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OZET

Ozgelik N. O. (2015) Nateglinidin  Farmasotik Preparatlarda Spektrofluorimetrik
Miktar Tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu calismasinda, nateglinid miktar tayini i¢in duyarli bir spektrofluorimetrik yontem
gelistirilmistir. Gelistirilen yontem primer Ve sekonder aminlerin tiirevlendirilmesinde
spesifik bir belirteg olan 5-dimetilamino-naftalen-1-siilfonil kloriir (dansil Kloriir) ile
nateglinidin tiirevlendirilmesine dayanmaktadir. Bu tiirevlendirme reaksiyonunun
optimum kosullar1 incelendiginde reaksiyonun pH 11.0 de, 40 °C de ve 10 dakika
icerisinde belirte¢/nateglinid mol orant 16 oldugunda kantitatif olarak yiiriidigi
belirlendi. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra tiirev diklorometan ile ekstre edildi
ve fluoreans siddeti 517 nm emiyon ve 397 nm eksitasyon dalga boylarinda 6lgiildii.

Gelistirilen yontem tabletlerdeki nateglinid miktar tayinine uygulandi ve sonuglar
famakope yontemi (USP XXXIV) ile elde edilen sonuglarla t- ve F- testleri kullanilarak
istatistiksel olarak kiyaslandi. Iki ydntem arasinda ortalamalar ve standart sapmalar

yoniinden % 95 olasilik diizeyinde anlamli bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Nateglinid, 5-(dimetilamino) naftalen-1-siilfonil klorid (Dansil
Kloriir), Tirevlendirme, Miktar tayini, Spektrofluorimetri.
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ABSTRACT

Ozgelik N. O. (2015). Spectrofluorimetric Assay of Nateglinid in pharmaceutical
preparations. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Department of Analytical

Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, Selective assay methods have been presented for the analysis of
nateglinide in tablets. The assay involves derivatization with 5-(dimethylamino)
naphthalene-1-sulfonyl chloride (dansyl chloride) which is a specific reagent in the
analysis of primary and secondary amines. Optimum conditions of the reaction between
nateglinide and dansyl chloride were investigated and it was found that the reaction
proceeds quantitatively at pH 11.0, 40 °C in 10 min when the mole ratio of reagent to
the drug was 16. After the completion reaction, the derivative was extracted with
dichloromethane from the reaction medium and the fluorescence intensity was

measured at 517 nm with excitation at 397nm.

The developed method was successfully applied to the assay of gabapentin in tablets
and the results were compared statistically with those obtained by pharmacopeia method

(USP XXXI1V). There is no significant difference between the two methods in the repect
of mean values and the standard deviations at 95 % confidence level.

Key Words: Nateglinide, 5-(dimethylamino)naphthalane-1-sulfonyl chloride (Dansyl
Chloride), Derivatization, Determination, Spectrofluorimetric method.



1. GIRIS VE AMAC

Nateglinid. kimyasal ve farmakolojik bakimdan diger antidiyabetiklerden farkli
olan bir aminoasit (fenilalanin) tiirevidir. Erken faz insiilin salgilanmasin1 saglayarak,
yemekten sonraki kan sekeri ve HbAic yiikselmesini azaltir

Erken faz insiilin salgilanmasi, normal glisemi kontroliiniin devam ettirilmesi
acgisindan temel bir mekanizmadir.

Primer ve sekonder amin grubu iceren ilag etken maddelerinin analizleri i¢in

geligtirilen yoOntemler genellikle tiirevlendirme ile yapilir. Bu amagla bu tezde

tiirevlendirme ajani olarak dansil kloriir kullanilmistir (1).

Nateglinid i¢in dansil kloriir ile tiirevlendirerek basit duyarli ve giivenilir bir
analiz yontemi gelistirilmesi, gelistirilen yontemlerin validasyonlarinin yapilmasi ve
kombinasyon olarak bu ila¢ maddesinin farmasotik preparatlardaki analizine

uygulanmasi diisiiniildii. Bu dogrultuda spektrofluorimetrik bir yontem gelistirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nateglinid

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

S H
N OOH
I
H

HsC \Ie

Sekil 2-1: Nateglinidin kimyasal formiilii

Nateglinidin kimyasal formiilii, N-(trans-4-isopropilsikloheksil-karbonil)-D-

fenilalanin kapali formiilii ise C19H27NOsdir. Nateglinidin molekiil agirligi, 317.423

g/moldiir. Kokusuzdur. pKa: 4,0 ve pKaz -0,38. Nateglinid metanol ve etanolde kolay,

asetonitril ve oktanolde az, suda ¢ok az ¢oziinen beyaz toz halinde etken maddedir.

Erime noktas1 139 °C'dir (2).

Nateglinidin ¢esitli ¢oziiciilerde alinan UV spektrumu Sekil 2-2 de verilmistir.

Ayrica nateglinide ait Fourier doniisiimlii Infrared (FT-IR) Spektrumu Sekil 2-3 de

verilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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Sekil 2-2: Nateglinidin 50 pg/mL konsantrasyonda metanolde (1), asetonitrilde (2) ve
suda (3) 200-300 nm arahginda alinmis UV spektrumu
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Sekil 2-3: Nateglinidin FT-IR Spektrumu



2.1.2. Farmakolojisi
Nateglinid, kimyasal ve farmakolojik bakimdan diger antidiyabetiklerden farkli
olan bir aminoasit (fenilalanin) tiirevidir. Erken faz insiilin salgilanmasini1 saglayarak,

yemekten sonraki kan sekeri ve HbAic yiikselmesini azaltir.

Erken faz insiilin salgilanmasi, normal glisemi kontroliiniin devam ettirilmesi
acisindan temel bir mekanizmadir. Nateglinid, yemekten 6nce alindiginda, tip 2 diyabet
hastalarinda ortadan kalkmis olan, erken veya ilk faz insiilin salgilanmasini yeniden
saglar. Bu etki, pankreastaki beta-hiicrelerinde bulunan K+atp kanaliyla hizla
gerceklesen, gecici bir etkilesim sayesinde meydana gelir. Elektro fizyoloji ¢alismalari
nateglinidin pankreas beta-hiicrelerindeki K atp kanallarindaki selektivitesinin,
kardiyovaskiiler hiicrelerdeki K atp kanallarindaki selektivitesinin 300 katindan daha
fazla oldugunu gostermistir. Tip 2 diyabetik hastalarda nateglinidin oral olarak
verilmesini takip eden 15 dakika icerisinde yemege karsi insiilinotropik yanit meydana
gelmektedir. Bu gelisme yemek sonrasindaki kan glukoz diizeyi yiikselmelerini
engeller. Insiilin diizeyleri 3-4 saat igerisinde baslangi¢ degerine donerek gecikmis

hipoglisemiye eslik ettigi gosterilmis olan yemek sonrasi hiperinsiilinemiyi azaltir.

Pankreastaki beta-hiicrelerinde nateglinid etkisiyle gergeklesen insiilin
salgilanmasi, kandaki glukoz diizeylerine gore ayarlanir ve glukoz diizeyleri diistiikce,
salgilanan insiilin miktar1 da azalir. Aksine yemeklerle birlikte glukoz inflizyonu
uygulanmasi, insiilin salgisinin agikg¢a artmasiyla sonuglanir. Nateglinid’in plazma
glukoz diizeyleri diisiik oldugunda insiilin salgilanmasini daha az uyarmasi, 6rnegin
bir 6giin atlandig1 zamanlarda goriilebilecek hipoglisemiye karsi, ilave bir korunma
saglar (3).

Klinik ¢alismalarda nateglinidin tek basina kullanilmasi, HbAlc ve yemek
sonras1 kan sekeri diizeyi Ol¢iimleriyle de gosterildigi gibi, gliseminin daha iyi kontrol
altina almmasiyla sonuclanmistir. Oncelikle aglik kan sekeri iizerinde etkili bir ilag
olan metforminle birlikte kullanildiginda HbAic {zerindeki etkinin, etki
mekanizmalarinin birbirini tamamlayici nitelikte olmasi1 nedeniyle, her iki ilacin tek
basina kullanilmasina kiyasla daha fazla oldugu (sinerjik etki) gozlemlenmistir.

Nateglinidin insiilin duyarliligin1 artiran bir ilag olan troglitazon ile birlikte
kullanilmasi, her 2 ilacin tek baslanna kullanilmasina kiyasla HbAic diizeylerinin

istatistik anlam tasiyacak sekilde daha fazla diizelmesiyle sonuglanmistir.



En az 3 ay boyunca yiiksek doz siilfoniliirelerle stabilize olmus durumdaki
hastalarin dogrudan dogruya nateglinid monoterapisine baglayarak bu ilaci 24 hafta
siireyle kullandig1 bir ¢alismada, FPG ve HbA|C diizeylerinin artmasindan da anlagildig:
gibi glisemi kontroliinde azalma meydana gelmistir.

Nateglinid, kimyasal ve farmakolojik bakimdan diger antidiyabetiklerden farkli olan bir
aminoasit (fenilalanin) tiirevidir. Oral uygulamay takiben hizla emilir, biyoyararlanimi
% 72 olarak bulunmustur. Nateglinidin etki mekanizmasi; erken faz insiilin
salgilanmasimi saglamak, yemekten sonraki kan sekeri ve HbAlc yiikselmesini
azaltmaktir.

Emilim:

Nateglinid igeren tabletlerin yemekten 6nce alinmasindan sonra nateglinid, hizla
emilerek 1 saatten daha kisa bir siire igerisinde plazmadaki ortalama maksimum
diizeylere (Cmaks) ulasir. Oral soliisyon igerisindeki nateglinid, hizla ve neredeyse
tamamen (%90) emilir. Mutlak oral biyoyararlanim oraninin %72 oldugu
hesaplanmistir. Yemeklerden sonra verilmesi nateglinidin emilme derecesini (EAA
degerini) etkilemez. Ancak Cmaks degerinde azalma ve doruk plazma konsantrasyon
stiresinde (tmaks) gecikme ile karakterize olan emilim hizinda gecikme meydana gelir.
Bu nedenle nateglinid iceren tablerler yemekten &nce almmasi onerilmektedir. Ilag
genellikle yemekten 6nceki 1 dakika icerisinde alinir, ama yemekten 6nceki 30 dakika
igerisinde de almabilir. (1 dakika dnce alinmasi emilim gecikmesini etkilemez. Once
verilmesinin nedeni postprandial glisemiyi azaltmak igindir).

Dagilim:

Nateglinidin intravendz veriler goz oniinde tutularak hesaplanan, kararli plazma
diizeylerindeki dagilim hacminin, yaklasik 10 litre oldugu bulunmustur. In vitro
caligmalar nateglinidin, oncelikle albiimin ve daha az olarak alfa-1 asit glikoprotein
olmak iizere serum proteinlerine yiiksek oranda (%97-99) baglandigin1 gostermistir. Bu
baglanmanin derecesi, 0.1-10 pg nateglinid /mL arasinda degisen test sinirlan igerisinde,
ilacin plazma konsantrasyonuna bagl olarak sekillenmemistir.

Biyotransformasyon:

Nateglinid, viicuttan uzaklastirlmadan once, karma fonksiyonlu oksidaz sistemi
tarafindan genis kapsamli olarak metabolize edilir. Insanlardaki baslica nateglinid
metabolitleri; izopropil yan-zincirinin metil karbonu ya da metil gruplarindan birinde

hidroksilasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu ana metabolitlerin aktivitesi, asil



molekiiliin aktivitesinin sirastyla 5-6 da biri ve tigte biri kadardir. Minor metabolitler ise
bir diol, bir izopropen ve nateglinidin acil glukuronidi seklindedir; bunlardan yalnizca
izopropen, aktiviteye sahiptir ve bu aktivite, neredeyse nateglinidin aktivitesi kadar
giicliidiir. Gerek in vitro gerekse in vivo deneylerden elde edilen veriler nateglinidin
oncelikle (%70 oraninda) sitokrom P450 (CYP) 2C9 izoenzimi; daha az olarak da
CYP3A4 tarafindan metabolize edildigini gostermektedir.

Eliminasyon:

Nateglinid ve metabolitleri, viicuttan hizla ve tamamen atilir. [4C ile
isaretlenmis nateglinidin dozunun yaklasik %751, dozu izleyen 6 saat igerisinde idrara
¢ikmig durumdadir. Karbon-14 ile isaretlenmis nateglinid dozunun biiylik bolimii
(%83°1) idrarla, bir diger %10’u digkiyla viicuttan atilir. Dozun %6-16 s1, hig
degismeden idrara cikar. Goniillilerin ve tip 2 diyabet hastalarinin katildigi biitiin
caligmalarda nateglinidin plazma konsantrasyonlar1 hizla azalmis ve eliminasyon yan-
omrii ortalama 1.5 saat olmustur. Giinde 3 defa 240 miligrama kadar ¢ikan dozlar
kullanildiginda, eliminasyon yari-Omriiniin kisa olmasma uygun bir sekilde nateglinid
birikmemektedir.

Dogrusallik / Dogrusal olmayan durum:

1 hafta boyunca her yemekten 6nce 60-240 mg arasinda nateglinid kullanan tip 2
diyabet vakalarindaki nateglinid farmakokinetiginin, hem EAA hem Cmaks degerleri
bakimindan lineer karakter tasidigi ve maksimum plazma konsantrasyonlarina

ulagilmasi igin gegen siirenin (tmaks). doza bagli olarak degismedigi goriilmiistiir (4).

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Farmasotik Preparatlarda Yapilan Analizler

Lakshmi ve arkadaglar1 tarafindan bildirilen bir c¢alismada farmasdétik
preparatlarda nateglinid HPLC yontemiyle tayin edilmistir. Ayrilma Gemini Cisg
kolonda ve pH 3.0 fosfat tamponu:metanol (60:40) mobil faz sistemi ile yapilmistir.
Dogrusallik 0.06-6.00 pg/mL olarak verilmistir. Dedeksiyon 235 nm de UV dedektor
kullanarak kullanilarak yapilmistir (5).

Madhavi ve arkadaglarinin farmasétik preparatlarda nateglinid tayini i¢in HPLC
yontemini gelistirmislerdir. Ayrilma Cg kolon ve fosfat tamponu (pH 3.0)-asetonitril
(50:50) mobil faz sistemiyle ger¢eklestirilmistir. Dedeksiyon 210 nm de UV dedektor
olarak belirtilmistir (6).



Sagar ve arkadaslar1 farmasotik preparatlarda nateglinidi goriiniir bolgede tayin
etmiglerdir. Reaksiyon alkali ortamda sitrik asid-asetik anhidrit reaktifi ile
gerceklestirilmistir. Renkli tiirev 580 nm de tayin edilmistir. Dogrusallik 2-28 pug/mL
olarak bildirilmistir (7).

Kale ve arkadaslari tabletlerde nateglinidi HPTLC yontemi ile tayin etmislerdir.
Yontemde n-hekzan- metanol -2-propanol (7.5:1.5:1) igeren mobil faz sistemi ve silika
jel 60 F(254) HPTLC plakalar1 kullanilmistir (8).

Sangaraju ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen bir ¢alismada nateglinid
enantiyomerler Chiralpak AD-H kolonda ve hekzan-etanol (90:10) mobil fazi sistemi ile
kullanilarak tayin edilmistir. Dedeksiyon 210 nm de UV dedektor ile yapilmistir.
L-nateglinide gozlenebilme ve tayin siirt 0.3 ve 1.0 ug/mL olarak belirlenmistir (9).

Karasakal ve Ulu tarafindan bildirilen bir ¢alismada farmasotik preparatlarda
nateglinid NBD-CI ile tiirevlindirilip, spektrofluorimetrik yontemle tayin edilmistir,

Dogrusallik 50-500 ng/mL konsantrasyon araligindadir (10).

2.1.3.2. Biyolojik Sivilarda Yapilan Analizler

Malli ve arkadaslari tarafindan bildirilen ¢alismada insan plazmasinda nateglinid
tayini i¢in kumarin ile tiirevlendirme yapilmistir. Tirev HPLC yontemi ile tayin
edilmistir. Ayrilma etil asetat-dietil eter (50:50) mobil faz sistemi ve Hipersil BDS-Cs
kolonu ile gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 345 nm eksitasyon, 435 nm emisyon dalga
boylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir. Yontemin dogrusalligi 0.05-16 pg/mL
dir(11).

Maddi ve arkadaslari nateglinidin enantiyomerlerinin sican bagirsaginda tayini
icin gelistirdikleri HPLC yonteminde kiral kolon ve 100mM KH2POs (pH 2.5)-
asetonitril (32:68) mobil faz sistemini kullanmislardir. Dedeksiyon 210 nm UV
dedektorii ile yapilmistir. Dogrusallik 0.5 - 50 pg/mL olarak verilmistir(12).

Sankalia ve arkadaslar tavsan plazmasindan nateglinid tayini i¢in gelistirdikleri
HPLC yo6nteminde Cig kolon ve mobil faz sistemi olarak asetonitril-10 mM fosfat
tamponu (pH 3.0) (70:30) kullanmiglardir. Caligma araligi 10-2500 ng/mL olarak
verilmistir(13).

Bauer ve arkadaslari insan plazmasinda nateglinidi tayin etmek i¢cin HPLC
yontemini gelistirmiglerdir. Yontemde ProntoSIL 120-5-Cig AQ kolonu ve 0.1 M
potasyum hidrojen fosfat (pH 4.0 )-metanol-asetonitril (700:80:300) mobil faz sistemi



kullanilmistir. Dedeksiyon 210 nmde UV dedektoér ile yapilmistir. Yontemin
gozlenebilme sinir1 0.1 pg/mL olarak saptanmistir (14).

Qi ve arkadaglar1 nateglinid etken maddesinin analizi i¢in gelistirdikleri HPLC
yonteminde OD-R kolon 0.6 mol/L sodyum perklorat-asetonitril (48: 52, v/v, pH 2.0)
mobil faz sistemini kullanmislardir. Gozlenebilme sinir1 0.3 pg/mL ve tayin smnirt 1.0
ng /mL olarak bildirilmistir(15).

Han ve arkadaglar1 insan plazmasinda nateglinid tayini i¢in LC-ESI-MS yontemi
gelistirmigler ve bu  gelistirdikleri  yontemi  biyoesdegerlik  ¢alismalarinda
uygulamiglardir. Dogrusallik 0.05-16 pg/mL olarak bildirilmistir (16).

Varanasi ve arkadaslar1 nateglinid ve silostazoliin sican plazmasinda tayini i¢in
LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Tayin Cig kolon ve asetonitril: 2 mM
amonyum asetat tamponu (pH 3.4) (90: 10) igeren mobil faz sistemiyle
gercgeklestirilmistir. Dogrusallik 20-2000 ng/mL olarak verilmistir(17).

He ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen bir ¢alismada tavsan serumunda
nateglinid tayini i¢in gelistirdikleri LC/MS spektrometrisi yonteminde Zorbax C-18
kolonu kullanilmistir(18).

Yan ve arkadaslart hayvan plazmasinda nateglinidi miseller elektrokinetik
kromatografisi yontemi ile tayin etmislerdir. Dedeksiyon 214 nm de UV detektor ile
yapilmistir. Yontemin dogrusalligi 0.2-7 mg/L olarak verilmistir(19).

2.2. Dansil Kloriir Hakkinda Genel Bilgi ve Bu Belirtec ile Yapilan Calismalar
Dansil Kloriiriin kimyasal adi 5-dimetilamino-naftalen-1-siilfonil kloriir olup
kapali formiilii C12H12CINO2S dir. Molekiil agirligi, 269,75 g/mol diir. Dansil kloriir
aseton ve suda kolay ¢oziinen, sari-oranj renkte kristalize bir tozdur. Dansil kloriir
primer ve sekonder aminlerle, fenolik hidroksil gruplariyla kuvvetli fluoresans

gosteren tiirevler olusturur (20).
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Sekil 2-4: Dansil Kloriiriin acik kimyasal formiilii

2.2.1. Analiz Yontemleri

Aydogmus ve arkadaslarinin gelistirdikleri yontemde tabletlerden ve insan
plazmasindan aliskiren dansil kloriir ile tiirevlendirilip spektrofluorimetrik yontemle
tayin edilmistir. Tlrevin fluoresans siddeti 501 nm emisyon ve 378 nm eksitasyon dalga
boylarinda dl¢iilmiistiir(21).

Karasakal ve Ulu tarafindan gelistirilen spektrofluorimetrik yontemde nizatidin
dansil kloriir ile tiirevlendirilip farmasoétik preparatlarda tayin edilmistir. Dansil tiirevi
513 nm emisyon ve 367 nm eksitasyon dalga boylarinda olgtilmiistiir. Dogrusallik 25-
300 ng/m olarak verilmistir(22).

Karasakal ve Ulu insan plazmasi ve idrarda amoksapini dansil kloriir ile
tirevlendirip spektrofluorimetrik olarak tayin etmislerdir. Dogrusallik plazma i¢in 250-
2500 ve 50-1250ng/mL olarak bildirilmistir. Tiirevin fluoresans siddeti 397 nm
(eksitasyon)/514 nm (emisyon) dalga boylarinda 6l¢lilmiistiir(23).

Abd El-Ghaffar ve arkadaslar1 farmasotik preparatlarda fenoterol ve ritodrini
dansil kloriir ile tiirevlendirip spektrofluorimetrik yontemle tayin yapmislardir. Emisyon
dalga boylar1 517 nm ve 515 nm, eksitasyon dalga boylar1 348 nm ve 345 nm olarak
verilmistir. Dogrusallik 0.25-6.0 ng/mL olarak bildirilmistir(24).

Aksamija ve arkadaslar1 dogal reginelerdeki triterpenoidlerin analizi i¢in HPLC
yontemi kullanmiglardir. Dansil tiirevleri 347 nm eksitasyon dalga boyu ve 530 nm

emisyon dalga boyunda fluoresans dedektor ile analiz edilmistir(25).
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Higashi ve arkadaslar1 yan yana dort butirofenon tayini icin HPLC ydntemini
onermislerdir. Kolon 6ncesi dansil kloriir ile tiirevlendirilme yapilmistir. Tayinde Cis
kolon ve methanol- su- asetik asit (650:350:4) igeren mobil faz sistemi
kullanilmistir(26).

Wang ve arkadaslart gelistirdikleri HPLC yonteminde insan idrarinda Sistin
dansil kloriir ile tiirevlendirilmistir. HPLC yonteminde Cig kolonu ve mobil faz olarak
0.05M sodyum asetat-metanol (35:65) sistemi kullanilmistir. Gozlenebilme sinirt 0.3
mg/L, dogrusallik ise 1-500 mg/L dir(27).

Romero ve arkadaglart biyojenik aminleri dansil kloriir ile tiirevlendirip
tiirevlerin analizinde HPLC yontemini kullanmiglardir.Dedeksiyom 340 nm eksitasyon
ve 520 nm emisyon dalga boylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir(28).

Higashi ve arkadaslarinin gelistirdikleri HPLC yonteminde antidepresanlar
dansil klortir ile tiirevlendirilmistir. Dedeksiyon 370 nm eksitasyon dalga boyu ve 506
emisyon dalga boylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir(29).

Dugo ve arkadaslar1 kirmizi sarapta biyojenik aminlerin analizi i¢in dansil kloriir
ile tirevlendirme yapmislardir. Gelistirilen HPLC yonteminde 254 nm de DAD
dedektor kullanilmigtir. Konsantrasyon araligt 0.10 to 0.80 pg/mL olarak
verilmistir(30).

Lamshoeft ve arkadaslar1 insan idrarinda morfini dansil klorir ile
tiirevlendirmislerdir. Analiz i¢in LC/MS kullanmiglardir. Gozlenebilme smir1 35
fmol/mL ve tayin sinir1 87.5 fmol/mL olarak verilmistir(31).

Gong ve arkadaslart insan serumunda icariini dansil kloriir ile tiirevlendirip
LC-MS/MS yontemiyle tayin etmislerdir. Dogrusallik 10pg/ml-4ng/mL dir(32).

Beach ve arakadaslar1 domoik asidin dansil kloriirle tiirevlendirme islemini
gerceklestirmis ve tlirevleri LC-MS/MS yontemi ile tayin etmislerdir. Geri kazanim
aralig1 (83-107%) ve RSD <= 5% olarak verilmistir(33).

Yao ve arkadaslariidrarda benzo[a]piren ve 3-hidroksibenzo[a]piren dansil
kloriir ile tlirevlendirilip, tayin LC-MS/MS yontemiyle yapilmistir. Dogrusallik 0.25-
40.0 pg/mL olarak bildirilmistir(34).

Nirogi ve arkadaglar1 katekolaminleri tayin etmek i¢in kolon Oncesi
tirevlendirmede dansil kloriir kullanmislardir. Tayin LC-MS/MS ile yapilmistir. Kolon
olarak Cig kolon kullanmiglardir. Tayin sinirlart 0.068 pmol/mL and 0.059 pmol/mL
olarak bildirilmistir(35).
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Dillen ve arkadaslar1 bakteri ve memeli hiicre sistemlerinde azid ve azidoalanin
dansil kloriirle tiirevlendirip LC-MS/MS yontemiyle tayin etmislerdir. Yontemin tayin
sinirt 10.0 ng/mL olarak bildirilmistir(36).

Salomonsson ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada midyede B-N-
metilamin-L-alanin dansil kloriir ile tiirevlendirilmistir. Dansil tiirevi UPLC-ESI-
MS/MS ile analiz edilmistir(37).

Wang ve arkadaglar1 siit ve siit tozundaki endokrin bozucu kimyasallari
(progestojen, androjen, Ostrojenler ve fenoller) dansil ile tiirevlendirip olusan tiirevleri
UPLC/QTOF-MS yontemiyle tayin etmislerdir(38).

Lin ve arkadaslarinin gelistirdikleri LC-ESI/MS/MS  yonteminde insan
plazmasinda piperazini tayin etmek i¢in dansil kloriir ile kolon dncesi tiirevlendirme
yapmiglardir. Yontemde C18 kolonu ve 10mM amonyum asetat tamponu (pH 3.0)-
metanol (50:50) iceren mobil faz sistemi kullanilmistir. Dogrusallik 0.1-15 pg/mL
olarak bildirilmistir(39).

Beaudry ve arkadaglart wvanillin tayini i¢in LC-ESI/MS/MS yontemi
onermislerdir. Tirevlendirme dansil kloriir ile yapilmistir. Tayin C18 kolonda ve
asetonitril: %0.5 lik formik asit (75:25) igeren ¢ozeltisi mobil faz sistemiyle
yapilmistir(40).

Beaudry ve arkadaslar1 propofolii dansil klortirle tiirevlendirmis ve bu analiz i¢in
LC-ESI/MS/MS yontemini kullanmiglardir. Analiz C18 kolonda ve asetonitril- 0.5%
formik asid (80:20) iceren mobil faz sistemiyle yapilmistir. Dogrusallik 20-20,000
ng/mL olarak verilmistir(41).

Yine Beaudry ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada fare plazmasinda
eugenol tayini i¢cin LC-ESI-QIT yontemi gelistirmislerdir. Ayrilma C8 kolonda ve
mobil faz sistemi olarak asetonitril-%0.1 formik asit (75:25) kullanilmistir. Yontemin
dogrusallig1 100-20,000 ng/mL olarak verilmistir(42).

Maraschiello ve arkadaslar1 kopek plazmasinda antitiimor ajanlart dansil kloriir
ile tiirevlendirmislerdir. Tiirevler HPLC yontemi ile C18 kolonda ve asetonitril:su (95:5)
iceren mobil faz sistemiyle yapilmistir(43).

Kwakman ve arkadaslar1 serumda oestradiol tayini icin dansil kloriir ile
tirevlendirme yapmislardir. HPLC ile analiz yapilmistir. LOD 5 x 10—10 M olarak
bildirilmistir (44).
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Wang ve arkadaglari bazi nitroaminleri dansil kloriirle tiirevlendirip olusan
tirevleri HPLC ile tayin etmislerdir. Ayrilma C18 kolon ve asetonitril:su (73:27) iceren
mobil faz sistemi ile yapilmistir. Dedeksiyon 530 nm emisyon ve 350 nm eksitasyon
dalga boylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (45).

Nirogi ve arkadasalar1 dopamin ve norepinefrin tayini ic¢in dansil kloriirle
gelistirdikleri tlirevlendirme reaksiyonundan sonra tirevleri LC-MS ile analiz
etmiglerdir. Ayrilma C18 kolon ile yapilmistir. Dogrusallik dopamin i¢in 0.068-13.614
pmol/mL ve norepinefrin igin 0.059-11.893 pmol/mL dir (46).

Wang ve arkadaslar1 insan idrarinda amfetamin analizi i¢in gelistirdikleri HPLC
yonteminde dansil kloriir ile tiirevlendirme yapmislardir ve ayirmayr ODS kolonda
asteonitril/su (70:30) mobil faz sistemi ile gerceklestirmislerdir (47).

Clausing ve arkadaslar1 plazma, beyin dokusu ve beyinde D-fenfluramin, D-
norfenfluramin and fluoksetin tayininde dansil kloriir kullanmislardir. Ayrilma HPLC
ile C18 kolonda yapilmistir. Dedeksiyon eksitasyon dalga boyu 375 nm emisyon dalga
boyu 470 nm de fluoresans dedektor ile yapilmistir (48).

Saaida ve arkadaslar yiyeceklerdeki biyojen aminlerin tayininde dansil kloriir
ile tiirevlendirme yapmislardir. Tiirevler HPLC ile analiz edilmistir. Dogrusallik 0.1-5
pg/mL olarak verilmistir (49).

Lin Cai ve arkadaslar1 insan idrarinda monoamidlerin ve amino asitlerin tayini
icin UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir (50).

Kang ve arkadaslar1 biyolojik numunelerden néroaktif proteinlerin tayini igin
gelistirdikleri dansil kloriir ile tiirevlendirme yonteminde ayirmay1 C18 kolonda HPLC
ile gerceklestirmislerdir (51).

Maraschiello ve arkadaslar1 kopek plazmasinda antitumor ajanlarin tayininde
dansil kloriir kullanmislardir. Ayirmayr HPLC de C18 kolonda ger¢eklestirmislerdir.
Mobil faz olarak asetonitri-su (95:5) kullanilmistir. Dedeksiyon 254 nm dalga boyunda
yapilmistir (52).

Lamshoft ve arkadaslari idrardan morfin tayini i¢in dansil kloriirle
tirevlendirmeden sonra LC—-MS/MS ile analiz etmislerdir. LOQ 87.5 fmol/ml (25
pg/ml) ve LOD 35 fmol/ml (10 pg/ml) olarak tespit edilmistir (53).

Cohen ve arkadaglar1 robenidinin tiirevlendirme ile analizi i¢in dansil kloriirii
kullanmiglardir. Dedeksiyon eksitasyon dalga boyu 320 nm ve emiisyon dalga boyu 485
nm de fluoresans dedektdr ile yapilmigtir. LOD 0.4 pg/mL olarak verilmistir (54).
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Omar ve arkadaslari insan plazmasindan antidepresan ilaglarin tayini igin
gelistirdikleri spektrofluorimetrik yontemde eksitasyon dalga boyu 347 nm ve emisyon
dalga boyu 450 nm verilmistir. Dogrusallik 0.02-0.14 pg/mL dir (55).

Ding ve arkadaslar1 2-hydroksipiridin N-oksid tayini igin dansil kloriir ile
tirevlendirme yontemini kullanmiglardir.  Ayrilma LC-MS/MS ile Cis kolonda

yapilmistir. Dogrusallik 0.1-25 ng/mL olarak bildirilmistir (56).



14

3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda 2014-2015 yilinda gergeklestirilmistir.

3.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler:
v" Nateglinid (Deva ilag, Istanbul, Tiirkiye)
v" Dansil Kloriir (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

v' Starliks Tablet ® (120 mg Nateglinid, Basel, Isvicre)

<\

Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Diklorometan (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

<X

Aseton (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

<\

Susuz sodyum siilfat (Merck, Darmstadt, Almanya)
Y Ultra saf su (HPLC safliginda)
v" Sodyum bikarbonat (Merck)
v" Sodyum hidroksit (Merck)
3.1.2. Cozeltiler
1. Nateglinid Cozeltisi

Stok Cozeltisi: 100 mg nateglinid 100 mL lik balonjojeye aktarildi ve metanol
ile hacmine tamamlandi (1 mg/mL). Hazirlanan bu ¢6zeltinin 10 mL si 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve su ile hacmine tamamlandi (100 pg/mL). Calismalarda su ile

seyreltilen 10 ug/mL konsantrasyonunda nateglinid i¢eren ¢ozelti kullanildi.
2. Dansil Kloriir Cozeltisi

Reaksiyon kosullarinin  belirlenmesinde dansil  Kloriiriin =~ 0,2 mg/mL

konsantrasyonda asetonda hazirlanmis ¢ozeltisi kullanildi.
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3. Tampon Cozeltiler

50 mL 0,1 M sodyum bikarbonat ¢ozeltisine gerekli miktarlarda 0,1 M NaOH
ilave edilerek pH s1 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 12,0 olan tampon ¢d&zeltileri

hazirlandi.



16

3.2. Aletler ve Diger Gerecler

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Spektrofluorimetre (Shimadzu RF-1501)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)

1 cm’lik kuartz kiivetler (QS 1000) (10x10x45 mm)
1 cm’lik cam kiivetler (OS 1000) (10x10x45 mm)
pH metre (WTW pH 526)

HPLC aleti

CBM 10A sistem kontrol iinitesi

LC 10 AT pompa

SPD- 10 A UV- Visible absorbans dedektor

LC Solution Software

DGU- 2A Helyumlu gaz giderme finitesi

C1g Analitik kolon (Hypersil BDS 4,6 x 150 mm 5 um parcacik biiyiikligii)
Teraziler (Denver Insrument TB 2150)

Vorteks Mikser (Elektro-mag)

Ultrasonik banyo (Bransonic 221)

Termostatli su banyosu (Memmert WB 10)

Ultra saf su cithazi (Younglin instrument)

Santrifiij (Janetzki T 5)

Otomatik pipetler (Eppendorf 100 pL ve 1000 pL lik)
Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli 12mL lik)
Balonjojeler (5, 10, 25, 50 ve100 mL lik)

Dereceli ve transfer pipetler

Stizgec kagitlar1 (mavi bantli)

Hesap makinesi ( Casio fx-3600P )
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3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar

3.3.1. Tiirevlendirme i¢in Reaksiyon Kosullarin Belirlenmesi
Yapilan literatiir incelemelerinde dansil kloriir ile primer ve sekonder amin
grubu igeren maddeler arasindaki reaksiyonun alkali pH larda, sicakta ya da oda
sicakliginda yiirtiidiigii ve olusan tiirevin organik bir ¢oziicii ile ekstre edildikten sonra
fluoresans siddetinin  Ol¢limiiniin  yapildig1  goriilmiistiir. Literatlirdeki  bilgiler
dogrultusunda, nateglinid ile dansil kloriir arasindaki reaksiyonun en iyi hangi

kosullarda yiiriidiigiinii saptamak amaciyla asagida yer alan denemeler yapildi.

3.3.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok ¢ozeltisinden 100 uL reaksiyon
tiiplerine alind1 tizerine 100 pL pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu ve 100 uL dansil
Kloriir ¢ozeltilerinden ilave edildikten sonra 10 dakika 40 °C de su banyosunda 1sitildi.
Olusan tiirev metanol, aseton, asetonitril, diklorometan ve kloroform gibi 5 farkli
organik ¢oziiciide ekstre edildi (3x2mL). 10 mL lik balonjojede birlestirilen organik
fazlara susuz Na;SO; ilave edildikten sonra hacmine ekstre edildigi organik ¢oziici ile
tamamlandi. Ayn1 kosullarda hazrilanmis bos denemeye karst spektrofluorimetre
yardimiyla spektrumlari alindi. Elde edilen Sonuglar Bolim 4.1.1.1 de verilmistir.

(CNateinnid = 100ng/mI)

3.3.1.2. pH

10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid c¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tilplerine alindi. Daha sonra tizerine 100 pL gesitli pH larda ki (8,5-12,0) sodyum
bikarbonat tamponundan eklenip tizerine 100 uL dansil kloriir ilave edildi. 10 dakika 40
°C de su banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre
edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz
NaxSO; ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda
hazirlanmis bos denemeye kars1 spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Elde

edilen sonuglar Boliim 4.1.1.2 de verilmistir. (Cnateglinid = 100ng/ml)

3.3.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi
10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid ¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tiiplerine alind1 tizerine pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponundan ilave edildi. Daha

sonra iizerine 100 pL dansil kloriir eklendi. Tipler oda sicakliginda, 40, 50, 60 °C
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sicakliklarinda 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika siireyle bekletildi. Sogutulan bu ¢ozelti 3x2
mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede
birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOg ilave edildikten sonra hacmine diklorometan
ile tamamlandi. Ayni kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi spektrofluorimetre

yardimiyla spektrumlart alindi. Elde edilen sonuglar bolim 4.1.1.3 de verilmistir.

(Cnateglinia = 100ng/ml)

3.3.1.4. Belirte¢ Miktar:

10 upg/mL konsantrasyondaki nateglinid ¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tiiplerine alindi tizerine 100 uL. pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponundan eklendi.
Uzerine 0,2 mg/mL konsantrasyondaki dansil kloriir ¢6zeltisinden 25, 50,100, 150, 200,
250, 300, 400, 450, 500, 550 uL ilave edilip 10 dakika 40 °C de su banyosunda sitild1.
Sogutulan bu ¢ozelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye
alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOs ilave edildikten sonra
hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi
spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1.4

de verilmistir. (Cnateglinia = 100ng/ml)

3.3.1.5. Tiirevin Dayamikhhg:

10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok ¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tiiplerine alindi1 iizerine 100 pL pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu ve 100 pL dansil
kloriir ilave edildi. 10 dakika 40 °C de su banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozelti 3x2
mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede
birlestirilen organik fazlara susuz Na>SO4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan
ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi spektrofluorimetre
yardimiyla spektrumlari alindi. 4 adet hazirlanan paralel numunelerin diklorometandaki
coOzeltilerinin siddeti bos denemeye karsi dlgiildii. Sonra bu ¢ozeltiler oda sicaklifinda
giin 1s18inda, oda sicakhiginda karanlikta ve karanlikta +4 °C de 6, 24, 48, 72 saat
bekletildikten sonra fluoresans siddetleri Ol¢tildii. Elde edilen sonuglar boliim 4.1.1.5 de

verilmistir. (Cnateglinia = 100ng/ml)

3.3.1.6. Sulu Cézeltide Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi
10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok ¢ozeltisinden 25, 50, 100, 150 ve
250 pL reaksiyon tiiplerine alindi tizerine 100 pL. pH 11.0 sodyum bikarbonat tamponu
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ve 400 pL dansil kloriir ilave edildi. 10 dakika 40 °C de su banyosunda isitildi.
Sogutulan bu ¢ozelti 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye
alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz NaySOs ilave edildikten sonra
hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni kosullarda hazirlanmis bos denemeye karsi
spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1.6

de verilmistir.

3.4. Tabletlerde Nateglinid Miktar Tayini

3.4.1. Spektrofluorimetrik Yontem ile

10 adet tablet tek tek tartilip, ortalama agirligi saptandi ve tabletler porselen
havanda ince toz haline getirildi. 100 mg nateglinide esdeger tablet tozu hassas olarak
tartilip 100 mL lik balon jojeye aktarildi, 50 mL metanol ile 45 dakika ultrasonik
banyoda karigtirtldi metanol ile hacmine tamamlandi (Cnategiine = 1 mg/mL). Bu
cozeltiden 10 mL alimip 100 mL lik balonjojede metanol ile hacmine tamamlandi
(Cnateglinic = 100 pg/mL). Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip, su ile 100 mL ye seyreltildi.
(Cnateglinia = 10 pg/mL). 25-250 ng/mL konsantrasyon araligina ait Olgli egrisinin
calisma kosullarinda gerekli miktarda nateglinid ¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon
tiplerine alindi. Daha sonra iizerinlerine 100 pL pH 11 sodyum bikarbonat
tamponundan eklenip tizerlerine 100 uL dansil kloriir ilave edildi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SO4 ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni1 kosullarda hazirlanmis bos
denemelere kars1 spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Analiz iglemi 6 kez
tekrarlandi. Nateglinid miktar1 daha 6nce bu konsantrasyon aralifinda hazirlanan 6lgii
egrisinin denklemi yardimiyla hesaplandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.1.6 da

verilmistir.

3.4.2. Kiyas Yontemi ile
Tabletlerde nateglinid miktar tayini i¢in kiyas yontemi olarak USP XXXIV de
bulunan HPLC yo6ntemi esas alind1 (Clit no: 3) (57)
Standart Cozelti: 72 mg nateglinid 100 mL lik balon jojeye aktarildi ve iizerine
40 mL asetoniril ilave edilldi. Uzerine 30 mL su ilave edilip iyice calkalandi. Daha

sonra da asetonitril ile hacmine tamamland1 (0,72 mg/mL)
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Ornek ¢ozelti: Boliim 3.4.1 de anlatildig gibi ince toz haline getirilen tablet tozu
tartilarak, konsantrasyonu 0,72 mg/mL olan 6rnek ¢dzelti hazirlandi.

Kromatografik Sistem:

Dedektor: UV- Absorbans dedektor 210 nm

Akis Hizt: 1,5 mL/dak.

Kolon: Hypersil BDS Cig kolon (4.6-mm X 15-cm; Spum)

Mobil Faz: Asetonitril - % 0,05 lik Trifloroasetik Asit (23:27)

Enjeksiyon hacmi: 10 uL

Yontem: Ornek ve standart ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 10 uL enjekte edildi. Mobil
fazda eliisyon yapildi. Major piklerin alan1 bulundu. Tabletteki nateglinid miktar

asagidaki formiille hesaplandi (mg cinsinden).

% Nateglinid= (ru/rs) x (Cs/Cy) x 100

ru = Ornek ¢ozeltisinin pik alani

rs=Standart ¢6zeltisinin pik alani

Cs= Standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mg/mL)
C.= Ornek ¢dzeltisinin konsantrasyonu (mg/mL)

Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1.7 de verilmistir.

3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

llag uygulamalar1 igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansinda (ICH,
Internatinol Conference Harmonazation Q2(R1); Validation of Analytical Procedures:

Text and Methodology) belirlenen parametreler incelendi(58).

3.5.1. Dogrusallik
Nateglinid c¢ozeltilerine karst fluoresans siddetinin  belli konsantrasyon
araligindaki dogrusalligini belirlemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda beser adet ¢ozeltiler
hazirlandi. 10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok c¢ozeltisinden 25, 50, 100, 150
ve 250 pL reaksiyon tiiplerine alindi tizerine 100 pL pH 11.0 sodyum bikarbonat
tamponu ve 400 pL dansil kloriir ilave edildi. Dogrusallik sonuglarmin fluoresans
siddetleri, standart sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi yapildi.

Sonuglar 4.2.1 de verilmistir.



21

3.5.2. Gozlenebilme (LOD) ve Tayini (LOQ) Simirlari
Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in LOD ve LOQ degerleri

asagidaki formiillerle hesaplandi. Hesaplanan degereler boliim 4.2.2 de verilmistir.

LOD =3,3x SD/m
LOQ =10 x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmast

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.5.3. Kesinlik ve Dogruluk

Giin ici Tekrarlanabilirlik

Uc farkli konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid igeren
cozeltilerden altisar adet hazirlamak i¢in 10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok
¢ozeltisinden 25, 100, 250 uL reaksiyon tiiplerine alindi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitild1. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SO4 ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda hazirlanmis bos
denemeye kars1t spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlart alindi. Giin iginde
herbirinin tiger kez fluoresans siddeti degerleri Olciildii. Bulunan sonuglar 4.2.3 de

verilmistir.
Giinler arasi Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid igeren
cozeltilerden altisar adet hazirlamak i¢in 10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok
¢ozeltisinden 25, 100, 250 pL reaksiyon tiiplerine alindi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SO4 ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni1 kosullarda hazirlanmis bos
denemeye karsi spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlart alindi. Analizler ayni hafta
icinde birbirini takip eden 5 gilinde ve her defasinda yeni c¢ozeltilerle calisilmak

kosuluyla tekrarlandi. Bulunan sonuglar sonuglar 4.2.3 de verilmistir.

3.5.4. Robustness (Yontemin Saglamhgi)
100 ng/mL konsantrasyondaki nateglinid ¢ozeltisine 400+5 pL dansil kloriir

coOzeltisi ilave edilerek, reaksiyon siiresi 10+1 dakika degistirilerek ve eksitasyon 397+1 ve
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emisyon 517 +1 dalga boylarinda ¢6zeltilerin fluoresans siddeti 6lgiildii. Elde edilen sonuglar

boliim 4.2.4 de verilmistir.

3.5.5. Secicilik

120 mg nateglinid iceren tabletlerde bulunan Laktoz monohidrat, Kroskarmeloz
sodyum, Mikrokristalin seliiloz, Povidon, Hidroksipropil metil seliiloz, Kolloidal silikon
dioksit, Magnezyum stearat, Talk, Polietilen glikol 4000, Sar1 demir oksit (E 172),
Titanyum dioksit (E 171) gibi yardimer maddelerin 10 pg.mL™? konsantrasyonlardaki
coOzeltileri hazirlanip 100 pL reaksiyon tiiplerine alindi. Daha sonra iizerinlerine 100 pL
pH 11 sodyum bikarbonat tamponundan eklenip {izerlerine 100 pL dansil kloriir ilave
edildi. 10 dakika 40 °C de su banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL
diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen
organik fazlara susuz NaxSOs ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile
tamamlandi. Ayni1 kosullarda hazirlanmis bos denemelere karsi spektrofluorimetre

yardimiyla spektrumlart alindi.Sonuglar boliim 4.2.5 de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilimesi ile lgili Calismalar

4.1.1. Nateglinidin Dansil Kloriir ile Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi
Nateglinid ile Dansil kloriir arasindaki reaksiyon sonucu meydana gelen ve agik
sar1 renkli fluoresans gosteren nateglinid-dansil tiirevinin sulu ortamdan ekstre
edilebilmesi i¢in en uygun organik ¢oziicii arastirildi ve tiirevin olusumu iizerine pH,

sicaklik, reaksiyon siiresi, belirte¢ miktar1 gibi parametrelerin etkisi incelendi.

4.1.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

Nateglinidin dansil kloriir ile olusturdugu tiirevin sulu ortamdan ekstraksiyonu
icin en uygun organik ¢ozilicliyii saptamak i¢in 100 ng/ml nateglinid ¢6zeltisinden 100
pL reaksiyon tiiplerine alindi. Daha sonra fiizerinlerine 100 pL pH 11 sodyum
bikarbonat tamponundan eklenip tizerlerine 100 puL dansil kloriir ilave edildi. 10 dakika
40 °C de su banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre
edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz
NaxSO; ilave edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda
hazirlanmis bos denemelere karsi spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi.
Elde edilen tiirevin ¢esitli ¢coziiciilerde fluoresans spektrumlari alindi. Bu spektrumlarda
natgelinid-dansil tiirevinin denenen organik ¢O6ziiclilerde gosterdigi maksimum
eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 ve fluoresans siddeti degerleri elde edilmistir.
Tablo 4-1 de yer alan bu degerler incelendiginde tiirevin ekstraksiyonu i¢in en uygun
¢oziiciiniin diklormetan oldugu saptanmigtir. Sekil 4.1 ve 4.2 de nateglinid-dansil
tirevinin diklorometandaki eksitasyon, emisyon ve Sekil 4.3 de bosun emisyon
spektrumlar goriilmektedir.

Tablo 4-1: Nateglinid-Dansil tiirevinin cesitli organik ¢oziiciilerdeki maksimum
eksitasyon (Aeks) ve emisyon (Aem) dalga boylari ile fluoresans siddeti degerleri

Aeks/nem (NM) Fluoresans Siddeti
Metanol 401/532 193
Aseton 419/527 315
Asetonitril 419/531 385
Diklorometan 397/517 1007

Kloroform 404/502 953
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Sekil 4-1: 100 ng/mL nateglinide esdeger nateglinid-dansil tiirevinin

diklorometandaki emisyon spektrumu (Aem =517 nm)
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Sekil 4-2: 100 ng/mL nateglinide esdeger nateglinid-dansil tiirevinin

diklorometandaki eksitasyon spektrumu (Aeks = 397 nm)
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Sekil 4-3: Bosun emisyon spektrumu

41.1.2. pH

Nateglinid ile dansil kloriir arasindaki reaksiyonun en iyi hangi pH da
yiirtidiigiinii saptamak i¢in 8,5-12,0 arasinda hazirlanmis bir seri tampon ¢dzeltiyle 100
ng/ml nateglinid c¢ozeltisinden 100 pL reaksiyon tiiplerine alindi. Daha sonra
tizerinlerine 100 pL 8,5-12,0 pH araliginda hazirlanmig sodyum bikarbonat
tamponundan eklenip tizerlerine 100 uL dansil klorir ilave edildi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOj ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni kosullarda hazirlanmis bos
denemelere karsi spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Elde edilen veriler
incelendiginde nateglinid-dansil tiirevinin pH 11 de kantitatif olarak olustugu

belirlenmistir.
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Tablo 4-2: Cesitli pH larda olusturulan nateglinid-dansil tiirevine ait fluoresans
siddeti degerleri

pH 85 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 12,0
Fluoresans
Siddeti 90 188 182 280 317 482 354
600 -
=
=
= 400 -
m-\
[}
=
et
s 200 -
=
=
O T T T T T T 1
8,5 9 9,5 10 10,5 11 11,5 12

pH

Sekil 4-4: Nateglinid-dansil tiirevinin olusumu iizerine pH nin etKkisi

4.1.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Nateglinid ile dansil kloriir reaksiyonunun olusmasi i¢in en uygun sicaklik ve
reaksiyon siiresini saptamak amaciyla 100 ng/ml nateglinid ¢ozeltisinden 100 pL
reaksiyon tiiplerine alindi. Daha sonra tizerinlerine 100 uLL pH 11 sodyum bikarbonat
tamponundan eklenip tlizerlerine 100 pL dansil kloriir ilave edildi. oda sicakliginda, 40,
50 ve 60 °C sicakliklarinda 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika siireyle ¢aligildi. Sogutulan bu
cozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon
jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na»SOs ilave edildikten sonra hacmine
diklorometan ile tamamlandi. Ayni kosullarda hazirlanmis bos denemelere karsi

spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindu.

Elde edilen nateglinid-dansil tirevlerine ait fluoresans siddeti degerlerinin,
sicaklik ve zamana kars1 gosterdigi degisim Tablo 4.3 ve sekil 4.5 de verilmistir. Bu

verilere dayanarak, nateglinid ile dansil kloriir arasindaki reaksiyonun tamamlanmasi
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icin optimum stirenin 40 °C de 10 dakika siireyle 1sitilmasmin yeterli oldugu

belirlenmistir.

Tablo 4-3: Cesitli sicaklik ve zamanlarda olusturulan nateglinid-dansil tiirevine ait

fluoresans siddeti degerleri

Zaman 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (C°)

0Oda Ste. 444 478 446 354 448 444

40 480 412 410 416 428 346

50 282 280 252 232 262 220

60 122 108 57 66 101 79
600 -
500 -

B

o

o
1

Fluoresans siddeti
L
[an]
(o]

—&—oda sicakhg

=l=—-40°C
200 == 50"C
— 50" C
100 1 M
O T T T 1
0 20 40 60 80

Zaman (dak.)

Sekil 4-5: Nateglinid-dansil tiirevinin olusmasi iizerine sicaklik ve zaman etKisi

4.1.1.4. Belirte¢c Miktari

Dansil kloriir ile nateglinid arasindaki reaksiyonun maksimum oranda {riin
vermesi i¢in gerekli belirte¢ miktarini saptamak amactyla 100 ng/ml nateglinid ¢ozeltisi
100 pL reaksiyon tiiplerine alindi. Daha sonra iizerinlerine 100 pL pH 11 sodyum
bikarbonat tamponundan eklenip {iizerlerine 0.2 mg/ml konsantrasyondaki dansil
kloriirden hacmi 25-550 puL olacak sekilde hazirlanan bir seri belirteg ¢ozeltisi ilave
edildi. 40 °C 10 dakika siireyle su banyosunda bekletildi. Sogutulan bu ¢6zeltiler 3x2
mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede
birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOy4 ilave edildikten sonra hacmine diklorometan

ile tamamlandi. Aym1 kosullarda hazirlanmis bos denemelere karsi spektrofluorimetre
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yardimiyla spektrumlar1 alindi. Tablo 4.4 ve Sekil 4.6 de nateglinid-dansil tiirevinin

olusmasi i¢in optimum belirte¢ miktarinin 400 pL oldugu belirlendi.

Tablo 4-4: Cesitli hacimlerdeki dansil kloriir miktarina karsi olusan nateglinid-dansil
tiirevine ait fluoresans siddeti degerleri

Dansil

K!oriir 25 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Miktan

(nL)
Fluoresans
siddeti

36 81 210 270 333 379 406 450 474 472 457 411

600 -

400

200

Fluoresans Siddeti

O T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Belirtec Miktar: (Mikrolitre)

Sekil 4-6: Nateglinid-dansil tiirevi olusumu iizerine belirte¢ miktarinin etkisi

4.1.1.5. Tiirevin Dayamkhhg:

Nateglinid-dansil  tiirevinin ~ diklorometan  ¢ozeltisindeki ~ dayanikliligini
incelemek tizere 100 ng/ml nateglinid ¢ozeltisi 100 pL reaksiyon tiiplerine alindi. Daha
sonra tizerinlerine 100 pL pH 11 sodyum bikarbonat tamponundan eklenip iizerlerine
400 pL belirteg ¢ozeltisi ilave edildi. 40 °C 10 dakika siireyle su banyosunda bekletildi.
Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10 mL lik balon jojeye
alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOs ilave edildikten sonra
hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni kosullarda hazirlanmis bos denemelere
kars1 spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlari alindi. Oda sicakliginda giin 1s18inda,

karanlikta ve +4 °C de karanlikta bekletilerek belirli siirelerde ¢ozeltinin gosterdigi
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fluoresans siddeti degerleri tablo 4.5 de gorilmektedir. Elde edilen veriler

dogrultusunda tiirevin +4 °C de karanlikta 48 saat dayanikli oldugu belirlenmistir.

Tablo 4-5: Nateglinid-dansil tiirevinin diklorometandaki dayamikhhg:

Fluoresans Siddeti

Baslangic 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Sonra Sonra Sonra Sonra
Oda
Sicakhig 423 417 400 364 321
Karanhk
Oda
Sicakhg 423 410 393 253 117
Giin Is1g1
(+)4°C de 423 422 420 420 418
Karanhk

4.1.1.6. Sulu Cézeltide Hazirlanan Olcii Egrisinin Regrasyon Analizi
5 ayr1 konsantrasyonda ve her bir konsantrasyon i¢in 5 farkli kez Boliim 3.3.1.6
da anlatildigi gibi ¢alisildi ve madde konsantrastonu ile, fluoresans siddeti arasinda

graafik cizilerek ol¢ii egrileri her bir konsantrasyon araligi i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi.

Olgii egrilerine en kiigiik kareler ydntemi uygulanarak dogru denklemi ve

korrelasyon katsayisi (r) hesaplandi.
F=aC+b

Dogru denkleminde C ng/mL cinsinden konsantrasyon, a dogrunun egimi, b intersept
dogrunun ordinat eksenini kestigi noktanin sifir noktasina olan uzakligi, F ise fluoresans
siddetini bildirmektedir. Ol¢iimlerin sonuglari ve istatistiki hesaplamalar Tablo 4.6 ve

4.7 de verilmistir.



Tablo 4-6: Nateglinidin Spektrofluorimetrik tayini i¢cin 25-250 ng/mL konsantrasyon

araliginda sulu c¢ozeltide hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait fluoresans siddeti degerleri ve

istatistik verileri
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C
1 SD
No (ng.mL™) F1 F2 F3 Fs Fs Fort %RSD
1 25 190 191 191 200 185 1914 541 2,83
2 50 257 257 257 280 275 2652 11,37 4,29
3 100 419 419 419 450 425 426,4 13,45 3,15
4 150 570 570 570 600 590 580,0 14,14 2,44
5 250 846 846 846 900 895 866,6 28,26 3,26
Fort degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
F =3,0135C+119,37
r=0.9996
Tablo 4-7: Tablo 4-6 daki ol¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
1 2 3 4 5 Ortalama
a 2,9397 2,9369 2,9369 3,1109 3,143 3,0135
b 118,34 118,86 118,86 128,24 112,56 119,37
r 0,9995 0,9995 0,9995 0,9996 0,9998 0,9996
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Sekil 4-7: Nateglinidin 25-250 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi

4.1.1.7. Gelistirilen Yontem ile Tabletlerde Nateglinid Tayini ve Sonuclarin Kiyas
Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarin Karsilastirilmasi

120 mg nateglinid iceren tabletler, gelistirilen spektrofluorimetrik yontem ve
farmakope (USP XXXIV) kiyas yontemi ile analiz edilerek, nateglinid miktar: tayin
edildi. Elde edilen sonuglar ve 6 adet tayin {izerinden hesaplanan ortalama, standart
sapma (s), bagil standart sapma ve % 95 olasilik diizeyinde giiven araligi Tablo 4.8 de

goriilmekedir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglarin ortalamalar
yoniinden karsilastirilmasi Student (t), standart sapmalar yoniinden karsilastiriimasi
Fisher testi (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 4.8 de goriildiigii gibi hesaplanan t- ve
F- degerleri %95 olasilik diizeyi ve 6 deneme igin ilgili cetvellerde bildirilen
degerlerden daha kiigiik oldugundan gelistirilen spektrofluorimetrik yontem ile kiyas
yontemi arasinda gerek dogruluk gerekse kesinlik dereceleri yoniinden anlamli bir fark

olmadig: belirlendi.
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Tablo 4-8: 120 mg Nateglinid iceren tabletlerin analiz sonuglari ve sonuglarin istatistiki

olarak degerlendirilmesi

Kiyas Yontemi Gelistirilen Yontem
Ornek mg/Tablet Geri g/z:jamm mg/Tablet Geri g/zgamm

1 121,01 100,84 121,23 101,03
2 120,96 100,80 122,19 101,82
3 122,54 102,12 121,46 101,21
4 121,03 100,86 121,80 101,50
5 122,45 102,04 120,68 100,57
6 120,95 100,79 121,27 101,06

X 121,49 101,24 121,44 101,20

SD 0,78 0,52

% RSD 0,64 0,43

Giiven

Arah@ 0,82 0,54

thesaplanan= 0,13 t tablo= 2,23

Fhesaplanan=2,25 Fiavio = 5,05

ni=n2=6 P=0,05

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Dogrusallik
Flouresans siddeti ile nateglinid konsantrasyonu arasindaki iliskinin 25-250
ng/mL araliginda dogrusal oldugu belirlendi.
4.2.2. Tamima (LOD) ve Tayin (LOQ) Simirlari

LOD degeri 6.17 ve LOQ degeri 18.68 ng/mL olarak hesaplandi. Bulunan

sonuglar Tablo 4.9 da verilmistir.
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Tablo 4-9: Tablo 4-7°deki degerlere gore hazirlanan LOD ve LOQ degerleri

Parametreler Degerler

Dogru denklemi F =3,0135C+119,37
Egim + SD 3,0135+0,10
Intersept + SD 119,37 + 4,63

LOD ng/mL 6,17

LOQ ng/mL 18,68

r 0,9996

4.2.3. Kesinlik ve Dogruluk
Giin ici tekrarlanabilirlik

Uc farkli konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid igeren
¢ozeltilerden altisar adet hazirlamak i¢in 10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok
¢ozeltisinden 25, 100, 250 pL reaksiyon tiiplerine alindi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢6zeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SO4 ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayn1 kosullarda hazirlanmis bos
denemeye kars1 spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlart alindi. Bulunan sonuglar

Tablo 4.10 da verilmistir.
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Tablo 4-10: Aym Giin I¢inde Yapilan Analizlerin Tekrarlanabilirligi

Konsantrasyon
(ng/mL)
25 100 250
24,39 99,72 248,27
24,58 99,5 248,5
Bulunan 24,28 99,46 248,86

Konsantrasyon 2396 99,43 249,27
(ng/mL)
24,58 99,43 249,13
24,91 99,48 249,05
Ortalama 24,45 99,50 248,85
Standart Sapma 0,32 0,11 0,39
% RSD 1,31 0,11 0,16

Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Uc farkli konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid iceren
cozeltilerden altisar adet hazirlamak i¢in 10 pg/mL konsantrasyondaki nateglinid stok
¢ozeltisinden 25, 100, 250 uL reaksiyon tiiplerine alindi. 10 dakika 40 °C de su
banyosunda 1sitildi. Sogutulan bu ¢ozeltiler 3x2 mL diklorometan ile ekstre edildi. 10
mL lik balon jojeye alindi. Balon jojede birlestirilen organik fazlara susuz Na>SOj ilave
edildikten sonra hacmine diklorometan ile tamamlandi. Ayni1 kosullarda hazirlanmis bos
denemeye karsi spektrofluorimetre yardimiyla spektrumlart alindi. Analizler birbirini
takip eden 5 gilinde ve her defasinda yeni ¢ozeltilerle ¢alisiimak kosuluyla tekrarlandi.

Bulunan sonuglar Tablo 4.11 da verilmistir.
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Tablo 4-11: Giinler arasi yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Konsantrasyon
(ng/mL)
25 100 250
24,62 99,67 249,48
24,66 99,49 249,48
i‘(’)'n“;;";‘]?rasyon 2458 9952 249,47
(ng/mL) 24,37 99,56 250,24
24,85 99,59 250,13
24,97 99,47 250,05

Ortalama 24,67 99,55 249,81
Standart Sapma 0,21 0,07 0,37
% RSD 0,85 0,07 0,15

4.2.4. Robustness (Yontemin Saglamhgr)

Yontemin parametrelerinde ufak degisiklikler yapilarak yontemin saglamligi
arastirildi. Bulunan sonuglar Tablo 4.12 de verilmistir. Bulunan sonuglar dogrultusunda

sonuclarin anlamli degisimlere sebep olmadig1 gézlendi.



Tablo 4-12: Yontemin Saglamhiginin incelenmesinde elde edilen sonug¢lar 36

Eksitasyon  Eksitasyon Emisyon Emisyon Reaksiyon  Reaksiyon  Dansilkloriir =~ Dansilkloriir
Dalga Boyu DalgaBoyu DalgaBoyu Dalga Boyu Stiresi Stiresi Miktari Miktar1
Aeks=398 heks=396 Aems=518 Aems=516 (10-1dk) (10+1dk) (400-5ul) (400+5ul)
100,03 100,09 100,06 100,89 100,00 100,10 100,01 100,02
100,01 100,06 100,02 100,75 100,03 100,00 100,02 100,09
Bulunan 100,00 100,04 100,30 100,66 100,01 100,08 100,06 100,08
Konsantrasyon 100,05 100,02 100,04 100,02 99,99 100,07 100,07 100,10
100,07 100,07 100,45 100,30 100,05 100,06 100,02 100,06
100,01 100,08 100,28 100,10 100,01 100,12 100,03 100,09
Ortalama. 100,03 100,06 100,19 100,45 100,02 100,07 100,04 100,07
Standart Sapma 0,027 0,026 0,177 0,363 0,022 0,041 0,024 0,029
0,027 0,026 0,176 0,361 0,022 0,041 0,024 0,029

RSD

9¢
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4.2.5. Secicilik

120 mg Nateglinid iceren Starlix tabletlerde bulunan Laktoz monohidrat,
Kroskarmeloz sodyum, Mikrokristalin seliiloz, Povidon, Hidroksipropil metil seliiloz,
Kolloidal silikon dioksit, Magnezyum stearat, Talk, Polietilen glikol 4000, Sar1 demir
oksit (E 172), Titanyum dioksit (E 171) gibi yardimci maddelerin Dansil kloriir ile

reaksiyon vermedigi, flouresans siddetini etkilemedigi gozlendi.
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5. TARTISMA

Nateglinidin tablette miktar tayini i¢in gelistirilen spektrofluorimetrik yontem,
sekonder amin grubu i¢eren bu madde ile dansil kloriir arasindaki reaksiyonuna

dayanmaktadir.

Cl
Q=S8S=0
0
2 H + S H
Lanh P — R + HCl
OOH N OOH

N
| N L
Halised® i HC CH,§ chjé' 0=$=0
j HsC
HaC 2
Nateglinid Dansil Kloriir AN

Nateglinid- Dansil tiirevi

Dansil Kloriir primer ve sekonder aminlerle tiirev reaksiyonunda sari renk
gozlemlenen siddetli flouresans gosteren tiirevler olusturur. Reaksiyonun sulu ortamda
yirlimesi belirtecin asirisinin tayine zarar vermemesi ve ¢ok az miktarda aminle

yiirlimesi 6nemli avantajlarindandir.

Yapilan literatiir arastirmalarimda Dansil Kloriiriin aminlerle alkali pH larda ve
sicakta reaksiyon verdigi ve olusan iiriiniin reaksiyon ortamindan organik bir ¢6ziicii ile
ekstre edildigi goriilmiistiir. Diger literatiir arastirmalarindan yapilan gézlemlere gore
Nateglinid uv absorbsiyonunun zayif yani uv ye uygun olmadigi belirlendi. Bu bilgiler
1s181inda optimum  kosullar arastirildi. Yapilan optimizasyon caligmalari sonucu en
uygun en iyi sonuglarin pH 11,0 sodyumbikarbonat tamponunda elde edildigi gézlendi.
En uygun reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresinin saptanmasi amaci ile cesitli
sicakliklar ve cesitli reaksiyon siirelerinde c¢alismalar yapildi. Bu ¢alismalar
dogrultusunda da bulunan optimum reaksiyon sicakligi ve siiresi 40 °C de 10 dakika

oldugu tespit edildi.

Tiirev reaksiyonunun tamamlanmasiin ardindan nateglinid-dansil tiirevinin
reaksiyon ortamindan ekstraksiyonu i¢in ¢esitli organik ¢oziicliler denendi ve sonug

olarak diklorometan kullanildiginda en yliksek fluoresans siddeti elde edilirken, bu
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¢oziicliye ait maksimum eksitasyon ve emisyon dalgaboylari sirasiyla 397 nm ve 517

nm olarak belirlendi.

Tiirevin diklorometan igindeki stabilitesi incelendiginde +4 °C de, karanlikta 48

saat stabil oldugu saptandi.

Belirlenen optimum kosullardan sonra konsantrasyon ile fluoresans siddeti
arasinda dogrusallik 25-250 ng/mL dir. Hesaplanan dogru denklemi F
=3,0135C+119,37 dir. LOD ve LOQ degerleri sirasi ile 6,17 ve 18,68 ng/mL™* dir.

Gelistirilen yontemin kesinlik derecesini belirlemek iizere ayni giin iginde ve
giinler arasi ii¢ ayr1 konsantrasyonda (25, 100 ve 250 ng/mL) nateglinid analiz edildi.
Ayn1 giin i¢inde ve giinler arasi analizlerin bagil standart sapmalar sirastyla % 0,11-
1,33 ve % 0,06-0,85 arasinda bulundu. Yontemin eksitasyon, emisyon g¢alismasinin
dalga boyu reaksiyon siiresi ve belirte¢ miktar1 gibi parametrelerinde ufak degisiklikler
yapilarak yontemin saglamligi arastirildi. Bulunan RSD degerleri sirasiyla % 0,027-
0,026 , % 0,022- 0,041 ve % 0,024- 0,029 dur. Bulunan degerler dikkate alinmayacak
kadar kiiciik oldugu gozlendi.

Gelistirlen yontem nateglinid iceren tabletlerin analizinde uygulandi. Geri
kazanim % 101,20 ve RSD % 0,43 olarak bulundu. Farmakope ile analizlenen tablet
analizinde ise geri kazanim % 101,24 ve RSD % 0,64 olarak bulundu. Elde edilen
sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi 6 deneme {iizerinden standart sapma,
bagil standart sapma ve %95 olasilik diizeyinde giliven sinirlar1 hesaplanarak yapildi. Bu
sonuclara gore elde edilen tiim datalarin “ICH Q2 (R1)” in de gerekliliklerini karsiladig1
gozlemlendi.

Sonu¢ olarak bu calisma tabletlerde nateglinid tayini ic¢in bildirilen yontem
tekrarlanabilirligi yliksek, basit, duyarli ve miktarlar1 ¢ok diisiik oldugu igin
ekonomiktir. Literatiirdeki diger yontemlere gore tayin araliginin genis olmasi 6nemli
bir ustilinliikk saglamaktadir. Bagil standart sapma degerlerinin %1 den kiigiik olmasi,
tirevin diklorometan igindeki 48 saat dayamikli kalabilmesi yontemin Onemli
avantajidir. Tiirevlendirme ve ekstraksiyon iglemleri ise fazla zaman almamaktadir. Bu
nedenle rutin farmasotik analizler icin rahatlikla oOnerildigi gibi biyolojik sivilarda
nateglinid analizleri ve biyoyararlanim ¢alismalar1 iginde giivenilir bir yontem

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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