bu test igin 6nemli parametreler olan alikonma
zamani (tr), kuyruklanma faktéri (T), ayrilma faktorii (Rs) ve teorik plaka sayisi

nin (N) bu ¢alisma i¢in bulunan sonuglar1 Tablo-13 Bolum 4.2.8.’de verilmistir.

3.6. lla¢ Formiilasyonlarimn Karisimindan Aprepitant ve Karbamazapin

Analizi

200 mg karbamazapin iceren tabletlerden 15 adet, 80 mg aprepitant iceren
kapsullerden 6 adet teker teker tartildi. Ortalama agirliklar bulundu. Ayri ayr
havanda toz haline getirilen karbamazapin igeren tabletlerden 1 tablet ve aprepitant
iceren kapstllerden 1 kapsiil agirliginin % olacak sekilde tartilan toz karisimi 25 mL’
ye metanolle tamamlandi. 1-1,5 saat calkalandi ve slzlldu. Stzlntuden uygun
seyreltmeler yapildiktan sonra gelistirilen HPLC yontemi ile analizi edildi. Bu islem
3 farkli tartim igin tekrarlandi ve sonuglar ilgili 6l¢ii egrilerinden hesaplandi.

Bulunan sonuglar Tablo-14 ve Bo6liim 4.3.’de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
4.1.1. Dalgaboyunun Belirlenmesi
Sekil-4’ de karisimdaki her bir maddenin maksimum absorbsiyon yaptigi

dalga boylar1 goriilmekte ve bu sprektrumlar incelendiginde her ii¢ madde ve karisim

cozeltisi icin en uygun dalga boyunun 210 nm oldugu goriilmektedir.

2,000 — T T T

1.500

Abs,

1,000

0,500

190,00 250,00 200,00 250,00 00,00

M.

Sekil-4. APT, CBZ ve CBZ-E’ nin ayr1 ayr1 ve karisim halindeki ¢ozeltilerinin
spektrumlari ( == 5 pg/mL APT, 4 ug/mL CBZ, 2 pg/mL CBZ-E,
5 pug/mL APT, 4 pg/mL CBZ ve 2 pg/mL CBZ-E igeren karigim ¢6zeltisi ).
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4.1.2. Hareketli Faz Bilesenlerinin, Bilesen Oranlarinin ve Hareketli Fazin pH’

sinin Belirlenmesi

Denemeler sonucunda en uygun hareketli faz ¢ozeltisi olarak asetonitril/su

¢Oziicii karisimi ve hareketli faz bilesenlerinin oranlar1 degistirilerek en uygun

hareketli faz ¢6ziicii karigimi oranmi (55/45, h/h) asetonitril/su olarak tespit edildi.

Sonuglar Tablo-1’de verilmistir.

Sekil-5, 6, 7 ve 8 deki kromatogramlar incelendiginde de goriilecegi gibi

karisim igindeki ilag etkin maddelerin ayiriminin saglandigi hareketli faz sulu ¢ozelti

pH degeri 4,0 ( orto-fosforik asit ¢Ozeltisi ile ) olarak belirlendi.

Tablo-1. Hareketli faz bilesenlerinin oranlarinin degisimine gore CBZ-E, CBZ ve

APT’ nin alikonma zamani degerlerinin degisimi

Asetonitril Su (pH=4) trR (CBZ-E) tr (cBZ) trR (APT)
(%) (%) (dak.) (dak.) (dak.)
60 40 2,06 2,42 4,72
55 45 2,18 2,66 6,53
50 50 2,35 3,01 9,98
45 55 2,61 3,54 17,54
40 60 3,00 4,43 37,10
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Sekil-5. pH=2,0de 0,8 pg/mL CBZ-E (1), 1,0 pg/mL CBZ (11), 3,0 pg/mL APT (l11),

1,5 pg/mL aseklofenak (IV) igeren ¢ozelti karisimmin kromatogrami (hf:
asetonitril/su (pH=2, orto-fosforik asit cozeltisi ile), 50/50, h/h, akis hizi =1,0

mL/dak).
mALI 0 bar
10 fedtor A2 10nm
I:I,TS—- Frail
I:I,SEI—- |0
] 1)
] i
025 1 e
/\“ (Y (IV)
EI,EIEI—- h f'\J
""I"'1:I'JT\"'I ] T e e I I e e A E o1
oo 1,0 20 an 40 an g0 T an an min

Sekil-6. pH=3,0’de 0,8 pug/mL CBZ-E (I), 1,0 pg/mL CBZ (II), 1,5 pg/mL
aseklofenak (I11), 3,0 pg/mL APT (IV) igeren ¢dzelti karisiminin kromatogrami (hf:
asetonitril/su (pH=3, orto-fosforik asit ¢ozeltisi ile), 50/50, h/h, akis hiz1 = 1,0

mL/dak).
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Sekil-7. pH=4,0’de 0,8 pg/mL CBZ-E (I), 1,0 pg/mL CBzZ (Il), 1,5 pg/mL
aseklofenak (I11), 3,0 pg/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karisiminin kromatogrami (hf:
asetonitril/su (pH=4, orto-fosforik asit ¢ozeltisi ile), 50/50, h/h, akis hiz1 = 1,0
mL/dak).

A [ 00 bar
100 B aredtor &z 10nm
D,?S—: 750
050 =00
1 (1)
025 (10 . e
0o T T T L T
T e e T e e o e e T o e L e e e e e e L1
0,0 1,0 20 ap 40 50 6.0 70 80 8.0 min

Sekil-8. pH=5,0" de 0,8 pg/mL CBZ-E (I), 1,0 pg/mL CBZ (Il), 1,5 pg/mL
aseklofenak (I11), 3,0 pg/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karisiminin kromatogrami (hf:
asetonitril/su (pH=5, orto-fosforik asit ¢ozeltisi ile), 50/50, h/h, akis hiz1 = 1,0
mL/dak).
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4.1.3. Sabit Fazin (Kolonun) Belirlenmesi

Bo6lim 4.1.2°de belirlenen asetonitril/su, (55/45, pH=4 (orto-fosforik asit),
h/h) hareketli faz1 kullanilarak Tablo-1" de verilen kolonlar ile ¢alisildi ve sabit faz
olarak Athena Cg (100 mm x 4,6 mm, 3um ) HPLC kolonu en uygun kolon olarak
tespit edildi. Sonuclar Tablo-2’ de verilmistir.

Tablo-2. APT, CBZ ve CBZ-E’ nin farkli kolonlardaki alikonma zamanlari.

Allkonma Zamam (dak.)

Sabit Faz (Kolon) CBZ-E | CBZ | APT

Athena C18 (250 mm x 4.6 mm), 5pm 4,82 6,29 16,76
Kromasil C18 (250 mm x 4.6 mm), 5um 4,21 5,37 15,25
Athena C18 (150 mm x 4.6 mm), 5pum 3,19 4,12 10,30
Symmetry C18 (150 mm x 4.6 mm), 5um 2,62 3,26 8,36
Inertsil C18 (150 mm x 4.6 mm), 5um 2,64 3,35 7,78
Inertsil C18 (50 mm x 2.1 mm), 3um 0,63 0,69 1,36
ACE C8 (150 mm x 4.6 mm), 5um 3,03 3,57 8,18
Athena C8 (100 mm x 4.6 mm), 3um 2,18 2,66 6,53
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Sekil-9. 0,8 pg/mL CBZ-E (I), 1,0 pg/mL CBZ (1), 1,5 pg/mL IS (I11), 3,0 pg/mL
APT (IV) iceren c¢ozelti karisiminin gelistirilen metot kosullarinda alinan
kromatogrami (hf: asetonitril/su (pH=4, orto-fosforik asit ¢ozeltisi ile), 55/45, h/h,
akis hizi=0,8 mL/dak.).

4.2. Metot Validasyonu
4.2.1. Segicilik
Sekil-10° da goriildiigi gibi gelistirilen sisteme hareketli faz ¢ozeltisi enjekte

edildi ve CBZ, CBZ-E, IS ve APT piklerinin goriildiigii dakikalarda hareketli fazdan

ileri gelen herhangi bir pik gdzlenmedi.

1 Dmur::wm bar
0 g ertor /& T Tonm
075 L7
05D [ oo
025 [ o0
000
——— T T T T T
0,0 10 2 a0 a0 50 60 70 min

Sekil-10. Hareketli faz ¢ozeltisine ait kromatogram (hf: asetonitril/su (pH=4, orto-
fosforik asit ¢ozeltisi ile), 55/45, h/h, akis hiz1 = 0,8 mL /dak.).
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4.2.2. Dogrusalhik

CBZ-E i¢in 0,18-5,00 pg/mL, CBZ i¢in 0,28-5,00 ug/mL ve APT icin 0,52-5,00
pug/mL  konstrasyon araligindaki cozeltilerin  Bolum 3.5.2.°de anlatildigi  gibi
calisilarak ¢izilen 6l¢ii egrileri Sekil-11, 12 ve 13 de verilmistir.

Acpzr/Ars 5

a 1 z 3 4 5 &

C(pg/ mL)

Sekil-11. CBZ-E’nin 0,18 - 5,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢i

egrisi
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Tablo-3. CBZ-E’nin 0,18 - 5,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan &lgii

egrilerine ait A ceze / A 1s degerleri ve istatistik veriler

(ugc/:mL)

el 0,18 0,50 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
1 0,32 0,58 1,13 2,30 3,40 4,75 5,68

2 0,32 0,57 1,13 2,34 3,52 4,73 5,66

3 0,31 0,61 1,18 2,52 3,75 5,01 6,25

4 0,30 0,65 1,25 2,64 3,94 5,32 6,54
Ortalama 0,31 0,60 1,17 2,45 3,65 4,95 6,03

SD 0,01 0,03 0,06 0,16 0,24 0,28 0,44

RSD (%) 3,06 5,97 4,84 6,48 6,58 5,58 7,21

A ceze / A is orani degerlerinden hesaplanan dogru denklemi

y=1,21 x + 0,03

r=0,9994

Tablo-4. CBZ-E’nin 6l¢ii egrilerinin regresyon analizi sonuglari

1 2 3 4 Ortalama = SD
m 1,14 1,14 1,25 1,31 1,21 +£ 0,08
b 0,04 0,05 0,01 0,01 0,03 0,02
r 0,9990 0,9990 0,9995 0,9995 0,9993 + 0,0003
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A cBz
A s

Tablo-5. CBZ’nin 0,28 - 5,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan ol¢ii

egrilerine ait A cez/ A 1s degerleri ve istatistik veriler

C (ng/mL)
Sekil-12. CBZ’nin 0,28 - 5,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

(HglgL)

. 0,28 0,50 1,00 | 200 | 3,00 | 400 | 500
1 0,30 0,47 0,94 | 1,83 2,79 | 3,90 | 4,72

2 0,30 0,46 0,94 | 1,87 290 | 3,86 | 4,77

3 0,29 0,44 0,90 1,82 285 | 3,75 | 450

4 0,30 0,39 0,82 1,69 251 | 3,46 | 4,18
Ortalama 0,30 0,44 0,90 1,80 | 2,76 | 3,74 | 454
SD 0,01 0,04 0,06 | 0,08 | 017 | 0,20 | 0,27

RSD (%) 1,68 8,09 6,29 | 4,33 6,31 | 531 | 591

A cez/ A 1s degerlerinden hesaplanan dogru denklemi
y=0,92 x + 0,003

r=10,9995
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Tablo-6. CBZ' nin 6lgii egrilerinin regresyon analizi sonuglari

1 2 3 4 Ortalama = SD
0,95 0,96 0,92 0,84 0,92 + 0,05
-0,01 -0,004 0,01 0,01 0,002 £ 0,01

0,9990 0,9995 0,9990 0,9995 0,9993 + 0,0003

1,5

»
A npv& N /f,/
.’:’f
1
/’/
05 /"’
,-'/"/
' 3
0
1] 1 2 3 4 5 6

' (ng/mL)
Sekil-13. APT’ nin 0,52-5,00 pug/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6lgii egrisi
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Tablo-7. APT’nin 0,52-5,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6lgii

egrilerine ait A apt/ A s degerleri ve istatistik veriler

C
A odgmb) 052 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500
1 016 | 026 | 052 | 079 | 103 | 131
2 017 | 026 | 052 | 077 | 104 | 1,2
3 017 | 027 | 058 | 087 | 115 | 1,42
4 017 | 027 | 057 | 08 | 116 | 1,41
Ortalama 017 | 027 | 055 | 08 | 110 | 135
SD 001 | 001 | 003 | 005 | 007 | 008
RSD (%) 209 | 218 | 58 | 607 | 635 | 577

A apt/ A is orani degerlerinden hesaplanan dogru denklemi

y= 0,27 X + 0,02 r=0,9995

Tablo-8. APT’ nin 0l¢ii egrilerinin regresyon analizi sonuglart

1 2 3 4 Ortalama = SD
m 0,26 0,25 0,28 0,28 0,27 £ 0,02
b 0,01 0,03 0,01 0,01 0,02 £ 0,01
r 0,9995 0,9995 0,9996 0,9995 0,9995 + 0,0001
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4.2.3. Tayin Edilebilme Simir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Simir1 (LOD)

B6lim 3.5.3.’de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD degerleri CBZ-E,
CBZ ve APT igin sirasiyla 50,0 ng/mL, 33,0 ng/mL ve 110,0 ng/mL olarak, LOQ
degerleri ise CBZ-E, CBZ ve APT igin sirasiyla 165,0 ng/mL, 109,0 ng/mL ve 370,0

ng/mL olarak bulunmustur.

4.2.4. Kesinlik (Giin Ici ve Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik)

CBZ-E, CBZ ve APT igin 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan cozeltiler ile

Bolim 3.5.4.’de anlatildigi gibi ¢alisildi. Bu ¢o6zeltilerin giin igi ve farkli glinlerde

yapilan analizlerinin 6l¢ii egrilerinden bulunan sonuglari Tablo-9’ da verilmistir.

Tablo-9. Ayni giin ve farkli glinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Gin ici Ginler arasi
Alman Bulunan RSD Alinan Bulunan RSD
Konsantrasyon | Konsantrasyon | (%) | Konsantrasyon | Konsantrasyon | (%)
(hg/mL) (gm) | =] qgm) (pgm) | (=3
0,25 0,25 2,77 0,25 0,29 5,33
CBZ-E 1,50 1,43 0,50 1,50 1,41 1,07
4,50 4,34 0,16 4,50 4,34 0,16
0,35 0,35 0,62 0,35 0,35 0,68
CBz 1,50 1,56 0,02 1,50 1,58 1,32
4,50 4,57 0,19 4,50 4,63 0,84
0,90 0,84 0,27 0,90 0,86 2,30
APT 2,50 2,42 0,10 2,50 2,50 2,38
4,50 4,53 0,06 4,50 4,61 1,20
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4.2.5. ila¢ Etkin Madde Cozeltilerinin Farkh Saklama Kosullarindaki
Kararhhklar

Cozelti kararliliginin saptanmasi amaciyla, C8 (100 mm x 4,6 mm, 3um )
HPLC kolonu, asetonitril/su (pH=4, orto-fosforik asit cozeltisi ile), 55/45, h/h
hareketli faz1 ve 0,8 mL/dak. akis hiz1 kullanilarak Bolim 3.5.5° de anlatildig: gibi
caligildi. ﬂgili kromatogramlar Sekil- 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26

ve Tablo-10’da verilmistir.

1007 [l bar
075 750
050
2,63 EL
025 [
350
00 T &
——— ————T ——— ————— T —
oo 0A 10 15 zp 25 3n 35 4 45 min

Sekil-14. 2,00 pg/mL CBZ ¢ozeltisinin  hazirlandiktan hemen sonra alinan

kromatogrami

2.63 B

Y

il T

-

Sekil-15. 2,00 pg/mL CBZ ¢o6zeltisinin oda sicakliginda, karanlikta, 24 saat

bekletildikten sonra alinan kromatogrami
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Sekil-16. 2,00 pg/mL CBZ ¢o6zeltisinin +4°C’de 1 ay bekletildikten sonra alinan

kromatogrami
L1000 ta
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Sekil-17. 10,00 pg/mL APT c¢oOzeltisinin hazirlandiktan hemen sonra alinan

kromatogrami
AL Dch bar
100 Deteckr A210nm
EI,?E-—_ 770
0,50+
J 500
6.47
0.25-]
250
0,00 - L
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Sekil-18. 10,00 pg/mL APT ¢ozeltisinin oda sicakliginda, karanlikta, 24 saat

bekletildikten sonra alinan kromatogrami
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Sekil-19. 10,00 pg/mL APT ¢ozeltisinin +4°C’de, 1 ay bekletildikten sonra alinan

kromatogrami
100 L O bar
075 [ e
|:| —
=0 ] 2,15 500
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Sekil-20. 1,00 pg/mL CBZ-E c¢0zeltisinin hazirlandiktan hemen sonra alinan

kromatogrami
1,00 L L 00} bar
- Detector & 210nm
075 750
0.50 <00
216 -
0,25 [
i =250
0,00 T L I
—— T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0.5 10 15 2,0 25 3,0 35 40 45 5,0min

Sekil-21. 1,00 pg/mL CBZ-E ¢ozeltisinin oda sicakliginda, karanlikta, 24 saat

bekletildikten sonra alinan kromatogrami
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Sekil-22. 1,00 pg/mL CBZ-E ¢06zeltisinin -20°C’de 1 ay bekletildikten sonra alinan

kromatogrami
L]0 b
L T y
075 |
om0
1 2,18 =500
] 265
025 ] [\ 574 649 .
om0 7k r‘/\ %/\ L
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Sekil-23. 0,8 pg/mL CBZ-E (1), 1,0 ug/mL CBZ (1l), 1,5 pg/mL aseklofenak (l11),
3,0 pg/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karigiminin hazirlandiktan hemen sonra alinan

kromatogrami

1 o AL, bar
0 _Detector A M 0nm |
0,75 750
0,50 .

] 218 500

1 266 [
0,25

] A /\ 589 £.53 250
ponl—— M~ A ¢/\ L q\/\ L
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Sekil-24. 0,8 pg/mL CBZ-E (1), 1,0 pg/mL CBZ (1), 1,5 pg/mL aseklofenak (I1I),
3,0 pg/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karisimmin oda sicakliginda karanlikta, 24 saat

bekletildikten sonra alinan kromatogrami
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Sekil-25. 0,8 pg/mL CBZ-E (1), 1,0 pg/mL CBZ (ll), 1,5 pg/mL aseklofenak (l11),
3,0 ug/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karisiminin -20°C’de 1 ay bekletildikten sonra

alinan kromatogrami

L1000
107 Sfector A Zi0nm
0,75 e
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. 500
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0.25-] 267 I
1 /\ 582 £.55 =
0,00 ” e T/\ " / \\ "
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Sekil-26. 0,8 pg/mL CBZ-E (1), 1,0 pg/mL CBZ (Il), 1,5 pg/mL aseklofenak (111),
3,0 ug/mL APT (IV) igeren ¢ozelti karisiminin otomatik numune 6rnekleyicisinde 24

saat bekletildikten sonra alinan kromatogrami

Tablo-10. Farkli saklama kosullarinda bekletilen CBZ-E, CBZ ve APT cozeltilerine

ait kararlilik sonuglari

Geri Kazanim (%) @
Uygulama (n= 3, Xort = SD) R ()
CBZ-E CBz APT CBZ-E| CBZ | APT
Oda sicakliginda,
karanlikta 24 saat | 95,4 +0,38 | 99,7+0,68 | 97,3+0,20 0,40 0,68 0,21
bekletme
0
+4°C de lay _ 96,6+023 | 996+087 | - | 024 | 087
bekletme
_2N0
200Cdelay |54, 061 _ _ 059 | - -
bekletme
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4.2.6. Dogruluk (Geri kazanim)

Bolim 3.5.6.’da anlatildig1 gibi calisilan iic maddeye ait Olgli egrisinden

bulunan degerler ve geri kazanim yiizdeleri Tablo-11" de verilmistir.

Tablo-11. CBZ-E, CBZ ve APT’nin dogruluk (geri kazanim) ¢alismasi sonuglari

Alinan Bulunan SD Geri Kazanim (%)
Konsantrasyon Konsantrasyon (n=3) (ortalama +SD)
(Hg/mL) (Hg/mL) -
0,25 0,26 0,01 103,0 + 2,31
CBZ-E 0,80 0,77 0,01 96,3+ 1,25
450 4,35 0,03 96,1 + 0,56
0,35 0,34 0,01 96,2 + 1,62
CBZ 1.50 155 0,02 101,8 +1,36
450 4,58 0,04 101,2 + 0,87
0,70 0,71 0,01 100,0 + 1,4
APT 250 239 0,03 96,5 + 1,01
450 4,55 0,02 100,7 + 0,35
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4.2.7. Yontemin Saglamhg
Hareketli faz pH’ sinde, hareketli faz bilesenlerinin oranlarinda, kolon

sicakliginda ve akis hizinda yapilan kii¢iik degisiklikler sonucunda elde edilen

alikonma zamanlarindaki degisimler Tablo-12’ de verilmistir.

Tablo-12. Yontemin saglamlik parametreleri

oH tR (CBZ-E) tr (cBZ) R (APT)
(dak.) (dak.) (dak.)
35 2,17 2,65 6,33
3,8 2,19 2,67 6,46
4,2 2,19 2,66 6,47
45 2,17 2,65 6,44
Kolon Sicaklig1 (°C)
20 2,18 2,66 6,62
30 2,18 2,65 6,61
40 2,16 2,62 6,56

Hareketli Faz

asetonitril / su (pH=4), (56/44, h/h) 2,15 2,60 6,01

asetonitril / su (pH=4), (54/46, h/h) 2,21 2,72 7,03
Akis hizi (mL/dak)

0,75 2,32 2,82 6,84

0,85 2,05 2,50 6,10
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4.2.8. Sistem Uygunluk Testi
Sistem uygunluk testi i¢in onemli parametreler olan alikonma zamani (tr),

kuyruklanma faktorii (T), ayrilma faktorii (Rs) ve teorik plaka sayist (N) degerleri
Tablo-13’ de verilmistir.

Tablo-13. Sistem uygunluk testi parametreleri

VS e | @ IS APT

Degerler
Alikonma Zamani (tr) (dak) 2,18 2,66 5,81 6,53
Teorik Plaka Sayis1 (N) > 2000 2002 2776 5226 7097
Kuyruklanma Faktort (T) <2 1,28 1,26 1,17 1,20
Ayrilma Faktoru (Rs) >1,5 - 2,43 12,31 2,11

4.3. Tla¢ Formiilasyonlar1 Karisimindan Aprepitant ve Karbamazapin Analizi

200 mg CBZ ve 80 mg APT iceren ilag formiilasyonlarindan elde edilen toz
karisim ile Bolim 3.6." da anlatildig1 gibi caligildi. Gelistirilen HPLC yOntemi ile
analiz edilerek hesaplanan ilaglar igindeki etkin madde miktarlar1 ve geri kazanim

sonuglar1 Tablo-14’de goriilmektedir.
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Tablo-14. 200,0 mg CBZ, 80,0 mg APT igeren ila¢ formiilasyonlar1 karigiminin

gelistirilen HPLC yontemi ile elde edilen analiz sonuglari

CBZ*(mg) APT ° (mg)
(n=3) (n=3)
1 1934 77,6
2 194,2 76,0
3 203,0 80,2
X ort 196,9 77,9
Geri Iéz;amm 984 97.4
SD 582 2,12
RSD 2,71 2,72

a = Karazepin ( Her tablet 200,0 mg karbamazapin igerir )

b = Emend ( Her kapsul 80,0 mg aprepitant icerir )

44




5. TARTISMA ve SONUC

Ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC), dogrulugunun
ve kesinliginin yeterli olmasi ve sonuglarin hizli elde edilmesi gibi diger yontemlere
gore birgok Tlstlin yanlar1 sayesinde bir arada benzer yapili etkin maddelerin
analizlerinde oldukca yaygin kullanilan bir yontemdir. Ters faz sivi kromatografik
bir ¢alismada ayirma giiciinii etkileyen temel faktorler, hareketli faz bilesenlerinin

tipi, orani, pH degeri ve sabit faz olarak kullanilan kolonun niteligidir.

Ilag analizi, ilac takibi ve kalite giivencesi icin 6nemli bir cihaz olan HPLC
ilag sektoriinde AR-GE ve kalite kontrol asamalarinda yapilan safsizlik analizleri,
agir metal, etkin madde, organik solvent ve kalint1 solvent miktar tayini, temizlik
validasyonu, ¢oziiniirliikk ¢aligmalari, stabilite testleri, stereoizomer gibi ilag analizleri

testlerinde 6nemli bir yer tutar.

Bu ¢alismada APT, CBZ ve CBZ-E isimli ilac etkin maddelerinin es zamanl
analizleri i¢in segici, duyarl, hizli ve basit bir ters faz HPLC metodu gelistirilmistir.
Bu amagla uygun dalga boyu, kolon, hareketli faz, pH, akis hiz1 ve i¢ standart
arastiritlmis ve her lic madde i¢in de en uygun kromatografik kosulun 210 nm dalga
boyu , Cg (100 mm x 4.6 mm x 3um) kolon, asetonitril / su (pH=4) (orto-fosforik asit
cozeltisi ile) (55/45, h/h) hareketli faz karigimi, 0,8 mL/dak akis hizi oldugu
bulunmustur. Bu sartlarda, alikonma zamanlar1 CBZ-E igin 2,18, CBZ i¢in 2,66, 1S
icin 5,81 ve APT igin 6,53 dakika olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontem segicilik, dogrusallik, tayin sinir1 (LOQ), gozlenebilme
sinir1 (LOD), dogruluk, tekrarlanabilirlik, ¢ozelti kararliligi, yontemin saglamligi ve
uygunluk testi parametreleri incelenerek valide edilmistir. Calisma sonucunda
dogrusal konsantrasyon araligi APT ic¢in 0,52-5,00 ug/mL, CBZ icin 0,28-5,00
pg/mL ve CBZ-E igin 0,18-5,00 pg/mL, LOD degerleri CBZ-E, CBZ ve APT igin
sirastyla 50,0 ng/mL, 33,0 ng/mL, 110,0 ug/mL ve LOQ degerleri ise sirasiyla 165,0
ng/mL, 109,0 ng/mL, 370,0 ng/mL, dogruluk ¢alismasi sonuglar ise (diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyonlar i¢in % geri kazanim araliklar1) APT, CBZ, CBZ-E igin
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sirastyla 96,5- 100,7, 96,2-101,8, 96,1-103,0 olarak bulunmustur. Etkin madde
¢ozeltilerinin her birinin stabilite g¢alismas1 sonucunda, APT ve CBZ stok
cozeltilerinin  + 4°C’de, CBZ-E c¢ozeltisinin ise - 20 °C* de en az 1 ay
saklanabilecegi saptanmistir. Ayrica gelistirilen metot karbamazapin ve aprepitantin

ilag formiilasyonlarina da uygulanmis ve geri kazanim yiizdeleri APT igin % 97,4 *

2,12 ve CBZ igin % 98,4 £ 5,32 olarak bulunmustur.

Gelistirilen ve valide edilen, se¢ici, duyarli ve oldukca basit olan bu metot,
“Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE) Hastalarinda Aprepitantin Giivenlilik ve
Etkinligini Inceleyen Faz II Randomize, Plasebo-Kontrollii, Klinik Calisma” baslikl1
projeye dahil olan hastalarin rutinde kullandiklar1 karbamazapin ve proje surecinde
kullanacaklar1 aprepitantin plazma i¢indeki es zamanl tayinlerine de uyarlanabilecek
bir metottur ve ayrica karbamazapin ve aprepitantin ila¢ formiilasyonlarindan
analizlerinde de giivenle kullanilabilir. Gelistirilen HPLC metodunun optimize
edilmis kosullar1 Tablo-15’ de gosterilmektedir.

Tablo-15. Gelistirilen HPLC metodunun optimize kosullari

Parametreler

Optimize Kosullar

HPLC Sistemi Shimadzu - 2020
Dalga boyu 210 nm
Dedektor UV/VIS
Kolon Cs (100 mm x 4,6 mm x 3um)

Hareketli Faz

Asetonitril / su (pH=4), (55/45, h/h)

Akis Hizi 0,8 mL/dak
Kolon sicakligi 25°C
Ornekleyici sicaklig 20°C
Enjeksiyon Hacmi 20 pL
Ortam sicaklig1 Oda sicakligi
Toplam Analiz Suresi 7 dakika
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