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ONSOZ

Tez c¢alismalarim kapsaminda alerjik rinit (astim ile ya da tek basina)
tedavisinde kullanilan montelukast sodyum, desloratadin ve levosetirizin etken
maddelerinin ve safsizliklarinin UPSK ve YPSK cihazlarinda analizi ve analitik
yontem optimizasyonu gerceklestirilmistir. Gelistirilen analitik yontem, kiitle
spektrometresinde kullanima uygun olarak tasarlanmistir. Bu sayede bozundurma
calismalar1 sirasinda ortaya cikan bozunma iirlinlerinin molekiil agirliklar tayin
edilerek, bozunma {iriinlerinin hangi molekiil olabilecekleri aragtirilmistir.
Gelistirilen yontemler i¢in yontem gecerlilik testleri ve validasyon caligmalar1 da
yapilarak, bu maddelerin farmasoétik dozaj sekillerinden es zamanli analizi i¢in uygun

oldugu goriilmiistiir.

Doktora egitimime basladigimdan beri bilgi ve tecriibeleri ile bana yol
gosteren, hosgorii ve anlayisla her konuda yanimda olan, destegini hi¢ esirgemeyen
degerli danmigman hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya sonsuz tesekkiirlerimi ve

saygilarimi sunarim.

Degerli bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, beni destekleyen hocalarim Prof.
Dr. Sibel A. Ozkan ve Prof. Dr. Nilgiin Giinden GOGER’e ¢ok tesekkiir ederim ve

saygilarimi sunarim.

Doktora calismalarim siiresince bilgi ve tecriibeleri ile bana hep yardime1 olan,
sabirla destekleyen Dog. Dr. Mehmet GUMUSTAS a ve Analitik Kimya Anabilim
Dal1 doktora 6grencisi Cem ERKMEN’e ve sagladiklar1 katkilardan dolay1r Analitik

Kimya Anabilim Dal1 6gretim tiyelerine ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora calismalarim siiresince gostermis olduklar1 destek ve anlayis igin
Dr.Ecz. Abdullah USLU, Ridvan SERT ve Nobel ila¢ Ailesine, tecriibe ve degerli
zamanini benimle paylasarak destek olan sevgili mesai arkadasim Cihat OZTURK ’e

¢ok tesekkiir ederim.
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Tim hayatim boyunca sevgilerini hep hissettigim, bana her zaman inanan ve
giivenen sevgili annem Medine ZENGIN ve babam Mustafa ZENGIN’e, beni
destekleyen ve sabreden sevgili esim Dr. Sertan KURNALI’ya, bana enerji veren,
siirekli 6greten cocuklarim Kaan ve Kerem’e hep yanimda olduklart icin ¢ok

tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

o Secicilik Faktori

ACN Asetonitril

ARIA Alerjik Rinit ve Astim Uzerine Etkisi

BSS Bagil Standart Sapma

DES Desloratadin

EMEA European Medicines Agency (Avrupa ilag Ajansi)
ESI Elektrosprey Iyonizasyon

FDA Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi)
FDD Fotodiyot Dizi Dedektorii

IMP1 N-Formil Desloratadin

IMP2 Montelukast Siilfoksit

IMP3 Montelukast Cis izomer

IS Parasetamol

SK S1vi Kromatografisi

m Egim

k Kapasite Faktori

HILIC Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi

HPLC-DAD High Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector
(Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi-Fotodiyot Dizi Dedektorii)

KS Kiitle Spektrometre

LC-MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Sivi Kromatografi-
Kiitle Spektrometre)

LEV Levosetirizin

MEOH Metanol

MON Montelukast Sodyum

N Etkin Tabaka Sayis1

PTFE Politetrafloroetilen

Rs Ayirma Giici

SK S1v1 Kromatografisi

viii



SSS
SUT

TAS

THF

TS

tr
UPLC-DAD

UPSK
uv
USP

WHO
YPSK

Santral Sinir Sistemi

Sistem Uygunluk Testleri

Kuyruklanma Faktorii

Tayin Alt Sinir

Tetrahidrofuran

Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Sinir1

Alikonma Zamani

Ultra Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector
(Ultra Performanslh Sivi Kromatografisi-Fotodiyot Dizi Dedektorii)
Ultra Performansli Stvi Kromatografisi

Ultra Viyole

United States Pharmacopeia (Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi)

World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)

Yiiksek Performanslh Sivi Kromatografisi
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Sekil 2.8. YPSK sisteminde elde edilen kromatogram 6rnegi (Gumustas, 2009)

Sekil 3.1. UV spektrofotometrede, Montelukast’in seyreltme ¢ozeltisi ile
hazirlanmus, derisimi 100 ug mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga
boyu taramasi

Sekil 3.2. UV spektrofotometrede, Desloratatdin’in seyreltme c¢ozeltisi ile
hazirlanmis, derisimi 50 pg mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga
boyu taramasi

Sekil 3.3. UV spektrofotometrede, Levosetirizin Dihidrokloriir’iin seyreltme
cozeltisi ile hazirlanmis, derisimi 50 pg mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm
araliginda dalga boyu taramasi

Sekil 3.4. UV spektrofotometrede, IMP1’in seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmais,
derisimi 2 pg mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi

Sekil 3.5. UV spektrofotometrede, IMP2’nin seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmas,
derisimi 2 pg mL™ olan ¢dzeltinin 200-400 nm arahginda dalga boyu taramasi

Sekil 3.6. UV spektrofotometrede, IMP3’iin seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmis,
derisimi 2 ug mL™ olan ¢ézeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi

Sekil 3.7. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk? akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz 1 ile yapilan c¢alismalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.8. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz 2 ile yapilan c¢aligmalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.9. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk? akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
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asetik asit igeren, akis programi 1 ile yapilan calismalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.10. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk? akis hizi,
238 nm dalga boyu, Hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren, akis programi 2 ile yapilan calismalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.11. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk? akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren, akis programi 3 ile yapilan calismalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.12. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan caligmalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.13. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz: 3 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan calismalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.14. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:10 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan caligmalarda elde edilen
kromatogram

Sekil 3.15. Acquity UPLC BEH —C18, 50x2,1 mm, 130A, 1,7um kolon, 25°C,
0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat
(Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit
iceren), akis programi 4 ile yapilan caligmalarda elde edilen kromatogram

Sekil 3.16. Acquity UPLC BEH —Phenyl, 100x2,1 mm, 1,7um kolon, 25°C, 0,6
mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat
(Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit
iceren), Akis programi 4 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram

Sekil 3.17. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 30°C, 0,6 mL dk?,
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akig programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram

Sekil 3.18. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,5 mL dk?
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akig programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram

Sekil 3.19. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,7 mL dk?
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akig programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram

54

55

56

57

58

58

59

59

60

61

61

Xi



Sekil 3.20. UPSK SUT kromatogrami: Optimize edilen kosullarla; Zorbax SB-
Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga
boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram

Sekil 3.21. islem gdrmemis LORCLAST® tablet test cozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk?!
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren),
akig programi 4

Sekil 3.22. Islem  gdrmemis LEVMONT® tablet test cozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk?
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akis programi 4

Sekil 3.23. 0,IN HCI ile asit hidrolizi yapilmis LORCLAST® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.24. 0,IN NaOH ile baz hidrolizi yapilmis LORCLAST® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™* akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.25. %0,3 H,0, ile oksidasyona ugratilmis LORCLAST®tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.26. 70°C’de etiivde 6 saat bekletilmis LORCLAST® tablet test
cozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0, 15 trifloro asetik
asit igeren), akis programi 4

Sekil 3.27. 3,6 milyon luks saat giin 1513inda 1 hafta bekletilmis LORCLAST®
tablet test ¢Ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um
kolon, 25°C, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM
amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15
trifloro asetik asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.28. 600 W-h/m? UV 1sikta 1 hafta bekletilmis LORCLAST® tablet test
coOzeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0, 15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4
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Sekil 3.29. 0,1 N HCI ile asit hidrolizi yapilmis LEVMONT® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.30. 0,IN NaOH ile baz hidrolizi yapilmis LEVMONT® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™* akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.31. %0,3 H,O, ile oksidasyona ugratilmis LEVMONT® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit igeren), akis programi 4

Sekil 3.32. 70°C’de etiivde 6 saat bekletiimis LEVMONT® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon,
25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum
asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik
asit iceren), akis programi 4

Sekil 3.33. 3,6 milyon luks saat giin 1s13ida 1 hafta bekletilmis LEVMONT®
tablet test ¢Ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um
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1. GIRIS

Rinit, burun boslugunu kaplayan zarlarin iltihab1 olarak tanimlanir. Hapsirma,
kasint1, burun tikanikligi, burun akintisi, post burun drenaji, gozlerde laktasyon ve
buna bagli koku ve tat kaybi gibi belirtilerin hepsinin veya bazilarinin kombinasyonu
ile karakterize edilir. Rinit insanlik kadar eski bir hastaliktir (Karabigak, 2011;
Mandhane ve ark., 2011). Rinit, bir dizi faktorle tetiklenen heterojen bir hastaliktir.
Genellikle atopik, idiyopatik, alerjik olmayan veya bulasicidir. Diger c¢esitleri

mesleki, hormonal ve ilaca bagli riniti igerir (Lemanske, 1998).

Alerjik rinit diinya niifusunun %10-25 kadarimi etkileyen global bir saglik
problemidir (Bousquet ve ark., 2001). Alerjik rinit mevsimsel ve perennial (y1l boyu)
alerjik rinit olarak iki ana kategoride tanimlanmistir (Lemanske, 1998). Mevsimsel
alerjik rinit belirtileri agag, ¢imen, yabanci ot poleni veya mantar gibi mevsimsel
alerjene maruz kalma ile dogrudan iliskilidir ve kolayca tanimlanabilir. ‘Mevsim’
uzunlugu iklim ve bolge kosullarina gore ¢esitlilik gosterebildigi gibi, ayrica hastanin
duyarli oldugu alerjen araligina bagl olarak degisebilir. Intermittan belirtileri bir
hafta iginde 4 giinliik siireden daha az veya toplam siireasi 4 haftalik siireden daha az
olur. Perennial alerjik rinit belirtileri bir hafta iginde 4 giinliik siireden daha fazla
veya toplam siireasi 4 haftalik slireden daha fazla olarak yilin %75’ine kadar
meydana gelir. Belirtiler siniizit, solunum yolu enfeksiyonu ve rinitin diger tiirleri ile
benzerlik gosterdigi icin perennial alerjik rinitin tanimlanmasi kolay degildir.
Perennial alerjik rinite genellikle, toz akarlari, hayvan kepegi, kiif gibi mevsimsel

olmayan alerjenler sebep olur (May ve Dolen, 2017).

Alerjik rinitin duyarli olunan alerjen tiiriine gore siniflandirilmasi, her durumda
klinik goriinlimii gostermeyebilir. Bunun sebebi; alerjik rinit belirtisi goriilenlerde
enfeksiyonlar, sigara dumani, gesitli kokular gibi belirgin olmayan uyaricilarin
alerjen ile karsilagmasa bile belirtilerin goriilmesine sebep olabilir. Duyarlilig1 sebebi
ile perennial rinit grubunda olan bir kisini sikayetleri biitiin y1l boyunca ayn1 oranda

olmayabilir veya polen ve mantara duyarli olan kiside semptomatik donemin



belirlenmesi zor olabilir. Bunlarin yani sira, kisi tek bir alerjene degil de bir¢ok
alerjene kars1 hassasiyet gosterebilir ve biitiin y1l boyunca siiregelen sikayetleri bahar
doneminde artabilir. Diger taraftan enflamasyonun az oldugu durumlarda polen
doneminde belirtiler mevsimsel 6zellik gosterecek kadar olmayabilir. Bu neden ile
kisileri persistan ve intermittan belirtileri olanlar diye belirtilerin siiresine gore
siniflandirma 6nerilmektedir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ile is birligi ile yapilan
“alerjik rinit ve astim {izerine etkisi (ARIA)” konulu c¢alismada alerjik rinit i¢in yeni
smiflandirma tanimlanmistir. Bu siniflandirma; belirtilerin siirekliligini ve seviyesini
dikkate almaktadir. (Cizelge 1.1) (Bousquet ve ark., 2001).

Cizelge 1.1. ARIA klavuzuna gore alerjik rinit stniflamasi.

Intermittan alerjik rinit

e Haftada 4 giinden kisa siiren semptomlar veya

¢ Ard arda 4 giinden kisa siiren semptomlar

Persistan alerjik rinit

e Haftada 4 giinden uzun siiren semptomlar ve

¢ Ard arda 4 giinden uzun siiren semptomlar

Hafif alerjik rinit: Asagidakilerden hicbiri olmamah

¢ Uykunun bozulmasi
e Giinliik aktivitede, eglencede ve/veya sporda rahat olamama
¢ Evde veya iste rahatsizlik

e Rahatsizlik vermese de semptomlarm varlig

Orta/ciddi alerjik rinit: Asagidakilerin en az biri olmamah

¢ Uykunun bozulmasi
e Ginliik aktivitede, eglencede ve/veya sporda rahat olamama
¢ Evde veya iste rahatsizlik

e Rahatsizlik vermese de semptomlarin varlig




Alerjik rinit; uyku, okul, is tiretkenligi ve sosyal yasami etkileyerek yasam
kalitesini azaltir. Yiiksek prevelansi ve yasam kalitesi lizerine olan etkisi ile alerjik
rinit baglica kronik solunum yolu hastalig1 olarak siniflandirilmaktadir. Alerjik rinit
sistemik inflamatuvar siirecin bir parcasidir ve astim, rinosiniizit, alerjik konjonktivit

gibi diger alerjik hastaliklar ile iliskilidir (May ve Dolen, 2017).

Bircok epidemiyolojik rapor alerjik rinit ve astim arasinda bir baglanti
oldugunu gostermektedir. Alerjik rinitli hastalarin 6nemli bir kisminda havayolu agir
duyarlilig1 saptanmistir. Bu nedenle alerjik rinitin astim gelisimi i¢in bir risk faktorii
oldugu kabul edilmektedir. Alerjik rinitli hastalarda astim sikayetleri (yaklasik
%40’1nda), astimli hastalarda da rinit sikayetleri goriilebilmektedir. Bu durum tist ve
alt solunum yollarinin ortak inflamatuvar siireg ile etkilendigini diisiindiirmektedir.
Alerjik inflamasyonun tek bir hedef organi degil de tiim solunum sistemini i¢erecek
sekilde seyretmesi, “birlesik hava yollar1” kavrami ortaya c¢ikarmistir. Her iki
durumda da erken ve geg¢ faz inflamatuvar yanitlar goriillmekte, ayni efektor hiicreler
gorev almakta ve ayn1 mediyatorler salgilanmaktadirlar. Ag¢iklanmaya g¢alisilan bu
patofizyolojik baglant1 sonucu ortak mekanizmaya yonelik yeni tedavi yaklasimlari
tizerinde durulmaya baslanmustir (Borish, 2003). Alerjik rinitin uygun tedavisi astim
belirtilerini azaltabilir, havayolu kapasitesini artirabilir ve bronsiyal hipertansiyonu

azaltabilir (Crystal-Peters ve ark., 2001).

Alerjik rinit tedavisinde 3 yaklagim vardir;

e Alerjenden Korunma
e Tlac Tedavisi

e Immunoterapi

Alerjenden korunma gibi farmakolojik olmayan yontemler alerjik rinit
belirtilerini ve tedavi icin gerekli ilag miktarini azaltabilir veya ortadan kaldirabilir.
Hasta tarafindan veya alerji testi ile alerjen tanimlandiginda, alerjenden kagimma
pratik bir yontem olabilir. Alerjenden kaginma farmakoterapi dahil biitiin tedavi

stratejisinin bir parcas1 olmalidir (May ve Dolen, 2017). ilag tedavisi, tolerans, hasta



tercihi maliyet hesaba katilarak secilmelidir. Alerjik rinit tedavisinde ilaglar
genellikle oral veya burun i¢inden uygulanir. Farmakoterapi i¢in mevcut ilag siniflari
antihistaminikler, kortikosteroidler, dekonjestanlar, antilokotrienler (LTRA’lar),
antikolinerjikler olarak belirtilebilir. Immunoterapi de farmakoterapiye cevap
vermeyen hastalar icin bir secenektir. En yaygin kullanilan farmakoterapi
secenekleri; intranasal kortikosteroidler, H1 reseptdr antagonistleri (antihistaminler)
ve antilokotrienler (LTRA’lar)dir (May ve Dolen, 2017).

1.1. Antihistaminler

Histamin, alerjik semptomlara sebep olan mediyatérlerden major olanidir.
Nazal mukozada Hj histamin reseptorleri hakimdir. Klasik antihistaminikler, reseptor
diizeyinde histamin ile kompetetif inhibisyona girerek onun etkisini hizla inhibe
ederek etki gosterirler. Bu inhibisyon sonucu alerjik rinit semptomlari olan hapsirma,
burun akitis1 ve goz, burun ve bogazda kasinti hissi hafifler. Alerjik yanitin geg
fazinda olusan konjesyon ve burun tikanikligi lizerine etkileri yoktur. Alerjik rinite
yonelik medikal tedavide ilk bagvurulan ajanlardir. Tedaviye alerjenle karsilasmadan
1-2 hafta 6nce baslanilirsa daha etkili olurlar. Son zamanlarda antihistaminiklerin H;
reseptor antagonisti olmalarinin yani sira antialerjik etkilerinin de oldugu tespit

edilmistir. Bu etkiler ilacin molekiil yapisina gore farklilik gosterir.

Antihistaminikler, ilacin kan-beyin bariyerini gecis hizina bagli olarak sedatif
ya da sedatif olmayan olarak iizere iki gruba ayrilir. Sedasyon yapan
antihistaminikler, lipofiliktir ve kan-beyin bariyerini hizla geger. Sedatif olmayanlar
ise lipofilik ozellikleri azaltilmistir ve kan-beyin bariyerini yavas gecerler. Yeni
kusak antihistaminikler (terfanadin, akrivastin, astemizol, azelastin, setrizin, ebastin,
feksofenadin, loratadin, terfenadin, desloratadin, levosetirizin, rupatidin) H;
reseptorleriyle kompetisyonun yaninda, mediyatorlerin intraselliiler yapimini
azaltmakta, hiicre degraniilasyonunu d6nleyerek de etki gostermektedirler. Bu ajanlar
biiyiik 6l¢giide lipofobik oldugu i¢in kan beyin bariyerini minimal diizeyde gecerler ve

¢ok daha az sedasyona neden olurlar. Antikolinerjik etkileri yok ya da ¢ok az oldugu



icin glokom ve prostat hipertrofisinde giivenle kullanilabilir. ilag etkilesimleri de
daha azdir. Ayrica hem etkileri 24 saat siirer, hem de H; reseptorlere daha biiyiik bir
selektivite gosterirler. Bu nedenlerle alerjik rinit tedavisinde, ikinci kusak

antihistaminikler daha ¢ok tercih edilmektedir (Karabigak, 2011).

Antihistaminikler kaginti, hapsirma ve burun akintis1 gibi histamin baglantili
semptomlar1 baskilar, ancak bunlar burun tikanikliginin rahatlamasi i¢in oral veya
topikal dekonjestanlarla birlikte kullanilmalidir. Desloratadin, levosetirizin gibi yeni
sedatif olmayan antihisaminikler, hava yolu gecisininin iyilestirerek ve yasam
kalitesini artirarak ilave dekonjestan ve anti-inflamatuvar 6zellik gosterir (Ciebiada

ve ark., 2011).

1.2. Lokotrienler Antagonistleri

Montelukast, pranlukast, zafirlukast gibi 16kotrien antagonisti ajanlar alerjik
rinit patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan proinflamatuar biyoaktif mediyatorler
olan sistenil 16kotrien (CysLT)’lerin sentezini ya da etkilerini bloke ederler. Sistenil
I6kotrienler bronkokonstriksiyona, mukus sekresyonuna, vaskiiler permeabilitenin
artmasina, havayoluna eozinofil go¢iine ve de diiz kas proliferasyonunun artmasina
neden olurlar. Montelukast ve zafirlukast lipooksijenaz iriinii eikozanoid yapili
otakoid olan LTD4 ve LTE4’in reseptorlerini (brons diiz kaslari ve kapiller
endotelinde) bloke ederler. Bu maddeler CysLT’ler grubuna girer ve etkiledikleri

reseptorler CysLT1 reseptorleri diye adlandirilirlar (Karabigak, 2011).

Montelukast 16kotrien reseptdr antagonistidir ve intermittan ve persistan alerjik
rinit tedavisinde uygulanir. Giinde bir kez uygulandiginda etkili bir sekilde burun
tikanikhi§1 azaltir, belirgin bir gsekilde semptomlarda iyilesme gozlenir.
Montelukastin veya antihistaminlerin tek basina kullanilmasina gére Montelukastin
antihistaminikler ile birlikte kullanilmasi tedavide ilave avantajlar saglamaktadir
(Ciebiada ve ark., 2011).



Farmakokinetik verilere gore, desloratadin, levosetirizin ve montelukast oral
uygulamadan sonra hizla emilir, kanda maksimum konsantrasyona hizla ulagir ve
yetigskinlerde uzun plazma yarilanma siiresine sahiptir. Klinik veriler montelukast ve
desloratadin veya levozetrizinin giinde bir kere birlikte alinmasi ile 24 saat icin
intermittan veya persistan alerjik rinitli hastalarda semptomlarin giderildigini
gostermektedir (Ciebiada ve ark., 2011).

1.3. Cahismalarda Kullamilan Etken Maddelere Ait Bilgiler

Tez calismalarinda antihistaminik etkili ila¢ etken maddelerinden Desloratadin
(DES) ve Levosetirizin (LEV) ile 16kotrien reseptdr antagonisti olan Montelukast
Sodyum (MON) kullanilmustir.

1.3.1. Montelukast Sodyum (Rx Media, 2018)

Montelukast, astim ve alerjik rinitin profilaksisinde ve kronik tedavisinde oral
yoldan kullanilan bir ilagtir. ABD’de zafirlukastin ardindan tedaviye giren ikinci
16kotrien reseptor antagonistidir. Zafirlukast’tan farkli olarak, monteluksat CYP2C9
veya CYP3A4 enzimlerini inhibe etmez ve bu enzimlerle metabolize olan ilaglarin
hepatik klirensini etkilemez. Lokotrien antagonistleri, ABD Ulusal Astim Egitim ve
Onleme Programi Uzman Paneli'ne gore hafif persistan astimda inhale
kortikosteroidlere bir alternatif olusturmalarina ragmen tercih edilmezler. Buna ek
olarak, Panel bir alternatif olarak, yetiskinler ve en az 12 yasindaki ¢ocuklardaki
yeterli kontrol edilemeyen orta persistan astimda, diisilk doz inhale kortikosteroid
tedavisine yardimci tedavi olarak I6kotrien antagonistlerini Onermektedir.
Montelukastin astim profilaksisindeki etkinligi 12 yasina kadar ¢ocuklarda ve alerjik
rinit profilaksisindeki etkinligi 6 aya kadar bebeklerde gosterilmistir. Buna ek olarak,
montelukast, FDA tarafindan egzersiz kaynakli bronkokonstriksiyonun profilaksisi
icin onaylanmistir; semptomlari tek bagina bir inhale kisa etkili beta-2 agonist ile

kontrol edilemeyen hastalarda, egzersiz kaynakli bronkokonstriksiyon belirtilerinin



kontrol altina alinabilmesi i¢in inhale kisa etkili beta-2 agonist tedavisine
eklenebilcek birinci basamak kontrol edici ilag olabilir. Montelukast tablet,
cignenebilir bir tablet, oral graniil gibi farkli farmasotik sekillerde mevcuttur. Tablet
formu astim i¢in FDA tarafindan Subat 1998’de onaylanmistir. Cignenebilir
tabletleri ve oral graniilleri cocuklarda astim i¢in, sirastyla 2000 ve 2001 yillarinda
onaylanmistir. [lag mevsimsel alerjik rinit i¢in Ocak 2003’te FDA onay1 almustir.
FDA montelukast1 Nisan 2007’de egzersize bagli bronkokonstriksiyonun énlenmesi
icin onaylamistir. Montelukastin bir intravendz formiilasyonu acil serviste ya da
hastanede bakim gerektiren akut astim ataklarinin ek tedavi igin klinik gelistirme

asamasindadir.

Montelukast solunum yolunda bulunan sisteinil 16kotrien reseptorii (CysLT1)
tizerinde etkili olan 16kotrien D4 (LTD4)’lin giiglii ve selektif antagonistidir. Sistenil

l6kotrienlerin CysLT’ye baglanmalar1 astma patofizyolojisi ile ilgili bulunmustur.

Bu arasidonik asit metabolizma {rtiinleri alerjenlere yanit olarak cesithi
hiicrelerden (mast hiicreleri ve eozinofiller dahil) saliverilirler. Sisteinil 16kotrienlerin
CysLT’ye baglanmasi kemoatraktan eozinofiller, inflamatuvar mediyatorlerin
stimiilasyonu, solunum yolunda 6deme yol acan endotelyal membran gecirgenliginde
artma, diiz kas kasilmasi ve kalin, yogun mukus salgisinda artma dahil astim
fizyopatolojisi ile iliskili bulunmustur. Buna ek olarak, sisteinil 16kotrienler,
dendritik hiicre olgunlagmasi ve migrasyon ile gelecekteki alerjik tepkiler i¢in
bagisiklik sistemini hazirlarlar. Sisteinil 16kotrienler alerjik rinitte erken ve ge¢ faz
reaksiyonlar sirasinda alerjene yanit olarak burun mukozasma saliverilirler
ve aksirma, nazal kasinti ve ge¢ konjesyona yol acarlar. Gergekten de bunlarin
CysLT’ye baglanmalar1 solunum yolunda 6deme, brong diiz kasinin kasilmasina ve
kalin yogun mukus salgilanmasina yol agar. Montelukast, LTD4’lin fizyolojik
etkilerini CystLT1 reseptorii diizeyinde inhibe ederek astmanin isaret ve belirtilerini
olumlu yonde etkiler. Klinik olarak, ilacin antijene bagli bronkokonstriksiyonun
erken fazmi %75 ve ge¢ fazmi ise %57 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir.

Montelukast 16kotrien reseptorleri iizerinde agonist etki gostermez ve LTCA4,



asetilkolin, histamin, prostaglandin veya serotonin’e bagh diiz kas kasilmalarini

inhibe etmez. Montelukast’in kimyasal yapis1 Sekill.1’de goriilmektedir.

Sekil 1.1. Montelukast’in kimyasal yapisi.

(Montelukast formiilii: C3sH3sCINO3S, Montelukast molekiil agirhigi: 586.187 g/mol)

1.3.2. Desloratadin (Rx Media, 2018)

Sedatif olmayan desloratadin, uzun etkili bir antihistaminiktir. Etkisini
periferik histamin Hi-reseptorlerini etkileyerek gosterir. Santral sinir sistemine (SSS)
¢ok az gecer ve buradaki Hj-reseptorlerine afinitesi diisiiktiir. Bu yiizden
desloratadinin SSS’deki etkileri difenhidramin gibi geleneksel Hi-antagonistleri ile
kiyaslandiginda daha azdir. Desloratadin, Loratadin’in aktif bir metabolitidir. In vitro
bagil potentligi Loratadin’e kiyasla 10-20 kat daha fazladir. Mevsimsel alerjik rinite
iliskin belirtilere karsi kullanilir. ilag FDA tarafindan ilk kez Aralik 2001’de
onaylanmis ve Subat 2002’de perennial alerjik rinit ve kronik idiyopatik tirtiker ek
endikasyonlar1 i¢in onay almistir. Avrupa ilag ajanst EMEA da degisik desloratadin

preparatlarini onaylamistir.

Diger Hj-blokorleri gibi desloratadin de Hj-reseptorleri igin histaminle
yarismaya girer. Kromolin ve Nedokromil’in yaptig1 gibi histaminin saliverilmesini
engellemez. Bu kompetitif antagonizma histaminin gastrointestinal kanal, uterus,
genis kan damarlar1 ve brons diiz kasindki etkilerini bloke eder. Hi-reseptorlerinin
blokaji 6dem, sicaklik ve kasinti gibi histaminerjik etkinlikten kaynaklanan
histaminik aktiviteyi de baskilar. Yiiksek konsantrasyonlarda ilacin bu Hi-antagonisti

etkisi goreceli olarak irreversibl hale gelir. In vitro arastirmalar Desloratadin’in H-


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C35H36ClNO3S

reseptorlerine ana ilag olan Loratadin’e gore 15 kat daha yiiksek afinite gosterdigini

ortaya koymustur.

Desloratadin kan-beyin engelini hizla gegmez ve beyindeki reseptorlere kiyasla
oncelikli olarak periferdeki H;j-reseptorlerine baglanir. Bu 6zelligi sedasyon
yapmama Ozelliginin bir boliimiinii agiklayabilir. Hi-reseptor blokorlerinin kimyasal
yapilar1 antikolinerjik ilaglar, lokal anestezikler, antispazmodikler, gangliyon ve
adrenerjik reseptor blokorii ilaglara benzer. Hj-reseptorleri degisen derecede
antikolinerjik  etki  gosterirler; bununla birlikte, desloratadin  terapotik
konsantrasyonlarda oOnemli antikolinerjik etkinlik gostermez. Desloratadin’in

kimyasal yapist Sekil 1.2°de goriilmektedir.
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Sekil 1.2. Desloratadin’in kimyasal yapisi.

(Desloratadin formiilii: C19H19CIN,, Desloratadin molekiil agirligi: 310.825 g/mol)

1.3.3. Levosetirizin (Rx Media, 2018)

Levosetirizin, Setirizinin (R) enantiyomeridir ve giiglii bir periferik Hi-reseptor
antagonistidir. Santral sinir sistemine girmediginden sedasyon olusturmayan
antihistaminikler grubuna dahildir. Alerjik rinit (okiiler semptomlari da igeren

mevsimsel alerjik rinit dahil) ve kronik idiyopatik iirtiker tedavisinde kullanilir.

Levosetirizin histamin Hj-reseporlerine yiiksek afinite gosterir. Histamin
viicudun savunma mekanizmalarinin bir bolimii tarafindan {iretilen endojen bir

kimyasaldir. Hemen hemen tiim dokularda bulunan mast hiicrelerinde depolanir.



Viicut alerjen olarak bilinen yabanci bir maddeye (6rn. polen tozu) karsi reaksiyon
verdigi zaman, mast hiicreleri alerjen tarafindan depoladiklari histamini salivermek
lizere uyarilirlar. Saliverilen histamin Hj-reseptorlerine baglanarak alerjik
semptomlar olarak bilinen reaksiyon zincirine yol acar. Histaminin saliverilmesi
alerjik bolgeye kan akimini artirir ve alerjik yanita katkida bulunan diger kimyasal
mediyatorlerin  saliverilmesine neden olur. Tim bunlar alerjik reaksiyonun
semptomlarina yol agar. Histamin, saman nezlesinde, burun, goz, deri ve solunum
yollarinda inflamasyona neden olur; gézde yasarma ve kasinti, burunda akinti,

aksirik ve nazal konjestiyon ortaya ¢ikar.

Levosetirizin histamin reseptorlerini bloke eder. Histaminin mast hiicrelerinden
saliverilmesini Onlemez, fakat onun HI-reseptorlerine baglanmasini engeller.
Boylece saman nezlesine yol acan yukaridaki tipik olaylar1 onler. Levosetirizin
eozinofillerin cilt ve akciger hiicrelerine migrasyonunu inhibe eder. Levosetirizin
kronik idiyopatik irtiker olarak adlandirilan durumun semptomlarini da onler. Bu
hastalikta belirli bir nedene baglanamayan kronik kasintili dokiintii goriiliir. Histamin
etkisinin bloke edilmesi kasintiyr iyilestirir ve buna bagl kasintiyr azaltir.
Levosetirizin sedasyon olusturmayan bir antihistaminiktir. Beyine giremediginden
normal dozlarda sersemlik hali olusturmaz. Buna ragmen bazi hastalarda hafif bir
uyku hali veya fatig goriilebilir. Levosetirizin’in kimyasal yapis1 Sekill.3.’de

goriilmektedir.
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Sekil 1.3. Levosetirizin’in kimyasal yapisi.

(Levosetirizin formiilii: C»;H,5CIN,O5, Levosetirizin molekiil agirhigi: 388.892 g/mol)
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1.4. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in Ayn1 Anda Analizinin Yapildigi Calismalar

Cizelge 1.2. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in ayni anda analizinin yapildigi ¢aligmalar.

Kromatografik Uygunluk

Analiz Parametreleri Validasyon Parametreleri
Madde Adi Yontem Sabit Faz Hareketli Faz Stiresi Dedektor = = = Kaynak
(dK) R o N Dogrusal TS TAS Kesinlik | Dogruluk
S Aralik (BSS %) (%)
BDS | o 2-20 0.2 0,6
Montelukast Hypersil | Disodyum Hidrojen Fosfat | 3,558 - - - mLt Lt Lt 0,20 101,20
Suvi Kromatoarafisi C18(250 mm | Tamponu (0,02 M): Metanol uv HE He He
v 9 x 4,6 mmx5| (25: 75 h/h), Ortofosforik
Levosetirizin um) asit ile pH 7°ye ayarlanmus. 7.450 ) ) ) 1- 10.1 0,5 . 0,8 . 181 101,16 (Rathore
pg mL pg mL pg mL ve ark.,
2010)
. 1000-5000 50 110
Montelukast | i, e Tabaka Sivi _TOluen'Ft" ‘ Densitometrik ngspot’ | ngspot® | ngspot? | 008 | 100.55
Kromatografisi ) Aceta't.l\(letar)o “Amonya| Scanning 500-2500 20 200
Levosetirizin (25:7:25:1, h/hih/h) - - - - ~eot ng 1 1 0,34 99,75
spot ng spot™ | ng spot
Hypersil .
Montelukast | - . Gold L7 0.05 (M) Potasyum 42 595 | - | sooo | 10999 1 24 TS g 99,38
Krzﬁatiz ralf\;lsi Kolon Dihidrojen Fosfat Tamponu, uv HE He He (Basu ve
9 (250mm x | pH 7.5 ve Metanol (20:80 10-260 296 6.85 ark., 2011)
Levosetirizin 4.6 mm, h/h) 3,2 - - 7500 a1 T U <1 100,41
Sy pg mL pgmL™ | pgml
Montelukast | . Etil Asetat: - ) ) - - - 400-1200 | 2063 | 625 | 543 101,46
Ince Tabaka Stvi i Metanol: Trietilamin Densitometrik ng spot ng spot™ | ng spot
L. Kromatografisi (5:5:0.02 h/h/h) Scanning 200-600 ng| 21,12 64
Levosetirizin - - - - spot™ ng spot™ | ng spot™ 0,8530 97,98 (Rote &
Niphade,
Montelukast S - - - - 10760_1 3,69 4 11’17_1 0,93 101,77 2011)
Birinci-Tiirev i i i ngmL pgmL™ | pgmL
Spektrofotometri
. 5-30 1,05 3,21
Levosetirizin - - - - g mLt ngml? | pgmL?t 0,32 99,45
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Cizelge 1.2. Devam. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in ayni anda analizinin yapildigi ¢alismalar.

Kromatografik Uygunluk

Analiz z Validasyon Parametreleri
Madde Adi Yontem Sabit Faz Hareketli Faz Stiresi | Dedektor FEETETE S =T = Kaynak
(dk) R N Dogrusal TS TAS Kesinlik | Dogruluk
g a Aralik (BSS%) | (%)
0,5-5,0 0,34 1,12
4,56 - - - T L . - 99,68
Montelukast Phenomenex® C18 pgmL? | ngmL? | ngmL?
Analitik Kolon
Kemometri Destekli gﬁg?mwﬁmm’ MeCN, MeOH, 11.39
i Ters Faz Sivi > mM K,HPO, (pH ) ) ) 0,25-2,5 0,23 0,58 ; (Suresh ve
Levosetirizin Kromatografisi Phenomenex® C18 7.0)Cozelti (40:30:30 411 w pg mL? ngmL* | ngmL? 99,54 ark., 2012a)
Guard Cadridge hihvh)
(4mmx3mm, Spm)
ile Baglantili
3,75-37,5 0,16 0,47 B
Ambroksol 3,44 - - - 1g mL ngmLt | ngmL? 99,25
. Asetonitril: Amonyum 50-150 pg 0,10 0,33
Montelukast - 6,28 - - 10284 i 4 4 0,52 99,84 .
Wew g ol Atlantis C-18 1 »corat (65:35 hh) mL* pgmL* | pgmL? (Raja &
Kromatografisi Analitik Kolon A . uv
L (L5 s ) pH4.2ye Ortofosforik 303 i ) 7451 25-75 0,05 0,17 126 9838 Rao, 2012)
Levosetirizin : > asit ile ayarlanmus. z pg mL? pgmL? | pgmL? 0 J
Montelukast - - - - - - 9’45_1 - -
ng mL
Phenomenex® C18
Yiizey Metodolojisi Analitik Kolon
Yamyn Ku”anar; o |(150mm>=4.6mm, | MeCN, MeOH, 20.00
Levosetirizin Ters Faz St DM mM KoHPO. (pH 7.0) - uv - - - - - 8,7 - - (Suresh ve
Kromato ragsi Phenomenex® C18 | Cézelti (32,7:30:37,3 ng mL? ark., 2012b)
g Guard Cadridge hih/h)
(4mmx3mm, Sum)
ile Baglantili o,
Ambroksol - - - - - - ng mL* - -
Asetonitril: %0,5 3-30 0,0032 0,0094
Montelukast Ters Faz Sivi Phenomex-Luna 5p Trietilamin Suda 82 ) . . pg mL* pgmL? | pgmL? DEE LUy (Babu ve
Kromatografisi  |C8(100A, 250 x 4.6 | (90:10 h/h), pH 5,5%¢ uv
; O - k., 2012
Levosetirizin mm) Ortofosforik Asitile | 3,8 ; - - 232 | 000028 | 0.0008¢ | 3761 | 10063 | )
Ayarlanmis Hgm Hgm Hgm
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Cizelge 1.2. Devam. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in ayni anda analizinin yapildigi ¢alismalar.

Kromatografik Uygunluk

Validasyon Parametreleri

Madde Ad1 Yontem Sabit Faz Hareketli Faz Analiz Siiresi Dedektor Parametreleri = =T = Kaynak
(dk) R « N Dogrusal TS TAS Kesinlik | Dogruluk
S Aralik (BSS %) (%)
40-140 0,69 2,09
Montelukast | Ters Faz Sivi | Phenomenex C-18 | Metanol: Su: 7,61 115 : 4153 erlug — ng mL <2 98,54 | (Chhatrala
Kromatografisi | Kolon (250 mm x Asetik Asit uv & Patel,
Desloratadine 4.8 mm,5um) | (90:10:0.05 h/h/h) | 223 - - 3902 20-10 087 254 <2 1014 | 2012)
pg mL” pg mL’ pg mL’
3-30 0,3177621 | 2,4459207
Birinci-Tiirev ) i : ) - - - ug mL* pgmL? ug mL*: 0,099 98,752
Spektro fot tri -
Levosetirizin | >PC 0 o romett . . . . 2-32 | 02979182 | 18263959 | gg5 | 9979
pg mL pg mL pg mL
Tiirev ve 2,4-20,0 1
Montelukast Spektrum Oram - - - - L - 2,4 ng mL 0,35 100,13
Tiirev Kullanarak 20120 (Palabiyik
Desloratadine | Kismi En Kiiciik - - - = - - - ’ L"l - 2,0 pgmL* 1,01 100,89 | veark,
Kareler Yontemi Hgm 2012)
. ile 32-128 ) 1
Levosetirizin Spektrofotometri - - - - jg mLL 3,2 pg mL 0,06 100,42
5-40 0,17 0,52
Montelukast | Spektrum Orami - - - - peml? | pemi? | pgmrt | 0410591 1005 (@ankar &
Tiirev - - - =10 072 12 Patel,
Desloratadin | SPektrofotometri ) ) 3 3 - e “  lo12-081 | 9958 2013a)
pgmL pgmL pg mL
5-40 0,07 0,20
Montelukast Q-Absorbans - - - - Q 2 4 |012-017 | 99,33
Oran i i i pg mL pg mL pg mL
: 5-40 0,13 0,39
Desl in | Spektrofotometri _ R R . J J 11-
esloratadin pgmlt | pgmLt jg mL 0,11-0,33 | 98,85 (Bgnl:alr &
atel,
2.5-40 0,15
Montelukast - - - - , . - 013086 | 9897 | 2013b)
Cift Dalga Boyu i i i pgmL g mL
Spektrofotometri 2.5-25 0.23
Desloratadin - - - - g mL . ’mL'l - 0,25-0,33 | 99,23
B B
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Cizelge 1.2. Devam. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in ayni anda analizinin yapildigi ¢aligmalar.

Kromatografik Uygunluk

Validasyon Parametreleri

Madde Ad1 Yontem Sabit Faz Hareketli Faz Analiz Siiresi Dedektor Parametreleri = = = Kaynak
(dk) R N Dogrusal TS TAS Kesinlik | Dogruluk
g a Aralik (BSS%) | (%)
8-40 0,005 0,015
Montelukast C18 ters faz 13,15 7,480 | 7288,18 1 4 4 0,340 97,5
Ters Faz S kolon: pg mL pg mL pg mL ( ;
ers Faz Sivi ; 15mm Amonyum Srividya
- Ph - 4-2 12
Levosetirizin | Kromatografisi | (PNENOmenox- | Jic  asetonitril | 2.8 PDA 0,390 | 3497,58 0 | 01 0380 1 4106 | 9810 | veark,
RP Agueous) (40:60, h/h) pg mL png mL pg mL 2013)
(250mm<d.6mm, ' 30150 pg| 003 0,09
Ambroksol Spum 4,42 1,840 | 6427071 a K S T 0,031 99,36
mL pg mL pg mL
30-70 3,20 9,86
Montelukast Ters Faz S 6,218 - - 3935,2 ) T T <1 98,0
eI FAZ SV | Terra C8 (4.6 x FOSfaF VI pgmL™* pgmL™? pgmL*? (Rao ve
Kromatografisi 150 mm, 3.5 ym) (pH 4): Acetonitril uv 21234 30-70 336 9.90 ark., 2014)
Levosetirizin o (60:40 h/h) 2,432 - - ’ o L S <1 99,1 h
pg mL pg mL pg mL
Ikinci-Tiirev 0,20-2,00 0,03 0,10
Montelukast | go 1on Floresan ) ) ) ) pgmL! | pgmL? pgmL?t 0,71 ) (Ibrahim
Spektrofotometri - - - ve ark.,
Desloratadin (Florimetrik - - - - 0’1072’910 0,02 1 0,05 1 0,43 - 2015)
Yontem) ug mlL ug mlL ng ml
Montelukast |  Ters Faz Sivi YMCC18 | Ortofosforik Asit | 4,724 762 | - | 12024 | 1090 1 00pe | 219Mue | g1y | 9973 | (Mastanam
Kromatografisi | Column (250, 4.6 | (pH-2.1): Metanol PDA ”g5-15 0429 1420 ma ve ark.,
Desloratadin mm, Sum) (40:60 h/h) 3,504 - - 918 | o s AT | 024 99,06 | 2015)
1000 mL Suda 2.8 g 12,42-
Montelukast Disodyum Hidrojen 6,89 - - 7255 74,52 ng - - 0,1 99,4
Ters Faz Sivi ’ Ortofosfat, pH mL* (Jayasimha
Kromatografisi Ayrael €, 250 7.00’ye Ortofosforik uv ve ark.,
L tirizi PG, i Asit ile Ayarlanmus: 405 7455 :?’72;' 01 995 2015)
EVCSELZY Metanol (250: 750 J . . ) 14 B B J J
(h/h)) Hem
Montelukast Potasyum Hidrojen 204 . . 2031 5_371(”)' O’Oni O’Ofﬁ 04 %47 (Mamatha
Ters Faz Svi | BDS C8 Kolon | 1 iefigey ™ 2515 ool 604 &
Desloratadin Kromatografisi  |(150 x 4.6mm, 5 . . 3,77 PDA - - 2831 ' ' ! 1 100,11
um) jl'zzTé)zguHﬁ]s)etomtr ppm ppm ppm Dg\éirér)la,
- i : 100-600 0,32 0,98
Asebrofilin 2,68 - - 2521 ! ! 0,1 98,71
ppm ppm ppm
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Cizelge 1.2. Devam. Montelukast ile Desloratadin ve/veya Levosetirizin’in ayni anda analizinin yapildigi ¢aligmalar.

Kromatografik Uygunluk

Validasyon Parametreleri

Madde Ad1 Yontem Sabit Faz Hareketli Faz Analiz Siiresi Dedektor Parametreleri = = = Kaynak
(dk) R N Dogrusal TS TAS Kesinlik | Dogruluk
g a Aralik (BSS%) | (%)
Montelukast 7,409 . . . 050 200, | ke | g0s -
Ters Faz Sivi |C18 (4.6 mm X 250 | (Amonyum Asetat ii 50 ”g7 2 227 (Kumar ve
Levosetirizin | Kromatografisi |mm, 5 um), Tamponu: 8,558 PDA - - - L L L 0,071 - ark., 2018)
Agilent Column | Asetonitril) pH 3,5 ﬁ)g HEISO He I; “gling "
Doksofilin 4,425 - - - g mL g mL g L 0,055 -
Montelukast - - - - 4-24 063 193 0,54 -
Birinci Derece pe mk pe mk pe mk
L . 4-24 0,87 2,64
Levosetirizin Tiirev - - - - - - 4 4 4 0,52 -
Spektrofotometri “i ‘;4L ”% n;é Hgl nqu
Doksofilin - - - - wg mL™ ug 'mL’l g 'mL’l 0,52 -
4-24 112 3,39 i
Montelukast - - - - ug mL ug mL g mL* 0,54
... | Vierordt’s Metot 4-24 0,97 2,94 R
Levosetirizin Spektrofotometri ) ) ) ) ) ) pgmL? | pgmL? pg mL* 0,51
- 4-24 1,18 3,59
Doksofilin - - - - ng mL ng L ug L 0,57 -
Asetonitril ve 10 1-500 1
Montelukast _ mM Amonyum 2,327 - - - g L - g L 1,83 98,22
Sivi Inertsil ODS-3 Format, pH 8’e 50 Rashed &
Kromatografi | (4.6 mm x 50 cm,5 uL Amonyum MS-MS 1-500 1 lslagrs 26019)
Levosetirizin wm) Hidroksit ile 0,908 - - - e - . 1,92 98,84 ’
Ayarlanmis (73:27, ng mL ng mL
h/h)
- - 3986 0,5-100 0,05 0,16
Montelukast S1vi Kinetex® C 18 (150 Metanol:10 mM 1,35 mL mL mL 0,26 100,66 K
Kromatografl mm X 4.6 mm, AAmonyum asetat oV 16,07 | 6,77 8992 ggs 100 ugo 16 ui 47 (aErL n;%nlgf
Levosetirizin Spm) (85:15,h/h) pH4.0 | 309 ’ ’ e s - 033 100,58 !
ng mL pg mL pg mL
; . - - - 200-1000 -
Montelukast | . Etil Asetat: - | 21.46ng | 65.03ng 1,61 g _
Ince Tabaka Metanol: i ng spot 100.31 | (Desai ve
| Kromatografisi ) Trietilamin _ _ R 100-500 99.31_ |Ark.2020)
Levosetirizin (5:5:0.04, % h/h) - ng spot™ 9.15ng 27.74ng 1,51 100.13




Bu tez c¢alismalart igerisinde, montelukast, desloratadin; montelukast,
levosetirizin iceren farmasotik preparatlarin tek bir kromatografik sistemde analizi
i¢in giivenilir, hassas, hizli ve kolay bir s1v1 kromatografi (SK) yontemi gelistirilmesi
ve bu yontemin de validasyonu amaclanmistir. Aynm1 zamanda valide edilen bu
yontemin montelukast, desloratadin ve levosetirizin safsizlik analizlerine
uygulanmasi planlanmistir. Boylece Sivi kromatografisi (SK), ultra performans sivi
kromatografisi (UPSK), foto diyot dizisi (FDD) dedektori, kiitle spektrometresi ile
analiz yontemi gelistirilecek ve gelistirilen yontem ile montelukast, desloratadin,
levosetirizin etken maddelerini igeren, alerjik rinit (astim ile ya da tek basina)
tedavisinde kullanilan ilaglarin hizli bir sekilde analizlerinin yapilabilmesi miimkiin

olabilecektir.

Bu c¢alismalar ile montelukast, desloratadin, levosetirizin etken maddelerini
iceren, alerjik rinit (astim ile ya da tek basma) tedavisinde kullanilan ilaglar igin
uygulamasi ¢abuk, kolay miktar tayini ve safsizlik analizleri i¢in ydntem
gelistirilecek, gelistirilen yontemin gecerli oldugunu gdstermek amact ile
validasyonu uygulanacak, analiz sonuclar1 istatistiksel olarak degerlendirilecektir.
Yontemlerin dogruluk, kesinlik, dogrusallik ve aralik, tekrarlanabilirlik, geri
kazanim, piyasada bulunan iriin analizlerine uygulanabilmesi gibi kriterleri

Olgtilmiistiir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Cahismasi Analizlerinde Kullanilan Cihazlar ve Maddeler

2.1.1. Hammaddeler ve Safsizliklar

e Montelukast sodyum Unimark Remedies Ltd.

e Desloratadin Glenmark Pharmaceuticals Ltd.

e Levosetirizin Dihidrokloriir Hunan Jiudian Pharmaceutical Co., Ltd.
e Parasetamol Covidien Mallinckrodt

e N-formil Desloratadin (IMP1) Glenmark Pharmaceuticals Ltd.

e Montelukast Stilfoksit (IMP2) Toronto Research Chemicals

e Montelukast Cis-izomer (IMP3) Toronto Research Chemicals

2.1.2. Piyasa Preparatlari

Cizelge 2.1. Analizlerde kullanilan piyasa preparatlarinin listesi.

Etken Madde Ruhsat Sahibi B Dozaj Formu Icerigi
Preparati

Montelukast + NOBEL ILAC ® Film Kaph 10/5 mg
Desloratadin SANAYH VE LORCLAST Tablet Montelukast/Desloratadin

TICARET A.S.

NUVOMED
. . 10/5 mg

Montelukast + ILAC ® Film Kapli L
Levosetirizin SANAYII VE LEVMONT Tablet Montell)u.I;ellzt/I_keivo? etirizin

TICARET A.S. thidroiiorur
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2.1.3. Cihazlar ve Aracglar

e YPSK sistemi: Waters (ABD)

e UPSK sitemi:Waters (ABD)

e Fotodiyot dizi dedektorii (FDD):Waters (ABD)
e Kiitle spektrometresi: Waters (ABD)

e Fotostabilite cihazi: Votsch VP S00L (Almanya)
e Manyetik karistirici: Heidolph (Almaya)

e Su banyosu: Polyscience (ABD)

e Terazi (Hassas): Mettler Toledo (ABD)

e Saf su cihazi: Sartorius Aarium 611 (Almanya)
e pH metre: WTW pH 7310 (Almanya)
e Ultrasonik su banyosu: Bransonic (ABD)

e (esitli sarf malzemeler

e Filtre (0,45um PTFE): Sartarius (Almanya)

2.1.4. Analiz Kolonlar

Acquity UPLC BEH —C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.7um), WATERS®, ABD
Acquity UPLC BEH —Phenyl (100 mm x 2.1 mm, 1.7um) WATERS®, ABD
Zorbax SB-Phenyl (50 mm x 4.6 mm, 1.8um), Agilent, ABD

Inertsil Ph-3, (100 mm x 4.6 mm, 3um), GL Sciences Inc., Japonya

Kinetex C18, (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm), Phenomenex, ABD
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2.1.5. Kimyasal Maddeler

* Amonyum asetat MERCK MILLIPORE
e Trifloroasetik asit SIGMA-ALDRICH
e Asetonitril ISO-LAB

e Metanol MERCK MILLIPORE

2.1.6. Cahisma Cozeltileri

Tez kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler YPSK-FDD, UPSK-FDD, SK-KS i¢in
ayni sekilde hazirlandi.

2.1.6.1. Stok ve Calisma Standardi Cozeltileri

IS (I¢ Standart: Parasetamol), MON(Montelukast), DES(Desloratadin),
LEV(Levosetirizin), IMP1(N-formil desloratadin), IMP2(Montelukast siilfoksit
safsizligl), IMP3(Montelukast cis-izomer safsizligl) maddeleri hassas bir sekilde
tartildiktan sonra, seyreltme ¢ozeltisi olan 5 mM Amonyum asetat (trifloro asetik asit
ile pH s1 3.2 ye ayarlandi): Metanol: Asetonitril (25:25:50, h/h) ile ¢oziilerek stok
standart ¢ozeltileri olusturuldu. Sonrasinda tiim seyreltmeler yine Seyreltme ¢ozeltisi
ile yapildi. Standart ¢ozeltideki maddelerin mg mL™ olarak konsantrasyonu IS,
MON, DES, LEV, IMP1, IMP2, IMP3 i¢in siras1 ile 0,6; 2; 1; 1; 0,05; 0,05; 0,05
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra seyreltilen bu ¢ozeltiler, sisteme enjeksiyon (10
uL) yapildi. Hazirlanan biitiin ¢6zeltiler 0,45 um PTFE(Politetrafloroetilen) filtreden

stiziilerek analiz sistemine verildi.
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2.1.6.2. Piyasa Preparatlarindan Numune Cozeltilerinin Hazirlanisi

Lorclast”; Montelukast 10 mg+Desloratadin 5 mg Film Kaph Tablet:

10 mg Montelukast ve 5 mg Desloratadin igeren ilag iirlinii ¢oOzeltisi
hazirliginda; 3 adet Lorclast” ilag iiriiniinden hassas tartim alinarak havanda ezildi ve
homojen tablet tozu elde edildi. Bu tablet tozundan 10 mg Montelukast’a es deger
miktarda (=312 mg) 100 mL hacimde balon joje igine tartilarak alindi. Bu balon
jojeye 50 mL seyreltme ¢ozeltisi eklendi. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi.
Hacmine seyreltme cozeltisi ile tamamlandi ve karistirildi. Bu ¢ozeltinin bir kismi

stiziildii (0,45 um PTFE filtre ile) ve analiz sistemine verildi.

Levmont®; Montelukast 10 mg+ Levosetirizin Dihidrokloriir 5 mg Film
Kaph Tablet:

10 mg Montelukast ve 5 mg Levosetirizin Dihidrokloriir igeren ilag iirtinii
¢ozeltisi hazirliginda; 3 adet Levmont® ila¢ iriniinden hassas tartim alinarak
havanda ezildi ve homojen tablet tozu elde edildi. Bu tablet tozundan 10 mg
Montelukast’a es deger miktarda (=282 mg) 100 mL hacimde balon joje igine
tartilarak alindi. Bu balon jojeye 50 mL seyreltme ¢ozeltisi eklendi. Ultrasonik
banyoda 15 dakika bekletildi. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi ve
karistirildi. Bu ¢ozeltinin bir kismi siiziildii (0,45 pm PTFE filtre ile) ve analiz

sistemine verildi.

2.1.6.3. Dogruluk Cahsmalarinda Kullamlan Cozeltiler

[lag bitmis iiriiniinde etken maddelerin yaninda bulunan yardimci maddelerin
etken maddelerin analizi uygulanirken analizi etkileyip etkilemedigini kontrol etmek
i¢cin ilag¢ bitmis iriinleri ile geri kazanim calismalar1 yapildi. Bu amag ile bitmis
tirtine ait bilinen igerikte stok ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiye her birinden saf etken

madde ve etken maddelere ait safsizlik ilavesi yapildi. Elde edilen sonuglardan
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bitmis triine ilave edilen etken madde ve safsizlik miktarlarinin hangi oranda

bulundugu tespit edildi.

Lorclast® Film Tablet; Montelukast 10 mg+Desloratadin 5 mg

Montelukast ve Desloratadin (10 ve 5 mg) igeren tablet ¢ozeltisi hazirliginda, 3
adet Lorclast” ilag iriniinden hassas tartim alinarak havanda ezildi ve homojen
tablet tozu elde edildi. Bu tablet tozundan 10 mg Montelukast’a es deger miktarda
(®312 mg) 100 mL hacimde balon joje i¢ine tartilarak alindi. Bu balon jojeye 50 mL
seyreltme ¢ozeltisi eklendi. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi. Uzerine gerekli
hacimlerde IS, MON, DES, IMP1, IMP2, IMP3 standart ¢ozeltilerinden eklendi.
Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Cozeltinin son bilinen konstantrasyonu
ug mL? olarak sirasi ile IS, MON, DES, IMP1, IMP2, IMP3; 30, 200, 100, 2, 2, 2
olacak sekilde standart eklendi. Bu ¢ozeltinin bir kismi 0,45 pum PTFE filtreden

stiziilerek analiz sistemine verildi

Levmont® Film Tablet; Montelukast 10 mg+ Levosetirizin Dihidrokloriir

5mg

Montelukast ve Levosetirizin Dihidrokloriir (10 ve 5 mg) igeren tablet ¢ozeltisi
hazirhginda, 3 adet Levmont® ilag iiriiniinden hassas tartim almarak havanda ezildi
ve homojen tablet tozu elde edildi. Bu tablet tozundan 10 mg Montelukast’a es deger
miktarda (=282 mg) 100 mL hacimde balon joje i¢ine tartilarak alindi. Bu balon
jojeye 50 mL seyreltme ¢ozeltisi eklendi. Ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi.
Uzerine gerekli hacimlerde IS, MON, LEV, IMP2, IMP3 standart ¢ozeltilerinden
eklendi. Hacmine seyreltme c¢ozeltisi ile tamamlandi. Coézeltinin son bilinen
konstantrasyonu pg mL* olarak sirasi ile IS, MON, LEV, IMP2, IMP3; 30, 200, 100,
2, 2 olacak sekilde standart eklenmistir. Bu ¢ozeltinin bir kismi siiziildi (0,45 pm

PTFE filtre ile) ve analiz sistemine verildi.
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2.1.6.4. YPSK Sisteminde Kullanilan Cozelti Icerikleri

Analizler igin tampon ¢ozelti olarak farkli derisimlerde (3mM-10mM)
amonyum asetat ¢ozeltileri ile %0,15 trifloro asetik asit igeren asetonitril hazirlandi.
%0,15 trifloro asetik asit igeren asetonitril ve tampon ¢6zelti, farkli oranlarda (60:40;

h/h, 40:60; h/h) ve akis programu ile sisteme verildi.

Optimize edilen yontemde 5SmM amonyum asetat (trifloro asetik asit ile pH’s1
3.2 ye ayarlandi) ile %0,15 trifloro asetik asit igeren asetonitril hareketli faz olarak

akis programu ile sisteme verildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografik yontemler; karisimlardaki bilesenlerin (iki ya da daha fazla),
hareketli (tastyici) bir faz yardimi ile, sabit (durgun) bir faz arasindan farkli hizlarda
hareket etmeleri esasina dayanir. Baska hicbir ayirma yontemi, tiim bilim dallarina
uygulama bulan kromatografide oldugu kadar giiglii ve genel olarak uygulanabilir

degildir.

Kromatografi, 1906’da Rus botanik¢i Mikhail Tsvet tarafindan bulunup ve
isimlendirilmistir. Bu teknigi, bilesiklerin ¢o6zeltilerini ince bdoliinmiis kalsiyum
karbonat iceren bir cam kolon paketinden gecirerek cesitli bitki pigmentlerini
ayirmak i¢in kullanmistir. Ayrilan tiirler kolonda renkli bantlar olusturarak
belirlendigi i¢in, yunancadan gelen renk anlamindaki ‘chromatos’ ve yazma
anlamindaki ‘graphos’ kelimelerinden olusmaktadir. (Nemlioglu, 2019; Shammout,
2013; Sharma, 2007; Skoog ve ark., 1998).
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Hareketli faz karisima ilavesi
Karisim halindeki P
- numune T / eSS
\ \
A %
(P
__ Sabit
gl faz
—— - .
_Analitik
T Kolon -
Bilesenlerin
kolonda ayrilmas:t ¢ J

Sekil 2.1. Kromatografik ayrilma semasi1 (Nemlioglu, 2019).

Bir kromatografik sistemde numune, bir kolonun girisine veya sabit fazin
baska bir tasiyicisina kiigiik bir hacimde verilir. Mobil faz, numune bilesenlerini
kolon boyunca sabit faz ile uyumlu olarak tasir. Numune bilesenleri ve sabit faz
arasindaki farkli etkilesimler nedeniyle, numune bilesenleri sisteme farkli hizlarda
goc etmis ve farkli alikonma siireleri ile kolondan ayristirllmigtir. Alikonma siiresi,
numune girisi ile kolondan ayrilma arasindaki siire olarak tanimlanir. Kolonun
sonunda, ayrilan bilesenler dedektdrden gegerler ve dedektdr sinyali goriiliir. Birden
fazla bilegsene sahip bir numunede bazi bilesikler, numunenin karmasikligina ve
kolonun kapasitesine bagli olarak kismen veya tamamen birlesirler. Kromatografik

ayrilma semasi Sekil 2.1 de goriilmektedir (Lundanes ve ark., 2013).

2.2.2. Kromatografik Yontem Tiirleri

Kromatografik  yontemlerin sayist  siirekli olarak yeni katilimlarla
artabilmektedir. Bu sebeple kromatografik yontemleri siniflandirmak i¢in birden
fazla yontem bulunmaktadir. Siflandirmada genel olarak numunenin ortama verilis
sekli, ayrilma mekanizmasi, fazlarin polarligi ve fiziksel durumu gibi kriterler esas
alinmaktadir. Biitiin kromatografik yontemler hareketli faz ve sabit faz kullanilarak
yiirlitiilmektedir. Buna bagli olarak baslica siniflandirma mobil fazin fiziksel sekline

dayanmaktadir. Kromatografik fazlarin tiiriine gore kromatografik yontemler Gaz,
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Sivi, Stperkritik Akigkan Kromatografi olarak smiflandirilmaktadir (Demirci ve
Ozcimder, 2009; Robards ve ark., 2012; Scott, 1995; Sharma, 2007).

2.2.3. Sivi Kromatografi (SK)

Kromatografi tlirlerinden biri olan sivi kromatografi (SK), ¢6zelti halindeki
karisimi bilesenlerine ayirmak i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. Stvi kromatografi,
hareketli fazin sivi oldugu kromatografik prosediirleri tarif etmek icin kullanilan
genel bir isimdir. Ayrilma, optimum kosullar altinda bir karisimdaki her bir bilesenin
karisimdaki diger bilesenlere gore farkli olarak iki fazla etkilesime girmesi nedeniyle

olusur.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK), sivi hareketli fazin sabit fazi
iceren bir kolondan mekanik olarak pompalandigi sivi kromatografisini tarif etmek

icin kullanilan terimdir. Bir YPSK cihazi; enjektdr, pompa, kolon ve dedektdérden

olusur. (Robards ve ark., 2012; Shammout, 2013).

Ters ve Normal Faz Sistemleri

Sabit fazin polar oldugu, polar olmayan bir mobil faz igeren sivi kromatografi
sistemleri, normal faz sistemleri olarak adlandirilir. Tersine, mobil fazin daha polar
oldugu sistem ters faz olarak tanimlanir. Polar molekiiller sabit faz i¢cin daha diisiik
bir afiniteye sahiptir, daha hizli elute edilir. Bu terimlerin se¢imi tamamen tarihseldir
ve ‘normal’ teriminin kullanimimin (belirtilenlerin 6tesinde) 6zel bir 6nemi yoktur.

Ters fazli sistemler sivi kromatografisinde normal fazdan ¢ok daha yaygindir.
(Robards ve ark., 2012)

Normal Faz kromatografide mobil faz olarak hekzan, kloroform gibi apolar
coziiciiler ile sabit faz olarak genellikle silika ve aliimina kullanimaktadir. Normal
faz kromatografi kullaniminin se¢ilmesi, genellikle belirli mobil fazlardaki 6rnek

¢coziinlirliigi ile ilgilidir. Normal fazda esas olarak polar olmayan c¢oziiciiler
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kullandigindan, polar veya sulu ¢oOziiciilerde c¢oziinmeyen yiiksek hidrofobik

bilesikler i¢in tercih edilen yontemdir.

Ters faz sivi kromatografi, ¢cok tercih edilen kromatografi g¢esididir. Diislik
molekiil agirliklt numunelerin tiim analizlerinin neredeyse % 901 ters faz sivi
kromatografi kullanilarak gerceklestirilir. ilaglarin yapisi ¢ogunlukla apolardir. ilag
analizlerinde yaygin olarak ters faz sivi kromatografisi uygulanmaktadir. Bu
kromatografi tiirii genellikle apolar madde analizlerinde kullanilmaktadir. Apolar
maddeleri ayirirken uzun alkil zincirli sabit fazlar (C18) kullanilmakta olup, polar
maddelerin ayrilmasinda kisa alkil zincirli sabit fazlar (C8, C2) kullanilmaktadir.

(Nemlioglu, 2019; Robards ve ark., 2012; Shammout, 2013)

Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC)

1990 yilinda Alpert HILIC terimini polar bilesiklerin orta derecede polar bir
sabit faz ile hidrofobik hareketli fazin kullanildigi ayirim teknigi olarak
tamimlamugtir. Bu teknik, polar maddelerin analizi i¢in yeni ve alternatif tekniktir.
Genellikle normal faz kromatografi sabit fazlar: ile ters faz kromatografi hareketli
fazlarinin hibritlesmesinden olustugu soylenebilir. Bu yiizden, HILIC tekniginin
uygulanisinda oldukca hidrofilik sabit fazlar kullanilir. Birgok durumda hareketli
fazlar (siklikla asetonitrilin bazende metanol, etanol veya izopropanoliin kullanildig)
polar organik ¢oziiciilerdir. HILIC teknigi giiniimiizde biyolojik numunelerin
analizinde, insan ve bitki metabolitlerinin tayininde (metabolomik caligsmalar), ilag
ve protein analizlerinde uygulanabilmektedir. HILIC ayirimda polar maddelerin
analiz sonundaki alikonma siralar ters fazda gozlemlenilenin tam tersidir. Bu durum
da bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak analizlerine olanak saglamaktadir. Yapilan
calismalar HILIC mekanizmasinin polar maddelerin kolonda tutunmasini saglayip ve
pik asimetresi problemlerini azalttigin1 gostermistir. Bu teknikte ¢ogunlukla diisiik
viskoziteli organik c¢oziiciilerin kullanildig1 hareketli fazlar diger tekniklere kiyasla
cihazda daha diisiik basinglar olusturmaktadir. Bu sayede elde edilen daha yiiksek
akis oranlar1 ile analiz siireleri kisaltilirken cihaza verilen zarar da azaltilmis

olmaktadir. Ayrica HILIC ¢alismalarinda kullanilan kromatografik sistem ile diger
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(ters ve/veya normal faz) tekniklerin kullanildig1 ekipman ayni oldugu i¢in isletme
maliyetleri normal faz ve ters faz sistemlerin maliyetiyle benzer olup ek bir cihaza
veya cihaz parcasina gerek duyulmamaktadir (Erkmen ve ark., 2021; Nemlioglu,
2019).

Sv1 Kromatografide izokratik ve Gradient (Akis Programi) Eliisyon

Izokratik eliisyon, kromatografik analizde calisma siiresi boyunca sabit ¢oziicii
bilesimi kullanma teknigini belirtir. Gradient eliisyonda, polariteleri 6nemli dlgiide
farkli olan iki (ve bazen daha fazla) ¢6ziicli sistemi kullanilir. Coziiciilerin oranlari,
programlanarak, siirekli olarak ve bazen bir dizi adim seklinde ayarlanabilmektedir.
Gradient eliisyon genellikle ayirma verimliligini arttirir. Modern yiiksek performansli
stvi kromatografi cihazlari, gradient ¢alismaya uygun olarak, degisen oranlarda iki
veya daha fazla kaynaktan sivilari getiren valflerle donatilmistir (Shammout, 2013;
Skoog ve ark., 1998).

Analizi yapilacak numune kolon i¢in genis Olclide farkli afiniteye sahip
bilesenler igeriyorsa, gradient eliisyon analiz siiresini kisaltmak ve piklerin seklini
gelistirmek i¢in yararlidir. Gradient eliisyonda, mobil fazin eluent kuvvetini arttirmak
i¢in mobil fazin bilesim, pH, akis hizinin siirekli degisimi gibi degisimler uygulanir.
Sekil 2.2'de gosterildigi gibi, ilk birkag pik, kolonun 6lii hacmine ¢ok yakin olarak
eliit edilir, bu da hareketli fazin bu bilesikler i¢in ¢ok giiclii oldugunu gosterir.
Ayrica, son pikler ¢ok uzun tutma stireleri ile kisa ve genistir, bu da hareketli fazin
bu bilesikler i¢in ¢ok zayif oldugunu gosterir. Bu problemlerin ¢6ziimii daha zay1f bir
solvent ile baslamak ve analiz siiresince solvent kuvvetini kademeli olarak
artirmaktir. Gradient ayrilma izokratik ayrilmaya goére daha uygun pik genislikleri,

gelismis hassasiyet ve daha kisa analiz siireleri saglar (Shammout, 2013).
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Sekil 2.2. S1v1 kromatografide izokratik ve gradient eliisyon uygulamalari.

Hareketli faz igin gradientin bilesenleri ikili, tglii veya dortli olabilir.
Baslangi¢ bilesimi zayif olmalidir, yani polaritede sabit fazdan ¢ok farkli olmalidir.
Ters fazli stvi kromatografide, kat1 faz polar degildir veya hidrofobiktir, bu nedenle
gradient ¢alismasi sirasinda mobil faz, daha az polar bilesenin genellikle asetonitril,
metanol veya tetrahidrofuran (THF) oranmin arttirillmasiyla "daha giicli" yapilir.
Normal faz gradient i¢in bunun tam tersi gereklidir; yani, polar ¢dziicliniin orani

caligma sirasinda arttirilir (Shammout, 2013).

2.2.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

Modern s1vi kromatografisinde yaygin olan 2 ile 10 pum boyut araliginda dolgu
maddeleri ile makul akis hizlar1 elde etmek i¢in birka¢ yiiz atmosferden olusan
pompalama basinglart gerekir. Bu yliksek basinglarin bir sonucu olarak, ytliksek
performansli sivi kromatografisi i¢in ekipman, diger kromatografi tipleri ile
karsilagtirildiginda ¢ok daha ayrintili ve pahali olma egilimindedir. Yiksek
performansli bir sivi kromatografisi i¢in tipik bir diyagram (Sekil 2.3)’de verilmistir

(Shammout, 2013; Skoog ve ark., 1998).
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Sekil 2.3. Yiiksek performansl sivi kromatografi cihazinin sematik gosterimi (Perkin- EImer
Corporation, Norwalk).

2.2.3.1.1. Sistem Cozeltileri

Modern bir yiiksek performans sivi kromatografi sistemlerinde cam veya
paslanmaz c¢elik hazneler bulunur. Bu hazneler her biri 500 ml veya daha fazla
¢oziicli icerecek sekildedir. Genellikle ¢oziinmiis gazlari ve sivilardaki tozu gidermek
icin aygitlar dahil edilmistir. Gaz kabarciklarinin olugmasi bant yayilmasina neden
olur. Bunlara ek olarak, hem kabarciklar hem de toz, dedektdr performansinin
azalmasina sebep olur. Gaz gidericiler, vakumlu bir pompalama sistemi, bir damitma
sistemi, 1sitma ve karigtirma i¢in bir cithaz veya diisiik ¢oziiniirliikte bir inert gazin
ince kabarciklar1 ile ¢oziinmiis gazlarin ¢ozeltiden siiptiriildiigii bir sistemden
olusabilir. Coziicii igerisinde bulunmasi1 muhtemel toz ve partikiiller pompa ya da

enjeksiyon sistemine zarar verebilir. Bu durumdan korunmak veya kolonun
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ttkanmamas: i¢in sistemlerde, bu maddeleri siizen bir diizenek bulunmaktadir
(Nemlioglu, 2019; Shammout, 2013; Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.1.2. Pompa Sistemleri

S1v1 kromatografisi pompa sistemleri hareketli faz1 kontrollii bir akis hizinda
vermek zorundadir. Ornegin basingli ¢oziiciiniin bir darbe azaltici cihazdan
gecirilmesi gibi bir islem ile basing dalgalanmalari en aza indirilmelidir. Borular ve
baglantilar pompa sisteminin olusturdugu basinglara dayanabilmelidir. Bu pompalar

hapsolmus hava kabarciklarini1 uzaklastirabilecek bir sisteme sahip olabilir.

Sivi kromatografi pompalar1 tarafindan iretilen yiiksek basinglarin patlama
tehlikesi olusturmadigi, ¢iinkii sivinin ¢ok sikistirilamadigr bilinmektedir. Bu
nedenle, bir bilesenin yirtilmasi, yalnizca ¢oziicii sizintisina neden olur. Ancak, bdyle
bir s1zint1 yangin tehlikesi olusturabilir. Yillar boyunca ¢ok cesitli pompa tasarimlari
gelistirilmis olmasina ragmen, 1980’lerden bu yana neredeyse tiim sivi kromatografi

pompalari pistonlu pompanin bir varyasyonuna dayanmaktadir (Shammout, 2013).

2.2.3.1.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Numune enjeksiyonunun basmcini diisiirmeden sisteme girisinin saglanmasi
gereklidir. Sisteme tanitmak icin genellikle 6rnek hacmi 1pL ile 100puL enjekte
edilebilir. Enjeksiyon hacmi 2 mL hacme kadar enjektor cevrimi ile artirilabilir.
Kromatografik sistemlerde otomatik enjektorler ve manuel enjektorler olarak iki ana
enjektor tipi vardir. Otomatik enjektorler daha rahattir, kullanic1 dostudur ve manuel
enjektorlere gore dogru ve hassastir (Nemlioglu, 2019; Pratima, 2018; Skoog ve ark.,
1998).
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2.2.3.1.4. Sabit Fazlar

Analit karisimlarinin modern YPSK’da ayrilmasi, ‘kolon’ adi verilen cihazda
gergeklestirilir. Kolon kromatografik sistemin kalbidir. Mevcut YPSK kolonlar1 cogu
durumda ¢ok kiigiik sert gézenekli malzeme pargaciklari ile dolu paslanmaz c¢elik
borudur. Cogu kolon 10-30 cm uzunlugunda ve 4 ila 10 mm i¢ ¢aplara sahiptir. 5-10
um arasinda tanecik biiytikligiine sahip dolgu maddelerinin kullanildig1 kolunlar sik
kullanilmaktadir. Bu tiir kolonlar genellikle 40000 - 60000 plaka / metre saglar. Bu
kolonlarin yani sira daha yiiksek performansa sahip kolonlar (1-4,6 mm i¢ ¢ap; 3-
7,5cm uzunluk) vardir. tanecik biyiikligi 1,7-5 um olan partikiillerle dolu bu

kolonlar, 100000 plaka /m igerirler, hiz ve solvent tiiketimi tasarruf saglarlar.

Ters fazli YPSK’da tutma tipik olarak analit, mobil faz ve bagl sabit faz
(0rnegin, C18) ile ligandin baglandig1 silika ylizeyinin yapist ve erisilebilirligi
arasindaki bir dengeye dayanir. Sivi kromatografi i¢in en yaygin dolgu maddeleri
silika pargaciklarindan hazirlanir. Bu parcaciklar siklikla ylizeye kimyasal veya
fiziksel olarak baglanmis ince organik film ile kaplanmistir. Diger dolgu malzemeleri
arasinda aliimina partikiilleri, gdzenekli polimer partikiilleri ve iyon degisim
regineleri bulunur. Silika jel ve ODS (oktadesilsilil) silika jel, sirasiyla normal ve ters
faz kromatografi uygulamasi icin en sik kullanilan dolgu malzemelerinden ikisidir.
Ancak ters faz s1vi kromatograsifinde fenil tipi islevselligi iceren sabit fazlarin ticari
kullanilabilirligi ve popiilerliginin arttig1 bilinmektedir. 2003 yilinda yapilan bir
calismada, biitlin ters faz sivi kromatografi analizlerinin %39’unda C18 faz
kullanildigi, %12’sinde fenil faz kullanildigi bulunmustur. Yaygm kullanilan
kromatografik fazlarin bilesimi Cizelge 2.2 de; baslica sabit faz siniflandirmasi ve

uygulamalari Cizelge 2.3’de goriilmektedir.
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Cizelge 2.2. Baz1 yaygin kromatografik fazlarin bilesimi (Swadesh, 1996).

Malzeme Homoje?(H) Kromatografi Tiirii
ya da Bagh (B)
Silica H Normal Faz, Jel Permetasyon
Alumina H Normal Faz
Grafit H Ters Faz
Poly (Sitren-divinil Benzen) H Ters Faz, Jel Permetasyon
AlKil Silan B Ters Faz
Fenil B Ters Faz
Siyano B Ters Faz
Amino B Normal Faz, Iyon Degisimi
Alkilat Amino B Iyon Degisimi
Siilfonat B Iyon Degisimi
Alkil Siilfonat B Iyon Degisimi
Diol B Normal Faz
Poly (Metilmetakrilat) H Jel Permetasyon

Cizelge 2.3. Baslica sabit faz siniflandirmasi ve uygulamalari (Taylor, 2015).

Faz Ligand Uygulama
. Farmasotikler, steroidler, yag asitleri, ftalatlar,
C18 (Alkil) -CygHgy ¢evre kirleticiler i¢in en kalici alkil fazi

Liganddaki karbamat veya benzeri aralayici, polar

analitlerin tutulmasini tesvik eder ve fonksiyonel

grup farkliliklarina dayanarak ayrilmaya yardime1
olur

C18 Polar Gomiilii -C16H33NO

i ; ; Kutupsal analitler i¢in benzersiz segicilik ve geni
Siyano (Siyanopropil) p ¢ ¢ genis

-(CH,):CN olciide farkli kimya ile ¢6ziinen
Fenil (Difenil) -CgHs(-C1oHo) Aromatik ve orta polar bilesikler
. Halojenli, polar ve izomerik analitler i¢in gelismis
Pentaflorofenil (PFP) CF secicilik
Amino (Aminopropil) Elektrostatik tutmay1 arttirmak i¢in pH kontrolii ile
-(CH,)NH, kullanilabilen zay1f anyon degistirici

Fenil bagli fazlar basarili bir sekilde konumsal izomerler, tokoferoller,
flavonoidler, taksoller, poliniikleer aromatikler ve nitroaromatik bilesikler, aktif

farmasotik bilesen ve ilgili bilesikler ayrilmasinda kullanilirlar.
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Amerikan Farmakopesi (USP) ticari olarak temin edilebilir fenil
fonksiyonelligine sahip ters faz malzemeleri L11 olarak (tanim -gozenekli silika
pargaciklarina kimyasal olarak baglanmis fenil gruplar1) siniflandirir (Euerby ve ark.,
2007; Kazakevich ve LoBrutto, 2007; Nemlioglu, 2019; Pratima, 2018; Shammout,
2013; Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.1.5. Dedektor Tiurleri

Bir YPSK sisteminde dedektor, fiziksel veya kimyasal 6zelliklerin
konsantrasyon veya tanimasina karsilik gelen Olgiilebilir bir sinyale

donistiirilmesinden sorumlu olan bilesendir.

YPSK i¢in dedektorler, kromatografik islemdeki ¢oziinen veya hareketli fazin
herhangi birinin fiziksel ya da kimyasal 6zelliklerinden yararlanarak asagidaki 4

yoldan biri ile tasarlanmaktadir:

Y18in 6zellik veya fark 6l¢limi

Analit 6zelligi

Hareketli faz modifikasyon

Birlesmis teknikler

Yigin oOzellik dedektorleri, numune olan veya olmayan hareketli fazdaki
farkliliklar1 6lcerek tiim analitlerde ortak olan 6zellikleri 6l¢tiigii icin YPSK i¢in en
evrensel detektorlerdir. En yaygin yigin 6zellik detektorlerinden biri kirtlma indeksi

detektorudir.

Analit 6zelligi dedektorleri, analite 6zgli bir 6zellige yanit verir. Belirli bir
dalga boyunda UV 1s181n1 absorblayan analitlere yanit veren UV detektorii, analit
ozelligi detektoriiniin en yaygin Ornegidir. Diger yaygmn kullanilan analit 6zelligi
detektorleri arasinda floresans, dizi diyot, kiitle spektrometreleri, elektrokimyasal ve

radyoaktivite dedektorleri bulunur.
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Mobil faz modifikasyon dedektorleri, analitin 6zelliklerinde bir degisiklik
meydana getirmek i¢in kolon sonrasi hareketli fazi, gaz fazinda asili partikiiller
olusturmak gibi degisiklige ugratirlar. Evaporatif 1s1k sacilimi ve korona desarj

dedektorleri bu kategoriye girer.

Birlestirilmis teknikler ayr1 bagimsiz analitik teknolojinin bir YPSK sistemine
baglanmasimi ifade eder. En yaygin kullanimi kiitle spektrometresi (SK-KS) ve
kiziltesi spektrometresi ve niikleer manyetik rezonans gibi teknolojilerdir. Kiitle
spektrometresi rutin bir YPSK detektorii olarak giderek daha fazla kullanim
gormektedir (Swartz, 2010).

Dedektor segilirken dikkate alinmasi gereken bir¢ok 6zellik vardir ve Cizelge
2.4°de bunlardan bazilarini listelenmistir. Higbir dedektér bu o6zelliklerin hepsine

sahip olmadigindan, zamanla bir¢ok dedektor tasarlanmis ve tiretilmistir.

Cizelge 2.4. Dedektor 6zellikleri (Swartz, 2010)

e  Yiiksek hassasiyet, tekrarlanabilir, ongoriilebilir cevap

e Tiim ¢oziinenlere cevap veren ya da tahmin edilebilir bir 6zgiilligii olan

e  Genis dogrusal dinamik aralik; ¢dziinen miktari ile dogrusal olarak artan tepki

o  Sicaklik ve hareketli faz akisindaki degisikliklerden etkilenmeyen tepki

e  Mobil fazdan bagimsiz olarak cevap verme

e  Ekstra kolon bant genislemesine sebep olmayan

e  Gilvenilir ve kullanimi rahat

e  (Coziinen tahribatsiz

e Tespit edilen pik hakkinda niteliksel ve niceliksel bilgi saglama

e  Hizli cevap verme

UV-goriiniir absorbans dedektorii, giiniimiizde kullanilan en yaygin YPSK
detektoriidiir, ¢iinkii birgok bilesik UV (veya goriiniir) bolgesinde (190-600 nm'den)
absorblar. Absorbans olarak elde edilen numune konsantrasyonu, dedektor

hiicresinden iletilen 15181n orani ile Beer Yasasi’na gore belirlenir:
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A =log (170) = ebc
A: Absorbans
lo=gelen 1s1n1n siddeti
I: gegen 1s1n1n siddeti
b: hiicrenin yol uzunlugu

€: ¢0ziinenin molar soniim katsay1si

c¢: molar konsantrasyon

Ucg farkli UV dedektorii tiirii vardir. Bunlar farkli dalga boylarma dayanan sabit
dalga boyu dedektorleri, genis spektrumlu bir lambadan iiretilen bir veya daha fazla
dalga boyuna dayanan degisken ve fotodiyot dizisi detektdrleridir. ilk YPSK
sistemlerinin bel kemigi olan sabit dalga boyu dedektorleri ucuz ve basittir, ancak
bugiin siirli bir sekilde kullanilmaktadir. Degisken dalga boyu detektorleri, bir
analitin maksimum absorbansinda veya daha fazla secicilik saglayan bir dalga
boyunda calisacak sekilde ayarlanabilir. Farkli analitlerin tepkisini telafi etmek icin
kromatografik  ¢aligma  swrasinda  dalga  boylarin1  degistirmek  {izere
programlanabilirler. Fotodiyot dizi dedektorleri (FDD), 15181 1zgaraya ¢arpmadan
once akis hiicresinden ge¢mesi disinda, spektrumun bir fotodiyot dizisine
yayilmasin1 saglayan, degisken dalga boyu detektorlerine benzer bir optik yola
sahiptir. FDD sekil 2.4 de goriilmektedir. UV belirleme islevinin ayninda FDD
dedektorleri piklerin spektrumlarini saglayarak pik tanimasi ve saflik analizinde
kullanilmaktadirlar. Ayrica, ¢cok dalga boylu bir UV/ goriiniir bolge dedektorii olarak

da islev gorebilir.
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Sekil 2.4. FDD dedektoriiniin sematik gosterimi (Swartz, 2010)

2.2.3.2. Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (UPSK)

UPSK, s1v1 kromatografiye yeni bir yon veren modern bir tekniktir. UPSK,
temel olarak ii¢ alanda gelisen ultra performansl sivi kromatografisini ifade eder:
“hiz, ¢oziintirliik ve hassasiyet. UPSK ilkeleri, temel YPSK ile ayni prensiptir.
Yiiksek performanshi sivi kromatografisine (YPSK) kiyasla daha iy1 ¢oziiniirliik, hiz
ve hassasiyet elde etmek i¢in ultra performansh sivi kromatografisi (UPSK)’de cap1
2 wpm’den kiiglik partikiil uygulanmaktadir. YPSK, sabit faz parcacik
blytikliiglindeki bir azalmanin herhangi bir kromatografik islem i¢in en biiyiik
faydaya sahip olacagt kabul edilerek gelistirilmistir. Kii¢iik partikiil
kromatografisinin veriminin artmasi uzun zamandir bilinmesine ragmen, bu bilimi
kullanan tekniklerin gelistirilmesi, mobil faz1 2 um’den kiigiik partikiillerden
pompalarken  karsilagilan  sistem  geri  basinglarindaki  biiyilk  artiglarla
karmasiklasmaktadir. Geleneksel YPSK sistemleri, tipik olarak kiiciik partikiil
kromatografisi ile saglanan geri basinglarda calisamaz. YPSK ve UPSK arasinda
ayrim yapan tek bir ayirma parametresi bulunmamakla birlikte, UPSK, yiiksek
mekanik mukavemetli 2 pm’den kiigiik sabit faz pargaciklari kullanan kromatografik

ayirmalar anlamina gelir. UPSK, partikill kimyasi performansi, sistem
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optimizasyonu, dedektor tasarimi, veri isleme ve kontroliinde kullanilan teknolojik
adimlarin avantajina sahip olan YPSK’nin 6zel bir siiriimiidiir (Chawla ve Ranjan,
2016; Swartz, 2007; Taleuzzaman ve ark., 2015; Zotou, 2012).

UPSK’da ana avantaj, hizli analizle daha iyi verimliliktir ve bu daha kiigiik
partikiil boyutuyla elde edilir. Par¢acik boyutu degiskenlerden biri oldugu ig¢in
kromatografik performansi arastirmak i¢in Van Deemter egrisi kullanilabilir. Van
Deemter denklemi, daha kiiciik boyutlu parcaciklarin kullanilmasiyla verimliligin
arttigin1 gosterir. Van Deemter denklemi, dogrusal hiz (akis hiz1) ve plaka yiiksekligi
(HETP) arasindaki iliskiyi tanimlayan bir formiildiir. Van Demeeter denklemine
gore, partikiil biylikligi 2um altina diistiigl i¢in, verimde sadece 6nemli bir kazang
olmaz, ayni zamanda verim artmig debilerde veya lineer hizlar da azalmaz

(Taleuzzaman ve ark., 2015).

H=A+B/v+Cv

A, B ve C sabitleridir ve v, tasiyici gazin akis hizidir (dogrusal hiz). Amag,
kolon verimliligini artirmak i¢in HETP’yi en aza indirmektir. A terimi hiza bagh
degildir ve eddy karisimini belirtir. Siitunlarin kiiciik ve tiniform biytikliikteki
parcaciklarla doldurulmus olmasi daha kiigliktiir. B terimi, pargaciklarin dogal
difiizyon egilimini belirtir. Yiiksek akis hizlarinda bu etki daha kiigiiktiir, bu nedenle
bu terim v’ye boliiniir. C terimi, ayirma islemi sirasinda dengeye kinetik direnci
temsil eder. Kinetik direng, mobil fazdan sabit faza gegme ve tekrar geri donme ile
ilgili zaman gecikmesidir. Sonug¢ olarak, verimi arttirmast muhtemeldir ve
kromatografik performansi etkilemeden ayirma hizlandirilabilir. UPSK’nin ortaya
cikist, ayirma performansindan (6lii hacimleri azaltarak) ve tutarli basinglardan
(YPSK’deki 170 ila 350 bar ile karsilastirildiginda yaklasik 500 ila 1000 bar)
faydalanan SK i¢in mevcut enstriimantasyon tesisinin iyilestirilmesini gerekli
kilmistir. Verimlilik, kolonun uzunlugu ile orantilidir ve parcaciklarin yaricapr ile

ters orantilidir (Chawla ve Ranjan, 2016).
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Sekil 2.5. Van Deemter Egrisi (Shammout, 2013)

Van Deemter egrisi (Sekil 2.5) ¢iziminden goriilebilecegi gibi, partikiil boyutu
kiigiildiikge karsilik gelen HETP de azalmakta ve bu da daha yiiksek verim
saglamaktadir. Ayrica Van Deemter grafigine gore en yiiksek verimlerin daha biiytik
partikiillere kiyasla daha kiigiik partikiillerle ¢ok daha genis bir akis araliginda elde
edilebildigi agiktir.

UPSK  kullanimi, ila¢ metabolitlerinin  saptanmasinda ve ayirma
spektrumlarinin kalitesinin arttirilmasinda yardimci olmustur. Ilag¢ endiistrisinde,
UPSK analizinin talebi, yiiksek, UPSK’nin kromatogramdaki yiiksek ¢oziiniirliik gibi
benzersiz 6zelliklerinden, degerli, giivenilir ve 6zgiin verilerle daha kisa siirede daha
fazla analitik ¢alisma yapan kisa siireli analizler nedeniyle ¢ok yiiksektir. Bilim
insan1 UPSK tarafindan daha hizli bir sekilde daha dogru veriler iiretebilir. UPSK
teknigi bitkisel iirlin analizinde kullanilir. Analitik laboratuarda, UPSK’nin talebi ¢ok
yiiksektir ¢ilinkii gelistirilen yontem dogru ve hazirdir ve bu aynm1 zamanda nano
diizeydeki analitin arastirma bilgisini genisletmektedir. Bu ydntemle, numunenin
nitel, nicel ve karmagsiklig1 gibi her agidan analiz standardi ¢ok yiiksek standartlarda
ayirt edilebilir. UPSK / KS sistemi, bilesigin karmasikligini ¢dzen bir veri liretmek
icin kullanilir. KS’ni  UPSK’li  bir detektér olarak kullanmak, analizin
yorumlanmasina derinlik katmaktadir. Ilag gelistirme ve formiilasyon siireci igin, ilag
maddelerinin ve bunlarin safsizliklarinin profillenmesi, tespit edilmesi ve dl¢iilmesi

¢ok dogru bir sekilde gergeklestirilebilir (Swartz, 2007; Taleuzzaman ve ark., 2015).
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2.2.4. Kiitle Spektrometrisi (KS)

Kiitle Spektrometresi, incelenen analitle ilgili iyonik tiirlerin kiitle / yiik
oraninin 6l¢limiine dayanan analitik bir tekniktir. Kiitle spektrometrisi (KS); elektron
iyonlagmasi, molekiillerin par¢alanmasi ve kiitle / yiik oraninin (m / z) belirlenmesi
ile ilgilidir. Bir numuneden bir gaz iyon demeti iiretir, elde edilen iyon karigimini
kiitle-sarj oranlaria gore ayirir ve mevceut her iyonik tiiriin nispi bollugunun 6l¢iisii
olan ¢ikis sinyalleri saglar. KS kavrami, bir numuneden iyon olusturmak, iyonlart m /
z oranina gore ayirmaktir. Bu, kiitle ile ayn1 olarak kabul edilebilir ¢iinkii iyon ¢cogu
durumda sadece tek bir yiike sahiptir. Gaz halindeki molekiiller, bazilarinin
parcalayacagi molekiiler iyonlar1 olusturmak iizere iyon kaynaginda iyonlastirilir.
Cesitli islemlerle, farkli m / z degerlerinin iyonlar1 dedektore ulasmak i¢in kiitle
analiz cihazindan birer birer gecer. Iyonlar detektdre garptiklarinda, sirayla bilgisayar
tarafindan depolanabilecek dijital bir cevaba doniisen elektrik sinyaline
doniistiiriilirler. Bir kiitle spektrometresi dogrudan kiitleyi belirlemez, ancak
iyonunun m / z degerini dlgerek bir molekiiliin kiitlesini belirler. Iyonlarn m / z
bilgisi neyin mevcut oldugunu belirlemeye izin verirken, 6l¢iilen iyon yogunlugu ne
kadar var oldugu sorusuna cevap verir. Ek olarak, kiitle spektrumlarinin sistematik
yorumu, molekiiler yapilarin aydinlatilmasinda kullanilabilecek 1yonizasyon
isleminin ayrmntili bir goriintiisiinii saglar. Iyonlarmn m / z degerlerine gore
ayrilmadan ve tespit edilmeden Once iyonlarin gaz halinde olmasi temel bir KS
gereksinimidir.  Gegtigimiz on yil boyunca, KS, proteinlere, peptidlere,
karbonhidratlara, DNA’ya, ilaglara ve biyolojik olarak ilgili diger bircok molekiile
uygulanmasina izin veren muazzam teknolojik gelismelerden ge¢cmistir (Nataraj ve

ark., 2011; Niessen, 2006; Shammout, 2013).

2.2.4.1. Kiitle Spektrometre Cihazi

Bir kati, sivi veya buhar olabilen bir numune kiitle spektrometre cihazina
yiiklenir ve buharlastirllir. Numune molekiilleri bir iyon kaynaginda iyonlara

doniistiiriiliir veya elektrosprey iyonizasyon (ESI) durumunda, ¢ozelti i¢inde mevcut
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olan iyonlar1 gaz fazina hareket ettirebilir. Iyonlar kiitle analizériinde kiitle yiik
oranlarina gore ayirilir. Analizér boliimii siirekli olarak ¢ok diisiik bir vakuma
pompalanir, boylece iyonlar gaz molekiilleriyle carpismadan gecebilir. Kaynakta
tiretilen iyonlar, i¢cinden gectikleri bir dizi metal yariga giderek artan negatif
potansiyeller uygulanarak analizoér odasina hizlandirilir. Iyonlari tespit etmek ve
coziilen iyonik tiirlerin her birinin goreceli bollugunu kaydetmek icin detektor
sistemi kullanilir ve iyon / elektrik sinyallerinin biiyiikliigii bir kiitle spektrumuna
doniistiiriilir. Kiitle spektrometre cihazlarinin temel bilesenleri Sekil 2.6 (Cal, 2014)

da goriilmektedir.

Vakum -
iyonlasma kltlelerin ayriimasi Algilama
iyon
kaynagi —— Kitle Ayiricisi —
lyonlar olugur (3”0 (m/z) oranlarina gore iyonlarin ayrilmas: iyonlarin

Sekil 2.6. Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri (Cal, 2014)

Teknigin hem nitel hem de nicel kullanim1 vardir. Bunlar arasinda bilinmeyen
bilesiklerin tanimlanmasi, bir molekiildeki elementlerin izotopik kompozisyonunun
belirlenmesi ve bunun bir fragmantasyonunu gozlemleyerek bir bilesigin yapisinin
saptanmast bulunur. Diger kullanimlar, bir numunedeki bir bilesigin miktarinin
Olclilmesini veya gaz fazi iyon kimyasinin temellerinin ¢alisilmasini igerir. KS simdi
cok cesitli bilesiklerin fiziksel, kimyasal veya biyolojik 0Ozelliklerini inceleyen

analitik laboratuarlarda sik kullanililir. (Nataraj ve ark., 2011).
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2.2.4.2. Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

Kiitle spektrometre analizlerinde uygulanan elektrosprey iyonizasyon bir
iyonizasyon teknigidir. Cozelti halinde bulunan 6rnek, ucuna yiiksek pozitif veya
negatif elektrik potansiyeli uygulanan kisa bir paslanmaz c¢elik kilcal boru boyunca
gecirilir. Cozelti tiiplin ucuna ulastiginda, giiclii elektrik alani tlipiin neredeyse buhar
olmasina neden olur. Kiitle spektrometresinin uygun sekilde piiskiirtiilmesi, bu
damlaciklarin  bugusu, yogunlasmayr Onlemek i¢in hafifce 1sitilabilen bir
evoparasyon odasindan akar. Bu bolgeden damlaciklar olarak, ¢oziicii yiizeylerden
hizla buharlagir ve damlaciklar kiigiildiik¢e kiicliliir. Damlaciklarin 6nemli bir
kisminin yiizeyleri lizerinde asir1 pozitif veya negatif elektrik yiikii vardir. Boylece
damlaciklar kiiciildiikce, benzer yiikler arasindaki dogal itme iyonlarin ve notr
molekiillerin salinmasina neden olana kadar elektriksel yiizey yiik yogunlugu artar.
Kapiler tipiin ucu, bu buharlasma bdlgesinin karst ucunda kiigiik bir delige
yoneliktir. Numune molekiiler iyonlari1 ve kiime iyonlari, ¢oziicliniinkinden ¢ok daha
fazla molekiiler kiitleye (ve dolayisiyla momentuma) sahiptir ve giris bolgesinin
sonundaki hedef {izerinde diiz bir sekilde hareket etme egilimindedir. Hedef delikte,
daha agir iyonlar gecer, ancak daha hafif ¢oziicii molekiillerin ¢ogu bu zamana kadar
dagilir ve bu nedenle gecmez. Gergekte, cihaz, ¢oziicii ve ¢Ozlinen (numune)
molekiiller arasinda bir momentum ayiricidir. Bu delikten gectikten sonra iyonlar, bir
nozul ve bir siyirict vasitasiyla iki havalandirilmis bolgeden geger. Bu konik sekilli
delikler ornek iyonlarinin ¢oziicii iyonlarindan ayrilmasini saglar. Son olarak,
numune iyonlar kiitle spektrometresinin analizoriine geger, burada kiitle/yiik (m / z)
oranlar1 normal sekilde olgiiliir. Sekil 2.7°de elektrosprey iyonizasyonun sematik
gosrterimi verilmistir. (De Hoffmann ve ark., 1996; Fenn ve ark., 1990; Fenn ve ark.,
1989; Herbert ve Johnstone, 2003; Simpson, 2003)
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Sekil 2.7. Elektrosprey iyonizasyon sematik gostermi (Cal, 2014)

ESI’da iyonlasan tiirler kiitle ayiricisinda kiitle/yiik oranlarina gore ayrilirlar.
Elektrosprey iyonizasyonlu (ESI) SK-KS, peptitlerin, proteinlerin, biyolojik
numunelerin, polimerlerin, niikleotitlerin, sekerlerin ve organometaliklerin molekiiler
agirhgint  olgmek i¢in  kullanilir. Ayrica biyolojik arastirmalarda ve tibbi

arastirmalarda sik¢a kullanilir (Cal, 2014; Pratima, 2018).

2.2.5. Kromatografik Ayirim Teknikleri

Kromatografik aymrimlar, ¢ézlinen maddelerin mobil ve sabit fazlar arasinda ne
Ol¢iide ayrildigina bagl farkliliklara dayanir. YPSK cihazinda analiz sonucu elde
edilen kromatogram 6rnegi Sekil 2.8’de goriilmektedir. Kromatogram; akis derisimi
veya akis derisimini 6lgmek i¢in kullanilan diger niceliklere dedektoriin verdigi
cevaptir. Zamana veya hacime karsi grafik veya baska bigimde gdsterimi olabilir.
Ideal kromatogramlar Gauss egrisi seklindeki piklerin temel ¢izgi {izerinde
siralanmast ile olusurlar. Pik, analiz kolunundan bir bilesen ayristirildiginda dedektor
tarafindan kaydedilen kromatograma ait kisimdir. Analit pikinin dedektdre ulagsmasi

icin numune enjeksiyonundan sonra gecen siireye tutma siiresi(tz) denir. Ayni ¢ozelti

iginde bulunan, analiz edilecek her bir bilesen i¢in kolon iginde tutunma zamanlari
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farklidir. Tutulmamus tiirlerin kolondan gegmesi i¢in gegen siire 6lii zaman (t,) olarak

ifade edilir. (Titck, 2017; Fanali ve ark., 2013 ve Kromidas, 2005).

Kullanilan cihazin c¢esitli bilesenleri, nitelikli olmali ve test veya analizi
yirlitmek icin gereken basarimi elde etme yetenegine sahip olmalidir. Sistem
uygunluk testleri, yontemin ayrilmaz bir pargasini temsil eder ve kromatografik
sistemin basariminin yeterli oldugunu kesinlestirmek i¢in kullanilir. (Titck, 2017;

Gumustas, 2016; Nemlioglu, 2019)
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Sekil 2.8. YPSK sisteminde elde edilen kromatogram 6rnegi (Gumustas, 2009)

Sistem uygunluk parametrelerinin sembolleri, formiilleri, limitleri ve

aciklamalar Cizelge 2.5’te goriilmektedir.
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Cizelge 2.5. Sistem uygunluk testleri (SUT) paremetreleri (Nemlioglu, 2019)
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Analiz edilen madde kolonda iyi tutunmasi ve yavas ilerlemesi, kapasite
faktoriiniin yiiksek oldugu durumlarda gergeklesmektedir. Ancak kapasite faktori
cok biiylik olursa analiz siiresi uzamaktadir. Kapasite faktorii ¢cok diisiik oldugu
zaman, madde ¢oziicii pikinden ayrilamamaktadir. Ideal kapasite faktorii 1 ile 10
arasinda olmasi uygun goriilmiistiir. Segiciligi, hareketli ve sabit fazin 6zellikleri

etkilemektedir. Segigilik (o) degerinin 1°den biiylik olmasi uygundur.

En 6nemli SUT parametresi teorik tabaka sayisi olarak degerlendirilebilir.
Cilinkii teorik tabaka sayisi, analiz verimi ile dogrudan ilgilidir. Teorik tabaka sayisini
etkileyen parametreler; analiz edilen maddenin tiirii, kolon sicakligi, hareketli faz

akis hizi, tampon ¢ozeltinin tiirii ve kolon dmriidiir.
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Ayirma giicli (rezoliisyon), art arda eliite edilen iki analiti ayirma yeteneginin
kantitatif bir 6l¢limiinii saglar. Ayirimin tam olarak saglanmasi i¢in ayirma giicii (Rs)

en az 1,5 olmalidir.

Pik asimetrisindeki artis, rezoliisyonun ve analiz hassasiyetinin azalmasina
sebep olmaktadir. Kolon omrii azaldik¢a pik asimetrisi artar. Pik asimetri faktorii
pikin yiiksekliginin yirmide-birindeki pik genigligi ile hesaplanmaktadir. 1.0
degerindeki As simetriyi belirtir. Ag>1.0 oldugunda, pik kuyruklanmistir. As<1.0

oldugunda, pik 6n kuyruklanmistir.

Standart bir ¢ozelti birkag kez (5-6 defa) enjekte edildikten sonra pik
tepkilerinin (pik ytiksekligi veya pik alani) bagil standart sapmasi Olgiiliir. Bu
Olgtimlerin belirlenen kosullardaki tekrar edilebilirligi yontemin kesinligini ifade
eder (Rao ve Goyal, 2016).

2.2.6. Analitik Yontem Validasyonu ve Validasyon Parametreleri

Validasyon, bir  yontemin  uygulama  kriterlerine  uygunlugunun
degerlendirilmesi i¢in yontem parametrelerinin belirlendigi gegerlilik ¢aligmasidir.
Ilag {iretimi siirecinin biitiin asamalarinda gergeklestirilen islemlerin dogru, giivenilir,
hassas, seg¢ici olmasi ve analitik yontemlerin gecerliklerinin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Kapsamli validasyon, rutin kullanim Oncesi yontem uygulama
parametrelerinin belirli bir boliimiinde inceleme yapilmasi, dokiimante edilmesi; tam
validasyon yontemin tiim performans kriterlerinin degerlendirilmesidir (Nemlioglu,

2019; Yilmaz, 2012).

Dikkate alinmas1 gereken tipik validasyon parametreleri; Dogruluk, Kesinlik,
Secicilik, Tayin alt smiri;; Teshis alt smiri, Dogrusallik ve Aralik olarak

belirtilmektedir(Chewg, 2005).
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2.2.6.1. Secicilik

Segicilik, numune eksipiyanlar ve ilgili bilesikler igermesine ragmen bir
yontemin yalnizca 6lgmek istedigi seyi 6lgme kabiliyeti ile ilgilidir. Daha spesifik
olarak secicilik; genellikle ilgilenilen analitin, numunede olmasi beklenen
bilesiklerin varliginda (farmasétik numuneler i¢in etkin olmayan eksipiyanlar,
bozunma iiriinleri, sentez safsizliklari, kap ekstrakte edilebilirleri) dogru ve kesin bir
sekilde ayirt edilebilme yetenegine denir. Bir yontem segici degil ise, diger
parametrelerin 6nemi yoktur. (Chewg, 2005; FDA, 2013; Jenke, 2006; Nemlioglu,
2019).

2.2.6.2. Tespit Stmir1 (TS) ve Tayin Alt Sinir1 (TAS)

TS (Tespit Smnur1), tespit edilebilen, fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen
ve analit sinyalinin, giiriiltiiden ayrilabildigi en diisiik seviyedir. TAS (Tayin Alt
Sinir1) ise kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte Ol¢iilebilen en diisiik derigimdir.
(Gumustas ve Ozkan, 2011; Ozkan, 2012; Gumustas, 2016).

TS ve TAS degerleri hesaplanirken farkli yontemler kullanilabilir. Yaygin

kullanilan yontemlerden birisi;

TS = 3,3 x Standart Sapma (SD) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi)

TAS = 10 x Standart Sapma (SD) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi) seklinde

yapilan hesaplamadir.

2.2.6.3. Dogrusallik ve Aralhik

Bir dogrusallik  degerlendirmesi, analit piki 1ile standart analit

konsantrasyonunun iligkilerinin dogasini belirler. Dogrusallik degerlendirmesi,
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prosediiriin dogrudan veya iyi tanimlanmig bir matematiksel doniisiim yoluyla belirli
bir araliktaki numunedeki analit konsantrasyonu ile orantili olan test sonuglar1 elde

etme yetenegini belirler.

Bir prosediiriin aralifi dogrusalligina baghdir. Aralik, analitik prosediiriin
uygun bir dogruluk, hassasiyet ve dogrusallik seviyesine sahip oldugu kanitlanmis
olan alt ve list analit konsantrasyonu arasindaki araliktir. Aralik, prosediiriin, araligin
en u¢ noktalarinda ve aralik iginde kabul edilebilir dogruluk, hassasiyet ve
dogrusallik sagladigini dogrulayarak dogrulanir (Gumustas, 2016; Gumustas ve
Ozkan, 2011; Ozkan, 2012; Ozkan ve ark., 2015; Jenke, 2006).

2.2.6.4. Dogruluk (Geri kazanim)

Dogruluk, bir sonug ile dogru veya bilinen bir deger arasindaki fark olarak
tanimlanabilir. Literatiirde yontem dogrulugunun belirlenmesi i¢in ¢esitli prosediirler
bulunmaktadir. Yaygin olarak basvurulan bir prosediir, bilinen bir miktarda analit ile
bir test ¢ozeltisinin takviye edilmesini igerir. Dogruluk, analitik yontemin, bilinen
miktarlarda analitin numunelerde beklenen normal seviyelerin istiinde ve altinda
eklendigi ilag iirlinline uygulanmasiyla degerlendirilir. Elde edilen sonuclar % geri

kazanim olarak gosterilmektedir.(Chewg, 2005; Jenke, 2006; Nemlioglu, 2019).

2.2.6.5. Kesinlik

Analitik bir prosediiriin kesinligi, berlirli kosullar altinda aynt homojen
¢oOzeltinin ¢oklu Orneklemesinin sonucu olarak elde edilen verilerin arasindaki
yakinligr ifade eder. Bu tanim, yontemin gercek calisma sartlarindaki tekrar
edilebilirliginin gostergesidir. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi, calismalar arasi veya

giin i¢1 kesinlik, tekrar elde edilebilirlik olarak uygulanabilir.
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Kesinlik  ¢alismasinin  ilk  tipi cihaz  kesinli§i veya enjeksiyon
tekrarlanabilirligidir. Ikinci tip tekrarlanabilirlik veya test ici hassasiyettir. Test ici
kesinlik verileri bir giinde elde edilir ya da farkli analizcilerin hazirladigi ¢ozeltiler
analiz edilir. Tekrar elde edilebilirlik; laboratuvarlar arasindaki hassasiyeti ifade
eder. Uriin icin yapilan miktar tayini test yontemi igin kesinlik kriterlerinin bir
ornegi, cihaz kesinligi i¢in (BSS)% 2 ve test i¢i kesinlik i¢in % 3 olacagidir. Ancak
calisma safsizlik tayini gibi diisiik seviyelerde sonuglar vermekte ise;
tekrarlanabilirlik icin %5’e, tekrar elde edilebilirlik icin %10-15’e kadar kabul
edilebilir. (Gumustas, 2016; Jenke, 2006; Rao ve Goyal, 2016; Titck, 2017).

2.2.6.6. Saglamhk

Saglamlik, bir analitik yOntemin, yontem parametrelerindeki (6rnegin; pH,
mobil faz bilesimi, sicaklik ve enstriimantal ayarlar) kii¢iik ancak kasith
degisikliklerden etkilenmeden kalma yeteneginin 6l¢iisii olarak tanimlanir ve normal
kullanim sirasinda giivenilirliginin bir gostergesini saglar. Saglamligin belirlenmesi,
bir parametrenin degistirilmesi ve sistem uygunlugunun ve / veya numunelerin
analizinin izlenmesi yoluyla yontem iizerindeki etkinin ol¢ildiigli sistematik bir

stiregtir (Kumar Bhardwa Santosh ve ark., 2015).

47



3. BULGULAR

3.1. Dalga Boyu Taramasi

Seyreltme Cozeltisi: pH 3,2 sulu ¢6zelti: Metanol: Asetonitril (25:25:50 h/h/h)

Montelukast sodyum ¢ozeltisi: 100,0 mg Montelukast’a es deger yaklasik 104
mg Montelukast sodyum tartildi. 50 mL balon joje icerisine konuldu. Uzerine bir
miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi ve ultrasonik banyoya tamamen ¢oziinmesi
icin 5 dakika bekletildi. Daha sonra 50 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile ¢ozlilmesi
ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 5 mL alinip 100 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
tamamlandi(Montelukast derisimi: 100 ug mL™). Bu ¢ézelti UPSK/ foto diyot dizisi
dedektor sistemine enjekte edildi, hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans verdigi
belirlendi (Sekil 3.1).

7,237 MON
1,10 2117

Absorbans
AU

0,50 254.5 2951

210,00 220,00 230,00 240,00 250,00 260,00 270,00 280,00 290,00 300,00 310,00 320,00 330,00
nm

A(nm)

Sekil 3.1. UV spektrofotometrede, Montelukast’in seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmus,
derisimi 100 ng mL-1 olan ¢dzeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi.

Desloratadin c¢ozeltisi: 50,0 mg Desloratadin tartildi, 50 mL balon joje
icerisine konuldu. Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi ve ultrasonik
banyoya tamamen ¢ozlinmesi i¢in 5 dakika bekletildi. Daha sonra 50 mL hacmine
seyreltme ¢ozeltisi ile ¢ozlilmesi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinip, 100 mL

hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi(Desloratadin derisimi: 50 pg mL™). Bu
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cozelti UPSK/ foto diyot dizisi dedektor sistemine enjekte edildi, hangi dalga

boyunda en yliksek absorbans verdigi belirlendi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. UV spektrofotometrede, Desloratatdin’in seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmus,
derisimi 50 pg mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi.

Levosetirizin dihidrokloriir ¢ozeltisi: 50,0 mg Levosetirizin dihidrokloriir

tartildi. 50 ml balon joje igerisine konuldu. Uzerine bir miktar seyreltme ¢dzeltisi

ilave edildi ve ultrasonik banyoya tamamen ¢oziinmesi i¢in 5 dakika bekletildi. Daha

sonra 50 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziilmesi ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden

5 mL alinip, 100 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi(Levosetirizin

dihidrokloriir derisimi: 50 pg mL'l). Bu ¢ozelti UPSK/ foto diyot dizisi dedektor

sistemine enjekte edildi, hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans verdigi belirlendi

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. UV spektrofotometrede, Levosetirizin Dihidrokloriir’iin seyreltme ¢ozeltisi ile
hazirlanmus, derisimi 50 ug mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi.
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IMP1 cozeltisi: 5,0 mg IMP1 tartild;, 100 mL balon joje igerisine konuldu.
Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi ve ultrasonik banyoya tamamen
¢Oziinmesi i¢in 5 dakika bekletildi. Daha sonra 100 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile ¢oziilmesi ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL alinip 100 mL hacmine seyreltme
cozeltisi ile tamamlandi (IMP1 derisimi: 2 ng mL™). Bu ¢ozelti UPSK-foto diyot
dizisi dedektor sistemine enjekte edildi, hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans
verdigi belirlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. UV spektrofotometrede, IMP1’in seyreltme ¢6zeltisi ile hazirlanmis, derigimi 2 pg
mL™ olan ¢6zeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramast.

IMP2 ¢ozeltisi: 5,0 mg IMP2 tartildi, 25 mL balon joje igerisine konuldu.
Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi ve ultrasonik banyoya tamamen
¢Oziinmesi i¢in 5 dakika bekletildi. Daha sonra 25 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile
¢oziilmesi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 5 mL alinip 20 mL hacmine seyreltme
¢ozeltisi ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinip 100 mL hacmine seyreltme
¢ozeltisi ile tamamlandi (IMP2 derisimi: 2 ng mL™). Bu ¢ozelti UPSK-foto diyot
dizisi dedektor sistemine enjekte edildi, hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans
verdigi belirlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. UV spektrofotometrede, IMP2’nin seyreltme ¢6zeltisi ile hazirlanmig, derigimi 2
ug mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramasi.

IMP3 cozeltisi: 5,0 mg IMP3 tartildi, 100 mL balon joje igerisine konuldu.

Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi ilave edildi ve ultrasonik banyoya tamamen

¢Oziinmesi i¢in 5 dakika bekletildi. Daha sonra 100 mL hacmine seyreltme ¢ozeltisi

ile ¢oziilmesi ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL alinip 100 mL hacmine seyreltme

¢ozeltisi ile tamamlandi (IMP3 derisimi: 2 pg mL™). Bu ¢ozelti UPSK-foto diyot

dizisi dedektor sistemine enjekte edildi, hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans
verdigi belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. UV spektrofotometrede, IMP3’iin seyreltme ¢ozeltisi ile hazirlanmis, derigimi 2
ug mL™ olan ¢ozeltinin 200-400 nm araliginda dalga boyu taramas:

MON, DES, LEV, IMP1, IMP2, IMP3 molekiillerini i¢eren ¢ozeltilerinin UV

spektrumlar1 incelendiginde 6 molekiiliin 238 nm’de absorbans verdigi ve bu
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absorbanslarin tekrarlanabilir oldugu tespit edildi. Calisma kapsaminda bu 6
molekiiliin ortak kosullar altinda ayni anda analiz edilebilmesi ve miktar tayinlerinin

yapilabilmesi i¢in 238 nm calisma yapilacak dalga boyu olarak secildi.

3.2. Montelukast, Desloratadin, Levosetirizin ve Safsizliklar1 (Imp1, Imp2,

Imp3) icin Gelistirilen UPSK Yonteminin Analiz Bulgular:

3.2.1. UPSK Sistemi ile Analitik Yontem Cahismalar:

MON, DES ve LEV maddelerinin ve safsizliklariin ayni anda UPSK
yontemiyle analizinde uygun kromatografik kosullarin belirlenmesi icin asagidaki

parametrelerin etkisi incelendi:

e Hareketli faz icerigi

e Tampon ¢ozeltilerin molaritesi
e Farkli sabit fazlar

e Kolon sicaklig

e Akis hizi

3.2.1.1. Hareketli Faz Icerigi

UPSK-FDD yontemi optimize edilirken bozundurma calismalarinda
karsilagilacak bilinmeyen bir safsizligin SK-KS ile molekiil agirligmmi da tayin
edebilmek igin SK-KS yontemlerinde kullanilabilen bir tampon ¢6zelti olmasi
Ozellikle tercih edildi. Bu amagla ¢alismalara trifloroasetik asit ve/veya amonyum
asetat iceren tampon ¢ozeltiler ile baslandi. MON, DES, LEV molekiillerinin ve
safsizliklarin1 ayni anda ayirmak sabit bir akis programi ile miimkiin olmayacagi
ongoriildiigiinden 2 farkli tampon ¢6zelti hazirlandi. UPSK cihazinin bir hareketli faz

kanalina 5SmM amonyum asetat iceren tampon (Hareketli FazA), diger bir kanalina
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ise 90,15 trifloro asetik asit iceren tampon (Hareketli FazB), konularak ¢aligsmalara
baslandi. Bu ¢alismalarda Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8 um kolon kullanildu.
Diger kosullar sicaklik, dalga boyu, akis hiz1, enjeksiyon hacmi sirasi ile; 25°C, 238
nm, 0,6 mL dk™, 10 uL uygulandi. Cesitli rasgele ve sistematik hatalar1 dengelemek

i¢in i¢ Standart olarak Parasetamol (IS) kullanildu.

Farkli hareketli faz oranlari ile yapilan enjeksiyonlara ait kromatogramlar Sekil
3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12°de goriilmektedir. Ik ¢alisma, hareketli faz 1 deneme
akisi ile yapilmistir. Hareketli faz 1; Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60: 40, h/h).
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Sekil 3.7. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga
boyu, hareketli faz 1 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

Hareketli Faz 1 deneme akisi ile yapilan galismalarda DES ve IS i¢in ayrisma
saglanamadi, kapasite faktorii diisiik bulundu, IMP3 ve MON pikleri ge¢ ¢ikti.
Calismaya Hareketli faz 2 deneme akisi ile devam edildi. Hareketli faz 2; Hareketli
Faz B: Hareketli Faz A (60:40, h/h).
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Sekil 3.8. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga
boyu, hareketli faz 2 ile yapilan galigmalarda elde edilen kromatogram

Hareketli Faz 2 deneme akisi ile yapilan galismalarda pikler erken ¢ikt1 ancak
ayrisma saglanamadi ve kapasite faktorii diisiikk bulundu. Bu ¢aligmalar sonucu sabit
oranda hareketli faz karisimi ile uygun analiz sartlarinin  saglamayacagi

ongoriildiigiinden akis programi olusturuldu.

Akis Program 1
Zaman (dk) Akig Hiz1 (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baslangic 0,6 40 60
4 0,6 30 70
6 0,6 25 75
22 0,6 25 75
23 0,6 40 60
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Sekil 3.9. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga
boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren, akis
programi 1 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

54



Akis programi 1 ile yapilan ¢alismalarda maddeler arasinda ayrigma

saglanamad1 ve kapasite faktori diisiik bulundu.

Akis Program 2
Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baslangic 0,6 65 35
4 0,6 30 70
6 0,6 25 75
16 0,6 65 35
17 0,6 65 35
0,807
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.70 g .
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Sekil 3.10. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm
dalga boyu, Hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren,
akis programi 2 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 2 ile yapilan ¢alismalarda IMP1, LEV, IMP2, IMP3 ve MON
arasinda ayrisma saglandi ancak IS ve DES arasinda yeterli ayrigma saglanamadi ve

kapasite faktorii diisiik bulundu.
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Akis Program 3

Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%)  Hareketli Faz B(%)
Baslangig 0,6 75 25
4 0,6 50 50
6 0,6 40 60
9 0,6 80 20
10 0,6 75 25
12 0,6 75 25
D.SC:
0,7&5
o z
E =
0,60
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Sekil 3.11. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm
dalga boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren,
akis programu 3 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 3 ile yapilan ¢alismalarda IMP1, LEV, IMP2, IMP3 ve MON
arasinda ayrisma saglandi ve kapasite faktorii yeterli bulundu(1<k<10). SUT
parametrelerine uygun daha kisa bir akis programi olugturmak amaci Akis Programi

4 olusturuldu.
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Akis Program 4

Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baslangig 0,6 75 25
4 0,6 50 50
6 0,6 40 60
9 0,6 75 25
10 0,6 75 25
0,80,
o]
g Oﬂ}é g
S o] % 3
£ @
E o040 a
o 5
] -
- r | o8
0,103 % % 2
0 00— S &\
D.L!UI o ZE)D‘ o 4..EJCII n S.E)OI n B.I[Ii(]I I I1[JI.EiDI I I12I.EIJI
Zaman (dk)

Sekil 3.12. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm
dalga boyu, hareketli faz: 5 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren),
akis programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 4 ile SUT parametreleri saglanarak siire 10 dk olarak kisaltildu.
Bundan sonraki ¢alismalara bu program ile devam edildi ve kromatogram stiresi 10

dk olarak alindi.

3.2.1.2. Tampon Cozeltilerin Molaritesi

Hareketli Faz A olan 5mM amonyum asetat iceren tampon ¢ozelti yerine 3mM
ve 10mM amonyum asetat iceren tampon ¢ozelti hazirlanarak calismalar yapildi. Bu
caligmalar ile tampon ¢6zelti molaritesinin etkisi incelenmistir. Hareketli faz B ve
caligmanin diger kosullar kolon, sicaklik, dalga boyu, akis hizi, enjeksiyon hacmi
sirast ile; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8 um, 25°C, 238 nm, 0,6 mL dk'l, 10 uL

sabit tutuldu.
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Tampon ¢o6zeltinin molaritesinin degisimi ile yapilan enjeksiyonlara ait

kromatogramlar Sekil 3.13, 3.14’de goriilmektedir.
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Sekil 3.13. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm
dalga boyu, hareketli faz: 3 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akis programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen kromatogram.
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Sekil 3.14. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm
dalga boyu, hareketli faz:10 mM amonyum asetat: ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren),
akis programi 4 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

3 mM, 5 mM ve 10 mM amonyum asetat tamponlarinin Haraketli faz A olarak
kullanildig1 enjeksiyonlarda anlamli bir fark gozlenmedi. Ancak tekrarlanan
enjeksiyonlarda pik simetrilerinde ylikselme ve ayrigsmanin kotii olmasi sebebi ile
SmM amonyum asetat tamponunun pH s1 3,2 ye ayarlanarak calismalara devam

edildi.
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3.2.1.3. Farkh Sabit Fazlar

Kromatografik kosullarin arastirilmasina kolon denemeleri ile devam edildi.
Sicaklik, dalga boyu, akis hiz1, enjeksiyon hacmi sirasi ile; 25°C, 238 nm, 0,6 mL
dk*, 10 uL sabit tutuldu.
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Sekil 3.15. Acquity UPLC BEH —C18, 50x2,1 mm, 130A, 1,7um kolon, 25°C, 0,6 mL dk*
akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH
st 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan
calismalarda elde edilen kromatogram.
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Sekil 3.16. Acquity UPLC BEH —Phenyl, 100x2,1 mm, 1,7um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis
hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1
3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), Akis programi 4 ile yapilan
calismalarda elde edilen kromatogram.
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Sabit faz se¢imi ¢aligsmalarindan elde edilen kromatogramlar (Sekil 3.15, Sekil
3.16) degerlendirildiginde; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon ve 0,6 mL
dk? akis hizinda daha iyl ayrisma ve pik simetrisi saglamakla birlikte basing

degerinin daha diisiik oldugu goriildii.

3.2.1.4. Kolon Sicakhgi

UPSK-FDD yonteminde sicakligin etkisini kontrol etmek amaci ile sicaklik 25
°C’den 30 °C’ye degistirilerek enjeksiyon yapildi. Calismanin diger sartlari sabit
tutuldu.
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Sekil 3.17. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 30°C, 0,6 mL dk™, akis hiz1, 238
nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda
elde edilen kromatogram.

30 °C kolon sicaklig1 ile yapilan ¢aligma sonucu elde edilen kromatogramda
(Sekil 3.17) anlamli bir fark goriilmedi. Sicaklik parametresinin kolon firmni ihtiyaci

ortaya c¢ikaracagi diisiiniilerek ¢alismalara 25 °C kolon sicakligi ile devam edildi.
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3.2.1.5. Akis Hizi

UPSK-FDD yonteminde akis hizini optimize etmek i¢in 0,5 mL dk* ve 0,7 mL
dk* akis hizlarinda enjeksiyon yapildi. Calismanin diger sartlari sabit tutuldu.
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Sekil 3.18. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,5 mL dk* akis hizi, 238
nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4 ile yapilan ¢aligmalarda
elde edilen kromatogram.
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Sekil 3.19. Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,7 mL dk* akis hizi, 238
nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programui 4 ile yapilan ¢aligmalarda
elde edilen kromatogram.
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Akis hizi ¢alismalart degerlendirildiginde 0,5 mL dk? akis hizi ile yapilan
calisma sonucu elde edilen kromatograma gére IMP3 ve MON piklerinin simetrisi
yiikseldigi gozlendi. 0,7 mL dk* akis hizi ile yapilan enjeksiyona ait kromatogramda;
0,6 mL dk™ akis hiz ile yapilan enjeksiyona ait kromatograma gore anlamli bir fark
olmadi. Basincin az olmasi ve pik simetrileri degerlendirilerek ¢aligmalara 0,6 mL

dk* akig hiz1 ile devam edildi.

Bu ¢alismalar ile kosullar optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Gelistirilen

yontemin parametreleri Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Cizelge 3.1. UPSK-FDD cihazi ile gelistirilmis analiz yontemi parametreleri.

UPSK-FDD Yontem Parametreleri

Kolon Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um

ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren): Tampon- 5 mM amonyum

Hareketli faz bilesimi
g asetat(trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi)

Sicaklik (°C) 25

Tampon-5 mM amonyum  ACN- (%0,15
asetat (trifloro asetik asit trifloro asetik

Akis hizi Siire ile pH s1 3,2 ye ayarlandi) asit iceren)

(mL dk™) (dk) (%) (%)

Akis Programi 06 0 7 25

0,6 4 50 50

0,6 6 40 60

0,6 9 75 25

0,6 10 75 25
Enjeksiyon hacmi (uL) 10
Dalga boyu (nm) 238
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3.2.2. Sistem Uygunluk Parametreleri

Optimize edilen UPSK/FDD analiz yontemi ile elde edilen kromatogram Sekil
3.20’de ve hesaplanan SUT parametreleri Cizelge 3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3.2. UPSK-FDD cihaz ile gelistirilmis analiz yontemine ait sistem uygunluk (SUT)
parametreleri ve sonuglari.

DES IMP1 LEV IMP2 IMP3 MON
Alikonma zaman (t) 2,14 3,42 4,79 5,66 6,90 7,24
Kapasite faktorii (k) 1,38 2,80 4,32 5,29 6,66 7,04
Ayrim giicii (Rs) - 9,02 10,21 6,86 10,30 2,19
Kolon etkinligi (N) 2918 12446 18124 42507 41462 28104
Secicilik (o) - 2,03 1,55 1,22 1,26 1,06
Kuyruklanma faktorii (T) 1,04 1,09 1,42 0,95 1,06 1,38

Sistem uygunluk sonuglarina bakildiginda biitin maddeler igin; kapasite
faktorii 1-10 arasinda, ayirim giicii 1,5’dan biiyiik, kolon etkinligi 2000’den biiyiik,
secicilik 1’den biiyiik, kuyruklanma faktoriiniin 2’den kiigiik oldugu ve optimize

edilen yontemin sistem uygunluk sartlarin1 sagladig: goriildii.
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Sekil 3.20. UPSK SUT kromatogrami: Optimize edilen kosullarla; Zorbax SB-Phenyl,
50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5
mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igeren), akig programi 4 ile yapilan enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram.
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3.2.3. Bozundurma Cahsmalari

Yontem parametreleri belirlendikten sonra, yontemin segiciligini ve stabilite
gostergeli olup olmadigim kontrol etmek icin LORCLAST® ve LEVMONT® tablet
formlar1 tizerinden hizlandirilmis bozundurma ¢alismalar1 yapildi. Bozundurma
caligmalar1 kapsaminda tablet ¢ozeltisi hidroliz (Asit, Baz); oksidasyon (H,O, ile);
1s1kta bozunma (tabletlerin fotostabilite cihazinda 600 Wh/m? UV 15181 ve 1,2 milyon
liks saat giin 1s131nda beklemesi); sicaklik (tabletlerin 70°C’de etiiv igerisinde
beklemesi) islemlerine maruz birakilarak bozundurma caligmalar1 yapildi. Sonuglar
bozundurma islemlerine maruz birakilmamis 100 pg mL™* MON’a esdeger tablet
cozeltisileri ile karsilastirildi ve bozunma oranlar1 hesaplandi. Uriinii kontrollii
ortamda bozunmaya ugratacak bozundurma kosullarina tabi tutarak ve bozunma
iriinlerinin ve etken maddelerinin higbir etki olmadan sayisal olarak Ol¢iildiigii

goriildii.
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Sekil 3.21. islem gérmemis LORCLAST® tablet test ¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax
SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga boyu,
hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN
(%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4.
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Sekil 3.22. Islem gormemis LEVMONT® tablet test ¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax
SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™* akis hiz1, 238 nm dalga boyu,
hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN
(%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4.
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Sekil 3.23. 0,IN HCI ile asit hidrolizi yapilmis LORCLAST® tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk! akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.
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Sekil 3.24. 0,IN NaOH ile baz hidrolizi yapilmis LORCLAST® tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4.
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Sekil 3.25. %0,3 H,0, ile oksidasyona ugratilmis LORCLAST"tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandir): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4.
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Sekil 3.26. 70°C’de etiivde 6 saat bekletilmis LORCLAST®™ tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.
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Sekil 3.27. 3,6 milyon luks saat giin 1513inda 1 hafta bekletilmis LORCLAST® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk’
! akis hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile
pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.

67



0,807
070 -4
3 o
. 060 =
) ]
E -
3 050
EE 1
T 040]
v -
A ]
0,30+ (7))
1 w
] o
0201
] o~ ©
0,10 a o o
1 = = s
0,00 A\ = —x = =T =L
3 T I T T T | T T T T ] T T T T | T T T T | T T T T 1 T T T T | T T T T l T T T T I T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
Zaman (dk)

Sekil 3.28. 600 W-h/m? UV 1sikta 1 hafta bekletilmis LORCLAST® tablet test ¢cozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi1): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.
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Sekil 3.29. 0,1 N HCI ile asit hidrolizi yapilmus LEVMONT® tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk! akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.
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Sekil 3.30. 0,1N NaOH ile baz hidrolizi yapilnus LEVMONT® tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™* akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4.
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Sekil 3.31. %0,3 H,0, ile oksidasyona ugratilmis LEVMONT?® tablet test ¢Ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi1): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4.
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Sekil 3.32. 70°C’de etiivde 6 saat bekletilmis LEVMONT® tablet test cozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi1): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4
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Sekil 3.33. 3,6 milyon luks saat giin 1s13inda 1 hafta bekletilmis LEVMONT® tablet test
¢ozeltisine ait kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk
! akis hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile
pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4.
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Sekil 3.34. 600 W-h/m? UV 1g1kta 1 hafta bekletilmis LEVMONT® tablet test ¢ozeltisine ait
kromatogram; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk™ akis hizi,
238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye
ayarlandi1): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akis programi 4.
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Cizelge 3.3. LORCLAST" Tablet bozundurma sonuglart.

Islen Gormemis Asit (0,1 N HCI) Baz (0,1 N NaOH) Peroksit (%0,3 H,0,) Sicaklik (70°C) . _ .
. Giin Is181 Bozundurma UV Is181 Bozundurma
Tablet Bozundurma Bozundurma Bozundurma Oksidasyon Bozundurma
80°C Su 80°C Su 80°C Su 70°C 3,6 milyon luks 600 W-h/m?
Baslangig | banyosunda | Bozunma | banyosunda | Bozunma | banyosunda | Bozunma | Etiivde | Bozunma |saat giiniginda | Bozunma| UV isikta | Bozunma
1.Saat 1.Saat 1.Saat 6.Saat 1 hafta 1 hafta
MON | %100,0 %100,0 - %99,7 - %91,4 %9,0 %99,9 - %98,6 %1,7 %98,9 %1,7
DES %99,7 %99,9 - %82,9 %16,9 %99,1 - %100,3 - %99,4 %0,8 %98,1 %0,5
Cizelge 3.4. LEVMONT® Tablet bozundurma sonuglari.
Islen Gormemis Asit (0,1 N HCI) Baz (0,1 N NaOH) Peroksit (%0,3 H,0,) Sicaklik (70°C) . . .
. Giin Is181 Bozundurma UV Is181 Bozundurma
Tablet Bozundurma Bozundurma Bozundurma Oksidasyon Bozundurma
80°C Su 80°C Su 80°C Su 70°C 3,6 milyon 600 W-h/m*
Baslangig | banyosunda | Bozunma | banyosunda | Bozunma | banyosunda | Bozunma | Etiivde | Bozunma | luks saat giin | Bozunma| UV isikta | Bozunma
1.Saat 1.Saat 1.Saat 6.Saat 1ginda 1 hafta 1 hafta
MON | %99,6 %99,6 - %98,1 %2,0 %95,6 43 %99,4 %1,1 %97,9 %1,0 %99,1 %0,4
LEV %99,7 %99,8 - %99,9 - %99,6 - %99,3 - %100,2 - %100,2 -




3.2.4. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik)

Dogrusallik ¢alismasi i¢in {i¢ etken madde ve safsizliklar1 igeren, artan

derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler UPSK-FDD sisteminde analiz edildi.

Cozelti derisimlerine karsi elde edilen alan oranlar ile grafik ¢izildi, her bir madde

icin dogrusallik ¢alismast yapildi. Dogrusallik grafiginin egim ve kesisimi

kullanilarak TS ve TAS hesaplandi. Dogrusallik g¢alismasi sonucu elde edilen

degerler Cizelge 3.5’te goriilmektedir.

Cizelge 3.5. UPSK-FDD yo6nteminin dogrusallik ¢aligsmasi sonuglart.

DES IMP1 LEV IMP2 IMP3 MON
Dogrusal aralik
1 0,50-100 0,10-4 0,5-100 0,20-4 0,20-4 1,0-200
(ng mL™)
Egim 0,4012 0,4797 0,3278 0,2101 0,5433 0,4153
Kesisim 0,0017 -0,00001 -0,0003 0,00004  0,00002  -0,0003
Korelasyon
0,9996 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
katsayis1
Egimin standart
0,004 0,001 0,0009 0,0008 0,0005 0,002
hatas1
Kesisimin standart
0,003 0,00008 0,001 0,00005 0,00003 0,0005
hatas1
TS (ng mL™) 0,149 0,021 0,122 0,047 0,037 0,240
TAS
1 0,452 0,063 0,369 0,144 0,111 0,727
(ng mL™)
Tekrar
edilebilirlik(Giin 0,17 0,31 0,14 0,32 0,79 0,10
ici) % BSS*
Tekrar
edilebilirlik(Guinler 0,09 0,63 0,19 0,28 0,36 0,35

arast) % BSS*

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.
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Sekil 3.35. UPSK-FDD terarlanabilirlik ¢alismasi; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um
kolon, 25°C, 0,6 mL dk* akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat
(Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit i¢eren), akig
programi 4 ile yapilan arka arkaya 5 enjeksiyona ait kromatogram (Derigimler piklerin gelis
sirasina gore pg mL™ olarak; IS: 30, DES: 50, IMP1: 2, LEV: 50, IMP2: 2, IMP3: 2, MON:
100).

3.2.5. Tablet Calismalarina Ait Sonuclar

MON, DES, LEV igeren tabletlerin analizini yapabilmek amaci ile ikili etken
madde iceren sekilde bulunan tabletler kullanilarak test ¢ozeltileri hazirlandir ve
optimize edilen yontem ile analizi yapildi. Analiz sonuglarindan elde edilen veriler
ile kalibrasyon denkleminden yaralanilarak tabletlerin igerdigi MON, DES, LEV,
IMP1, IMP2 ve IMP3 miktarlar1 hesaplandi. Tablet calismalarindan elde edilen

sonuclar Cizelge 3.6 ve 3.7’ de goriilmektedir.
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Cizelge 3.6. 10 mg Montelukast + 5 mg Desloratadin (LORCLAST") Tablet i¢in UPSK-
FDD yontemi ile test sonuglart.

MON DES
Etiket miktar1 10 5
(mg)

Test 1 9,96 5,10
Test 2 9,97 4,94
Test 3 9,97 5,08
Test 4 10,00 4,94
Test5 9,97 5,07
BSS (%) 0,20 1,59
BH (%) 0,30 -0,60

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.

Cizelge 3.7. 10 mg Montelukast + 5 mg Levosetirizin (LEVMONT®) Tablet icin UPSK-
FDD yontemi ile test sonuglart.

MON LEV

Etiket miktar 10 s

(mg)

Test 1 10,12 4,98
Test 2 10,05 4,95
Test3 10,15 4,96
Test 4 10,19 4,85
Test5 10,02 4,86
Bulunan miktar(;ogr;ucu (Ortalama) 10,11 4,92
BSS (%) 0,69 1,22
BH (%) -1,10 1,60

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuclaridir.
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3.2.6. Geri Kazamim Cahismalarina Ait Sonuclar

MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 molekiillerinin miktarlarinin
belirlenebilmesi i¢in gelistirilen UPSK-FDD yontemi piyasa preparatlarina
uygunlandi. Piyasa preperatlart MON ve DES igeren ile MON ve LEV igeren olarak
iki adettir. Ila¢ formu olusturulurken kullanilan yardimci maddelerin maddelerinin
analiz yonteminde, tayin edilecek maddeler ile ayn1 yerde girisim yapip yapmadigini

anlamak amaci ile geri kazanim caligsmasi yapildi.

MON-DES ve MON-LEV igeren tabletlerin analizi i¢in tablet c¢ozletileri
hazirland1 ve saf MON, DES, LEV, IMPI1, IMP2 ve IMP3 molekiillerini i¢eren
cozeltiler ile ayn1 anda analizi yapildi. Analiz sonuglarindan elde edilen veriler ile
kalibrasyon denkleminden yaralanilarak tabletlerin igerdigi MON, DES, LEV, IMP1,
IMP2 ve IMP3 miktarlar1 hesaplandi. Geri kazanim calismasinda elde edilen
sonuclar Cizelge 3.8.a, 3.8.b, 3.9.a, 3.9.b goriilmektedir.

Cizelge 3.8. a. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet etken maddelerine
ait UPSK-FDD yonteminin geri kazanim ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

MON DES
Etiket miktar1
10 5
(mg)
Tablet analizi sonucu miktar 9.97 503
(mg)
BSS (%)” 0,20 1,59
BH (%) 0,30 -0,60
Eklenen miktar (mg) 9,92 5,15
Geri kazar_um analiz sonucu 9.77 5,22
miktar (mg)
Geri kazanim (%) 98,5 101,3
BSS (%) 0,70 0,96
BH (%) 1,49 -1,33

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.
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Cizelge 3.8. b. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet igin safsizliklara ait
UPSK-FDD yo6nteminin geri kazanim ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

IMP1 IMP2 IMP3
Eklenen miktar (mg) 0,189 0,186 0,186

Geri kazanim analiz sonucu
. 0,186 0,183 0,185

miktar (mg)

Geri kazanim (%) 98,2 98,4 99,5
BSS (%) 1,77 1,40 1,78
BH (%) 1,76 1,61 0,51

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.
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Sekil 3.36. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet UPSK-FDD yo6ntemi ile
geri kazanim kromatogrami; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk’
! akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile
pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis programi 4.
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Cizelge 3.9. a. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablet etken maddelerine
ait UPSK-FDD yonteminin geri kazanim ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

MON LEV
Etiket miktar1
10 5
(mg)
Tablet analizi sonucu miktar 10,11 4,92
(mg)
BSS (%)” 0,69 1,22
BH (%) -1,10 1,60
Eklenen miktar (mg) 9,92 5,02
Geri kazal_nm analiz sonucu 9.85 5.00
miktar (mg)
Geri kazanim (%) 99,3 99,5
BSS (%) 0,87 2,14
BH (%) 0,68 0,48

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonugclaridir

Cizelge 3.9. b. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablet safsizliklara ait
UPSK-FDD yoénteminin geri kazanim ¢aligmasindan elde edilen sonuglar.

IMP2 IMP3

Eklenen miktar (mg) 0,202 0,199

Geri kazanim analiz sonucu miktar (mg) 0,201 0,196
Geri kazanim (%) 99,6 98,2

BSS (%)" 1,87 1,70

BH (%) 0,40 1,81

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir.
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Sekil 3.37. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablet UPSK-FDD yo6ntemi ile
geri kazanim kromatogrami; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um kolon, 25°C, 0,6 mL dk
! akis hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile
pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 4

3.2.7. Saglamhk Calismalarina Ait Sonuclar

Saglamlik ¢alismasi igin ii¢ etken madde ve safsizliklari igeren ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozelti dalga boyu ve tampon ¢ozelti pH parametrelerinde kiigiik
degisiklik yapilmig UPSK-FDD sisteminde analiz edildi. Yontemin saglamliginin
belirlenmesi i¢in yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi sistem uygunluk testleri yapildi.
Saglamlik c¢alismasi sonucu elde edilen degerler Cizelge 3.10.a-b ve 3.11.a-b’de

goriilmektedir.

Cizelge 3.10. a. UPSK-FDD yonteminde dalga boyunda yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi
etken maddeler ile saglamlik ¢aligsmasi sonuglari.

Dalga boyunda Dalga boyunda
-2’lik degisim (Dalga +2’lik degisim (Dalga Dalga boyu: 238 nm
boyu: 236 nm) boyu: 240 nm)

DES LEV | MON | DES LEV | MON | DES LEV | MON

Alikonma zamani
(tR)
Kolon etkinligi
(N)
Kuyruklanma
faktorii (T)

2,14 4,79 7,23 2,14 4,79 7,23 2,14 4,79 7,24

2986 20426 | 31357 3041 20857 | 31799 2918 18124 | 28104

1,04 1,44 1,47 1,04 1,34 1,39 1,04 1,42 1,38
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Cizelge 3.10. b. UPSK-FDD yonteminde dalga boyunda yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi
safsizliklar ile saglamlik calismasi sonuglari.

Dalga boyunda Dalga boyunda
-2’lik degisim (Dalga +2’lik degisim (Dalga Dalga boyu: 238 nm
boyu: 236 nm) boyu: 240 nm)
IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3
Alikonma zamani
(R) 3,41 5,65 6,89 3,41 5,66 6,89 3,42 5,66 6,90
Kolon etkinligi
) 13119 | 42355 4650 13696 | 42869 | 45676 | 12446 | 42507 | 41462
Kuyruklanma
faktorii (T) 1,08 0,89 0,94 1,04 0,82 0,96 1,09 0,95 1,06

Cizelge 3.11. a. UPSK-FDD yonteminde tampon pH’sinda yapilan kiigiik degisiklikler
sonrasi etken maddeler ile saglamlik ¢alismasi sonuglari.

Tampon pH’sinda - Tampon pH’sinda
0,05’lik +0,05’lik Tampon pH:3,2
degisim(pH:3,15) degisim(pH:3,25)
DES | LEV | MON DES LEV | MON DES | LEV | MON
Alikonma zamani
(R) 2,13 4,78 7,23 2,14 4,79 7,23 2,14 4,79 7,24
Kolon etkinligi
N) 2991 | 20534 | 31631 2922 17728 27262 2918 | 18124 | 28104
Kuyruklanma
faktrii (T) 1,05 1,45 1,43 1,04 1,42 1,42 1,04 1,42 1,38

Cizelge 3.11. b. UPSK-FDD yonteminde tampon pH’sinda yapilan kiigiik degisiklikler
sonrasi safsizliklar ile saglamlik ¢aligmasi sonuglart.

Tampon pH’sinda - Tampon pH’sinda
0,05’lik +0,05’lik Tampon pH:3,2
degisim(pH:3,15) degisim(pH:3,25)
IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3
Alikonma zamani
(R) 3,41 5,65 6,89 3,41 5,66 6,90 3,42 5,66 6,90
Kolon etkinligi
N) 13126 | 46795 | 45909 | 11927 | 38880 | 38143 | 12446 | 42507 | 41462
Kuyruklanma
faktorii (T) 1,12 0,95 0,96 1,09 0,83 0,95 1,09 0,95 1,06
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3.3. Montelukast, Desloratadin, Levosetirizin ve safsizliklar1 (Imp1, Imp2,
Imp3) icin Gelistirilen YPSK Yontemine Ait Analiz Bulgular:

Gelistirilmis ve valide edilmis olan analiz yontemi UPSK’dan YPSK ya
transfer edilmek sureti ile YPSK yontemi optimizasyonu amaglandi. MON, DES ve
LEV maddelerinin ve safsizliklarinin ayni1 anda analizi i¢in uygun; akis siiresi en kisa

olacak sekilde YPSK yonteminin optimizasyonu yapildi.

3.3.1. YPSK Sistemi ile Analitik Yontem Cahsmalar:

MON, DES ve LEV maddelerinin ve safsizliklarinin ayni anda YPSK
yontemiyle analizinde uygun; akis siiresi en kisa olacak sekilde kromatografik
kosullarin  belirlenmesi i¢in hareketli faz iceriginin etkisi incelendi. Diger
parametreler (Tampon ¢dzelti molaritesi, sabit faz, vb.) UPSK yonteminden YPSK

ya uyarlandi; benzer 6zellikteki ¢ozelti ve sabit faz kullanilarak uygulandi.

3.3.1.1. Hareketli Faz Icerigi

UPSK-FDD yonteminde optimize edildigi gibi; SK-KS ile molekiil agirligini
da tayin edebilmek i¢in SK-KS yontemlerinde kullanilabilen bir tampon ¢ozelti olan
Triflouroasetik asit ve Amonyum asetat iceren tampon ¢ozeltiler caligmalar yapildi.
MON, DES, LEV molekiillerinin ve safsizliklarin1 ayn1 anda YPSK ile analizi i¢in
akis programlari ile enjeksiyonlar yapildi. YPSK cihazinin bir hareketli faz kanalina
5 mM Amonyum asetat(Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): (Hareketli
FazA), diger bir kanalina ise ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren) (Hareketli
FazB), konularak ¢alismalara baslandi. Bu ¢alismalarda Inertsil Ph3 100x4,6 mm,
3um kolon kullanildi. Diger kosullar sicaklik, dalga boyu, enjeksiyon hacmi sirasi
ile; 25°C, 238 nm ve 20 uL uygulandi. Kolon boyu 2 katina ¢iktig1 igin, analiz

siiresinin uzamamasi amaci ile akis hiz1 1,2 mL dk™ olarak ayarlandi.
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UPSK yontemine benzer oranlarda akis programi hazirlanarak c¢alismaya
baslandi. Farkli hareketli faz oranlari ile yapilan enjeksiyonlara ait kromatogramlar

Sekil 3.38, 3.39, 3.40 de goriilmektedir.

Akis Program 5
Zaman (dk) Akisg Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baglangig 1,2 75 25

3 1,2 75 25
6 1,2 50 50
13 1,2 50 50
15 1,2 75 25
20 1,2 75 25
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Sekil 3.38. Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon, 1,2 mL dk™ akis hiz1, 238 nm dalga boyu,
20 uL enjeksiyon hacmi, akis programi 5 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 5 ile yapilan ¢alismalarda kapasite faktorii diisiik bulundu ve
DES simetri faktorii uygun degildir. Optimizayon ¢aligmalarina Akis program 6 ile

devam edildi.
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Akis Programi 6

Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A (%)  Hareketli Faz B (%)
Baglangig 1,2 85 15
1 1,2 85 15
5 1,2 45 55
13 1,2 45 55
18 1,2 85 15
20 1,2 85 15
OBG:
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Sekil 3.39. Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon, 1,2 mL dk™ akis hiz1, 238 nm dalga boyu,
20 uL enjeksiyon hacmi, akis programi 6 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 6 ile yapilan ¢alismalarda IMP1, LEV, IMP2, IMP3 ve MON
arasinda ayrisma saglandi ve kapasite faktorii yeterli bulundu(1<k<10). SUT
parametrelerine uygun daha kisa bir akis programi olusturmak amaci Akis Programi

7 olusturuldu.
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Akis Program 7

Zaman (dk) Akt Hiz1 (mL dk™) Hareketli Faz A (%)  Hareketli Faz B (%)
Baslangic 1,2 85 15
1 1,2 85 15
5 1,2 45 55
10 1,2 45 55
13 1,2 85 15
15 1,2 85 15
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Sekil 3.40. Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon, 1,2 mL dk™ akis hiz1, 238 nm dalga boyu,
20 uL enjeksiyon hacmi, akis programi 7 ile yapilan ¢alismalarda elde edilen kromatogram.

Akis programi 7 ile SUT parametreleri saglanarak siire 15 dk olarak kisaltildi.

Bundan sonraki ¢alismalara bu program ile devam edildi ve kromatogram stiresi 15

dk olarak alindi.
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Bu c¢alismalar ile kosullar optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Gelistirilen

yontemin parametreleri Cizelge 3.12°de goriilmektedir.

Cizelge 3.12. YPSK-FDD cihazi ile gelistirilmis analiz yontemi parametreleri

YPSK-FDD Yontem Parametreleri

Kolon Inertsil, Ph3 100x4,6 mm, 3pm
Harsket R ilesimi 2 O e s 33y ayartandy
Sicaklik (°C) 25
Tampon-5 mM Amonyum ACN-
Akis hizt . asetat (trifloro asetik asit (%0,15 trifloro
(mL dk™ Stire (dk) ile pH s1 3,2 ye ayarlandi) asetik asit igceren)
(%) (%)
1,2 0 85 15
Akis programi 1,2 1 85 15
1,2 5 45 55
1,2 10 45 55
1,2 13 85 15
1,2 15 85 15
Enjeksiyon hacmi (uL) 20
Dalga boyu (nm) 238

3.3.2. Sistem Uygunluk Parametreleri

Optimize edilen YPSK/FDD analiz yontemi ile elde edilen kromatogram

Sekil 3.41 ve hesaplanan SUT parametreleri Cizelge 3.13 de goriilmektedir.

Cizelge 3.13. YPSK-FDD cihaz ile gelistirilmis analiz yOntemine ait sistem uygunluk
(SUT) parametreleri ve sonuglari.

DES IMP-1 LEV IMP-2 IMP-3 MON
Alikonma zamani (t) 4,56 5,68 6,44 7,08 8,10 8,54
Kapasite faktorii (k) 3,56 4,68 5,44 6,08 7,10 7,54
Ayrim giicii (Rs) - 9,65 6,98 6,90 8,52 2,59
Kolon etkinligi (N) 29587 31844 83117 87922 53001 32727
Segicilik (o) - 1,32 1,16 1,12 1,17 1,06
Kuyruklanma faktorii (T) 1,17 0,88 1,22 1,0 1,08 1,34
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Sistem uygunluk sonuglarina bakildiginda biitiin maddeler i¢in; kapasite
faktorii 1-10 arasinda, ayirim giicii 1,5°dan biiyiik, kolon etkinligi 2000’den biiyiik,
secicilik 1’den biiylik, kuyruklanma faktoriintin 2’den kiigiik oldugu ve optimize

edilen yontemin sistem uygunluk sartlarini sagladigi goriildi.
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Sekil 3.41. YPSK-FDD SUT kromatogrami: Optimize edilen kosullarla; Inertsil Ph3
100x4,6 mm, 3um kolon, 25°C, 1,2 mL dk™ akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5
mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro
asetik asit iceren), akis programi 7 ile yapilan enjeksiyona ait kromatogram

3.3.3. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik)

Dogrusallik ¢alismasi igin ii¢ etken madde ve safsizliklari igeren, artan
derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler YPSK-FDD sisteminde analiz edildi.
Cozelti derisimlerine karsi elde edilen alan oranlari ile grafik ¢izildi ve her bir madde
icin dogrusallik ¢alismast yapildi. Dogrusallik grafiginin egim ve Kkesisimi
kullanilarak TS ve TAS hesaplandi. Dogrusallik ¢alismasit sonucu elde edilen

degerler Cizelge 3.14’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.14. YPSK-FDD yo6nteminin dogrusallik ¢alismasi sonuglari

DES IMP-1 LEV IMP-2 IMP-3 MON
Dogrusal aralik
1 0,50-100 0,10-4 0,50-100 0,10-4 0,10-4 1,0-200
(ng mL™)
Egim 0,4463 0,4658 0,3026 0,3128 0,5098 0,4200
Kesigim 0,0009 -0,00003 0,0001 -0,00002 -0,000004  0,0010
Korelasyon katsayisi 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
Egimin standart hatasi 0,0007 0,001 0,00021 0,0009 0,00006 0,0005
Kesisimin standart hatasi 0,0011 0,00007 0,00035 0,00006 0,0010 0,0016
TS (ug mL™) 0,112 0,021 0,165 0,032 0,020 0,237
TAS
by 0,338 0,065 0,499 0,097 0,059 0,719
(ng mL™)
Tekrar edilebilirlik
(Giin ici) % BSS* 0,26 0,63 0,20 0,62 0,82 0,19
Tekrar edilebilirlik
(Ginler arast) % BSS* 0,13 0,32 0,79 0,47 0,29 0,07
*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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Sekil 3.42.

YPSK-FDD tekrarlanabilirlik ¢alismasi; Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um

kolon, 25°C, 1,2 mL dk™* akis hizi, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM Amonyum asetat
(Trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren), akis
programi 4 ile yapilan arka arkaya 5 enjeksiyona ait kromatogram (Derisimler piklerin gelis
sirasina gore pg mL ™ olarak; 1S: 30, DES: 50, IMP1: 2, LEV: 50, IMP2: 2, IMP3: 2, MON:

100)
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3.3.4. Tablet Calismalarina Ait Sonuclar

MON, DES, LEV igeren tabletlerin analizini yapabilmek amaci ile ikili etken
madde iceren sekilde bulunan tabletler kullanilarak test ¢ozeltileri hazirlandi ve
optimize edilen yontem ile analizi yapildi. Analiz sonuglarindan elde edilen veriler
ile kalibrasyon denkleminden yaralanilarak tabletlerin igerdigi MON, DES, LEV,
IMP1, IMP2 ve IMP3 miktarlar1 hesaplandi. Tablet calismalarindan elde edilen
sonuglar Cizelge 3.15 ve 3.16°de goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar ile UPSK-FDD ve YPSK-FDD olmak iizere iki adet analiz
yontemi gelistirildi. Her bir yontem ile yapilan analiz sonuglarinin esdegerligini
gostermek i¢in F-t testi uygulandi. (Cizelge 3.17,3.18). F degeri Fieorik degerinden, t
degeri de tworik degerinden kiigiik bulundu. F-t testine gore her iki yontemin birbirine

esdeger oldugu goriildii.

Cizelge 3.15. 10 mg Montelukast + 5 mg Desloratadin (LORCLAST®) Tablete ait YPSK-
FDD yontemi ile test sonuglart.

MON DES

Etiket miktar 10 .

(mg)

Test 1 10,02 4,96
Test 2 9,98 5,01
Test 3 9,97 5,00
Test 4 10,02 5,03
Test5 10,01 4,97
Bulunan ortalama miktar (mg) 10,00 4,99
BSS (%)” 0,20 0,60
BH (%) 0 0,20
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Cizelge 3.16. 10 mg Montelukast + 5 mg Levosetirizin Dihidrokloriir (LEVMONT®) Tablete
ait YPSK-FDD yontemi ile test sonuglari.

MON LEV
Etiket miktar1 (mg) 10 5
Test1 10,17 4,89
Test 2 10,12 4,90
Test 3 10,14 4,89
Test 4 10,11 4,95
Test5 10,10 4,92
Bulunan ortalama miktar (mg) 10,13 491
BSS (%) 0,30 0,61
BH (%) -1,30 1,80

Cizelge 3.17. 10 mg Montelukast + 5 mg Desloratadin (LORCLAST") Tablete ait UPSK-
FDD ve YPSK-FDD Yontemi ile test sonuglari, F ve t degerleri.

MON DES
UPSK-FDD YPSK-FDD UPSK-FDD YPSK-FDD
Numune 1 9,96 10,02 5,10 4,96
Numune 2 9,97 9,98 4,94 5,01
Numune 3 9,97 9,97 5,08 5,00
Numune 4 10,00 10,02 4,94 5,03
Numune 5 9,97 10,01 5,07 4,97
Ortalama miktar (mg) 9,97 10,00 5,03 4,99
F degeri (Fieorik.6,39) 1,69 0,30
t degeri (tieorik: 2,31) 2,08 0,85

Cizelge 3.18. 10 mg Montelukast + 5 mg Levosetirizin Dihidrokloriir (LEVMONT®) Tablete
ait UPSK-FDD ve YPSK-FDD yoéntemi ile test sonuglari, F ve t degerleri.

MON LEV
UPSK-FDD YPSK-FDD UPSK-FDD YPSK-FDD
Numune 1 10,12 10,17 4,98 4,89
Numune 2 10,05 10,12 4,95 4,90
Numune 3 10,15 10,14 4,96 4,89
Numune 4 10,19 10,11 4,85 4,95
Numune 5 10,02 10,10 4,86 4,92
Ortalama miktar (mg) 10,11 10,13 4,92 491
F degeri (Fieqrik:6,39) 1,55 0,20
t degeri (tieorik: 2,31) 0,65 0,34
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3.3.5. Geri Kazamim Cahismalarina Ait Sonuclar

MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 molekiillerinin miktarlarinin
belirlenebilmesi i¢in gelistirilen YPSK-FDD yontemi piyasa preparatlarina
uygunlandi. Piyasa preperatlart MON ve DES igeren ile MON ve LEV igeren olarak
iki adettir. flag formu olusturulurken kullanilan yardimec1 maddelerin maddelerinin
analiz yonteminde, tayin edilecek maddeler ile ayn1 yerde girisim yapip yapmadigini

anlamak amaci ile geri kazanim caligsmasi yapildi.

MON-DES ve MON-LEV igeren tabletlerin analizi i¢in tablet c¢ozletileri
hazirland1 ve saf MON, DES, LEV, IMPI1, IMP2 ve IMP3 molekiillerini i¢eren
cozeltiler ile ayn1 anda analizi yapildi. Analiz sonuglarindan elde edilen veriler ile
kalibrasyon denkleminden yaralanilarak tabletlerin igerdigi MON, DES, LEV, IMPI,
IMP2 ve IMP3 miktarlar1 hesaplandi. Geri kazanim calismasinda elde edilen
sonuglar Cizelge 3.19.a, 3.19.b, 3.20.a, 3.20.b’de goriilmektedir.

Cizelge 3.19. a. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet etken maddelerine
ait YPSK-FDD yonteminin geri kazanim ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

MON DES
Etiket miktar1 (mg) 10 5
Tablet analizi sonucu miktar (mg) 10,00 4,99
BSS (%)” 0,20 0,60
BH (%) 0 0,20
Eklenen miktar (mg) 9,92 4,98
Geri kazanim analiz sonucu miktar (mg) 9,84 4,91
Geri kazanim (%) 99,2 98,7
BSS (%) 0,76 0,74
BH (%) 0,80 1,28

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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Cizelge 3.19. b. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet safsizliklara ait
YPSK-FDD yonteminin geri kazanim ¢alismasindan elde edilen sonuglar.

IMP1 IMP2 IMP3
Eklenen miktar (mg) 0,200 0,191 0,199
Geri Kazanim Analiz Sonucu Miktar (mg) 0,201 0,193 0,199
Geri kazanim (%) 100,5 101,1 99,8
BSS (%)" 1,93 1,33 1,88
BH (%) -0,52 -1,14 0,17
*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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Sekil 3.43. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Desloratadin Tablet YPSK-FDD yo6ntemi ile
geri kazanim kromatogrami; Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon, 25°C, 1,2 mL dk™ akis
hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1
3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), Akis programi 7 ile yapilan
enjeksiyona ait kromatogram.
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Cizelge 3.20. a. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablete ait YPSK-FDD
yonteminin geri kazanim c¢alismalarinin sonuglari.

MON LEV
Etiket miktar1 (mg) 10 5
Tablet analizi sonucu miktar (mg) 10,13 491
BSS (%) 0,30 0,61
BH (%) -1,30 -1,8
Eklenen miktar (mg) 9,92 4,95
Geri kazanim analiz sonucu miktar (mg) 9,86 4,90
Geri kazanim (%) 99,4 98,9
BSS (%) 0,95 1,66
BH (%) 0,62 1,10

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir

Cizelge 3.20. b. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablet i¢in safsizliklara
ait YPSK-FDD yonteminin geri kazanim ¢aligmalarinin sonuglari.

IMP2 IMP3

Eklenen miktar (mg) 0,193 0,199

Geri Kazanim Analiz Sonucu Miktar (mg) 0,191 0,199
Geri kazanim (%) 99,3 99,7

BSS (%)” 1,89 1,68

BH (%) 0,73 0,28

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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Sekil 3.44. 10 mg Montelukast Sodyum + 5 mg Levosetirizin Tablet YPSK-FDD yo6ntemi ile
geri kazanim kromatograma; Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon, 25°C, 1,2 mL dk™ akis
hiz1, 238 nm dalga boyu, hareketli faz:5 mM amonyum asetat (Trifloro asetik asit ile pH s1
3,2 ye ayarlandi): ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren), akis programi 7 ile yapilan
enjeksiyona ait kromatogram.

3.3.6. Saglamhk Calismalarina Ait Sonuclar

Saglamlik ¢alismasi i¢in ii¢ etken madde ve safsizliklari igeren ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozelti dalga boyu ve tampon c¢ozelti pH parametrelerinde kiiciik
degisiklik yapilmis YPSK-FDD sisteminde analiz edildi. Yontemin saglamliginin
belirlenmesi i¢in yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi sistem uygunluk testleri yapildi.
Saglamlik c¢aligmasi sonucu elde edilen degerler Cizelge 3.21.a-b ve 3.22.a-b’de

gorilmektedir.

Cizelge 3.21. a. YPSK-FDD yonteminde dalga boyunda yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi
etken maddeler ile saglamlik ¢alismasi sonuglari.

Dalga boyunda Dalga boyunda
-2°lik degisim (Dalga +2°lik degisim (Dalga Da|ga boyu: 238 nm
boyu: 236 nm) boyu: 240 nm)
DES LEV | MON DES LEV | MON DES LEV | MON
Alik
! On?gs)zamam 450 | 635 | 837 | 450 | 635 | 838 | 456 | 644 | 854
Kolon etkinligi
(N) 12884 19953 13485 12912 19912 13576 29587 83117 32727
Kuyruklanma
faktori (T) 1,31 1,27 1,31 1,31 1,28 1,31 1,17 1,22 1,34
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Cizelge 3.21. b. YPSK-FDD yo6nteminde dalga boyunda yapilan kiigiik degisiklikler sonrasi
safsizliklar ile saglamlik calismasi sonuglari.

Dalga boyunda Dalga boyunda
-2’lik degisim (Dalga +2’lik degisim (Dalga Dalga boyu: 238 nm
boyu: 236 nm) boyu: 240 nm)
IMP1 | IMP2 IMP3 | IMP1 | IMP2 IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3
Alikonma zamani
(R) 5,60 6,97 7,95 5,60 6,97 7,96 5,68 7,08 8,10
Kolon etkinligi
) 16142 | 69969 | 26254 | 17497 | 51469 | 24542 | 31884 | 87922 | 53001
Kuyruklanma
faktorii (T) 1,01 0,94 1,26 1,07 1,28 1,27 0,88 1,0 1,08

Cizelge 3.22. a. YPSK-FDD yonteminde tampon pH’sinda yapilan kiigiik degisiklikler
sonrasi etken maddeler ile saglamlik ¢alismasi sonuglari.

Tampon pH’sinda -

Tampon pH’sinda

degisim(pH:3,15) degisim(pH:3,25)
DES LEV | MON DES LEV MON DES LEV | MON
Alikonma zamani
(R) 4,49 6,35 8,37 4,49 6,36 8,40 4,56 6,44 8,54
Kolon etkinligi
™) 14929 | 20557 | 13768 18139 36299 16464 29587 | 83117 | 32727
Kuyruklanma
faktorii (T) 1,37 1,48 1,32 1,25 1,27 1,21 1,17 1,22 1,34

Cizelge 3.22. b. YPSK-FDD yonteminde tampon pH’sinda yapilan kiigiik degisiklikler
sonrasi safsizliklar ile saglamlik ¢aligmasi sonuglart.

Tampon pH’sinda -

Tampon pH’sinda

degisim(pH:3,15) degisim(pH:3,25)
IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3 | IMP1 | IMP2 | IMP3
Alikonma zamani
(R) 5,59 6,97 7,95 5,60 6,98 7,97 5,68 7,08 8,10
Kolon etkinligi
) 19564 | 50683 35071 22972 | 43416 36184 31884 | 87922 | 53001
Kuyruklanma
faktorii (T) 1,15 1,12 1,36 0,98 1,36 0,99 0,88 1,0 1,08
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3.4. Montelukast, Levosetirizin icin Ters Faz Yontemi Kullanilarak
Gelistirilen YPSK Yontemine Ait Analiz Bulgular:

Montelukast ve Levosetirizin etken maddelerinin ayni1 anda analizleri i¢in ters

faz yontemi kullanilarak uygulanabilecek alternatif bir yontem de tez caligmalari

stiresinde gelistirilmistir.

3.4.1. Ters Faz Yontemi Kullanilarak Gelistirilen YPSK Yontemi Analitik

Yontem Calismalar:
Hareketli Faz Kompozisyonu Se¢imi
En uygun metanol oraninin belirlenmesi i¢in hacimce %90, %85 ve %80

metanol iceren hareketli fazlar ile, akis hizi 1 mL dk™, kolon sicaklign 25°C olarak

oda kosullarinda ¢aligmalar yapilmaistir.

MON

- 90:10; h/h

LEV

2004 '

Dedektior Cevab

Zaman (dk)

Sekil 3.45. a. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, 25°C, 1 mL dk™ akis hizi,
240 nm, pH:4,0 olan 10 mM amonyum asetat tampon ¢6zeltisi analiz sartlarinda hareketli faz
bilesimini 90:10; (h/h) gdsteren kromatogram.
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Sekil 3.45. b. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) kolon, 25°C, 1 mL dk™ akis hizi,
240 nm, pH:4,0 olan 10 mM amonyum asetat tampon ¢6zeltisi analiz sartlarinda hareketli faz
bilesimini 85:15; (h/h) gdsteren kromatogram.

LEV
80:20; h/h

28]
MON

Dedektor Cevabi

1 1 1 [ I T ] b
Zaman (dk)

Sekil 3.45. c. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) kolon, 25°C, 1 mL dk™ akis hiz1, 240
nm, pH:4,0 olan 10 mM amonyum asetat tampon ¢ozeltisi analiz sartlarinda hareketli faz
bilesimini 80:20; (h/h) gdsteren kromatogram.

Akis Hizi Etkisi
Levosetirizin ve montelukast maddelerinin es zamanli analiz yOntemi
gelistirme c¢alismalarinda akis hizin1 optimize etmek icin 1-1,5 mL dk* arasinda

degisen hizlarda enjeksiyon yapildi. Diger kosullar; metanol ve tampon-10 mM
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(pH:4,0) (80:20 h/h) iceren hareketli faz, 25°C kolon sicakligi olarak uygulandi.

Yapilan deneyler sonucunda optimum akis hizi belirlenmistir.

LEV

21 1,00 ml dk!

H MON

Dedektor Cevaby
2

” J\

T E] 1 ¥ ) L) ¥ 13 1)
Zaman (dk)

Sekil 3.46. a. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) kolon, 25°C, 240 nm, MeOH:
Tampon-10 Mm(pH:4,0) (80:20; h/h) analiz sartlarinda 1,00 mL dk™ akis hiz1 sartlarma ait

kromatogram.
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Sekil 3.46. b. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, 25°C, 240 nm, MeOH:

Tampon-10 Mm(pH:4,0) (80:20; h/h) analiz sartlarinda 1,25 mL dk™ akis hiz1 sartlarina ait
kromatogram.
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Sekil 3.46. c. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, 25°C, 240 nm, MeOH:
Tampon-10 Mm(pH:4,0) (80:20; W/h) analiz sartlarinda 1,50 mL dk™ akis hiz1 sartlarma ait

kromatogram.

Sicaklik Etkisi

Optimizasyon ¢aligmalarinda kullanilan en etkili parametrelerden bir digeri ise

sicakliktir. Optimizasyon ¢alismalarinda secgtigimiz ters faz sivi kromatografisi

yonteminde sicaklik artisi ile diizgiin pik sekilleri elde edilirlen ve daha kisa stirede

analizler gergeklestirilmektedir. En uygun sicakligin belirlenmesi i¢in kolon sicaklig

degistirilerek analizler yapilmistir.

380 LEV
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Sekil 3.47. a. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) kolon, akis huzi: 1 mL dk™, 240 nm,
MeOH: Tampon-10 Mm(pH:4,0) (85:15; h/h), 20 °C analiz sartlarina ait kromatogram.
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Sekil 3.47. b. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, akis hizi: 1 mL dk™, 240 nm,
MeOH: Tampon-10 Mm(pH:4,0) (85:15; h/h), 25 °C analiz sartlarina ait kromatogram.
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Sekil 3.47. c. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, akis hizi: 1 mL dk™, 240 nm,
MeOH: Tampon-10 Mm(pH:4,0) (85:15; h/h), 30 °C analiz sartlarina ait kromatogram.
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Sekil 3.47. d. Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolon, akis hizt: 1 mL dk™, 240 nm,
MeOH: Tampon-10 Mm (pH:4,0) (85:15; h/h), 40 °C analiz sartlarina ait kromatogram.

Bu c¢alismalar ile kosullar optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Gelistirilen

yontemin parametreleri Cizelge 3.23’de goriilmektedir.

Cizelge 3.23. Ters faz yontemi ile gelistirilmis YPSK analiz yontemi parametreleri.

Ters Faz Yontemi Kullamlarak Gelistirilen Yontem Parametreleri

Kolon Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm; 5,0 pm)
Hareketli faz bilesimi Metanol: Amonyum asetat(pH: 4)- 10 mM, 85:15 (h/h)
Sicaklik (°C) 40
Akis hizi (mL dk™) 1,5
Enjeksiyon hacmi (uL) 10
Dalga boyu (nm) 240

3.4.2. Sistem Uygunluk Parametreleri

Optimize edilen ters faz yontemi ile YPSK analiz yontemi ile elde edilen SUT

parametreleri Cizelge 3.24°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.24. Ters faz yontemi ile gelistirilmis YPSK analiz yontemine ait sistem uygunluk
(SUT) parametreleri ve sonuglari.

LEV MON
Alikonma zaman (tg) 1,35 3,09
Kapasite faktori (k) 0,29 1,94
Ayirim Giicii (Rg) 16,07
Kolon etkinligi (N) 3986 8992
Segicilik (o) 6,77
Kuyruklanma faktorii (T) 0,86 0,91

3.4.3. Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik)

Dogrusallik ¢alismasi igin ii¢ etken madde ve safsizliklari igeren, artan
derisimlerde ¢ozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler YPSK-FDD sisteminde analiz edildi.
Cozelti derisimlerine karsi elde edilen alanlar ile grafik ¢izildi, her bir madde igin
dogrusallik caligsmasi yapildi. Dogrusallik ¢alismasi sonucu elde edilen degerler

Cizelge 3.25’te goriilmektedir.

Cizelge 3.25. Ters faz yontemi kullanilarak gelistirilmis yontemin dogrusallik calismasi
sonuglart.

LEV MON
Dogrusal aralik (g mL™) 0,5-100 0,5-100
Egim 7,08 16,22
Kesisim 3,35 -5,09
Korelasyon katsayist 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 0,06 0,18
Kesisimin standart hatasi 2,99 7,92
TS (ug mL™) 0,16 0,05
TAS(ug mL™) 0,47 0,16
Tekrar edilebilirlik (Giin i¢i) % BSS* 0,33 0,26
Tekrar edilebilirlik (Gtinler aras1) % BSS* 1,02 0,39

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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Sekil 3.48. Piklerin gelis sirastyla LEV ve MON igin kalibrasyon sonuglart a; 20 pg mL™, b;
40 ug mL?, ¢; 75 pg mL™, d; 100 pg mL™?; Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5,0 pm) kolon,
akis hizi: 1 ml dk™, 240 nm, MeOH: Tampon-10 Mm(pH:4,0) (85:15; h/h), 40  analiz
sartlart.

Farmasotik Dozaj Sekline Uygulama Ile Yapilan Geri Kazamim Calismasi

Optimizasyonu ve validasyonu tamamlanan yontem BRONCHOREST® 10 mg/
5 mg kapsiil formiilasyonunun analizi i¢in de kullanilmistir. Kapsiil numunesi
tizerine belirli oranlarda standart maddeler eklenmistir ve bu standart maddelere ait
geri kazanim sonuglar1 hesaplanmistir. Sonuglar asagida Cizelge 3.26’da ve Sekil

3.49’da verilmistir.
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Sekil 3.49. Piklerin gelis sirastyla LEV ve MON i¢in optimize kosullarda a; kapsiil
numunesi, b; % 25 oraninda etken madde ilave edilmis kapsiil numunesi, c¢; % 50 oraninda
etken madde ilave edilmis kapsiil numunesi, d; % 100 oraninda etken madde ilave edilmis
kapsiil numunesi ile yapilan analiz sonuglarina ait kromatogramlar; Kinetex C18 (150 mm x
4,6 mm, 5,0 pm) kolon,akis hizi: 1 ml dk*, 240 nm, MeOH:Tampon-10 Mm(pH:4,0) (85:15;

h/h), 40 analiz sartlar:.

Cizelge 3.26. 40 mg Montelukast Sodyum + 20 mg Levosetirizin etken maddelerine ait,
ters faz yontemi kullanilarak gelistirilmis yontemin, geri kazanim c¢alismasindan elde edilen

sonuglar.
MON LEV
Bilinen Miktar
(ng mL™) 20 0
Bulunan Miktar (ug mL%) 19,72 39,62
BSS (%) 0,46 0,38
BH (%) 4,02 0,84
Eklenen miktar (ug mL") 20 40
Geri Kazanlm(l:élzrirlil?onucu Miktar 20,23 40,43
Geri kazanim (%) 100,58 100,66
Geri Kazanim i¢in BSS (%)* 0,58 0,31
Geri Kazanim i¢in BH (%) -0,58 -0,54

*Ard arda yapilan 5 enjeksiyon sonuglaridir
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3.5. Kiitle Spektrometrisi Yontemi ile Molekiil Agirhg Belirlenmesi

UPSK/YPSK-FDD yontemi optimize edilirken bozundurma c¢aligmalarinda
karsilagilacak bilinmeyen bir safsizligin SK-KS ile molekiil agirligini da tayin
edebilmek i¢in SK-KS yontemlerinde kullanilabilen bir tampon ¢o6zelti olmasi
ozellikle tercih edildi. Optimizasyonu ve sonrasinda validasyonu yapilmis analitik
kosullar hem FDD hem de K/KD baghh SK cihazinda uygulandi. Bu sayede
LORCLAST® tablette bazik bozundurma ve oksidasyon calismalari sirasinda
olustugu gozlemlenen bilinmeyen safsizliklarin molekiill agirligi belirlenebildi.
Calisma sirasinda MON, DES, LEV molekiillerinin ve safsizliklarinin da molekiil
agirliklarina bakildi.

Cizelge 3.27. SK-KS cihaz parametreleri.

SK-KS cihaz parametreleri

lon Mode Electrospray+
Capilary voltage 1,77kv
Cone voltage: 25v
Desolvation Temperature 500 ¢
Detection mode MS Scan, Time 0 to 10, Mass 50.00 to 750.00 ES+

0,IN NaOH ile bazik bozundurma yapilmis test ¢ozeltisi SK-KS cihazina
enjekte edildi. Hem FDD hem KD olmak tizere iki detektore baglh bu cihazdan elde
edilen kromatogramlar Sekil 3.50-3.51°da goriilmektedir.
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Sekil 3.50. 0,1N NaOH ile baz hidrolizi yapilmis test ¢ozeltisine ait SK-FDD ve iyonlagsma kromatogramlari.
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Sekil 3.51. 0,1N NaOH ile baz hidrolizi yapilmis test ¢ozeltisine ait SK-KS kromatogramlari.
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Oksidasyon bozundurma yapilmis test ¢ozeltisi SK-KS cihazina enjekte edildi. Hem FDD hem KD olmak iizere iki detektore bagli bu

cihazdan elde edilen kromatogramlar Sekil 3.52- 3.53’de goriilmektedir.
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Sekil 3.52. Oksidasyon bozundurma yapilmis test ¢ozeltisine ait SK-FDD ve iyonlagma kromatogramlari.
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Sekil 3.53. Oksidasyon bozundurma yapilmis test ¢ozeltisine ait SK-KS kromatogramlart.
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SK-KS ¢alismasi kapsaminda MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarini igeren ¢6zelti de sisteme enjekte edildi. Elde edilen
kromatogramlar Sekil 3.54-3.55°de goriilmektedir.
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Sekil 3.54. MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarini iceren ¢ozeltiye ait SK-FDD ve iyonlagma kromatogramlart.
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Sekil 3.55. MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarini i¢eren ¢ozeltiye ait SK-KS kromatogramlari
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Sekil 3.55. Devam. MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarini igeren ¢6zeltiye ait SK-KS kromatogramlari



Cizelge 3.28. SK-KS ile belirlenen molekiil agirliklari.

Madde Adx Molekiil Agirhg:

IS 152

DES 311

Bazik Hidroliz Safsi1zhig: 352
IMP1 339

LEV 389

IMP2 602

IMP3 338

MON 586

Bu c¢alismada bilinen MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarinin
molekiil agirliklart  belirlenmesinin  yaninda bazik hidroliz ve oksidasyon
bozundurmalar1 ile olusan safsizliklarin molekiil agirliginin  belirlenerek ve
spektrumundan yola ¢ikarak bu safsizligin ne oldugunun bulunmasi amaglandi.
Bazik hidroliz safsizliginin FDD spektrumuna bakildiginda DES ile benzer oldugu
goriildii. DES safsizlig1 oldugu tahmin edilen bu maddenin molekiil agirligi da N-
Asetil Desloratadin ile aymidir. Bu verilerden yola ¢ikarak bu safsizligin N-asetil

Desloratadin oldugu tezine varildi.

N-asetil Desloratadin

Yapisi
Formiula C,1H»1CIN,O
Molekiil Agirhig 352,86
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Oksidasyon bozundurma sonras1 Montelukast safsizligi olan IMP2’nin hemen
yaninda olusan safsizliginin FDD spektrumuna bakildiginda IMP2 ile benzer oldugu
gorildii. Bu maddenin molekiil agirligi da IMP2 ile aynidir. Bu safsizlik ve IMP2 nin

Montelukast Siilfoksitin diastereoizomerleri olabilecegi tezine varildi.
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4. TARTISMA

Alerjik Rinit tedavisinde en yaygin kullanilan farmakoterapi secenekleri;
intranasal kortikosteroidler, HI1 reseptor antagonistleri (antihistaminler) ve
antilokotrienler (LTRA'lar)dir. Desloratadin (DES) ve Levosetirizin (LEV);
antihistaminik etkili ila¢ etken maddeleri, Montelukast Sodyum (MON); 16kotrien
reseptdr antagonistidir. Montelukastin  veya antihistaminlerin tek basina
kullanilmasimna gore Montelukastin antihistaminikler ile kullanilmasi tedavide

avantajlar saglamaktadir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK), siv1 hareketli fazin sabit fazi
iceren bir kolondan mekanik olarak pompalandig1 sivi kromatografisini tarif etmek
icin kullanilan terimdir. Mobil fazin daha polar oldugu ters faz sivi kromatografi, ¢ok
tercih edilen kromatografi ¢esididir. Disiik molekiil agirlikli numunelerin tiim
analizlerinin neredeyse %901 ters faz sivi kromatografi kullanilarak gergeklestirilir.
laglarm yapist gogunlukla apolardir. Ilag analizlerinde yaygin olarak ters faz sivi
kromatografisi uygulanmaktadir. Analizi yapilacak numune kolon i¢in genis dlgiide
farkli afiniteye sahip bilesenler iceriyorsa, gradyan eliisyon analiz siiresini kisaltmak

ve piklerin seklini gelistirmek i¢in yararhdir.

Bir YPSK cihazi; enjektor, pompa, kolon ve dedektérden olusur. Analizlerde
kullanilan kolonlarin ¢esitli tiirleri vardir. Silika jel ve ODS kapli silika jel, sirasiyla
normal ve ters faz kromatografi uygulamasi ig¢in en sik kullanilan kolon dolgu
malzemelerinden ikisidir. Ancak ters faz sivi kromatograsifinde fenil tipi islevselligi

igeren sabit fazlarin ticari kullanilabilirligi ve popiilerliginin arttig1 bilinmektedir.

UPSK, s1v1 kromatografiye yeni bir yon veren modern bir tekniktir. UPSK,
temel olarak {i¢ alanda gelisen ultra performansli sivi kromatografisini ifade eder:
“hiz, ¢oziiniirliik ve hassasiyet. UPSK ilkeleri, temel YPSK ile aymidir. Yiiksek

performansl sivi kromatografisine kiyasla daha iyi ¢oziiniirliikk, hiz ve hassasiyet
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elde etmek i¢in ultra performansli sivi kromatografisi (UPSK)’de ¢apt 2 pm'den
kiiglik partikiil uygulanmaktadir.

Kiitle Spektrometresi, incelenen analitle ilgili iyonik tiirlerin kiitle / yiik
oraninin 6l¢limiine dayanan analitik bir tekniktir. Kiitle spektrometrisi (KS); elektron
iyonlagmasi, molekiillerin par¢alanmasi ve kiitle / yiik oraninin (m / z) belirlenmesi
ile ilgilidir. Bir kati, stvi veya buhar olabilen bir numune kiitle spektrometre cihazina
yiiklenir ve buharlastirilir. Numune molekiilleri bir iyon kaynaginda iyonlara
doniistiiriiliir veya elektrosprey iyonizasyon (ESI) durumunda, ¢ozelti iginde mevcut
olan iyonlar1 gaz fazina hareket ettirebilir. Iyonlar kiitle analizoriinde kiitle yiik
oranlarina gore ayirilir. Kiitle spektrometre analizlerinde uygulanan elektrosprey
iyonizasyon bir iyonizasyon teknigidir. ESI’da iyonlasan tiirler kiitle ayiricisinda
kiitle/yiik oranlarina goére ayrilirlar. Elektrosprey iyonizasyonlu (ESI) SK-KS,
peptitlerin, proteinlerin, biyolojik numunelerin, polimerlerin, niikleotitlerin,

sekerlerin ve organometaliklerin molekiiler agirligini 6lgmek i¢in kullanilir.

Bu calisma kapsaminda, montelukast ve desloratadin; montelukast ve
levosetirizin igeren farmasotik preparatlarin tek bir kromatografik sistemde analizi
i¢in gilivenilir, hassas, hizli ve kolay bir UPSK ve YPSK yontemleri gelistirilmesi ve
bu yontemlerin validasyonu amaglandi. Ayni1 zamanda valide edilen bu yontemin
montelukast, desloratadin ve levosetirizin safsizlik analizlerine uygulanmasi
planlandi. Bozunma ¢alismalar1 sirasinda karsilasilabilecek bilinmeyen bir safsizligin
SK-KS ile molekiil agirligini da tayin edebilmek i¢in SK-KS yontemlerinde

kullanilabilen bir tampon ¢6zelti olmasi 6zellikle tercih edildi.

Bu amagla c¢alismalara trifloroasetik asit ve/veya amonyum asetat igeren
tampon ¢ozeltiler ile baglandi. MON, DES, LEV molekiillerinin ve safsizliklarini
ayn1 anda ayirmak sabit bir akis programi ile miimkiin olmayacag1 6ngoriildiiglinden
iki farkli tampon ¢ozelti hazirlandi. UPSK cihazinin bir hareketli faz kanalina SmM
amonyum asetat iceren tampon (Hareketli FazA), diger bir kanalina ise %0,15

trifloro asetik asit igceren tampon (Hareketli FazB), konularak calismalara baslandi.
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Bu ¢alismalarda Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8 um kolon kullanildi. Degisken

oranlar agagidaki gibidir.

Hareketli faz 1; Hareketli Faz A: Hareketli Faz B (60: 40, h/h)
Hareketli faz 2; Hareketli Faz B: Hareketli Faz A (60: 40, h/h)

Hareketli Faz A oraninin fazla oldugu kosulda IMP3 ve MON pikleri alikonma
stirelerinin uzadig1 goriildii. Hareketli Faz B oraninin fazla oldugu kosulda ise pikler
erken ¢ikti ancak ayrisma saglanamadi ve kapasite faktorii diisik bulundu. Bu
calismalar sonucu sabit oranda hareketli faz karisimi ile uygun analiz sartlarim
saglamayacagi Ongoriildiiglinden akis programi olusturuldu. Akis programlari
optimizasyonu ¢alismalarinda Akis programi 4 (Asagida verilmistir) ile SUT
parametreleri saglanarak siire 10 dk olarak kisaltildi. Bundan sonraki ¢aligmalara bu
program ile devam edildi ve kromatogram siiresi 10 dk olarak alindi. Diger kosullar
sicaklik, dalga boyu, akis hizi, enjeksiyon hacmi sirasi ile; 25°C, 238 nm, 0,6 mL
dk?, 10 uL uygulandi. I¢ standart olarak Parasetamol (IS) kullanildi.

Akis Program 4
Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baslangic 0,6 75 25
4 0,6 50 50
6 0,6 40 60
9 0,6 75 25
10 0,6 75 25

Tampon ¢ozelti molaritesi optimizasyonunda; 3 mM, 5 mM ve 10 mM
amonyum asetat tamponlarinin Haraketli faz A olarak kullanildig1 enjeksiyonlarda
anlaml bir fark gbézlenmedi. Ancak tekrarlanan enjeksiyonlarda pik simetrilerinde
yiikselme ve ayrismanin kotii olmasi sebebi ile SmM amonyum asetat tamponunun

pH s1 3,2 ye ayarlanarak ¢aligsmalara devam edildi.

Sabit faz denemelerinde Acquity UPLC BEH —C18, 50x2,1 mm, 130A, 1,7um
kolon ve Acquity UPLC BEH —Phenyl, 100x2,1 mm, 1,7um kolon ile enjeksiyonlar
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yapildi. Sabit faz se¢imi ¢aligmalar1 degerlendirildiginde; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6
mm, 1,8um kolon ve 0,6 mL dk™ akis hizinda daha iyi ayrisma ve pik simetrisi

saglamakla birlikte basing degerinin daha diisiik oldugu goriildii.

Akis hizi ¢alismalar1 degerlendirildiginde 0,5 mL dk? akis hizi ile yapilan
calisma sonucu elde edilen kromatograma gore IMP3 ve MON piklerinin simetrisi
yiikseldigi gozlendi. 0,7 mL dk™* ve 0,6 mL dk™ akis hiz1 ile yapilan ¢alisma sonucu
elde edilen kromatogramda anlamli bir fark olmadi. Basincin az olmasi ve pik

simetrileri degerlendirilerek ¢alismalara 0,6 mL dk™ akis hizi ile devam edildi.

Bu ¢alismalar ile kosullar optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Gelistirilen
UPSK-FDD yonteminin parametreleri (Cizelge 3.1) ve sistem uygunluk
parametreleri (Cizelge 3.2) belirlendi. Sistem uygunluk testi sonuglarina ile yontemin
uygulanabilir oldugu goriildii. Bu caligmalar tamamlandiktan sonra yontem

validasyonu asamasina geg¢ildi.

Yontem parametreleri belirlendikten sonra, yontemin segiciliini ve stabilite
gostergeli olup olmadigimi kontrol etmek i¢in LORCLAST® ve LEVMONT® tablet
formlar1 tizerinden hizlandirilmis bozundurma ¢alismalart yapildi. Bozundurma
caligmalar1 kapsaminda tablet ¢ozeltisi hidroliz (Asit, Baz); oksidasyon (H,O; ile);
1s1kta bozunma (tabletlerin fotostabilite cihazinda 600 Wh/m? UV 15181 ve 3,6 milyon
liks saat giin 1s18inda beklemesi); sicaklik (tabletlerin 70°C’de etiiv igerisinde
beklemesi) islemlerine maruz birakilarak bozundurma g¢alismalar1 yapildi. Sonuglar
bozundurma islemleri uygulanmamis 100 ng mL* MON’a esdeger tablet ¢ozeltileri
ile karsilastirildt ve Dbozunma oranlar1 hesaplandi. Bozundurma ¢alismalari
incelendiginde MON ve DES igeren tablet ¢ozeltilerinde 0,1 N HCI asit hidrolizi ve
70°C’de etiiv igerisinde beklemesi sonucu herhangi bir bozunma safsizlig
gbzlemlenmedi. Yine MON ve DES igeren tablet ¢ozeltilerinde MON i¢in hidrojen
peroksit, giin ve UV 15181 ile yapilan ¢aligmalarda bozunma safsizliklar1 olusmustur.
DES i¢in ise 0,1 N NaOH baz hidrolizi, giin ve UV 15181 ile yapilan ¢alismalarda
bozunma safsizliklar1 olusmustur. Giin ve UV 15181 bozundurma caligmalarinda

olusan safsizliklar IMP1, IMP2 ve IMP3’ten biri veya bazilari ile aymidir. DES ve
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MON igeren tabletin 0,1 N NaOH baz hidrolizinde goriilen pikin alikonma zamani
yaklagik 2,6 dakika; oksidasyon bozundurmasi sonucu goriilen pikin alikonma
zamani yaklasik 5,8 dakikadir. Oksidasyon bozundurma sonrasi 5,8 dakikada gelen
safsizlik olan IMP2’nin hemen yaninda olusan safsizligiin FDD spektrumuna
bakildiginda IMP2 ile benzer oldugu goriildii. 2,6 dakikada gelen safsizligin FDD
spektrumuna bakildiginda DES ile benzer oldugu goriildii. Alikonma zamanlari
IMP1, IMP2 ve IMP3’ten farkli olan bu bozunma triinleri SK-KS sisteminde analiz
yapilip molekiil agirliklar1 belirlendi.

MON ve LEV igeren tablet ¢dzeltilerinde Montelukast i¢in 70°C, 0,1 N NaOH
baz hidrolizi, hidrojen peroksit, glin ve UV 15181 ile yapilan ¢alismalarda bozunma
safsizliklar1 olustugu gozlendi. LEV ig¢in ise herhangi bir bozunma safsizligi
gozlemlenmedi. 70°C, 0,1 N NaOH baz hidrolizi, giin ve UV 15181 bozundurma
calismalarinda olusan safsizliklar IMP2 ve/veya IMP3’tiir. IMP2 ve IMP3’ten farkli
olarak yaklasik 5,8 dakikada MON oksidasyon bozundurmasi sonucu olusan pik

goriildii.

Olusan tiim safsizliklar LORCLAST® ve LEVMONT® tabletleri ile hazirlanan
cozeltilerdeki MON, DES, LEV etken maddeleri ile ayni alikonma zamaninda
gelmedigi i¢in bozunma {riinlerinin ve etken maddelerinin hicbir etki olmadan

sayisal olarak o6lciildiigi gortldii.

Gelistirilen UPSK-FDD yontemine yontem gecerlilik testleri uyguland: ve
gecerlilik kriterlerine gore degerlendirildi. Bu amagla, validasyon calismalari
kapsaminda yontemin; dogrusallik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik,
saglamlik gibi parametrelere uygunlugu kontrol edilip sonuglarin istatiksel

degerlendirilmeleri yapildi.

Gelistirilen ikinci yontem YPSK-FDD ile analiz yontemidir.

118



YPSK cihazinin bir hareketli faz kanalina 5 mM Amonyum asetat(Trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarland1): (Hareketli FazA), diger bir kanalina ise ACN
(%0,15 trifloro asetik asit igeren) (Hareketli FazB), konularak ¢alismalara basland:.
Bu calismalarda Inertsil Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon kullanildi. Diger kosullar
sicaklik, dalga boyu, enjeksiyon hacmi sirasi ile; 25°C, 238 nm ve 20 uL uygulandi.
Kolon boyu 2 katina ¢iktig1 igin, analiz siiresinin uzamamasi amaci ile akig hizi 1,2
mL dk? olarak ayarlandi. UPSK yontemine benzer oranlarda akis programi

hazirlanarak calismaya baslandi.

Akis programlari optimizasyonu c¢alismalarinda Akis programi 7 (Asagida
verilmistir) ile yeterli ayrisma saglanmis ve kapasite faktorii uygun bulundu. SUT
parametreleri saglanarak siire 15 dk olarak optimize edildi. Bu ¢alismalar ile kosullar
optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Diger kosullar sicaklik, dalga boyu, akis
hiz1, enjeksiyon hacmi sirast ile; 25°C, 238 nm, 1,2 mL dk™, 20 uL uygulandi. i¢
standart olarak Parasetamol (IS) kullanildi.

Akis Program 7
Zaman (dk) Akis Hizi (mL dk™) Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%)
Baslangic 1,2 85 15
1 1,2 85 15
5 1,2 45 55
10 1,2 45 55
13 1,2 85 15
15 1,2 85 15

Gelistirilen YPSK-FDD yo6nteminin parametreleri (Cizelge 3.12) ve sistem
uygunluk parametreleri (Cizelge 3.13) belirlendi. Sistem uygunluk testi sonuglarina
ile yontemin uygulanabilir oldugu goriildii. Bu ¢aligmalar tamamlandiktan sonra

yontem validasyonu asamasina gegildi.

MON ve LEV etken maddelerinin ayni anda analizleri i¢in ters faz yontemi
kullanilarak uygulanabilecek alternatif bir yontem de tez caligmalar1 siiresinde

gelistirildi.
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En uygun metanol oraninin belirlenmesi i¢in hacimce %90, %85 ve %80
metanol iceren hareketli fazlar ile, akis hiz1 1 mL dk™, kolon sicaklign 25°C olarak

oda kosullarinda caligmalar yapildi.

LEV ve MON maddelerinin es zamanli analiz yontemi gelistirme
calismalarinda akis hizin1 optimize etmek i¢in 1-1,5 mL dk? arasinda degisen

hizlarda enjeksiyon yapildi.

Optimizasyon ¢aligmalarinda kullanilan en etkili parametrelerden bir digeri ise
sicakliktir. Optimizasyon c¢alismalarinda sectigimiz ters faz sivi kromatografisi
yonteminde sicaklik artisi ile diizgiin pik sekilleri elde edilirken ve daha kisa siirede
analizler gerceklestirildi. En uygun sicakligin belirlenmesi icin kolon sicaklig

degistirilerek (20°C, 25°C, 30°C ve 40°C) analizler yapild.

Bu ¢aligmalar ile kosullar optimize edilerek ve yontem gelistirildi. Gelistirilen
YPSK-FDD  yonteminin parametreleri (Cizelge 3.23) ve sistem uygunluk
parametreleri (Cizelge 3.24) belirlendi. Sistem uygunluk testi sonuglarina ile
yontemin uygulanabilir oldugu goriildii. Bu ¢aligmalar tamamlandiktan sonra yontem

validasyonu agamasina gegildi.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu (Cizelge 1.2) ikili etken maddenin es
zamanli olarak analizinin yapildig1 ¢alismalar goriildii ancak 3 etken maddenin ve 3
safsizligin es zamanli olarak analizinin yapildigi bir ¢alisma goriilmedi. Bu tez
calismasi ile gelistirilen UPSK-FDD ve YPSK-FDD yo6nteminin sonucu literatiirde
bulunan yontemlerle kiyaslandiginda 3 etken maddenin ve 3 safsizlifin es zamanlh

olarak analizinin gerg¢eklesebildigi, hizli, hassas ve saglam bir yontem oldugu goriildii.

MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 tayini i¢in gelistirilen UPSK-FDD ve
YPSK-FDD yontemleri farmasotik dozaj formlarinda da uygulandi. Bu ¢alisma ile
yardime1 maddelerin ve bozunma iiriinlerinin analiz yontemini etkileyip etkilemedigi

kontrol edildi ve bu maddelerin analizi etkilemedigi goriildii.
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Sonug olarak MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 maddelerinin ayn1 anda
UPSK-FDD yontemi ile; Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um Kkolonda
kullanilarak, sicaklik 25°C ve 0,6 mL dk™ akis hiz1 ile uygulanmistir. Hareketli faz
igeriginde; ACN (%0,15 trifloro asetik asit iceren) ve 5 mM amonyum asetat (trifloro
asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi) akis programi ile uygulanmistir. Yontemin
dalga boyu 238 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir. Bu kosullarda;
MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 maddelerine ait piklerin alikonma
zamanlar1 sirasiyla 7,24; 2,14; 4,79; 3,42; 5,66 ve 6,90 dakika olarak bulunmustur.
Gelistirilen yontemde MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 i¢in dogrusal aralik
sirastyla 1,0-200pg mL™; 0,5-100 ug mL™; 0,5-100 pg mL™; 0,10-4 pg mL™; 0,20-4
ve 0,20-4 pg mL'l, teshis sinir1 sirastyla 0,240; 0,149; 0,122; 0,021; 0,047 ve 0,037
ug mL?, tayin alt sinir1 ise sirastyla 0,727; 0,452; 0,369; 0,063; 0,144 ve 0,111 pg

mL™ olarak bulunmustur.

YPSK-FDD yontemi ile ¢alismalar Inertsil, Ph3 100x4,6 mm, 3um kolon ve
sicaklik 25°C ve 1,2 mL dk™ akis hiz1 ile uygulanmistir. Hareketli faz igeriginde;
ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren) ve 5 mM amonyum asetat (trifloro asetik asit
ile pH s1 3,2 ye ayarlandi) akis programi ile uygulanmistir. Yontemin dalga boyu
238 nm ve enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. Bu kosullarda; MON, DES,
LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 maddelerine ait piklerin alikonma zamanlar1 sirasiyla
8,54; 4,56; 6,44; 5,68; 7,08 ve 8,10 dakika olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemde
MON, DES, LEV, IMP1, IMP2 ve IMP3 i¢in dogrusal aralik sirasiyla 1,0-200pg mL”
- 0,5-100 pg mL™; 0,5-100 pg mL™; 0,10-4 pg mL™?; 0,10-4 ve 0,10-4 ug mL™,
teshis sinir1 sirasiyla 0,237; 0,112; 0,165; 0,021; 0,032 ve 0,020 pg mL?, tayin alt
smirt ise sirasiyla 0,719; 0,338; 0,499; 0,065; 0,097 ve 0,059 pg mL™ olarak

bulunmustur.

MON ve LEV etken maddelerinin ayni anda analizleri i¢in ters faz yontemi
kullanilarak uygulanabilecek alternatif bir yontem de Kinetex C18 (150 mm x 4,6
mm, 5,0 pm) kolon, sicaklik 40°C ve 1,5 mL dk™ akis hizi ile uygulanmustir.
Hareketli faz iceriginde; Metanol: Amonyum asetat (pH: 4)- 10 mM, 85:15 (h/h) ile
uygulanmistir. ' Yontemin dalga boyu 240 nm ve enjeksiyon hacmi 10 uL olarak
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belirlenmigtir. Bu kosullarda; MON, LEV maddelerine ait piklerin alikonma
zamanlar sirasiyla 3,09 ve 1,35 dakikadir. Gelistirilen yontemde MON, LEV i¢inde
dogrusal olarak sirasiyla 0,5-100 g mL™?; 0,5-100 ug mL™, teshis siniri sirasiyla
0,05; 0,16 pg mL", tayin alt sinir1 ise sirasiyla 0,16; 0,47 pg mL™ olarak bulunmustur.

UPSK-FDD yontemi ile Optimizasyonu ve sonrasinda validasyonu yapilmis
analitik kosullar hem FDD hem de K/KD bagli SK cihazinda uygulandi. SK-KS ile
bilinen MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarinin molekiil agirliklart
belirlenmesinin yaninda bazik hidroliz ve oksidasyon bozundurmalar1 ile olusan
safsizliklarin molekiil agirligi belirlenmistir. Bazik hidroliz safsizliginin  FDD
spektrumuna bakildiginda DES ile benzer oldugu goriildi. DES safsizligi oldugu
tahmin edilen bu maddenin molekiil agirligi; 352 olarak bulundu. Bu molekiil agirlig
N-Asetil Desloratadin ile aynidir. Bu verilerden yola ¢ikarak bu safsizligin N-asetil
Desloratadin oldugu tezine varildi. Oksidasyon bozundurma sonrasi Montelukast
safsizligi olan IMP2’nin hemen yaninda olusan safsizliginin FDD spektrumuna
bakildiginda IMP2 ile benzer oldugu goriildii. Bu maddenin molekiil agirligi da 352
olarak bulundu. Bu molekiil agirligi IMP2 ile aynidir. Bu safsizlik ve IMP2’nin

Montelukast Siilfoksitin diastereoizomerleri olabilecegi tezine varildu.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda alerjik rinit tedavisi i¢in yaygin kullanilan
Desloratadin, Levosetirizin ve Montelukast etken maddelerinin ve safsizliklarmin iki
farkli sistem kullanilarak es zamanli analiz yapilabilmesi igin gerekli parametreler
belirlendi ve bu parametreler uygulanarak analizleri yapildi. Analiz ydtemi
olusturmak igin tampon ¢6zelti molaritesi ve hareketli faz bilesimi, kolon, akis hizi
ve sicaklik kosullarmin optimizasyonu ile analizler igin en iyi kosullar belirlendi. iKi
farkli analiz sistemi olan UPSK-FDD ve YPSK-FDD birbirleri ile karsilastirildi.
SK-KS yontemi ile de bilinen MON, DES, LEV molekiillerini ve safsizliklarinin
molekiil agirliklar belirlenmesinin yaninda; calismalar sirasinda tespit edilen bazik
hidroliz ve oksidasyon bozundurmalari ile olusan safsizliklarin molekiil agirlig:

belirlendi.

Montelukast, Levosetirizin ve Desloratadin'in tek basina veya diger ilaglarla
ikili kombinasyon halinde yiiksek performansli sivi kromatografisi, UV
spektrofotometri, ince tabaka kromatografisi ve sivi  kromatografi-kiitle
spektroskopisi  gibi ¢esitli teknikler kullanilarak belirlenmesi i¢in analitik
yontemlerin  sayist bildirildi. Bununla birlikte, Montelukast, Levosetirizin,
Desloratadin ve safsizliklarinin eszamanli analizi i¢in simdiye kadar yayinlanan
herhangi bir valide edilmis YPSK ve UPSK yontemi bulunamadi. Bu g¢alisma ile,
Montelukast, Levosetirizin, Desloratadin ve IMP1, IMP2, IMP3 safsizliklarinin
eszamanlt analizi i¢in hizli ve hassas YPSK ve UPSK yontemlerini onerildi ve

dogrulandi.

Sonu¢ olarak uygulanan validasyon parametreleri degerlendirildiginde;
gelistirilen yontemlerin segici, tekrarlanabilir, hassas, kesin ve kararli yontemler
oldugu gériilmektedir. iki farkl sistem olan UPSK-FDD ve YPSK-FDD cihazlarinda
ters faz s1vi kromatografisi ile gelistirilen yontemler karsilagtirildiginda YPSK-FDD
sistemi ile UPSK-FDD sistemi kadar hizli ve hassas analiz yontemi gelistirildigi

gorildii. Bu analiz yontemleri farmasotik dozaj formlarinda da basari ile uygulanmis
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ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirilmeler student-t ve
Fisher (F) testleri ile yapilmistir. Student-t ve Fisher (F) testleri tutarli olup,

yontemlerin birbirine esdeger olduklar1 gosterilmistir.
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OZET

Stabilite gostergeli sivi kromatografisi ile montelukast iceren ikili etken maddelerin
farmasotik dozaj sekillerinden ayni anda analizi

Bu tezin amaci alerjik rinit tedavisinde yaygin kullanilan Desloratadin, Levosetirizin
ve Montelukast etken maddelerinin ve safsizliklarinin iki farkli sistem kullanilarak ayni anda
analizleri i¢in yOntemi belirlemektir. Yontem gelistirme asamasinda farkli hareketli faz
bilesimi, farkli sicaklik, akis hizinin yontem {izerindeki etkileri gibi deney sartlar1 optimize
edilmistir. Optimizasyon c¢aligmalar1 sirasinda tespit edilen bazik hidroliz ve oksidasyon
bozundurmalari ile olusan safsizliklarin molekiil agirhigi SK-KS yontemi ile belirlenmistir.
Yontemlerin biri olan UPSK-FDD yo6ntemi ile analiz ¢alismalari Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6
mm, 1,8um kolonda, sicaklik 25°C ve 0,6 mL dk™ akis hizi ile yapilmistir. Hareketli faz
igeriginde; ACN (%0,15 trifloro asetik asit igeren) ve 5 mM amonyum asetat (trifloro asetik
asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi) akis programi ile uygulanmistir. UPSK-FDD yontemi dalga
boyu 238 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir. Gelistirilen bir diger yontem
olan YPSK-FDD yontemi ile galigmalar Inertsil, Ph3 100x4,6 mm, 3um kolonda, sicaklik
25°C ve 1,2 mL dk™ akig hiz1 ile yapilmustir. Hareketli faz igeriginde; ACN (%0,15 trifloro
asetik asit igceren) ve 5 mM amonyum asetat (trifloro asetik asit ile pH s1 3,2 ye ayarlandi)
akis programi ile uygulanmistir. YPSK-FDD yontemi dalga boyu 238 nm ve enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. Montelukast ve Levosetirizini ayn1 anda analiz igin
alternatif bir YPSK-FDD yo6ntemi de gelistirilmistir. Bu yontem ile ¢alismalar Kinetex C18
(150 mm x 4,6 mm, 5,0 um) kolonda, sicaklik 40°C, akis hiz1 1,5 mL dk™, dalga boyu 240
nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir. Hareketli faz iceriginde; Metanol:
Amonyum asetat (pH: 4)- 10 mM, 85:15 (h/h) ile uygulanmustir.

Gelistirilen yontemler valide edilmis; hizli, segici, hassas, giivenilir, c¢evreci
yontemlerdir. Onerilen UPSK-FDD ve YPSK-FDD yontemleri farmasotik dozaj formlarinda
da basari ile uygulanmigtir. Bdylece analiz sonuglariin yardimci maddelerden etkilenmedigi
ve ilag numunelerine uygulanabilirligi de gosterilmistir. Ayrica gelistirilen her iki yontemin
istatistiksel degerlendirmesi Student-t ve F testi ile yapilmis ve yontemlerin birbirine esdeger
olduklar1 gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Desloratadin, ila¢ analizi, Levosetirizin, Montelukast, Safsizlik, SK-
KS, UPSK-FDD, Validasyon, YPSK-FDD.
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SUMMARY

A Stabbility Indicating Liguid Chromatographic Method for Simultaneous
Determination of Montelukast Binary Mixtures in Pharmaceutical Dosage Forms

The aim of this thesis is to develop a method for simultaneous analysis of the active
ingredients and impurities of Desloratadine, Levocetrizine and Montelukast, which are
widely used in the treatment of allergic rhinitis, using two different systems. For this reason,
experimental conditions such as different mobile phase composition, different temperature,
flow rate effects were optimized. The molecular weight of the impurities formed by the basic
hydrolysis and oxidation decompositions detected during the optimization studies was
determined by the LC-MS method. Analysis studies with UPLC-DAD method, which is one
of the methods, were performed on Zorbax SB-Phenyl, 50x4,6 mm, 1,8um column,
temperature 25°C and flow rate of 0.6 mL min-1. In the mobile phase content; ACN
(containing 0.15% trifluoroacetic acid) and 5 mM ammonium acetate (pH adjusted to 3.2
with trifluoroacetic acid) were applied by flow program. The wavelength was chosen as 238
nm and the injection volume was 10 uL. With the HPLC-DAD method, another developed
method, studies were carried out in Inertsil, Ph3 100x4,6 mm, 3um column, temperature
25°C and 1.2 mL min-1 flow rate. In the mobile phase content; ACN (containing 0.15%
trifluoroacetic acid) and 5 mM ammonium acetate (pH adjusted to 3.2 with trifluoroacetic
acid) were applied by flow program. The wavelength was chosen as 238 nm and the
injection volume was 20 pL. An alternative HPLC-DAD method has also been developed for
simultaneous analysis of Montelukast and Levocetrizine. With this method, studies were
carried out on a Kinetex C18 (150 mm x 4.6 mm, 5.0 pm) column, temperature 40°C and
flow rate of 1.5 mL min-1. In the mobile phase content; Methanol was applied with
ammonium acetate (pH: 4)-10 mM, 85:15 (v/v). The wavelength was chosen as 240 nm and
the injection volume was 10 pL.

The developed methods have been validated; These are fast, selective, sensitive,
reliable and environmentally friendly methods. The proposed UPLC-DAD and HPLC-DAD
methods have also been successfully applied in pharmaceutical dosage forms. Thus, it has
been shown that the analysis results are not affected by the excipients and its applicability to
drug samples. In addition, the statistical evaluation of both developed methods was made
with Student-t and F tests and it was shown that the methods were equivalent to each other.

Keywords: Desloratadine, Drug analysis, Impurity, Levocetrizine, Montelukast, LC-MS,
UPLC-DAD, Validation, HPLC-DAD.
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