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OZET

Sartoglu, C. (2017). Sildenafil ve Dapoksetinin Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi ile Yanyana Analizi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu calismada, Sildenafil ve dapoksetinin tablet dozaj formundaki yanyana tayini
icin yeni bir izokratik HPLC yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik
ayrilma, ters fazli C1g kolonda; sodyumfosfat tamponu( 0.1 g Sodyum dihidrojen fosfat
ve 0.5 g disodyum hidrojen fosfat 400 mL su)(pH 9.5): asetonitril (30:70, h/h) hareketli
faz1 ile 1.3 mL/dakika akis hizi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz dalga boyu
228nm' ye ayarlanmigtir. Alikonma zamanlar sildenafil i¢in 2.7 dakika dapoksetin igin
6.1 dakika olarak bulunmustur. Analiz edilen etken maddelerin dogrusal calisma
araliklar1 sildenafil i¢in 0.25-0.75 mg/mL ve dapoksetin i¢in 0.15-0.45 mg/mL olarak
saptanmugtir. Teshis sinir1 (LOD) ve tayin sinir1 (LOQ) degerleri ise sirast ile ; sildenafil
icin 0.318 ug/mL ve 1.060 pg/mL, dapoksetin igin 0.316 ug/mL ve 1.053pg/mL’ dir.
Geri kazanim yiizdeleri sildenafil i¢in %99.07-%100.37, dapoksetin i¢in %99.43-
%100.11 olarak bulunmustur. Yontem, sildenafil ve dapoksetinin tabletlerde yanyana
analizi i¢in uygulanmigtir. Gelistirilen yontem basit, hizli, segici ve tekrarlanabilirdir ve

ila¢ sanayinde sildenafil ve dapoksetinin yanyana analizlerinde giivenle kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler : Sildenafil, Dapoksetin, Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi,
Tablet Analizi.
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ABSTRACT

Sarioglu, C. (2015 Simultaneous Determination of Sildenafil and Dapoxetine by High-
Performance Liquid Chromatographic Method, Istanbul University, Institute of Health
Sciences, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, a new isocratic high performance liquid chromatographic method was
developed and validated for simultaneous analysis of sildenafil and dapoxetine in tablet
dosage form. Chromatographic separation was achieved with a mixture of Acetonitrile:
Phosphate buffer pH-9.5 in the ratios 70:30, v/v as the mobile phase and a C18 column.
The detection wavelength was adjusted to 228 nm. Retention times were found as 2.7
min for sildenafil and 6.1 min for dapoxetine. The linear concentration ranges were
0.25-0.75 mg / mL for sildenafil and 0.15-0.45 mg / mL for dapoxetine. The limit of
detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) values were 0.318 ug / mL and
1.060 pg / mL for sildenafil, 0.316 pg / mL and 1.053 pg / mL for dapoxetine,
respectively. Recovery percentages were found to be 99.07-100.37% for sildenafil and
99.43-100.11% for dapoxetine. The method was applied to simultaneous analysis of
sildenafil and dapoxetine in tablet dosage form. The proposed method is simple, rapid,
selective and reproducible. It can be recommended to be used for simultaneous analysis
of sildenafil and dapoxetine in pharmaceutical industry.

Keywords: Sildenafil,Dapoxetine,High-performance liquid chromatography, Tablet
analysis.



1. GIRIS VE AMAC

Erkekler ve partnerlerinde distres olusturan prematiir ejakiilasyon (PE), cinsel islev
bozukluklarinin en yaygin olarak goriilenidir. Diinya iizerindeki erkeklerin yaklasik
olarak %20 ile %40 kadar1 yasamlarinin bir doneminde semptomlar ile
karsilagsmaktadirlar. Bu disfonksiyon ile hayat boyu veya edinsel olarak
karsilagsabilmektedirler. Hayat boyu olan form siklikla ilk cinsel karsilasmadan itibaren
her bir partner ile cinsel birlesme girisiminde olan prematiir ejakiilasyon ile karakterize
iken, edinsel olan formu daha 6nce normal ejakiilasyon yasamis bireylerde yasamin bir
doneminde karsilagilan bir takim {iirolojik veya psikolojik problemlerle iligkili olarak

gelismektedir [1] .

Yapilan calismalar ve klinik gozlemler PE’si olan erkeklerin biiyiik ¢ogunlugunda
erektil disfonksiyon (ED) da oldugunu gostermektedir. Bu konuda 12134 erkegin
katildigi ABD, Almanya ve Italya’yt kapsayan genis bir anket calismasinda
katilimcilarin = %7.2’sinin hem PE hem de ED kriterlerini kasiladiklart bulunmustur.
PE’si olan tim erkeklerin %32’si ayn1 zamanda ED bildirirken ED’si olan erkeklerin
%44’ inde ayn1 zamanda PE bildirmistir. Bu ¢aligmanin sonuglart PE ve ED cinsel
bozukluklarinin azimsanmayacak kadar sik bir sekilde birlikte goriildiigiini

desteklemektir [1].

Azimsanmayacak kadar sik goriilen PE ve ED birlikteliginin tedavisinde PDE-5
inhibitdrleriyle DAP kombinasyonu giincel arastirma konularindandir. Uzerinde durulan
kombinasyon tedavilerinden biri de sildenafil (SIL)- dapoksetin (DAP)
kombinasyonudur. Bu kombinasyonun seg¢ilmesinin altinda yatan temel nedenlerinden
birisi de SIL ve DAP in c¢alismalarda klinik olarak anlamli farmakokinetik ilag

etkilesimine girmemesidir.

SIL ve DAP farmasotik preparatlardaki analizleri incelendiginde bu iki ilacin
yanyana analizi i¢in literatiirlerde UV spektrofotometrisi [2] , yiiksek performansl sivi
kromatografisi [3] ve sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi [4] yontemleri olmak

lizere 3 adet caligsmaya rastlanmustir.



Kiitle spektroskopisi [4] yonteminin pahali bir teknik olmasi ve her
laboratuvarda bulunmamasi1 sebebiyle, yliksek performansli sivi kromatografisi ile

gelistirilen metot kullanilmas1 daha ekonomik ve pratiktir.

UV spektrofotometrisi [2] yOnteminin ise stabilite gosterir bir yontem
degildir.Kullanilan teknigin dogas1 geregi farmasoétik preparat icerisindeki bilesenlerden

tam bir ayrim gergeklestirilmeden analiz edilmektedir.

Literatiir arastirmasinda bulunan yiiksek performansli sivi kromatografisi
yonteminde [3] ise, analiz hazirhi@inin daha zor olmasi ve esnek olmamasi, metotta
kullanilan kolon gibi analiz sarf malzemelerinin daha az 6miirlii olmasi sebebiyle; yeni

bir HPLC yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kolay uygulanabilir, her analiz laboratuarinda kolayca bulunabilir, ekonomik,
basit malzemeler ile galisilan, segici, kesin, dogru ve giivenilir olan, UV dedeksiyona
dayanan yiiksek performansli sivi kromatografisi prensibine dayanan metodun
gelistirilmesi ve bu gelistirilen metodun ilag maddesinin farmasoétik preparatlardaki

analizine uygulanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sildenafil Sitrat

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

o
& HO.__O
HaC” HO (nginels

Sekil 2-1 Sildenafil Sitrat kimyasal formiilii

Sildenafil Sitrat’in kimyasal adi 5-{2-Etoksi-5-[(4-metil-1-piperazin)sulfonil]
fenil}-1-metil-3-propil-1,4-dihidro-7H-pirazol [4,3-d]pirimidin-7-on 2-hidroksi-1,2,3-
propantrikarboksilat (1:1) olup kapali formiilii C2sHzsNsO11S dir. Molekiil agirligi, 667
g/mol’diir. Beyaz veya beyaza yakin, az higroskobik kristal bir toz olan Sildenafil Sitrat
suda ve metanolde az ¢oziiniir, hekzanda ¢oziinmez[5]. Erime derecesi 186-188°C
arasindadir [6]. Maddenin asetonitril:su (70:30) ¢6ziicii karisiminda alinmig UV

spektrumu Sekil 2-2°de goriilmektedir.
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Sekil 2-2Sildenafil Sitartin 0.5 mg/mL konsantrasyonda asetonitril:su (70:30) ¢oziicii
karisiminda 200-800 nm arahginda alinmis UV spektrumu

2.1.2. Farmakolojisi

2.1.2.1. Farmakodinamik Ozellikler

Viagra film tablet kisa iirlin bilgisinde belirtildigi lizere;

“Farmakoterap6tik Grup: Erektil disfonksiyonda kullanilan ilaglar, Fosfodiesteraz
Inhibitérleri”

“ATC Kodu: G04B E03”

“SIL, erektil disfonksiyon i¢in oral bir tedavidir. Sekstiel stimiilasyona dogal bir cevap
sonucu penise kan akimimi artirarak bozulmus erektil fonksiyonu diizeltir. Penisin
ereksiyonunu saglayan fizyolojik mekanizma seksiiel stimiilasyon esnasinda corpus
kavernosumdan nitrik oksit (NO) serbest birakilmasini gerektirir. Daha sonra nitrik

oksit guanilat siklaz enzimini aktive eder ve bu siklik guanozin monofosfat (SGMP)
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diizeyinde artis ile sonuglanir ki, bdylece korpus kavernosumdaki diiz kaslarin
gevsemesi ve kanin korpus kavernosum igine dolmasi saglanmig olur. SIL, korpus
kavernosumdaki sSGMP'nin degradasyonundan sorumlu sGMP'ye spesifik fosfodiesteraz
tip 5 (PDES) enziminin potent ve selektif bir inhibitoriidiir. SIL, ereksiyon {izerine
periferik bir etki yerine sahiptir. SIL’In izole insan korpus kavernosumunda direkt bir
gevsetici etkisi yoktur ancak bu doku {izerinde bulunan nitrik oksidin gevsetici etkisini
artirma potansiyeline sahiptir. Seksiiel stimiilasyon ile oldugu gibi, NO/sGMP yolu
aktive oldugunda, SIL’1in PDES5 enzimini inhibe etmesi korpus kavernosumdaki sGMP
seviyelerinde artisa sebep olur. Bu sebeple SIL''n amaglanan faydali farmakolojik
etkilerini gosterebilmesi igin seksiiel stimiilasyon gereklidir. Farmakodinamik etkiler In
vitro caligmalar SIL’in ereksiyon prosesinde rol oynayan PDES5’e sec¢ici oldugunu
gostermistir. Diger fosfodiesterazlara kiyasla PDES iizerine etkisi daha giicliidiir.
Retinadaki fototransdiiksiyon yolaginda rol oynayan PDE6’ya kiyasla 10 kat daha fazla
selektiftir. Onerilen maksimum dozlarda PDE1’¢e kiyasla 80 kat, PDE 2, 3, 4 7, 8, 9, 10
ve 11°e kiyasla 700 kat daha selektiftir. SIL 6zellikle kardiyak kontraktilite kontroliinde
rol alan cAMPspesifik fosfodiesteraz izoformu olan PDE3’e kiyasla PDES {izerine
4000-kattan daha biiylik bir selektiflige sahiptir Klinik etkililik ve giivenlilik: SIL’1n
seksliel stimiilasyona cevap olarak ereksiyon olusturma zaman araliginin
degerlendirilmesi amac1 ile iki klinik calisma diizenlenmistir. Hastalarda a¢ karnina
yapilan penil pletismograf (RigiScan) ¢aligmasinda, SIL alinmasi sonucunda, seksiiel
birlesme i¢in yeterli kabul edilen %60 oranindaki ereksiyon sertliginin saglanmasina
kadar gegen siire ortalama 25 dakika olmustur. (12 — 37 dakika). Baska bir RigiScan
calismasinda, SIL’1in, uygulamadan sonraki 4.-5. saatlerde bile seksiiel stimiilasyona
bagli ereksiyon olusturma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. SIL, kan basincinda
hafif ve gegici diismelere sebep olur, ancak vakalarin ¢ogunda bu klinik bir etki
olusturmaz. 100 mg oral dozu takiben yatar pozisyonda goriilen ortalama maksimum
sistolik kan basinct diismesi 8.4 mmHg olmustur. Bu duruma uygun olarak yatar
pozisyonda diastolik basing degismesi 5.5 mmHg olmustur. Kan basincindaki bu
azalmalar SIL’1n vasodilator etkileri ile uyumludur ki bu vasodilatasyonun sebebi
biiyiik olasilikla vaskiiler diiz kaslardaki artmis sGMP seviyesidir. Saglikli goniilliilerde
100 mg’a kadar olan SIL’1n oral yolla tek doz uygulanmasi sonucunda EKG’de klinik
olarak anlamli higbir etki olusturmamuistir. Tek bir oral doz 100 mg SILin hemodinamik

etkileri lizerine, ciddi koroner arter rahatsizlig1 olan 14 hastada (en azindan bir koroner
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arterde > %70 stenoz mevcuttu) yapilan bir ¢aligmada, dinlenme halindeki ortalama
sistolik ve diyastolik kan basinci, taban degerlere kiyasla sirasiyla % 7 ve % 6
azalmigtir. Ortalama pulmoner sistolik kan basinct % 9 azalmistir. SIL’1in kardiyak
output lizerine higbir etkisi olmamuistir, stenoz durumundaki koroner arterler iginden kan
akisin1 bozmamuistir. Cift kor plasebo kontrollii bir egzersiz stres ¢alismasinda, diizenli
olarak antianjinal ilag¢ (nitratlar disinda) kullanan, erektil disfonksiyon ve stabil anjinasi
olan 144 hasta degerlendirilmistir. Sonuglar sinirlayici anjinaya kadar olan zamanda SIL
ile plasebo arasinda klinik olarak anlamli farklar gostermemistir. 100 mg dozu takip
eden 1 saat iginde Farnsworth - Munsell 100 renk testini kullanan kimi deneklerde
renkleri (mavi/yesil) ayirt edebilmede meydana gelen hafif ve gegici degisiklikler olsa
da doz alimindan 2 saat sonra hicbir etki kalmamistir. Renk ayird etme mekanizmasinda
meydana gelen bu degisikligin retinanin fototransdiiksiyon kaskadinda yer alan PDE6
enziminin inhibisyonu ile baglantili oldugu 6ngoriilmektedir. SIL’1n gérme keskinligi
veya kontrast renkleri secebilme duyarliligi tizerine bir etkisi yoktur. Dokiimante
edilmis erken, yas ile ilgili makiiler dejenerasyonu olan (n=9) hastalarda yapilan
plasebo kontrollii bir capraz ¢alismada SIL (tek doz 100 mg) iyi tolere edilmistir ve
yapilan gorsel testler (gorme keskinligi, Amsler grid, renk ayrimi, simiile edilmis trafik
15181, Humphrey perimeter ve fotostres) klinik olarak anlamli higbir degisiklik
gostermemistir. Saglikli goniilliilerde SlLin 100 mg’lik oral tek doz uygulamasindan

sonra sperm motilitesi veya morfolojisi lizerine bir etki goriilmemistir [7,8].”

“Klinik Caligmalara Ait Baska Bilgiler: Klinik ¢aligmalarda, SIL, yaslar1 19 ila 87
arasinda degisen 8000den fazla hastaya uygulanmistir. Temsil edilen hasta gruplari;
yaslilar (%19.9), hipertansiyonlu hastalar (%30.9), diabetes mellitus (%20.3), iskemik
kalp hastalig1 (%5.8), hiperlipidemi (%19.8), spinal kord yaralanmasi (%0.6), depresyon
(%35.2), prostatin transiiretral reseksiyonu (%3.7), radikal prostatektomi (%3.3). Klinik
caligmalarda tam anlamiyla temsil edilemeyen veya caligma disinda tutulan gruplar;
Pelvik operasyon gecirmis hastalar, radyoterapi sonrasi hastalar, ciddi bobrek veya
karaciger bozuklugu olan hastalar ve asikar kardiovaskiiler durumu olan hastalar
(Bkz.4.3 Kontrendikasyonlar). Sabit doz ¢alismalarinda, tedavinin ereksiyonu
tyilestirdigini belirten hasta oranlari, plasebo ile %25 olurken, 25 mg ile %62, 50 mg ile
%74 ve 100 mg ile %82 olmustur. Kontrollii klinik ¢aligmalarda SIL’e bagl ilaci

birakma orani plaseboya nazaran ayni veya daha diisiik olmustur. Tlim c¢aligmalar ele
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alindiginda, SIL’e bagl olarak gelisme oldugunu bildiren hastalarin orani; psikojenik
erektil disfonksiyon (%84), miks erektil disfonksiyon (%77), organik erektil
disfonksiyon (%68), yaslilar (%67), diyabetli hastalar (%59), iskemik kalp hastaligi
(%69), hipertansiyon (%68), prostatin transiiretral reseksiyonu (%61), radikal
prostatektomi (%43), spinal kord yaralanmasi (%83), depresyon (%75). Uzun siireli

calismalarda, SIL’1n etkinlik ve emniyeti stirdiirilmiistiir[7,8].”

2.1.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Viagra film tablet kisa iirlin bilgisinde belirtildigi lizere;

“Emilim: SIL hizla emilir. Maksimum plazma konsantrasyonuna a¢ karnina oral alimin
30. ila 120. dakikas1 arasinda ulasir (ortalama 60 dakika). Mutlak oral biyoyararlanim
ortalama olarak %41'dir (%25-%63 arasinda degisir). Uygulama sonrasi SIL’1in EAA ve
Cmaks degerleri, tavsiye edilen doz araliginin (25 mg - 100 mg) iizerindeki dozlar ile
orantili olarak artar. SIL yemekle alindiginda, absorpsiyon orani, Tmaks’da ortalama
olarak 60 dakikalik bir gecikme ve Cmaks' da ortalama %29’luk bir azalma ile diiser. 45
yas ve lizeri 36 saglikli erkekte yapilan bir ¢alismada susuz uygulanan Sildenafil 50 mg
agizda dagilan tablet, Sildenafil 50 mg film kapli tablet ile biyoesdeger bulunmustur.
Ayni ¢alismada, Sildenafil 50 mg film kapl tablet ile karsilastirildiginda Sildenafil 50
mg agizda dagilan tablet su ile uygulandiginda EAA degismemis ancak ortalama Cmaks
%14 azalmistir. Sildenafil agizda dagilan tabletin yiiksek yag i¢eren 6giinle uygulamasi,
a¢ karnma uygulama ile karsilastirildiginda SIL’1n absorpsiyon orani azalmis, medyan
tmaks’1 yaklasik 3.4 saat gecikmis ve ortalama Cmax ve EAA sirasiyla yaklasik %59 ve
%12 azalmistir[7,8].”

“Dagilim: SIL’in dagilima ait ortalama kararli durum hacmi 105 L'dir ve bu dokulara
dagildigini gosterir. 100 mg’lik tek bir oral dozu takiben, SIL’in ortalama maksimum
toplam plazma konsantrasyonu 440 ng/mL’dir (CV %40). SIL (ve dolasimdaki major
N-desmetil metaboliti) %96 oraninda plazma proteinlerine baglandigindan, bu durum
SIL’1in 18 ng/mL(38 nM)’lik ortalama maksimum serbest plazma konsantrasyonuna yol
acar. Proteinlere baglanma total ila¢ konsantrasyonundan bagimsizdir. 100 mg tek doz
SIL alan saglikli hastalarda, dozu takip eden 90. dakikada ejakiilattaki ila¢ dozu

uygulanan mevcut dozun %0.0002'sinden azdir. (ortalama 188 ng) [7,8].”



“Biyotransformasyon: SIL o&zellikle CYP3A4 (major yol) ve CYP2C9 (minér yol)
karaciger mikrozomal enzimleri ile metabolize edilir. Dolasimdaki major metabolit
SIL’1in N-demetilasyonu ile olusur. Bu metabolit SIL’e benzer bir fosfodiesteraz
secicilik profiline sahiptir ve PDES i¢in in vitro potensi ana ilacin yaklasik %50’si
kadardir. SIL, N-demetilasyon yolu ile dolasimdaki major metabolitine doniisiir. Bu
metabolitin plazma konsantrasyonlar1 SIL i¢in gozlenenin yaklasik %40'1dir. N-desmetil

metaboliti de yaklasik 4 saatlik bir terminal yar1 6miir ile metabolize olur[7,8].”

“Eliminasyon: SIL’1in 3-5 saatlik terminal faz yarilanma dmriiniin bileskesi olarak viicut
klerensi 41L/saattir. Oral veya i.v. uygulanan SIL agirlikli olarak metabolitleri halinde
feces ile (uygulanan oral dozun yaklasik %80'1) ve daha az bir miktarda idrar ile

(uygulanan oral dozun yaklasik % 13'i) atilir.”

“Dogrusallik/Dogrusal  Olmayan Durum: Onerilen doz araliginda  SIL’n

farmakokinetigi doz ile orantilidir[7,8].”

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Fejos, ve ark. ilag ve besin takviyesi orneklerinde yiiksek performansli sivi
kromotografisi ve UV deteksiyonu ile SIL, Vardenafil ve Tadalafil’in tayinini
gerceklestirmislerdir. Bu analiz igin Cig kolon ve200 mM aamonyum asetat ve
asetonitril : methanol (1:1) hareketli fazlarin1 gradient olarak kullanilmis, akis hizi1 0,5
mL/dk olarak ayarlanmistir. Kolon firin1 sicaklign 25 °Cdir. Olgiim igin kullanilan dalga
boyu 290 nm, enjeksiyon hacmi 5 pl’dir [9].

Al-Ghazawi ve ark.SIL ve metoboliti N-desmetil SIL’I HPLC ve
elektrokimyasal detektor ile insan plazmasinda analiz etmisler. Cg150x4.6 mm 5 pm

kolonda, asetonitril-metanol-fosfat tamponu (pH:7.68) (18.5:34.5:47.0, VIvIv) ¢ozelti

karisimindan olusan hareketli faz ile 27°C°de gerceklestirilmistir. Yapilan calismada,
SIL i¢in LOQ degeri 7.858 ng/mL ve N-desmetil SIL i¢in 8.675 ng/mL bulunmustur.
[10].

Patterson ve ark. bitkisel toz ve takviye iiriinlerinde, SIL ve Vardenafil’in es zamanlh

tanima analizini, ESI-LC-MS ile ger¢eklestirmislerdir [11].



Xiao, ve ark.insan plazmasinda, DLLME-IL-LC-UV tekniklerini kullanarak
SIL, Vardenafil ve Aildenafil’in insane plazmada tayinini UV detektor ile yapmislardir
[12].
Sheau. ve ark. insan plazmasi orneklerinde, SIL analizini sivi kromatografisi ve UV
deteksiyonu kullanarak gergeklestirmistir. Bu analiz i¢in C13150x4.6 mm 5 um kolon ve
30 mM potasyum dihidrojen fosfat pH 6.0 tamponu: asetonitril (45:55) hareketli fazi
kullanilms, akis hiz1 0,5 mL/dk olarak ayarlanmistir. Olgiim i¢in kullanilan dalga boyu
230 nm, enjeksiyon hacmi 5 pl’dir Metodun dogrusal araligi 10-1000 ng/mL olarak
tayin edilmistir [13].
Mikami ve ark., iceceklerde fentolamin ve SIL analizini TLC-LC-MS-PDA ile
gergeklestirmiglerdir [14].
Wang ve ark. .insan plazmasinda, LC-MS/MS tekniklerini kullanarak SIL tayini
yapmiglardir. Bu analiz i¢in C1850x4.6 mm 5 um kolon ve 10 mM Amonyum asetat
tuzu iceren pH 7.0 tamponu: metanol (15:85) hareketli fazi kullanilmis, akis hiz1 0,7
mL/dakika olarak ayarlanmistir. Metodun dogrusal araligi 0.25-40 ng/mL olarak tayin
edilmistir [15].
Tripathi ve ark. Plazmada, HPLC ile SIL ve metobiliti olan N-desmetil Sildenafil tayini
yapmuglardir.  Analizi  sivi  kromatografisi ve UV  deteksiyonu kullanarak
gerceklestirmislerdir. Bu analiz igin Cig kolon ve Metanol: Su (85:15) hareketli fazi
kullanilmis, akis hiz1 1,0 mL/dk olarak ayarlanmustir. Olgiim igin kullanilan dalga boyu
230 nm’dir. SIL i¢in alikonma zamani 4 dakika olarak bulunmustur. Metodun dogrusal

aralig1 0.1-1.6 pg/mL olarak tayin edilmistir [16].

2.1.3.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Bervas Nevado ve ark. , SIL ve metoboliti olan N-Des metil Sildenafil’i insan
plazmasinda MEC kullanarak analizini yapmiglardir. Calismanin lineer araligi SIL igin
0.5-3.5 mg/L, N-Des metil Sildenafil i¢in 0.9-4.6 mg/L olarak bulunmustur. Her iki
madde i¢in teshis limiti 200 ng/mL olarak tespit edilmitir. [17].

Wang ve ark. , bitkisel ilag ve gida takviyesi Orneklerinde SIL analizini
spektroflorometrik metot kullanarak gergeklestirmislerdir. Analiz 350 nm ve 430
nm’lede gergeklesmis olup, SIL igin teshis limiti 0.15 ng/mL’dir. Metodun dogrusal
aralig1 0.0003-7.0 pg/mL olarak bulunmustur [18].



Mokhtar ve ark. .insan plazmasinda, GC-MS tekniklerini kullanarak SIL ve metoboliti
olan N-desmetil Sildenafil tayini yapmislardir. Elektron iyonizasyonu ve kimyasal
iyonizasyon olmak tizere iki farkli iyonlastirma teknigi uygulanmistir. Her iki teknik

i¢in alikonma zamani 11 dakikadan daha az bulunmustur [19].

Wawer ve ark. , ¢ozeltilerde, kat1 preparatlarda ve ilag dozaj formlarinda SIL analizini
NMR teknigi ile gergeklestirmislerdir [20].

2.2. Dapoksetin Hidrokloriir

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

HCI

Sekil 2-3Dapoksetin Hidrokloriir’iin kimyasal formiilii

Dapoksetin  Hidrokloriir kimyasal formiilii, (1S)-N,N-dimetil-3-naftalen-1-
iloksi-1-fenilpropan-1-amin;hidrokloriir,kapali formiilii ise Co1H24CINO dir.Molekiil
agirhigi, 342 g/mol’diir. [21].Kristal yapida tozdur.Erime noktasi1 180-182°C” dir. pKa
degerleri 7,9 ve9,2’ dir. Metanol ve suda ¢6ziiniir[22].Maddenin asetonitril:su (70:30)

¢Oziicli karigiminda alinmig UV spektrumu Sekil 2-4° de goriilmektedir.
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Sekil 2-4Dapoksetin0.3mg/mL konsantrasyonda asetonitril:su (70:30) ¢oziicii karisiminda
200-800 nm arahiginda alinmis UV spektrumu

2.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

2.2.2.1. Farmakodinamik Ozellikler

Priligy film tablet kisa tirlin bilgisinde belirtildigi lizere;
“Farmakoterapotik Grup: Diger Urolojikler”

ATC kodu: G04BX14

“DAP’in prematiir ejakiilasyondaki etkisinin noronlardaki serotonin geri aliminin
inhibisyonu ardindan norotransmitterin presinaptik ve postsinaptik reseptorlerde
etkisinin potensiyalize olmas1 yoluyla olduguna inanilmaktadir. Insanlarda ejakiilasyon

esas olarak sempatik sinir sistemince yoOnetilmektedir. Ejakiilasyon yolagi, baslangi¢
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olarak beyindeki bir dizi niikleusun (medial preoptik ve paraventrikiiler niikleuslar)
etkisi altindaki beyin sap1 tarafindan yonetilen ve bir spinal refleks merkezinden orijin
alir. Siganlarda DAP ejakiilatuar disar1 firlatma refleksini, bu etki i¢in gerekli beyin
yapist olan supraspinal seviyedeki lateral paragigantoseliiler niikleus (LPGi) tlizerinde
etki ederek inhibe eder. Seminal vezikiilleri, vas deferensi, prostati, bulboiiretral kaslari
ve mesane boynunu innerve eden postgangliyonik sempatik lifler, bu yapilarin
koordineli bir sekilde kasilmasini saglayarak ejakiilasyonun olugmasini saglar. DAP
sicanlarda bu ejakiilatuar refleksi modiile ederek pudental motor ndéron refleks desar;j

(PMRD) latensinde uzama ve PMRD siiresinde bir azalmaya neden olur [8,23].”

“DAP’in prematiir ejakiilasyonun tedavisindeki etkinligi toplam 6081 denegin
randomize edildigi ¢ift kor, plasebo kontrollii bes klinik calismayla gosterilmistir.
Calismaya dahil edilenler 18 yas ve iizerindeydi, ¢alismaya alinmadan onceki 6 aylik
donemdeki cinsel iligki deneyimlerinin ¢ogunda bir prematiir ejakiilasyon hikayesi
bulunuyordu. Ek olarak bes ¢alismadan dordiinde ¢alisma baglangict doneminde cinsel
birlesme deneyimlerinin en az % 75’inde intravajinal ejakiilasyon gecikme (latens)
siiresi (IELT; vajinal penetrasyondan intravajinal ejakiilasyona kadar gecen siire) 2
dakika veya daha kisaydi. Erektil disfonksiyon dahil diger cinsel bozukluklarin oldugu
bireyler ya da prematiir ejakiilasyon nedeniyle diger farmakoterapi formlarim
kullananlar ¢aligmalara dahil edilmemistir. Bes ¢alismanin dordiinde primer sonlanma
noktast olan ortalama IELT, her bir cinsel birlesme epizodunda saat durdurma
yontemiyle Ol¢iilmiistiir. Tiim randomize calismalarin sonuglar1 birbiriyle uyumlu
olarak bulunmustur. Ornek olarak en uzun tedavi siiresinin (24 hafta) oldugu ¢alismada,
385’1 plasebo, 388’1 gerektiginde 30 mg DAP alacak sekilde ve 389’u gerektiginde 60
mg DAP alacak sekilde toplam 1162 kisi randomize edilmistir. Sekil 1’de tiim tedavi
gruplarinda calisma baslangicinda ve sonundaki ortalama IELT’leri goriilmektedir.
Yirmidordiincii haftadaki sonlanma noktasinda, ortalama IELT’deki artislar, her iki
DAP grubunda da plaseboya gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi
(p<0.001) [8,23].”

“IELT’de uzamanin boyutu baslangictaki IELT ile iligkili ve bireyler arasinda
degiskendi. DAP tedavisinin klinikle iligkisi asagida hastalar tarafindan bildirilen yanit

oranlariyla aciklanmaktadir[8,23].”
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“Her iki DAP grubunda yer alanlarin, plaseboya oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazlasinda, 4’lincii haftadan baslayarak 24. haftaya kadar (24. hafta dahil)
daha iyi yanit alinmistir (Calismanin 16. haftasinda DAP 30 mg grubuyla plasebo grubu
icin p = 0.003, diger tiim karsilastirmalar i¢in p < 0.001). Bireylerdeki sikintida (streste)
anlaml1 bir azalma ve hastalarin cinsel birlesmeden memnuniyetinde anlamli bir artis da

gbzlenmistir [8,23].”

“Klinik caligmalarda, aralarinda hastalarin kendi durumlarin1 degerlendirmesi igin
siklikla kullanilan durumdaki degisikligin klinik genel izleniminin de bulundugu, diger
ikincil hasta tarafindan bildirilen sonuclara ait ikincil sonlanma noktalar1 da
degerlendirilmistir. Hastalardan calismanin  baglangicindan  itibaren prematiir
ejakiilasyonlarini, “daha fazla iyilesme”den “daha fazla kétiilesme”ye degisen aralikta
karsilagtirmalari istenmistir. klinik genel izlenim i¢in sonlanma noktalarinda plaseboya
gore anlamlilik derecesinde nominal anlamlilik 0.05 diizeyinde olacak sekilde (2-yonlii)

istatistiksel olarak onemli diizelme goriilmustiir[8,23].”

“Prematiir ejakiilasyonun tedavisi i¢in kronik gilinliikk kullanimda ve gerektiginde
kullanilan DAP 60 mg’in geri ¢ekilme etkileri, 1238 denegin randomize edildigi
plasebo kontrolli, ¢ift kor ve paralel gruplu bir ¢aligmayla degerlendirilmistir. Plasebo
ya da 60 mg DAP tedavisini 62 giin boyunca ya giinde bir defada ya da gerektiginde
almaya miiteakip hastalar, 7 giinlik bir donem daha geri c¢ekilmeyle ilgili
degerlendirmeler icin izlenmistir. Tedavinin aniden kesilmesine bagli geri c¢ekilme
etkileri, serotonin geri alim inhibitdr tedavisine son verilmesiyle iliskili semptom ve
bulgularin klinisyen tarafindan puanlandigi bir ara¢ olan “Ilact Birakmayla Ortaya
Cikan Bulgu ve Semptomlar (Discontinuation Emergent Signs and Symptoms; DESS)”
kullanilarak degerlendirilmistir. Her hasta i¢in, ¢alismanin 63. giliniinden 70. giiniline
kadar olan haftalik DESS skorunda en az 4 puanlik bir artis olmasi ilac1 birakmayla
iligkili sendrom olarak tanimlanmistir. Bu c¢alismada, DAP tedavisinin aniden
kesilmesiyle, ilacin kesilme (geri ¢ekilme) sendromu ile iliskisine dair kesin bir kanit
bulunamamistir. DESS skorlarina dayanan ilact kesme sendromunun olusmamasiyla
uyumlu olacak sekilde, advers olaylarla ilgili veriler de geri ¢ekilmeyle ilgili diigiik

korelasyon sergilemistir. Ilacin gerektiginde 30 ve 60 mg dozlarinda kullanildig1 24
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haftalik ilagli donemi takiben geri ¢ekilmenin degerlendirildigi 1 haftalik ilagsiz bir
donemden olusan ikinci bir ¢ift kor klinikk c¢alismada da benzer sonuglar

gorillmiistiir[8,23].”

2.2.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Priligy film tablet kisa iirlin bilgisinde belirtildigi lizere;

Genel Ozellikler

“DAP oral uygulama sonrasi hizla emilir, hemen tiimiiyle plazma proteinlerine baglh
olarak hizli bir dagilima ugrar, karaciger ve bobreklerdeki multipl enzim sistemleri
tarafindan metabolize edildikten sonra idrarla konjuge metabolitler seklinde elimine
edilir. Eliminasyonu hizlidir ve oral yoldan uygulama sonrasi terminal yarilanma omrii

19.3 saattir[8,23].”

“Emilim: DAP oral uygulama sonrasi, tabletin alinmasindan sonra yaklasik 1 saatte
maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) ulasilacak sekilde hizla emilir. Mutlak
biyoyararlanimi %42°dir (%15 ile %76 arasinda; bireyler aras1 farklilik %38 ve bireyin
kendi i¢indeki farklilik %14 olacak sekilde). A¢ karina alinan 30 ve 60 mg’lik tek oral
dozlardan sonra, DAP’in 1.01 saat ve 1.27 saatteki maksimum plazma
konsantrasyonlar1 sirasiyla 297 ng/ml ve 498 ng/ml olmustur. Yag orani yiiksek
yemekle birlikte alinmasi DAP’1n pik plazma konsantrasyonunu orta derecede (%10)
azaltmis, AUC diizeyini orta derecede (%12) arttirmis ve plazma konsantrasyonuna
ulasma zamanini hafif¢e uzatmistir; buna ragmen, yag orani yiiksek yemek tiikketimiyle
emilen miktarda bir degisiklik olmamustir. Bu degisiklikler klinik olarak anlamli

degildir. DAP yemeklerle birlikte ya da yemek haricinde alinabilir[8,23].”

“Dagilim: In vitro kosullarda DAP’1n % 99°dan fazlas1 insan serum proteinlerine
baglidir. DAP 162 litrelik bir ortalama kararl diizey dagilim hacmiyle hizli bir dagilima
ugrar. Insanda intravendz uygulamayr takiben DAP’in tahmin edilen ortalama

baslangig, orta ve terminal yar1 0mrii sirastyla 0.10, 2.19 ve 19.3 saattir[8,23].”

“Biyotransformasyon: Yapilan in vitro ¢alismalar DAP’in esas olarak CYP2D6,
CYP3A4 ve flavin monooksijenaz (FMO-1) olmak iizere karaciger ve bobreklerdeki

multipl enzim sistemleri ile metabolize oldugu gosterilmistir. 14C-dapoksetin
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metabolizmasini incelemek igin dizayn edilmis bir klinik ¢alismada, DAP oral yoldan
uygulama sonrasinda, N-oksidasyon, Ndemetilasyon, naftil hidroksilasyon,
glukuronidasyon ve siilfatlanma seklinde metabolize olur. Oral uygulama sonrasi
presistemik ilk gecis etkisine isaret eden kanitlar bulunmaktadir. intakt DAP ve
dapoksetin-N-oksit plazmada dolasan major maddeler olarak bulunmustur. Yapilan in
vitro c¢alismalar, dapoksetin-N-oksit metabolitinin  DAP’in etkisine anlamli bir
katkisinin olmadigin1 gosterecek sekilde bir seri in vitro baglanma ve tasinma c¢alismast
bu metabolitin aktif olmadigini gostermistir. Diger metabolitler arasinda dolagimdaki
tibbi ilacgla iligkili maddelerin %3’linden azin1 olusturan desmetildapoksetin ile
didesmetildapoksetin ~ bulunmaktadir. In  vitro  baglanma  ¢alismalarinda
desmetildapoksetinin  DAP’le esit potense sahip oldugu gosterilmistir. Ancak
desmetildapoksetinin plazmadaki toplam ve serbest (Cmax) diizeyleri sirasiyla ana
ilacin %3-5 ve %20-25’i olarak tahmin edildiginden, bu metabolitin toplam etkiye
katkis1 siirli olarak kabul edilir. 60 mg DAP kullanilan bir tek doz klinik farmakoloji
calismasinda CYP2D6 enzimi agisindan zayif metabolize edicilerdeki plazma diizeyleri
yogun metabolize edicilerdekinden daha yiiksek olarak bulunmustur (Cmax diizeyleri
yaklagik % 31, AUCinf diizeyleri ise yaklasik % 36 daha yiiksek). CYP2D6
metabolizma yolaginin durumunu belirlemek agisindan gergeklestirilen ¢oklu dozlu iki
Faz 3 caligmaya toplam 120 zayif metabolize ediciyle, 1598 yogun metabolize edici
dahil edilmis ve DAP ile tedavi uygulanmistir. Zayif ve yogun metabolize ediciler
arasinda etkinlik ve giivenilirlik acisindan genel olarak bir farklilik goriilmemistir.
Ayrica, prematir ejakiilasyonu olan hastalarla saglikli  goniilliller arasinda

farmakokinetik agidan da bir fark gézlenmemistir[8,23].”

“Eliminasyon: DAP esas olarak idrarla konjuge metabolitler seklinde elimine edilir;
idrarda degismeden atilan aktif madde tespit edilememistir. Dozlamadan 24 saat sonra
tespit edilen diisiik dozlarin da (pikin % 5’inden daha diisiik) gosterdigi gibi DAP’1n
eliminasyonu hizlidir. Giinliilk dozlamay: takiben DAP minimal diizeyde birikir. Oral
uygulanma sonrasi terminal yarilanma Omrii 19.3 saattir. Dogrusallik / dogrusal
olmayan durum: Konu ile ilgili bir bilgi mevcut degildir. Ozel popiilasyonlardaki
farmakokinetik o6zellikler: Irk Tek doz 60 mg DAP kullanilarak gerceklestirilen bir
klinik farmakolojik analizde beyaz, siyah, Ispanyol asilli ve Asya kokenli irklar arasinda

istatistiksel acidan anlamli bir fark tespit edilmemistir. Japon irkindan ve beyaz irktan
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hastalarda farmakokinetik Ozelliklerin karsilastirildigi bir klinik ¢alismada DAP’1in
plazma diizeyleri, Japon irkindan olan hastalarda, bu irktaki hastalarin viicut agirliginin
daha az olmasina bagli olarak % 10 ile % 20 daha yiiksek olarak bulunmustur (AUC ve
maksimum konsantrasyonlar). Ilaca ¢ok diisiik miktarda daha fazla maruz kalmanin
anlaml bir klinik etkisi beklenmemektedir. 19 Yashlar (65 yas ve tizeri) 60 mg DAP
kullanilarak gergeklestirilen tek doz klinik farmakoloji ¢alismasinin analizi saglikli yagh
erkeklerle saglikli geng eriskin erkekler arasinda farmakokinetik parametreler (Cmax,
AUCIinf, Tmax) a¢isindan bir farklilik gostermemistir. Bobrek yetmezligi 60 mg DAP
kullanilarak gerceklestirilen tek doz klinik farmakoloji ¢alismasinda hafif (kreatinin
klerensi 50 ile 80 ml/dakika), orta (kreatinin klerensi 30 ile < %1) DAP elde edilmistir.
Bobrek islevlerinin hafif veya orta derecede bozuldugu hastalarda doz ayarlamasina
gerek yoktur, ancak kullanimda dikkatli olunmasi 6nerilir. DAP’1n renal diyalize gerek
duyan hastalardaki farmakokinetigi degerlendirilmemistir. Siddetli bobrek yetmezligi
hastalarindaki veriler sinirlidir. Agir bobrek yetmezligi hastalarin ilaca maruziyet
halinde diisiik tolerabilite ya da ¢ok farkli tepkiler gosterme potansiyelleri olabilir; bu
nedenle DAP’mn agir bobrek yetmezligi hastalarinda kullanimi 6nerilmez. Karaciger
yetmezligi DAP karacigerde yogun olarak metabolize edilir. 60 mg DAP kullanilarak
gerceklestirilen bir tek doz klinik farmakoloji ¢alismasinda, DAP’in doruk plazma
konsantrasyonlar1 (Cmax), hafif, orta derecede ve agir karaciger yetmezligi (Child-Pugh
siniflamasina gore sinif A, B ve C) olan hastalarda %23 ile %67 kadar azalmistir.
Proteinlere baglanmaya gore diizeltildiginde Cmax diizeylerindeki azalma %4 ile %44
arasinda olmustur. Desmetildapoksetin metabolitinin doruk plazma konsantrasyonlar
%7 ile %43 arasinda azalmistir. Hafif ve orta dereceli karaciger yetmezligi durumunda
doz ayarlamasina gerek yoktur, ancak tekrarlayan alimlardan sonra DAP ve
desmetildapoksetin maruziyet (AUC) belirli oOlgililerde arttigindan orta derecede
karaciger yetmezliginde kullanim1 sirasinda dikkatli olunmasi 6nerilir. Agir karaciger
yetmezligi durumunda DAP maruziyet 6nemli derecelerde arttigindan, agir karaciger

yetmezligi durumunda (Child-Pugh siniflamasina gore sinif C) dnerilmez[8,23].”
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2.2.3. Analiz Yontemleri

2.2.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Kim, ve ark. canli plazmasi orneklerinde ultra yiiksek performanshi sivi
kromatografisi ve MS deteksiyonu ile DAP’1n tayinini gerg¢eklestirmislerdir. Bu analiz
icin Cyg(oktadesil silan)50 x 2.0 mm, 1.7 um kolon ve % 0.5 formik asit : asetonitril
(60:40) hareketli fazi kullanilmistir. Akis hizi 0,3 ml/dakika olarak belirlenmistir.
Calismanin  dogrusal araligt 1-500 ng/mL olarak bulunmustur. Metodun
tekrarlanabilirligi ve farkli glinde gergeklestirilen tekrarlanabilirligi sirasiyla %3.8 ve
%38.3 olarak bulunmustur [24].

Zhang, ve ark. insan plazmasi orneklerinde ultra yiiksek performansli sivi
kromotografisi ve MS/MS deteksiyonu ile DAP ve en biiyiikk iki metoboliti olan
Dapoksetin-N-oksit, desmetil dapoksetin’in tayinini yanyana gerceklestirmislerdir. Bu
analiz i¢in Cig(oktadesil silan) 50 x 2.1 mm, 1.7 um kolon ve % 0.1 formik asit ve
asetonitril hareketli fazlarin1 gradient olarak kullanilmistir. Akis hizi 0,4 ml/dakika
olarak belirlenmistir. Analiz siiresi 4 dakika olarak bulunmustur. Metodun dogrusal
araligit DAP igin 0-200ng/mL, Dapoksetin-N-Oksit i¢in 0.5-100ng/mL ve desmetil
dapoksetin i¢in 0.1-5.0ng/mL olarak bulunmustur [25].

Bharat ve ark. Tablet dozaj formunda DAP ve tadalafil analizini yanyana olarak
HPLC’de gergeklestirmislerdir. Bu analiz igin C1g kolon ve asetonitril : fosfat tamponu
(45:55) hareketli fazin1 kullanilmis, akis hiz1 1.0 mL/dk olarak ayarlanmigtir[26].

Rajeshwari ve ark. Tablet dozaj formunda DAP ve tadalafil analizini yanyana
olarak HPLC’de gergeklestirmislerdir. Bu analiz i¢in Cg kolon ve asetonitril : pH 6.8
tamponu (55:45) hareketli fazin1 kullanilmig, akis hiz1 olarak 1.0 mL/dk kullanilmistir.
Dalga boyu olarak 254 nm se¢ilmistir. Calismada Tadalafil 4.47, DAP ise 5.84 olarak
bulunmustur. Metodun dogrusal ¢alisma araligi, Tadalafil ve DAP i¢in 50-150 pg/mL
olarak bulunmustur [27].

Giri, Abha D. ve ark. ila¢ dozaj formlarinda DAP ve tadalafil analizini yanyana
olarak HPLC’de gergeklestirmislerdir. Bu analiz i¢in Cig kolon ve asetonitril : Fosfat
tamponu (80:20) hareketli fazi kullanilmis, akis hizi 1.0 mL/dk olarak ayarlanmustir.
Dalga boyu olarak 229 nm seg¢ilmistir. Calismanin dogrusal aralig1 Tadalafil i¢in 0.25-4
pg/mL, DAP i¢in 0.75-12 pg/mL olarak bulunmustur. Dedeksiyon ve teshis limiti
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Tadalafil i¢in 0.010 pg/mL ve 0.025 pg/mL , DAP i¢in 0.005 pg/mL ve 0.020 pg/mL

olarak bulunmustur [28].

2.2.3.2. Diger Yontemler ile Analizleri
Ravisankar ve ark. ila¢ dozaj formlarinda DAP analizini UV spektroskopik

teknik gergeklestirmislerdir. Dalga bouyu olarak 211 nm kullanmislardir[29].

2.3. Sivi Kromatografisi Sistemleri
Laboratuvarlarda kullanilan birgok farkli model sivi kromatografi sistemi
mevcuttur. Bu kisimda yiiksek performansli sivi kromatografisinin genel yapisi

verilecektir.

2.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Yiiksek Performansli  Sivi  Kromatografisi (High Performance Liquid

Chromatography) kisaca HPLC olarak adlandirilir.

HPLC, yiiksek performansh sivi kromatografisi cihazi, ayirma yontemleri iginde
en ¢ok ragbet goren cihazdir. Tercih edilme nedenleri hassasiyet, kantitatif analizlere
kolayca uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen
bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. Ilag, gida, kozmetik, ¢evre gibi birgok sanayive
bilim dali igin gegerli olan maddelere karsi kolayca uygulanabilmesidir. En ¢ok
uygulanan bilesiklere 6rnek olarak ilag etkin maddeleri, pestisitler, amino asitler,
niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar verilebilir. HPLC cihazi; kabaca dedektor,

pompa, kolon, degasser ve drnekleyici olmak iizere bes kisimdan olugmaktadir. [30].

Yiiksek performans; yiiksek ayrim faktoriinii (resoliisyon) belirtir. Hareketli olan
fazin sistem igerisinde ilerlemesi, yiiksek seviyede bir basing ile saglandigindan dolay1
“Yiiksek basingli  Sivi  Kromatografi” diger isimlendirmesidir [27]. “Yiksek
performans” sadece basincin degil birden fazla etkenin birlesmesiyle olusturuldugundan
“yiiksek performanshi sivi kromatografi” olarak adlandirilmas: daha yaygin olarak

kullanilmaktadir [31].

Kromatografi tekniginde tiirler, kolonda dagilma sabiti (KD) degerlerine bagl
olarak ilerler ve kolonu belli bir sira ile terk ederler. Kolondan sirasi ile ayrilarak ¢ikan

maddelerin konsantrasyonlarinin uygun bir yazilimsal hesaplama metodu ile dlgiilerek
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zaman karsi ¢izilen grafigine kromatogram denir [32]. Sekil 2.5' de iki bilesenli bir
numuneye ait bir kromatogram goriilmektedir [33].
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Sekil 2-5: Iki bilesenli bir numuneye ait kromatogram [33]

Sekil 2.5°de goriilen to degeri, hareketli fazin enjeksiyon kismindan baslayip
detektore ulagmasi i¢in gegen zaman yani kolonda hi¢ tutulmayan bir tiire ait alikonma
zamanidir. try Ve trz ise sirastyla kolondan ilk ¢ikan ve ikinci ¢ikan tiirlere ait alikonma
zamanlaridir. Alikonma zamani; analitlerin tiiri, sabit fazin tiirti, hareketli fazin tiird,
akis hizi1 ve kolon uzunlugu faktorlerinebagli olarak degisebilir. Kolonda ilerleyen
bilesenlerin go¢ hizlariyla ilgili olarak kromatografide sik¢a kullanilan bir parametre
alikonma veya kapasite faktoriidiir. Alikonma faktori, k' ile gosterilir ve Esitlik 2.1°de
verildigi gibi bulunur [33].

Rt
to
2.1)

Alikonma faktoriiniin 2’den kiigiik olmamasi istenir.
Bir kolonun ayiriciligl ya da ayirma giicii, kolonun bir numunede bulunan tiirleri
birbirinden ne kadar ayirabildiginin nicel bir dlgiistidiir. Ayrima giicii (rezoliisyon) Rs

ile gosterilir ve asagida verilen esitlik 2.2' den bulunabilir. Bu esitlikteki 'w' degeri her

bir pikin ayr1 ayr1 taban genisliklerinin 6l¢iisiidiir.
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|,‘w] Fwy, )
(2.2)

Rs degerinin 1’den biiyiik olmasi istenir ve iyi bir ayiricilik gostergesidir.

Laboratuvarda kullanilan bir HPLC sistemi Sekil 2.6' da verilmistir.

Solvent verme sistemi Kelon deldurma sistemi
rezervuarlar akis ayinci omerl-:c;r;{eaglswon
H"""‘-\.
solvent 1 solvent 2
vakum
| | pompasi

gaz giderici 1 gaz giderici 2

an kolon

h . -
I gaz gidericiler T

yiksek basing
kanistirma POMPas! ¢ . vent A
kabi i, injeksiyonu

Dedektor

fraksiyon
atk | toplayic

Sekil 2-6: HPLC sistemi [34]

2.3.2. Autosampler (Otomatik Ornekleyici)

Autosampler (Otomatik Ornekleyici) numunelerin ayrilip, analizlenmek iizere,

kolon ve detektore gonderilmesini saglar. Genel oalrak iki tiptedir; El tipi (Manuel) ve

Otomatik modeller. Manuel 6rnekleyici sistemlerde, numunelecek ¢6zelti bir siringaya

cekilip valfin agilmasi ileHPLC sistemine gonderilir. Oto ornekleyicilerde, bu islemleri

cihaz tarafindan gerceklestirilmektdir. Bazi HPLC sistemlerindeisitma, sogutma,

karistirma ve seyreltme 6zellikleri vardir. Vial kapasitesi olarak 10 vialden 1000 viale

kadar degisebilir. Numuneleri sisteme verilirken mutlak suretle filtre sisteminden
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gecirilerek partikiil icermeyen berrak ve temiz bir hale getirmek gerekmektedir.
Ozellikle otomatik drnekleyiciye numune verirken numune ¢dzeltisi temiz olmalidir. Bu
g6z ardi edilirse, sistem ¢abuk kirlenir veya tikanir. Numunenin miimkiin oldugunca

berrak ve renksiz olmasi tercih edilir [30].

2.3.2.1. Hareketli (Mobil) Faz

Analiz edilen maddeleri, igerisinde tasiyip sistem iginde hareket ettiren hareketli
fazdir. Hareketli faz, genellikle (ters faz sistemlerde) su ve sulu tampon ¢ozeltiler, ve
bunlarin organik ¢oziiciiler ile yaptiklar1 ¢ozeltileri veya organik solventlerdir. En ¢ok
tercih edilen organik ¢oziiciiler metanol ve asetonitril’dir. Kullanilacak olan ayrim
teknigi, ayrilacak olan maddelerin kimyasal 6zellikleri, kolon tipine gore hareketli faz

secilmektedir. Hareketli fazin bilesimi ve pH degeri; ayirmi dogrudan etkiler. [30].

2.3.3. Pompa

Esas olarak, hareketli fazin yiiksek basing yardimiyla HPLC sistemi iginde
hareket etmesini, degazorden hareketli fazin c¢ekilerek, ornekleyici ve kolona
gonderilmesini, bu islemi akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak gergeklestirilmesini
pompa gerceklestirir. Akis hiz1 araliklarima ve kullanim 6zelliklerine gére pompalar
Analitik, Analitik-Preparatif ve Preparatif olmak {izere 3 grupta degerlendirilir. Analitik
pompalar genellikle hareketli fazi 0.1 — 5mL gibi bir akis hizinda kullanilirlar. Hareketli
faz adedi ve karigtirma kabiliyetlerine gorede Tek Kanalli (izokratik), Cift Kanalli
Mikserli (Binary Gradient) ve Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz (Queternary Gradient)
olarak gruplandirilir. izokratik calismalarda hareketli faz sisteme baglanmadan 6nce
karistirtlip hazirlanir, gradient g¢alismalarda ise karisim HPLC sistemi tarafindan
degisen zaman ve oranlarda yapilmaktadir. Bu yontem sayesinde analiz Kalitesi
arttirtlip, analiz stireleri azaltilabilir. Pompa iinitesi genellikle iki pistonlu baslik, basing
dengeleyici (damper), islemci, inlet ve outlet check valflerden olusur. Gliniimiizde Nano
ve Ultra Basin¢li pompalarin kullanilmaya baslamasiyla, HPLC sistemleri UHPLC ve
nHPLC gibi isimlendirilmektedir. Uzun siireli kullanim ve tekrarlanabilir sonuglar i¢in

pompa temizligi ve bakimina dikkat edilmelidir [30].
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2.3.4. Kolon

Kolon, HPLC sistemindesabit faz olarak degerlendirilir ve analitlerin kimyasal
ve fiziksel ozellikleri iizerinden ayrim gdstermelerini saglar. Kolonlar genel olarak
fonksiyonel gruplar ilave edilmis silika veya polimer bazli dolgulu malzemeleridir.
HPLC kolonlarinda en ¢ok tercihedilen dolgu maddesi mikropordz silikadir. Celite
(diyatome topragi) ve Alumina da kullanilan maddelerindendir. Kullanilan dolgu
maddesi tanecik biiyiikligii 1.5-10 mikrometre araliginda olmasi istenir. Genellikle
celik olmak tizere, PEEK ve camdan da iiretilmektedir. Kolon Firin1 ise kolonu analiz

icin gerekli olan sabit sicaklikta tutmak ve saklayip, korumak i¢in kullanilir [35,36].

2.3.5. Dedektor

En ¢ok tercih edilen sivi kromatografisi dedektorii Ultraviole-Goriiniir bolge bandinda
absorbans 6lgme sistemine dayanan tiirdiir. Olgiim alinmas: tek dalga boyunda (Hg
lambasi 250 nm) veya Déteryum (D) 151k kaynagindan gelen polikromatik 1sinlart bir
monokromatér yardimiyla A’a gore ayirarak  kullanilir. spektrofotometrik
dedektorlerden daha hizli olarak fotodiyot dizisi kullanilir. Her bir dalga boyunda farkli
bir fotodiyotun 11k siddetini saptadigi bu cihazlarda monokromatdr drnekle dedektor

arasma konur. Bunlarda gdzlenebilme sinir1 107° g/mL’dir [32].

Her bir analit i¢in alinan dedektdr cevabi bir kayit edici yazilim ve bilgisayarda
kromatogram olarak goriintiilenir. Kromatografik verilerin toplanmasi, saklanmasi ve
analizi; bilgisayarlar, yazilimlar, integratorler ve diger veri islemcileri kullanilarak

yapilir [31].

2.4. HPLC Analizlerinin Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in yontemle ilgili performans
Ozelliklerini gosteren sayisal Ol¢iitlerin de belirlenmesi gerekir. Bu amagla dlgiimler en
az l¢ defa tekrarlanmali, standart sapmalar ve bagil standart sapmalar (RSD)
hesaplanarak yontemin kesinligi bildirilmelidir. Elde edilen kalibrasyon grafigine bagh
olarak kalibrasyonduyarligi, analitik duyarlik, teshis siniri, tayin sinirt ve galisma araligi
belirlenmelidir. Ayrica segilen yontemin segiciligi de bu parametrelerle birlikte tespit

edilmelidir.
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2.5. Sistem Uygunluk Testi

Amerikan Farmakopesi (USP), bilesik degerlendirmesi {izerine yOntem
gecerliligini iceren 0Ozgiil rehberler yayinlamistir. Analitik islemlerin gecerliliginin
amact, bilimsel biitiinliikk ve uygunlugun saglanmasi, gereken amag i¢in yeterli glivenilir

ve tekrarlanabilir sonuglarin alinmasidir [37].

Sistem uygunluk testi genel olarak tiim analitik sistemin veya HPLC’nin
(laboratuar, analist, kolon, cihaz ve reaktif dahil) analiz metoduna uygun bir sekilde
calisildigindan emin olunmasi amaciyla igin laboratuvarlar tarafindan kullanilir. Sistem
uygunluk testinin amaci, kromatografik olarak sistemin diizgiin (piklerin kolon etkinligi,
ayrim faktorli, kuyruklanma Kkatsayisi, kapasite faktorii) ve tekraralanabilir sistem
performansindan (standart ¢ozeltilerinin tekrar analizlenmesi ile) emin olmak igin

kromatografik sonuglari izlemektir.

USP’ye gore sistem uygunluk parametleri sivi kromatografisi metodlarinin
olmazsa olmaz bir kismidir. Analize baglanabilmesi veuygun bir sekilde
tamamlanabilmesi i¢in kromatografik sistemin gerekli goriilen sistem uygunluk
parametrelerinin yeterli oldugunu ispat etmek i¢in kullanilir. Tablo 2.1'de FDA kilavuzu

sistem uygunluk testi i¢in baslangi¢ kabul kriterleri verilmistir.

Tablo 2-1:FDA kilavuzu sistem uygunluk testi i¢in baslangi¢ kabul kriterleri [38]

Parametre Limit

Kapasite Faktorii k>>2
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi (Kesinlik) | RSD <%l ,n>5
Ayrim Faktorii Rs>?2
Kuyruklanma faktorii T<2

Pik Etkinligi ( Teorik Plaka Sayisi) N>2000

Enjeksiyon kesinligi, RSD (bagil standart sapma) olarak ifade edilir ve

kromatografik sistemin performansini gosterir.
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2.6. Validasyon Parametreleri

ICH kilavuzuna gore miktar tayini i¢in validasyon igin, segicilik,
tekrarlanabilirlik (kesinlik), dogrusallik, dogruluk, dedeksiyon ve belirleme limiti,

saglamlik ve ¢ozelti stabilitesi parametreleri istenmektedir [39].

2.6.1. Spesifiklik ve Secicilik

Yontemin segiciligi; numune ¢ozeltisi i¢inde analiz edilecek analiti, numune
coOzeltisi i¢inde var olan analit ile girisim yapabilecek diger bilesenlerden farkli ve
spesifik olarak tespit etme yetenegidir. Numune matriksinde bulunan bilesenlerin (
plasebo, ¢oziicli, v.s.) yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve oOzgiin

belirlenebilmesi, analitik yontemlerin segiciligini belirlemektedir [37].

2.6.2. Dogrusalhk

Analitik sistemin (detektor ve elde edilen datalar dahil) belli bir konsantrasyon
araliginda dogrusal oldugunu gosterir. Numune ¢dzeltisinin azalan konsantrasyonlarina
kars1 dedektor cevabinin dogrusal bir grafik vermesi gerekmektedir. Numune ¢ozeltisi
icerisindeki analitin farkli konsantrasyonlari ile elde edilen egrinin regresyon analizi
yapilir. Bu analizden elde edilen veriler iizerinden istatistik hesaplari kullanilarak,
egrinin eigimi, y(ordinat)-kesim noktas1 ve korelasyon katsayisi hesaplanarak egri
denklemi ( y: ax+b) elde edilir. Analitik ¢aligmalarda en az 5 noktadan dogrusallik

caligmasi uygulanmali ve korelasyon katsayisi 0.99' dan daha biiyiik olmalidir [38].

2.6.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin

gercek degere yakinligidir. Dogrulugu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler vardir.

a) Analitin bilinen farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerinin analizi ile
belirlenir.
b) Baska bir belirlenmis metod ile analiz yapilir.

Analitin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlardaki 3 6rnek analiz edilerek

miktar tayini yapilir ve dogruluk hesaplanir. Etkin madde igermeyen komponentlere (
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plasebo) bilinen miktarlarda etkin madde eklenir. Elde edilen ¢ozeltiler ayn1 anda

hazirlanan ¢ozeltilere karsi analizlenir ve geri kazanim hesaplanir.

Kabul edilebilir kriter, dogruluk igin nominal degerden + % 2' ten fazla

sapmanin olmamasidir [37,40].

2.6.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi( tekrarlanabilirligi); her bir sonucun tekrar elde edilebilme
veya test sonuglarinin analiz yontemi ile saptanan sartlarda ayni numunelerin analiz
sonuglarmin birbirine yakinliginin gostergesidir. 3 baslik altinda degerlendirilir Sistem
Kesinligi, Tekrarlanabilirlik (Kesinlik), Ara Kesinlik.

Analizin en az 3 farkli konsantrasyonunda diisiik orta ve yiiksek konsantrasyonda 3
ornek analiz edilerek veya en az 6 adet orta konsatrasyonda 6rnek analiz edilere relatif

standart sapma (varyasyon sabiti, cv) hesaplanir [39].

2.6.5. Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Her ikisi de analitik basarim gostergelerindendir. Tayin sinirt; analitin analitik
bir islemle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyondur. Aletli iglemlerde bilinen en
diisik konsantrasyonda analit iceren Ornek sonuglarmin  kor sonuglariyla

karsilastirilmasiyla yani sinyal/giiriiltii orani ile belirlenir [37].
Teshis sinir1 (LOD) i¢in; sinyal/giiriiltii (S/N) orani 3:1 olarak kabul edilir.

LOD =30/S

o: Interseptin standart sapmasi
S: Egim
o regresyon egrisinin y kesim noktasinin standart sapmasi cevabin standart

sapmasi olarak kullanilabilir.

Tayin smir1 (LOQ), niceleme sinirt; analitik bir yontemle analitin, uygun

dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur.
Tayin smiri(LOQ): Sinyal/ giiriiltii orani; en diisiik tayin snir1 i¢in (S/N) orani
10' dan biiyiik olmalidir.

Kalibrasyon egrisinin egiminden de hesaplanabilir.

LOQ = 10x6/S
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o: Interseptin standart sapmas1
S: Egim.
2.6.6. Saglamhk

Yontem parametrelerinin yapilan kiiclik degisimlerden etkilenmeden kaldiginin
Olgiisiidir ve yontemin normal kullanildigi siirede giivenirliginin gostergesidir.
Saglamlik parametresinin degerlendirmesinin birinci sonucu, analitik yOntemin

gecerliliginden emin olmak i¢in sistem uygunluk parametresinin olusturulmasidir.
Likit kromatografi yontemi i¢in yapilabilecek tipik degisiklikler;
-Hareketli fazin pH’s1
-Hareketli fazin tampon/tuz konsantrasyonu
-Hareketli fazin konpozisyonu (organik ¢6ziicii konsantrsyonu)
-Kolon tipi
-Kolon sicakligi
-Akis Hizi

Cozelti stabilitesi de saglamlik parametresi i¢inde degerlendirilebilmektedir.
Analiz ornekleri, belirlenen sicakliklarida (oda sicakligi veya + 4°C gibi) ¢ozelti
stabiilitesi kontrol edilir. Belirlenen zaman araliklarinda 6rnekler analizlenerek detektor
cevabindaki degisim kontrol edilir. Miktar tayini analizleri i¢in kabul kriteri, en fazla
%2 farkdir [39].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dali’nda 2013 yilinda gergeklestirilmistir.

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler

Caligsma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler asagidaki gibidir.

Sildenafil Sitrat,

Dapoksetin Hidroklortir ,

Sodyum dihidrojen fosfat

Disodyum hidrojen fosfat

Dapoksetin 30 mg —Sildenafil 50 mg Film Kaplh Tablet,
Asetonitril (HPLC safliginda) ,

Ultra saf su (HPLC safliginda)

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Hareketli Faz Cozeltisi

0.1 g Sodyum dihidrojen fosfat ve 0.5 g disodyum hidrojen fosfat tartilarak 400
mL su ile ¢ozildi. Elde edilen ¢ozeltinin pH’1 9.5 olarak tespit edildi. Elde edilen
¢ozeltinin 300 mL’si alinarak 700 mL asetonitril ile karistirildi.(30:70, h/h) Ultrasonik
banyoda degaze edildi ve hareketli faz siiziicii ile 0.45 um filtrelerden stiziilerek analize

hazir hale getirildi.

3.1.2.2. Sildenafil Cozeltileri:
100.0 mg SIL tam olarak tartildi, 100mL’lik balonjoje’de hareketli faz ile

¢oziindiirtildii ve hacmine tamamlandi (1 mg/mL DAP’e esdeger).

Stok ¢ozeltiden, 0.25-0.75 mg/mL araliginda standart ¢ozeltiler hareketli faz ile
hazirlandi (Tablo 3-1).

27



Tablo 3-1: Sildenafil i¢in kalibrasyon standartlarinin hazirlamsi

Standart | Analit Konsantrasyon | SS Final Hacim

Ad1 (mg/mL) Konsantrasyonu | Hareketli Faz
ve Hacmi

ST1 SIL 0.25 25 mL SS (0.25 | 10 mL
mg/mL)

ST2 SIL 0.40 4.0 mL SS (0.40 | 10 mL
mg/mL

ST3 SIL 0.50 50 mL SS (0.50 | 10 mL
mg/ mL

ST4 SIL 0.60 6.0 mL SS (0.60 | 10 mL
mg/MI

ST5 SIL 0.75 7.5 mL SS (0.75 | 10 mL
mg/mL

3.1.2.3. Dapoksetin Cozeltileri

Stok cozelti:

100.0 mg DAP tam olarak tartildi, 100mL lik balonjoje’de hareketli faz ile

¢oziindiirtildii ve hacmine tamamlandi (1 mg/mL DAP’e esdeger).

Stok ¢ozeltiden, 0.15-0.45 mg/mL araliginda standart ¢ozeltiler hareketli faz ile

hazirlandi (Tablo 3-2).
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Tablo 3-2:Dapoksetin icin kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

Standart | Analit Konsantrasyon | SS Final Hacim

Adi (mg/mL) Konsantrasyonu | Hareketli Faz
ve Hacmi

ST1 DAP 0.15 1.5 mL DS (1.0 | 10 mL
mg/mL)

ST2 DAP 0.25 25 mL DS (1.0 |10 mL
mg/mL

ST3 DAP 0.30 3.0 mL DS (1.0 |10mL
mg/mL

ST4 DAP 0.35 35 mL DS (1.0 |10mL
mg/mL

ST5 DAP 0.45 45 mL DS (1.0 | 10 mL

mg/mL

3.2. Aletler ve Diger Gerecler

Shimadzu LC-20 AT sistemi analiz i¢in kullanildi. Kullanilan sistemin kisimlari

Tablo 3-3’de belirtilmistir.

Tablo 3-3: Ekipmanlar

HPLC Sistemi Marka ve Model

Pompa Shimadzu LC 20 AT
Otodrnekleyici Shimadzu LC 20 AT
Dedektor Shimadzu LC 20 AT

Kolon Firini

Shimadzu LC 20 AT

Analitik Kolon

Waters Xterra 5 um, 250 x 4,6 mm, C18

Yazilim

Shimadzu Labsolutions
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Tablo 3-4’de metot gelistirme ve validasyon sirasinda kullanilan destek

ekipmanlar1 belirtilmistir.

Tablo 3-4: Destek ekipmanlar

Destek Ekipmanlar Marka veModel

UV Spektrofotometre Agilent Varian CARY 50
10 cm’lik kuartz kiivetler QS 1000 10 x10 x 45 mm
Saf su sistemi Elga Purelab Flex 2

Sonik Banyo Jeiotech UCP 20

pH metre Metrohm

Otomatik pipetler Eppendorf 10-100 L ve 100-1000 puL
Oto ornekleyici Vialleri Agilent

Vial Kapaklari Agilent

Vorteks Heildolph

Analitik Terazi Mettler Toledo

Hareketli Faz Filtresi Millipore, 0.45 um

RC Filtre 0.45 um Sartorius, 0.45 um
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Tablo 3-5°de metot gelistirme ve validasyon sirasinda kullanilan destek

ekipmanlar1 belirtilmigtir.

Tablo 3-5: Cam Malzemeler

Cam Malzemeler Marka

Balon 2 Litre Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon 1 Litre Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon joje 5 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon joje 10 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon joje 50 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon joje 100 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon joje 200 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Meziir S00MI Isolab laboratuvar malzemeleri
Meziir 1000MI Isolab laboratuvar malzemeleri

3.3. Analizin Gerceklestirilmesi

a. Shimadzu 20 ATHPLC sisteminin bilgisayari {izerinden agma/gii¢ diigmesi

ile cihaz acilir.
b. HPLC kisimlarimin her biri teker teker agilir.

c. UV dedektoriiniin agma/kapama diigmesine basilarak agilir ve baglanti

saglanir.
d. YazilimdalLC Solution ikonu ile LC Solution yazilimi agilir.
e. LC Solution penceresinden ilgili HPLC segilir.

f. 3.1.2.1’euygun olarak hazirlanan hareketli faz ¢ozeltisi sistemin A hattina

yerlestirilir. Diger hatlara ise asetonitril yerlestirilir. Igne yikama hattina
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Asetonitril:Su  (70:30) c¢ozeltisi yerseltirilir. Seal yikama hattina ise
Su/Metanol (95:5) ¢ozeltisi yerlestirilir.

g. Kullanilan hatlara purge islemi yapilir.

h. Purge islemi bittikten sonra akis 0,1 mL/dak olarak ayarlanir ve kolon

baglantisina kadar hareketli faz gegmesi saglanir.
I. Akis kademeli bir sekilde artirilir. Final akis 1.3 mL/dakika olacaktir.
J. Analiz i¢in gegen siire 8 dakikadir.
k. Kolon firmi sicakligi 25°C' dir.
I.  Enjeksiyon hacmi 10uL’ye ayarlanmistir.

m. Dedektor 228 nm' ye ayarlanmaigstir.

3.4. Sildenafil ve Dapoksetin’nin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC-UV) ile Yontem Gelistirme

3.4.1. Dedektor Dalga Boyu Secimi

SIL ve DAP’in absorbans yaptigi maksimum dalga boyu Spektrofotometri
yontemiyle SIL i¢in 295 nm (Sekil2-2) ve DAP i¢in 208 nm ve 293 nm (Sekil2-4)
olarak bulundu. Her iki etkin maddenin UV spektrumlart incelendiginde 228 nm’nin

metot i¢cin uygun bir dalga boyu oldugu belirlendi.

3.4.2. Hareketli Faz Se¢imi

Hareketli faz sec¢imi igin ¢esitli oranlarda ve pH' larda hazirlanan asetonitril-
sodyum fosfat denemelerinden sonra, sodyum fosfat tamponu -asetonitril (30:70)(v/v)

uygun goriildi.

3.4.3. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 1.0mg/mL konsantrasyonlardaki SIL
ve DAP c¢ozeltilerinden; 0.15- 0.25- 0.30- 0.35- 0.45 mg/mL DAP ve 0.25- 0.40- 0.50-
0.60- 0.75mg/mL SIL ihtiva eden konsantrasyonlardaki karisim ¢ozeltileri 10 ml’lik

balon jojelerde hazirlandi, 30 saniye vortekslendi.
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10 pL enjeksiyon yapilarak alanlar hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan

kalibrasyon egrisi hazirlandi.

3.5. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Gelistirilen yontemin metot validasyonu, Uluslararasi Harmonizasyon
Konferansi (ICH, International Conference Harmonization)Q2kilavuza gore

gerceklestirilmistir [39].

3.5.1. Spesifiklik, Segicilik

Yontemin segicilik parametresi igin, hareketli fazdan, tablet yardimci
maddelerinden gelebilecek bir girisim olup olmadigi incelendi. Etkin maddeler olan
SIL ve DAP piklerine ait pik safliklar1 incelendi. Bunlara ait kromatogram ve

spektrumlar Béliim 4.2.1." de gosterilmistir.

3.5.2. Dogrusallik

Analitik yontemin konsantrasyonunun, degisen konsantrasyonlarda dedektor
cevabiin dogrusal bir egriye sahip olmasi arastirildi. Numune ¢ozeltisi igerisindeki
analitin farkli konsantrasyonlar ile elde edilen egrinin regresyon analizi yapildi. Y-
(ordinat)-kesim noktasi, korelasyon katsayisi, ve egrinin egimi hesaplandi ve egri
denklemi elde edildi. Korelasyon katsayisi 0.99' dan biiyiik oldugu bolim 4.2.2°de
gosterilmistir.

Ayrica, elde edilen egrinin y(ordinat)-kesim noktasi, %100 derisimdeki standard
cozeltisinden elde edilen alana gore %2’den fazla olmamalidir. Bolim 4.2.2' de

gosterilmistir.

3.5.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin
gercek degere yakinlhigidir. Analitin farkli konsantrasyonlardaki 3 uygulama serisiyle
analiz edilerek miktar tayini yapildi ve dogruluk hesaplandi. Etkin madde icermeyen

ilag preparatinda %80 ,%100 ve %120 derisimlerinde her iki etkin maddeden eklendi ve
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hazirlanan Ornekler ayni standarda karsi analizlendi. Her seviye igin 3’er ornek

hazirlandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.3” de verilmistir.

3.5.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi (tekrarlanabilirligi) ; elde edilenbir sonu¢ ve detektor
cevabinin tekrar elde edilebilme kabiliyeti veya test sonuglarinin analitik yontemde
belirtilen kosullar altinda ayni numunelerin farkli zamanlarda elde edilen sonuglarin
benzerliginin gostergesidir.

3 baslik altinda degerlendirildi: Sistem Kesinligi, Tekrarlanabilirlik (Kesinlik),
Ara Kesinlik.

Sistem kesinligi i¢in;

Standard ¢ozeltisi yontemde belirtildigi sekilde hazirlandi ve belirtildigi kadar 6l¢tim
yapildi. Sonuglarin ortalamasi, Standart sapmasi ve bagil standart sapmasi

hesaplandi.Sonuglar boliim 4.2.4’de verildi.

Kesinlik i¢in;
Ayni1 analistin birbiri ardina yaptig1 analiz tekrarlarinin tutarliligini géstermek amaciyla,
ayni seriden 6 adet farkli 6rnek hazirlanarak 6l¢iim yapildi. Sonuglarin ortalamasi ,

standard sapmasi ve bagil standard sapmas1 hesaplandi.Sonuglar boliim 4.2.3de verildi.

Ara Kesinlik;

Ayni seriye ait numuneler kullanilarak farkli ekipman, analist ve farkli bir giinde
kesinlik parametresindeki gibi alti adet ornek hazirlandi. Sonuclarin ortalamasi ,
standard sapmasi1 ve bagil standard sapmasi hesaplandi. Ayrica ¢ikan sonuglar kesinlik

parametresinden elde edilen ilk 6 sonug ile kiyaslandi. Sonuglar boliim 4.2.3°de verildi.

3.5.5. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Teshis smnir1 analiz edilennumunenin belirdigi fakat kantitatif sinir istiine
girmeyen en diisiik derisimdir. Tayin siir1 ise analizedilen numunenin kabul kriterleri

ilebelirlenen kesinlik ve dogruluk miktarinin tayin edilebilecegi en alt derisimini

34



olusturan diizeyidir. Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢cin LOD ve LOQ
degerleri asagidaki formiillere gore hesaplandi. Her ikisi de analitik basarinin
gostergelerindendir. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.5°de verilmistir.

LOD =3x0/S

LOQ =10x /S

o: Interseptin standart sapmas1
S: Egim

3.5.6. Saglamhk

Yontemde tanimlandig sekilde standard ve 6rnek ¢ozeltileri hazirlandi. Metot
parametrelerindeki degisikliklere karsi sistem uygunluk parametrelerinin degisimi
incelenerek, metodun degisimlere kars1 saglamligi degerlendirildi. Elde edilen sonuglar

bolim 4.2.5' de verildi.

Cozelti stabilitesinin saptanmasi i¢in standart ¢ozeltiler, oda sicakliginda
karanlikta 48 saat, otomatik numune Ornekleyicisinde 48 saat ve +4°C de 48saat

bekletildi. Elde edilen sonuclar Boliim 4.2.6° de verilmistir.

3.6. Tabletlerde Sildenafil ve Dapoksetin’in Analizi

3.6.1. Tabletlerin ve Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tabletler, Deva ila¢ Sanayi Galenik Laboratuvarlarinda basilmistir. Her bir
tablet 50 mg SIL’e esdeger sildenafil sitrat, 30 mg DAP’a esdeger dapoksetin
hidrokloriir’e icermektedir. Tablet formiilasyonunda, mikrokristalin seliiloz Tip 102,
mikrokristalin seliiloz Tip 105, laktoz monohidrat, kroskarmeloz sodyum, kolloidal
silikon dioksit, magnezyum stearat ve tablet kaplama malzemesi yer almaktadir.
Toplam tablet agirligi 475 mg’dir. Etkin maddeler ve yardimci malzemeler uygun
eleklerden elendikten sonra, iiretim yonteminde belirlenen siirelerde karistirilmistir.
Karigtirilan bulk toz karigimi,direk baski yontemiyle basilarak tabletler elde edilmistir.

Daha sonra sulu dispersiyon yontemiyle kaplanmigtir.

30 mg DAP ve 50 mg SIL iceren 20 adet tabletin ortalama tablet agirligi hassas
olaraktartilarak alindi. Porselen havanda giizelce ezildi ve homojen bir hale getirildi.

Ortalama tablet agirlig1 kadar, 6 farkli tartim alinarak tartildi. Alinan tartimlarin her biri
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100 mL’ lik balon jojelerde hareketli faz ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi. 20
dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Bu siire sonunda 0.45 um RC filtreden siiziildii.
Boylece 0.3 mg/mL DAP ve 0.5 mg/mL SIL igeren 6 tablet ¢ozeltisi hazirlandi.

3.6.2. Gelistirilen HPLC Yontemi ile Tabletlerin Analizi
Gelistirilen yonteme ait hareketli faz, kolon ve analitik cihaz hazir hale

getirilerek 6 farkli enjeksiyon yapildi.
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4. BULGULAR

Yontemin gelistirilmesi amaci ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen

bulgular ilgili boliimlerde verilmistir.

4.1. Sildenafil ve Dapoksetinin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile
Yanyana Analiz Sonuclar

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar 250 mm uzunlugunda, 4.6 mm i¢
capinda, 5 um partikiil capli C1g kolonda (Waters Xterra), sodyum fosfat tamponu (0.1 g
Sodyum dihidrojen fosfat ve 0.5 g disodyum hidrojen fosfat 400 mL su) (pH: 9.5) —
asetonitril (30:70)(v/v) ¢oziicii sisteminde, 25°C' de, 1.3mlL/dakika akis hizi ile
saglanmigtir. Calisma UV detektérde, 228 nm dalgaboyunda yapilmistir.Yukarida
bahsedilen kromatografik sistemde, etkin maddeler i¢in alikonma zamanlari SIL igin 2.7
dakika ve DAP i¢in 6.1 dakikadir (Sekil 4-1).

SR e

uAl
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E s
1500000 2 =
I ¥
| 2
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1000000- ‘ A
. | |
500000 | (1
| [ | .
| | |
| | ) " |
O— —_— SIS . - — |
— , — : —
0,0 2.5 5.0 [-]

min

Sekil 4-1: 0.5 mg/mL sildenafil ve 0.3 mg/mL dapoksetin karisimina ait 6rnek

kromatogram
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4.2. Yontem Validasyonu
4.2.1. Secicilik

Metodun segiciliginin smanmas1 igin; hareketli faz enjeksiyonuna ait
kromatogram Sekil 4-2' de, plaseboya ait kromatogram ise Sekil 4-3' de verilmistir.
Hareketli faz ve plasebo kromatogramlarinda analitin alikonma zamaninda herhangi bir

girisim yoktur.
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uAl

4000000

EDA Multi 1 228nm,4nml
3000000
]

|
1

2000000
1000000+
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0,0 ' 25 50 75
min
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Sekil 4-2: Hareketli faz enjeksiyonuna ait bir kromatogram
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Sekil 4-3: Plasebo ¢ozeltisine ait kromatogram
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1D# 1

Retention Time 12,694 min
Compound Name : Sildenafil
1,04 / f
] / % / ey
/ \ '
0,5 /
] / 1000
/ \ [
/ o P i
0,0 e —— ——= = — =iy
T 7 T ™ T T 72 I T
2,55 2,60 2,65 2,70 2,75 2,80 2,85 2,90 2,95 3,00 3,05 3,10 3,15
min
Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1,000000
Single point threshold 1 0,985077
Minimum peak purity index 14922
Sekil 4-4: Sildenafil pikine aitsaflik spektrumu
[D# 12
Retention Time 6,118 min
Compound Name Dapoksetin
| /_\ 1 2000
|
| /
\ / / [
0,5+
i \ / 1000
\
1 2
e ———————————————— ‘ — =0
59 6,0 6,1 6,2 63 64 6.5 6.6 6.7
min
Impurity : Not Detected
Peak purity index : 1,000000
Single point threshold 10971934
Minimum peak purity index : 28066

Sekil 4-5: Dapoksetin pikine aitsaflik spektrumu

4.2.2. Dogrusallik

0.15 mg/mL DAP - 0.25 mg/mL SIL, 0.25 mg/mL DAP-0.40 mg/mL SIL, 0.30
mg/mL DAP - 0.5 mg/mL SIL, 0.40 mg/mL DAP - 0.60 mg/mL SIL, 0.45 mg/mL
DAP-0.75 mg/mL SIL olan 5 farkli konsantrasyonda 6’sar ornek hazirlandi ve alana

kars1 grafige geg¢irildi. Validasyon serilerinde 2’ser adet kalibrasyon standartlari

hazirlanmis ve analiz edilmistir. Elde edilen verilerden ¢izilen kalibrasyon egrisi SIL

icin Sekil 4-6’da ve DAP i¢in Sekil 4-7' de verilmistir. Kalibrasyon egrileri korelasyon

katsayilar1 0.999 mertebesinde kabul edilebilir sinirlardadir. Korelasyon katsayilar: ve

dogru denklemleri SIL i¢in Tablo 4-1' de, DAP igin Tablo 4-2' de verilmistir.
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egrisi

egrisi

18000000

y = 21069754,48276x + 39126,15862
R*=0,99969

16000000
14000000

12000000
210000000

8000000
5000000

4000000

2000000

a
0,00

0,20 0,40 0,60 0,80

Konsantrasyon

Sekil 4-6: Sildenafilin 0.25-0.75 mg/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan 6l¢ii

y = 37735971,22807x + 103909,71930
R*= 0,99997
18000000
16000000 /
14000000 /
E'IQOOOOOO /
210000000 /
8000000 /
5000000 7/
4000000
2000000
0 T T T T
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Konsantrasyon

Sekil 4-7:Dapoksetinin 0.15-0.45 mg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
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Tablo 4-1: Sildenafil icin validasyon serilerinden elde edilen dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilar:

Validasyon Seri Numarasi

Korelasyon Katsayilari

Dogru Denklemleri

VAL1-1 0,99976 y=21156738x-33545

VAL1-2 0,99987 y=21076631x+16761
VAL2-1 0,99990 y=21076149x+22808
VAL2-2 0,99992 y=21077631x+19892
VAL3-1 0,99968 y=21076830x+32036
VAL3-2 0,99987 y=21069755x+39126

Tablo 4-2: Dapoksetin i¢in validasyon serilerinden elde edilen dogru denklemleri

ve korelasyon katsayilari

Validasyon Seri Numarasi

Korelasyon Katsayilari

Dogru Denklemleri

VAL1-1 0,99991 y=37945227x+79243

VAL1-2 0,99991 y=378497219x+91303
VAL2-1 0,99995 y=37817651x+102987
VAL2-2 0,99994 y=37814690x+104529
VAL3-1 0,99994 y=37795519x+108285
VAL3-2 0,99997 y=37735971x+103910
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Bu alt1 farkli kalibrasyon egrisinde ayni konsantrasyonlar1 igeren orneklerin

ortalamasi alinarak tekrar bir dogru denklemi olusturuldu.
Alan-konsantrasyona karsi ¢izilen bu grafigin denklemi SIL igin;
y=21069754x+39126 ve korelasyon katsayist 0,99969 olarak bulunmustur.
Bu denklem DAP i¢in ise;
y=37834381x+98376 ve korelasyon katsayisi 0,99995 olarak bulunmustur.
Y-Intersept/ %100*100 Standard alan SIL i¢in %0.37.

Y-Intersept/ %100*100 Standard alan DAP igin %0.85.

4.2.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen deneme sonuglarinin
gercek degere yakinligidir. Yontem ile elde edilen sonuglarin gergek degere yakinlig: 3
farkli konsantrasyonda kontrol edildi. Dogruluk hesabi yapildi. (Tablo 4-3, Tablo 4-4)

Tablo 4-3: Sildenafil icin Dogruluk Dogruluk (Geri Kazanim) Hesaplamalar: ve

Sonuclar
Teorik
Deneysel %Geri
Seviye Konsantrasyon % RSD
Konsantrasyon Kazanim
(mg/mL)

0.40 mg/mL 0.40149 mg/mL 100.37

%80 0 40mg/mL | 0.40013 mg/mL | 100.03 0.20
040 mg/mL | 040012 mg/mL | 100.03
0.50 mg/mL 0.50125 mg/mL 99.43

%100 550 mg/mL | 0.50222mg/mL | 100.25 0.47
0.50mg/mL | 0.50012 mg/mL | 100.24
0.6 mg/mL 0.60188 mg/mL 100.31

%120 0.61

0.6 mg/mL 0.59443 mg/mL 99.07
0.6 mg/mL 0.60012 mg/mL | 100.02
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Tablo 4-4: Dapoksetin i¢in Dogruluk(Geri Kazanim) Hesaplamalari ve Sonuglari

Teorik
Deneysel %Geri
Seviye Konsantrasyon % RSD
Konsantrasyon Kazanim
(mg/mL)
0.24 mg/mL 0.24012 mg/mL 100.05
%80 0.24mgimL | 0.24003mg/mL | 100.01 0.02
0.24 mg/mL 0.2400 mg/mL 100.00
0.30 mg/mL 0.30009 mg/mL 99.43
%100 530 mg/mL | 0.30052 mg/mL | 100.03 0:57
0.30 mg/mL 0.30032 mg/mL 100.11
0.36 mg/mL 0.36011 mg/mL 100.03 i 3
%120 035 mg/mL | 0.35903mg/imL | 99.73
0.36 mg/mL 0.3600 mg/mL | 100.00
4.2.4. Kesinlik

Yontemin kesinligi (tekrarlanabilirligi) ; elde edilen bir sonu¢ ve detektor

cevabinin tekrar elde edilebilme kabiliyeti veya test sonuglarimin analitik yontemde

belirtilen kosullar altinda ayni numunelerin farkli zamanlarda elde edilen sonuglarin

benzerligi ile kontrol edildi. SIL ve DAP igin kesinlik i¢in yapilan hesaplamalar1 Tablo

4-5, Tablo 4-6, Tablo 4-7 ve Tablo 4-8' de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore

yontemin kesinligi uygun bulunmustur.

edilmistir.

Yontemin tekrarlanabilir oldugu

ispat
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Tablo 4-5: Sildenafil ve Dapoksetin icin Sistem Kesinligi Hesaplamalar1 ve

Sonuclarn
% 100 Standard Alanina ait | % 100 Standard Alanina ait
Enjeksiyon Sayisi
Sildenafil Alam Dapoksetin Alam

1. Enjeksiyon 10537483 11473293
2. Enjeksiyon 10593875 11492043
3. Enjeksyion 10583752 11492847
4. Enjeksiyon 10583764 11429384
5. Enjeksiyon 10583754 11473957
6. Enjeksiyon 10583754 11483743
Ortalama 10577730 11474211
Standart Sapma 20128,25 23522,36
Bagil Standart Sapma 0,190289 0,205002
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Tablo 4-6: Sildenafil/Dapoksetin 50 mg/30 mg Tablet’e ait Tekrarlanabilirlik(

Kesinlik) Hesaplamalar: ve Sonuclar:

Numune Sildenafil Sonug (mg/tb) Dapoksetin Sonug (mg/tb)
Numune 1 50,32 30,22
Numune 2 50,11 30,21
Numune 3 50,23 30,04
Numune 4 50,35 30,01
Numune 5 50,01 30,33
Numune 6 50,33 30
Ortalama 50,225 30,135

Standart Sapma 0,137949 0,136931
Bagil Standarrt
Sapma 0,274663 0,454391
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Tablo 4-7Sildenafil/Dapoksetin 50 mg/30 mg Tablet’e ait Sildenafil icin Ara

Kesinlik Hesaplamalari ve Sonug¢lari

1. Analist- 1.Glin

2. Analist- 2. Giin

Numune
Sildenafil Sonug (mg/tb) Sildenafil Sonug (mg/tb)
Numune 1 50,32 90,21
Numune 2 50,11 50,11
Numune 3 50,23 50,44
Numune 4 50,35 50,51
Numune 5 50,01 50,31
Numune 6 50,33 50,81
Ortalama 50,225 50,39833
Standart Sapma 0,137949 0,249031
Bagil Standarrt Sapma 0,274663 0,494126
2 Analist

arasindaki %

Fark

0,34
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Tablo 4-8Sildenafil/Dapoksetin 50 mg/30 mg Tablet’e ait Dapoksetin icin Ara

Kesinlik Hesaplamalari ve Sonug¢lari

1. Analist- 1.Gun 2. Analist- 2. Glin
Numune
Dapoksetin Sonug¢ (mg/tb) Dapoksetin Sonug (mg/tb)
Numune 1 30,22 30,13
Numune 2 30,21 30,11
Numune 3 30,04 30,00
Numune 4 30,01 30,21
Numune 5 3033 30,54
Numune 6 30 30,44
Ortalama 30,135 30,23833
Standart Sapma 0,136931 0,208559
Bagil Standarrt
Sapma 0,454391 0,689716
2 Analist
arasindaki %
Fark 0,34

4.2.5. Teshis (LOD) ve Tayin (LOQ) Simirlari

LOD ve LOQ degerleri: Boliim 3.5.5' de belirtildigi sekilde her iki etkin madde
icin de denklemlerinden hesaplandi. Teshis (LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ) ise sirast ile
SIL i¢in 0.318 pg/mL ve 1.060 pg/mL ve DAP i¢in 0.316 ng/mL ve 1.053 pg/mL’ dir.
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4.2.6. Saglamhk

Yontemde tanimlandigi sekilde standard ve ornek c¢ozeltileri hazirlandi. Metot
parametrelerindeki  asagida Dbelirtilen  degisikliklere karsi sistem  uygunluk
parametrelerinin  degisimi incelenerek, metodun degisimlere karst saglamligi

degerlendirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-9, Tablo 4-10, Tablo 4-11' de verildi.
Saglamlik parametresi kapsaminda yapilan degisiklikler,
- Akis Hiza
- Hareketli faz organik/tampon orani
- Farkli marka kolon kullanimi1

Cozelti stabilitesinin saptanmasi ig¢in standart ¢ozeltiler, otomatik numune
ornekleyicisinde 48 saat ve +4°C de 48 saat bekletildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-12°

da verilmistir.

Tablo 4-9Akis Hiz1 degisikliginde sistem uygunluk parametrelerindeki degisimler

Akis Hizi Simetri Faktorii Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
mL/dakika 11 | 13| 15 | 11 | 13| 15 | 11 | 13 | 15
Sildenafil 122 | 122 | 122 | 77 | 75 | 74 | 3915 | 3926 | 3934

Dapoksetin 1,22 1,22 1,22 7,7 7,5 7,4 7392 | 7312 | 7301
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Tablo 4-10 Hareketli faz tampon/organik oram degisimindeki sistem uygunluk
parametrelerindeki degisimler

Hareketli  Faz Simetri Faktorii Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
Tampon/Organik

Orant 25/70 | 30/70 | 35/70 | 25/70 | 30/70 | 35/70 | 25/70 | 30/70 | 35/70
Sildenafil 1221124 1127 1gg |75 |73 [3043 [3909 |3020
Dapoksetin | 221|122 (L2l eq 175 |73 |7543 |7333 |7222

Tablo 4-11 Kolon marka degisimindeki sistem uygunluk parametrelerindeki degisimler

Simetri Faktorii Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
Kolon
Marka Waters Waters Waters
ACE C18 ACE C18 ACE C18
Xterra C18 Xterra C18 Xterra C18
Sildenafil | 1% 1,22 7,5 75 3930 3853
Dapoksetin | 121 1,22 75 75 7555 7284

Tablo 4-120da sicakh@ginda ve+ 4° C’de bekletilen Sildenafil ve Dapoksetin standart ve
numune cozeltilerine ait ¢ozelti stabilitesi sonuclar:

Tablet Numunesine ait

Standart Cozeltisi .

¢ozelti

Uygulama

Sildenafil | Dapoksetin | Sildenafil | Dapoksetin
0. Saat Baglangig alanlar1 10494834 11498445 | 10510395 | 11428475
Oda Sicaklig1 48 saat alanlar 10463414 11490294 | 10465921 | 11408294
4°C 48 saat alanlar1 10483722 | 114962932 | 10477593 | 11418573
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5. TARTISMA

Erkekler ve eslerinde sikintt meydana getiren prematiir ejakiilasyon (PE), cinsel
islev bozukluklarinin tip alaninda en ¢6k goriilenidir. Diinya genelindeki erkeklerin
yaklasik olarak %40 civarinda yasamlarinin bir déneminde semptomlarinin bildirildigi
bu rahatsizlik ile karsilagsmaktadirlar. Bu disfonksiyon hayat boyu veya edinsel olarak
gerceklesebilmektedir. Yapilan c¢alismalar ve klinik goézlemler bize, PE sendromu
yasayan bireylerin yiiksek yiizde ile erektil disfonksiyon (ED) da oldugunu
gostermektedir. PE’si olan tiim erkeklerin %32’si ayn1 zamanda ED bildirirken ED’si
olan erkeklerin %44’tinde ayn1 zamanda PE bildirmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 bize,

PE ve ED cinsel bozukluklarinin biiylik oranda birlikte goriildiiglinii gostermektedir.

Tip alaninda ¢ok sik rastlanan PE ve ED birlikteliginin tedavisinde PDE-5
inhibitorleriyle DAP kombinasyonu giincel aragtirmalarda ¢ok sik rastlanmaktadir.
Bahsi gecen kombinasyon tedavilerinden biri de SIL - DAP kombinasyonudur. Bu
kombinasyonun segilmesinin altinda yatan temel nedenlerinden birisi de SIL ve DAP

calismalarda klinik olarak anlamli farmakokinetik ilag etkilesimine girmemesidir.

Bu nedenle kombinasyon olarak tedaviye sunulabilecek olan bu iki maddenin
yanyana analizi, bu 6zgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak tabletlerde analizi i¢in segici, 6zgiin ve

tekrarlanabilir bir yontem basariyla gelistirilmistir.

SILin maksimum absorbans dalga boyu 295 nm(Sekil 2.2),DAP’in maksimum

absorbans dalga boyu 209 nm ve 293 nm (Sekil 2.4) olarak bulunmustur.

HPLC galismalarinda oncelikle optimum kromatografik kosullar belirlenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda ayirmalarda en iyi sonuglar 250 mm uzunlugunda, 4,6
mm ¢apinda, 5 um partikiil capli C18 kolon ( Waters XTerra C18) ile hareketli faz
olarak sodyum fosfat tamponu( 0.1 g Sodyum dihidrojen fosfat ve 0.5 g disodyum
hidrojen fosfat 400 mL su) (pH: 9.5): asetonitril (30:70, h/h) 25°C de, 1.3mL/dakika
akis hiz1 kullanilarak elde edilmistir. Calisma UV dedektor ile, 228 nm dalgaboyunda
yapilmistir. Alikonma zamanlar1 ise DAPig¢in 6,1 SIL igin 2,7 dakika olarak

bulunmustur.
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HPLC yo6nteminde gore yapilan secicilik ¢aligmalarinda etkin madde igermeyen
plasebo ve hareketli faz 6rnekleri HPLC sistemine verilmis, etkin madde olan SIL ve
DAP alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim goézlemlenmemistir. Her iki etkin
maddeye ait PDA detektor’de alinan spektrumlarda ve pik safliklar1 incelenmis ve

piklerin saf oldugu gézlemlenmistir.

Belirlenen ¢alisma kosullarinda dogrusal aralik, SIL i¢in 0,25-0,75 mg/mLve
DAP i¢in 0,15-0,45 mg/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yOntemin
tekrarlanabilirligini  belirlemek i¢cin ayn1 giinde ve farkli giinlerde alt1 farkh
konsantrasyonda analizler yapilmistir. Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait RSD
degerleri SIL % 0,27 ve DAP igin % 0,45, farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda
elde edilen RSD degerleri ise SIL i¢in % 0,49 DAP igin % 0,27 olarak saptanmustir.
Farkli giinlerde yapilan calismalarin ortalama sonuglari arasindaki % fark SIL i¢in
%0,34, DAP i¢in % 0,34 olarak bulunmustur. Yontemin dogrulugunu belirlemek
amaciyla standart katma metodu uygulanmis ve geri kazanim degerleri SIL igin
%99.07-%100.37, DAP igin %99.43-%100.11 olarak bulunmustur. Ayrica etkin
maddelere ait piklerin Sinyal/Giiriiltii degerlerinden ¢dziicliiden elde edilen degerlere
gore hesaplanan Teshis (LOD) ve tayin sinirlart (LOQ) ise sirasiylaSIL igin 0.318
ug/mL ve 1.060 pg/mL; DAP i¢in0.316 pg/mL ve 1.053 pg/mL olarak bulunmustur.

Analitik metodun dayanikliligin1 belirlemek amaciyla metot sartlarinda
degisiklikler yapilmistir. Akis hiz1 + 0.2 mL/dakika, hareketli fazin tampon/organik
oranl = 5 oraninda degistirilmistir. Ayrica ayn 6zelliklere sahip farkli marka bir sivi
kromatografisi kolonu ile ¢alisma tekrarlanmistir. Yapilan degisikliklere karsi sistem
uygunluk parametreleri incelenmistir. Tiim degisiklikler dahilinde sistem uygunluk

degerlerinde kayda deger bir degisiklik olmamustir.

Cozelti stabilitesinin saptanmasi i¢in de standart ¢ozeltiler, oda sicakliginda ve
4°C’de 48saat bekletilmis ve yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢ozeltilerin stabil

kaldig1 belirlenmistir.

SIL ve DAP farmasotik preparatlardaki analizlerine dair yapilan literatiir
aragtirmasinda, bu iki ilacin yanyana analizi igin literatiirde UV spektrofotometrisi [2] ,
yiiksek performansli sivi kromatografisi [3] ve sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi

[4] yontemleri olmak tizere 3 adet ¢alismaya rastlanmustir.
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Kiitle spektroskopisi [4] yontemi, gelistirilen yonteme gore daha pahali bir
teknik olmasi ve her laboratuvarda bulunmamasi sebebiyle, UV spektrofotometrisi [2]
yonteminin ise stabilite gosterir bir yontem olmamasi ve farmasotik preparat
igerisindeki bilesenlerden tam bir ayrim gergeklestirilmeden analiz edilmesi sebebiyle

gelistirilen yonteme gore dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Literatiir arastirmasinda bulunan yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemi [3] ile yapilan ¢alisma,ters fazli Cig kolonda; trietil amonyum fosfat tamponu
pH 3.0 : asetonitril (50:50, h/h) hareketli faz1 ile 1.0 mL/dakika akis hiziile etkin
maddelerin birbirinden ayrilmasina dayanmaktadir. Dedektor dalga boyu 232 nm' ye
ayarlanmigtir. Analiz edilen analitleri dogrusallik araliklart SIL i¢in 0.0025-0.02 mg/mL
ve DAP igin 0.0015-0.12 mg/mL olarak bulunmustur. Teshis (LOD) ve tayin (LOQ)
siirlart ise sirasi ile ; SIL icin 0.534 pg/mL ve 1.62 pg/mL, DAP i¢in0.105 pg/mL ve
0.318 pg/mL’ dir.

Literatiir arastirmasinda bulunan yiiksek performansli sivi kromatografisi
yonteminde [3] Kullanilan hareketli fazin pH’s1 analitik kolonlar igin ¢ok fazla uygun
olmamakla birlikte, bu pH’da kolon 6mrii gelistirilen metoda gore daha kisa olacaktir.
Hareketli fazda kullanilan trietilamin reaktifi ¢ozelti pH’sin1 yiikseltecektir ve nihai pH
olan 3.0’¢ ¢ekilmesi i¢in ¢ok fazla fosforik asit sarfiyati gergeklesecektir. Sarfiyat
olarak ve metodun hazirlik agamasinda kolaylik anlaminda gelistirilen metoda gore
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Gelistirilen metotda kullanilan tampon ve mobil faz
pH’dan bagimsizdir. Bu sebeple, hem kullanim kolayligi saglanacak hem de diger

laboratuvar ekipmanlarindan gelebilecek hatalar en aza indirilmis olacaktir.

Kolay uygulanabilir, her analiz laboratuarinda kolayca bulunabilir, ekonomik,
basit malzemeler ile galigilan, segici, kesin, dogru ve giivenilir olan, UV dedeksiyona
dayanan yiiksek performansl sivi kromatografisi prensibine dayanan metot gelistirilmis
ve validasyonu tamamlanmistir. Gelistirilen ve valide edilen bu yontemle SIL ve
DAP’in farmasotik preparatlardan analizi dogru, hassas, secici ve 6zgiin bir sekilde

kolaylikla yapilabilecektir.
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