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ONSOZ

Yiiksek Lisans tezi kapsaminda, bir antidepresan etkili etken madde olan
vortioksetinin ila¢ piyasasinda su an tek Orneginin bulundugu tablet formundaki
preparatlarindan miktar tayini i¢in yiiksek basing¢li sivi kromatografik ve UV-GB
spektrofotometrik yontemler gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelistirilen yontemlerin

Tiirkiye ilag¢ piyasasina giren preparatlara uygulanmasi amaglanmustir.

Tez ¢alismalarim sirasinda degerli katkilariyla caligmalarima yon veren sayin
hocam Prof. Dr. Nevin ERK ’e; yiiksek lisans egitimim icin destek olan Tiirkiye Ilag
ve Tibbi Cihaz Kurumu Analiz ve Kontrol Laboratuvarlar1 Daire Bagkani Kim.
Yiicel DENER’e; ilag ve Kozmetik Uriinler Laboratuvarlar1 Birim Sorumlusu Kim.
Lale DEMIREL e; yaptigim ¢alismalar boyunca yardimlarm esirgemeyen Bil. Uzm.
Kim. Soner BAY’a, Uzm. Kim. Engin ER’e, Ecz. Ali Kemal ATES’e ve Ecz. Gizem

TIRIS’a, derin tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim siiresince tavsiyeleri, ongoriileri ve destekleri i¢in Ecz. Nihal
KOCA’ya, Bio. Ezgi HEREK’e, Bil. Uzm. Ecz. Munise VURUCU’ya ve Tiirkiye
Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu Ila¢ ve Kozmetik Uriinler Laboratuvarlar Birimi mesai

arkadaslarima tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini esirgemeyen aileme

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Alfa, segicilik (Kromatografik yontem)
Absorbtivite (L.g*.cm™)

Absorbans degeri

Is1g1n 6rnek i¢inde adigi yol (cm)

Isik hizi (3 x 10® m.s™?)

Kandela

Santimetre

Konsantrasyon (g.L™)

Derece Celsius

Asetik Asit

Doteryum

Diode-array dedektor

Dakika

Epsilon, molar absorptivite degeri (L.mol™*.cm™)
Bir molekiiliin i¢ enerjisi (J)

Bir molekiiliin donme enerjisi (J)
Bir molekiiliin elektronik enerjisi (J)
Bir molekiiliin 6telenme enerjisi (J)
Elektron paramagnetik rezonans
Elektron spin rezonansi

Bir molekiiliin titresme enerjisi (J)
Derece Fahrenheit

gram

Planck sabiti (6,62 x 10%*J.s)

Teorik tabaka ytiksekligi (Kromatografik yontem)
Hidrojen

Borik Asit
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HBr Hidrobromiir

HCI Hidroklorik asit

HILIC-MS Kiitle spektrofotometreli hidrofilik etkilesim sivi kromatografi
I Ornekten ¢ikan 1s1manin siddeti (cd, Spektroskopik yontem)

lo Ornege gelen 1s1manin siddeti (cd, Spektroskopik yontem)
IR Infrared (Kizilétesi)

J Joule

ITK Ince tabaka kromatografi

K Dagilma katsays1 (Kromatografik yontem)

k’ Kapasite faktorii (Kromatografik yontem)

KD Kabul degeri

KH,PO, Potasyum dihidrojen fosfat

A Lamda, Isimanin dalga boyu (nm)

L (1) Kolon uzunlugu (Kromatografik yontem); (ii) Litre

LC-FTIR Likit Kromatografi - Fourier Dontistimlii Kizil6tesi Spektroskopi
LC-MS Kiitle spektrometre likit kromatografi

v Mikron

m Metre

M Molar

Ma Molekiil agirhigi (g)

MADRS Montgomery-Csberg Depression Rating Scale
MAOI Monoamin oksidaz inhibitorii

MDB Major depresif bozukluk

MeOH Metanol

ug Mikrogram

mg Miligram

mL Mililitre

um Mikrometre

mm Milimetre

v Ni, Istmanin frekansi (5-1)

N Teorik plaka sayis1 (Kromatografik yontem)

NazCgHs07 Trisodyum sitrat



NaOH

Sodyum Hidroksit

NH4C,H30, Amonyum Asetat

NH4OH
ng

nm
NMR

ppm

Ry
RSD

SS
SSRI

TAS
TCA

TR

tw
UPLC
uv
UV-GB

YBSK
YS

Amonyum Hidroksit

Nanogram

Nanometre
Niikleer manyetik rezoliisyon spektrofotometre
Milyonda bir birim

Korelasyon katsayisi

Rezoliisyon (Kromatografik yontem)
Alikonma faktorii (Kromatografik yontem)
Bagil standart sapma

Saniye

Standart sapma

Secici serotonin geri alim inhibitori
Transmittans (Gegirgenlik)

Olii zaman (Kromatografik yontem)

Tayin alt siri (ug.mL™)

Trisiklik antidepresan

Alikonma zamani (Kromatografik yontem)
Pik taban genisligi (Kromatografik yontem)
Ultra performans likit kromatografi
Ultraviyole (Morotesi)

Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopi
Olii Hacim (Kromatografik yontem)
Alikonma hacmi (Kromatografik yontem)
Ortalama dagilim hacmi (Kromatografik yontem)
Tungsten

Ksenon

Yiiksek basinglt s1vi kromatografi

Yakalama sinir1 (ug.mL'l)
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12 pg/mL vortioksetin.HBr i¢eren ¢6zeltinin 0,02 M borat tampon
(pH:9,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

12 pg/mL vortioksetin.HBr i¢eren ¢6zeltinin 0,02 M borat tampon
(pH:10,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

0,02 M asetat tampon (pH:4,0) igerisinde hazirlanan vortioksetin.HBr’{in

a) 6 ug/mL; b) 8 ug/mL; ¢) 10 ug/mL; d) 14 pg/mL; e) 18 pg/mL;

) 24 pg/mL; ve g) 30 pg/mL konsantrasyonlarina ait, dogrudan UV

spektrumlari

Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemde 228,0 nm ‘deki ¢aligma

Grafigi

0,02 M asetat tampon (pH:4,0) igerisinde hazirlanan vortioksetin.HBr’{in

a) 6 ug/mL; b) 8ug/mL; ¢) 10 ug/mL; d) 14 pg/mL; e) 18 ug/mL;

f) 24 pg/mL; ve g) 30 pg/mL konsantrasyonlarina ait, birinci Tiirev UV

spektrumlar1 ( Aq: 237,7 nm; A,: 257,2 nm)

Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde 237,7 nm’de elde

edilen ¢alisma grafigi

Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde 257,2 nm’de elde

edilen ¢alisma grafigi
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CIZELGELER

Cizelge 3.1. 0,05 M KH,PQO, tampon :MeOH (60:40; h/h) hareketli fazinin pH
degisimlerinin alikonma zamanlarina etkisi (Dalga boyu:225 nm)

Cizelge 3.2. 220,0-235,0 nm dalgaboyu araliginda etken madde alanlari

Cizelge 3.3. Kullanilan kolonlar sonucu elde edilen asimetri faktorii ve teorik
plaka sayis1 degerleri (225,0 nm)

Cizelge 3.4. YBSK yontemi ile ¢alisma egrisi denklem verileri (225 nm, n=7)

Cizelge 3.5. YBSK yontemi ile, her birinde 20 pg/mL derisiminde kafein i¢
standardi1 bulunan ¢ozeltilerle vortioksetin.HBr etken
maddesinden elde edilen giin i¢i deneysel veriler

Cizelge 3.6. YBSK yontemi ile, her birinde 20 pg/mL derisiminde kafein i¢
standard:1 bulunan ¢ozeltilerle vortioksetin.HBr etken
maddesinden elde edilen giinler aras1 deneysel veriler

Cizelge 3.7. YBSK yontemi ile vortioksetin.HBr etken maddesinden
elde edilen geri kazanim verileri

Cizelge 3.8. YBSK yontemi ile Brintellix® 10 mg tabletteki vortioksetin miktar
tayini analiz verileri

Cizelge 3.9. YBSK yontemi ile Brintellix 10 mg tabletteki vortioksetin.HBr
Icerik tekdiizeligi analiz verileri

Cizelge 3.10. YBSK yontemi ile, her birinde 40 pg/mL vortioksetin.HBr
ve 20 pg/mL kafein i¢ standardi bulunan ¢ozeltilerle elde edilen
vortioksetin.HBr hizlandirilmig degradasyon ¢alisma verileri

Cizelge 3.11. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemle elde edilen ¢alisma
egrisi verileri (228,0 nm, n=7)

Cizelge 3.12. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giin igi
deneysel veriler

Cizelge 3.13. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giinler arasi
deneysel veriler

Cizelge 3.14. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile Brintellix® 10 mg
tabletteki analiz sonuglar1

Cizelge 3.15. Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde elde edilen
calisma egrisi verileri (n=7)
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1. GIRIS

1.1 Giris ve Amag

Major depresif bozukluk (MDB), kisilerin gilindelik hayatlarin1 sorunsuz
stirdlirmelerini etkileyecek bir melankoli, keder ve {iziintli durumudur. Bu rahatsizlik
klinik depresyon olarak da anilir. Klinik depresyon ile normal depresyonun farki,
klinik depresyonda tibbi bir teshisin konmasidir. Ayrica normal depresif kisilere
kiyasla major depresifler giinliikk islerini yerine getiremeyecek bir ¢okmiisliik
halindedir. Major depresyon, ¢ogu kisinin dénem donem yasadigi kisa veya uzun
stireli depresyonlarin patolojik bir boyuta ulasmis hali olarak yorumlanabilir.

(Wikipedia.org, erisim tarihi:10.10.2015)

MDB belirtileri olarak hayattan keyif alamama, konsantre olamama, ilgi ve
dikkat eksikligi ve buna bagli unutkanlik, degersiz hissetme, kararsizlik, sugluluk
hissi, karamsarlik, intihar diisiincesi gibi biligsel belirtilerin yani sira uykuda artis ya
da azalig, istahta artis ya da azalis, enerji azligi, psikomotor retardasyon veya
ajitasyon, cinsel istekte azalma, 6zsayg1 yitimi gibi durumlar gozlenir. Huzursuzluk,
endise, cabuk rahatsiz olma ve ¢abuk sinirlenme gibi duygusal durumlar da ortaya
cikabilir. Fiziksel etkileri, ruhsal semptomlara bagli olarak asir1 kilo kayb1 veya
alimi, mide bozukluklari, kusma, terleme seklinde kendini gosterebilir. Cevresel
etkenler, bu rahatsizlikta oldukg¢a etkilidir, tetikleyicidir ve ndbetlerin artmasina

sebep olur. (Wikipedia.org, erisim tarihi:10.10.2015)

Ilag tedavisi uygulanmadan, kendiliginden gegebilme olasilig1 diisiik olan bu
rahatsizligin tanisinin konulabilmesi igin belirtilerin en az 2 hafta bulunmasi kosulu
aranir. Tan1 i¢in; belirtiler igerisinden depresif duygulanim, hayattan zevk ve ilgi
kayb1 gézlenmesinin zorunlu olmasina ek olarak; bahsedilen diger belirtilerden en az
bes tanesinin kiside bulunmasi gerekir. Ilag tedavisi esnasinda, dozajdan bagimsiz
olarak ara sira nobet ve/veya ataklar yasanabilir. (Noropsikiyatri.blogspot.com.tr,
erigim tarihi: 07.10.2015)



MDB ile ndrotransmitter denen beyin kimyasallar1 arasinda bir baglanti oldugu
diistiniilmektedir. Depresyon esnasinda serotonin gibi bazi kimyasallarin diizeyi
normale gore diisiiktiir. Fakat bu biyokimyasal bozuklugun depresyonun nedeni mi
yoksa sonucu mu oldugu anlasilamamistir. Bazen genetik faktorlerden dolayr da
depresyona egilimli olundugu bir gergektir. Uyusturucu, alkol bagimliligi ve bazi
ilaglarin kullanim1 da depresyona sebep olabilmektedir. (Tiirkiye Psikiyatri Dernegi

resmi web sitesi, erisim tarihi: 05.11.2015)

MDB’nin tedavisinde ¢esitli antidepresanlar kullanilir. Bu ilaglar, genel olarak
beyindeki kimyasallarin seviyesinin diizenlenmesinde rol oynarlar. Monoamin
oksidaz inhibitori (MAOI), trisiklik antidepresan (TCA) ve segici serotonin geri alim
inhibitorii (SSRI) tiirii ilag gruplari antidepresan gruplarina aittir. (Psikofarma.info,
erigim tarihi: 07.10.2015)

MAOTrI’lardan bahsetmek gerekirse, Ornek olarak fenalzin ve tranilsipromin
verilebilir. Monoaminler sadece aminoasitlerden olusan norotransmitterlerdir; en iyi
bilinen Ornekleri serotonin, dopamin ve noradrenalindir. Monoamin oksidaz
enzimleri(MAO), monoaminlerin oksidasyonlarini katalizler. MAOI’lar ise bu
enzimleri inhibe ederek monoaminlerin yikimini durdurur, bdylece Serotonin,
Noradrenalin gibi nérotransmitterlerin seviyesinin artmasina sebep olur. MAOI
grubu ilaclar depresyonun yani sira birden ¢ok rahatsizligin giderilmesinde kullanilir.
[lacin etkisini gdstermesi birkag hafta siirmektedir. Bu ilaglarin kullanimi esnasinda
tiramin igeren maddeleri tiikketmekten kaginmak gerekir (NHS Choices, erisim tarihi:
03.01.2016). Ayrica fluoksetin igeren antidepresanlarla birlikte kullanilirlarsa 6liime

sebep olabilirler. (Suzer ve ark., erisim tarihi 05.09.2015)

TCA’lar da tipki MAOT’lar gibi birden ¢ok rahatsizligin giderilmesinde etkili
olup tedavi etkisi i¢in birkag¢ hafta beklenmesi gerekir. MAOI’larin alternatifi olarak
kullanilabilen TCA’lar noradrenalin ve serotoninin sinaptik araliktan geri emilimini
bloke ederler. TCA tiirii antidepresanlara 6rnek olarak amitripitilin, klomipramin,
dosulepin, imipramin, lofepramin, nortriptilin, trimipramin verilebilir. (NHS
Choices, erisim tarihi: 03.01.2016; Psikofarma.info, erisim tarihi: 07.10.2015)



SSRI mekanizmasinda ise temel etki, serotonin hormonunun segici geri alimina
baghdir. Salgilanan serotoninin viicutta geri alimini engelleyerek serbestce
dolagsmasina imkan veren ilaglardir. Trisiklik antidepresanlarina gore sedatif etkisi
daha azdir. Noradrenalin ve dopamin diizeyinde 6nemli degisikliklere sebep
olmadiklart diisliniilir. Bu gruba dahil etken maddelere 6rnek olarak Sertralin,
Sitalopram,  Fluoksetin, Paroksetin, Fluvoksamin, vb. verilebilir. SSRI
antidepresanlar, MDB tedavisinin yani sira anksiyete, yeme bozukluklari, panik
bozukluklar, obsesif-kompulsif bozukluklar, travma sonrasi stres bozuklugu ve
sosyal fobi gibi rahatsizliklarin tedavisinde de kullanilir. MAOI’lar ve triptofan
iceren ilaglarla kullanimi kontrendikedir. SSRI kullanan kisilerin ¢ogu, bu
antidepresanlardan fayda saglar. {lacin etkisinin gdstermesi, tipki diger antidepresan
ilag gruplar1 gibi, birka¢ hafta siirmektedir. (NHS Choices, erisim tarihi: 03.01.2016;
Wikipedia.org, erisim tarihi:10.02.2016)

Vortioksetin ise serotonin modiilator ve stimiilatorii olarak ifade edilmektedir.
Cesitli serotonin reseptorleri ilizerindeki etkisi ve serotoninin iletimindeki rolii ile,
yukaridaki siniflandirmadan farkli olarak, multimodal bir antidepresan olarak 6ne

cikmaktadir (Katona ve ark., 2014).

Oldukga yeni bir antidepresan etkili etken madde olan vortioksetin i¢in alternatif
miktar tayini analiz yontemleri gelistirilmesine katkida bulunmak, bu calismanin
yegane amacidir. Tez kapsaminda, vortioksetinin su anda tek bir Orneginin
bulundugu tablet formundaki miktar tayini i¢in spektrofotometrik ve yiiksek basingl
stvi kromatografik yontem Onerilmesi hedeflenmistir. Onerilen yontemlerin Tiirkiye

ila¢ piyasasina girmis preparatlara uygulanmasi amaclanmistir.



1.2.  Vortioksetin Hidrobromiir’iin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
1.2.1. Kimyasal Yap1

Maddenin Molekiil Yapisi:

H
|

-
O

Kapah formiilii: C1gH23BrN,SBr

Yari acik formiilii:

CC1=CC(=C(C=C1)SC2=CC=CC=C2N3CCNCC3)C.Br
Molekiil agirhg: 379,35762 g/mol

IUPAC isimlendirmesi:

1-[2-(2,4-dimetilfenil)siilfanilfenil piperazin.hidrobromiir
Goriiniis: Beyazdan hafif bej-krem tonlarina kadar degisebilen tozdur.

Saklama kosullari: 25 °C (77 °F)’de saklanmalidir. Kisa siire ile 15-30 °C (59-
86 °F)’de bulundurulabilir. Iyi kapatilmis ambalajlarda saklanmalidir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H22N2S&sort=mw&sort_dir=asc

Coziiniirliik: Suda az ¢Oziliniir, ortam sicakliginda, pH’1 5,5 olan doymus

cozeltisinde ¢oziiniirliigl yaklasik olarak 1,3 mg baz/mL’dir.

LogP (o/w): 4,2

Ayrisma Sabiti: pK;=9,1 (= 0,1) ve 3,0 (£ 0,2)

(Pubchem Open Chemistry Database, erisim tarihi: 10.10.2015)



1.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

1.2.2.1.Farmakodinamik Ozellikleri

Vortioksetinin  ATC kodu NO6AX26’dir. Bu koda gore etken maddenin
farmakoterap6tik grubu; sinir sistemi - psikoanaleptikler — antidepresanlar - diger

antidepresanlar seklinde belirtilebilir. (ilacabak.com, erigim tarihi: 12.10.2015)

Vortioksetinin etki mekanizmasinin, serotonerjik reseptor aktivitesinin direkt
modiilasyonu ve serotonin (5-HT) tasiyicisinin inhibisyonu ile ilgili oldugu
disiiniilmektedir. Klinik dis1 veriler vortioksetinin bir 5-HT3, 5-HT;ve 5-HTip
reseptor antagonisti, 5-HTipg reseptoriiniin parsiyal agonisti, 5-HTa reseptoriiniin
agonisti ve 5-HT tastyicisinin inhibitorii oldugunu gostermektedir. Temel olarak
serotonin modiilasyonu yapsa da, muhtemelen, noradrenalin, dopamin, histamin,
asetilkolin, GABA ve glutamat sistemlerini de iceren ¢esitli sistemlerde
norotransmisyonun modiilasyonuna yol agtig1 distinilmektedir. (RX Media

Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

Bahsedilen multimodel aktivitenin etkileri sdyle siralanabilir: Antidepresan
etkiler, anksiyolitik vb. etkiler ve biligsel fonksiyonlardaki, 6grenme ve hafizadaki
lyilesme etkileri (hayvan deneylerinde). Bununla birlikte, hayvan verileri ile insanlar
tizerinden tahmin yiriitiilirken dikkatli olunmasi1 gerektiginden, farmakolojik

roliinde birtakim belirsizlikler varligin1 korumaya devam etmektedir.

Vortioksetinin etkililigi ve giivenliligi, alt1 bin yedi ylizden fazla hastay1
kapsayan ve li¢ bin yedi yiizden fazlasinin da MDB yasadigi, on iki haftay1
agsmayan siireli bir klinik program ile 6l¢iilmeye ¢alisilmistir. On iki adet, ¢ift-kor,
plasebo kontrollii, 6/8 haftalik ve sabit dozda yiiriitiilen, eriskin ve yasli hastalardan
olusan caligmalar yapilmistir. Bu on iki ¢alismanin dokuzunda vortioksetinin

etkililigi gosterilmistir. Vortioksetinin etkililigi artan dozla artmistir.



Bireysel calismalardaki etkiler ise, eriskinlerde yiiriitiilen kisa donemli, plasebo
kontrollii deneylerde Sl¢iilmeye ¢alisilmstir. Ilacin 5, 10 ve 20 mg/giin dozlar ile
plasebo arasindaki ortalama farklilik istatistiksel olarak anlamlidir. 15 mg/giin dozu
ise plasebodan ayrilmamistir. Ancak, toplam ¢alismada, plasebo ile ortalama
farklilik gozlenmistir. Vortioksetinin etkililigi havuzlanmig yanit verenler analizi
ile de desteklenmistir. Bu analizde yanit verenlerin orani vortioksetin icin %46 ile

%49 araligindadir. Buna karsilik plasebo i¢in bu oran %34 tiir.

Ayrica, vortioksetinin  5-20 mg/giin araligindaki dozlarinin, depresif

semptomlarin genis bir araliginda etkili oldugu gosterilmistir.

Daha sonra MDB’li hastalar i¢in 10 mg ve 20 mg/giin dozdaki vortioksetinin
etkililigi ile 25 mg/giin ve 50 mg/giin dozlarinda agomelatin etkililigi
karsilastirilmistir. 12 hafta siireli, ¢ift kor, esnek-dozlu karsilastirmali c¢alisma
yapilmigtir. MADRS (Montgomery-Csberg Depression Rating Scale) toplam
skoruna gore etki, vortioksetinde istatistiksel olarak anlamli sekilde daha iyi

bulunmustur.

Antidepresan  etkililiginin  idamesi, bir relaps Onleme ¢aligmasinda
gosterilmistir. Vortioksetin ile baslangigta bahsedilmis olan 12 hafta siireli calisma
déneminin sonunda, hastalik belirtileri azalan/biten hastalar, vortioksetin 5 veya 10
mg/giin veya plasebo gruplarina rastgele dagitilmistir. Hastalar, en az 24 hafta
stireli (24 - 64 hafta) ¢ift-kor donemde relaps agisindan gézlemlenmistir. Sonug
olarak vortioksetin, plaseboya karsi dstlin bulunmustur. Plasebo grubunda
hastaligin tekrarlama riskinin vortioksetin grubuna gore 2 kat fazla oldugu

bulunmustur.

Yaslt (>65 yas) depresif hastalarda yiiriitilen ¢aligmalarda da vortioksetin
plaseboya gore istiin bulunmustur. Antidepresan etkisinin idamesi de bu hasta

popiilasyonunda uzun donemli relaps 6nleme ¢alismasinda gosterilmistir.



Vortioksetin, uykusuzluk veya uyuklama durumu sikligini, plaseboya gore,

arttirmamistir.

Kisa ve uzun doénemli, plasebo kontrollii klinik ¢alismalarda, vortioksetin
tedavisinin aniden kesilmesinden sonraki durum da sistematik olarak incelenmistir.
Hem kisa dénemli (6-12 hafta), hem uzun donemli (24-64 hafta) vortioksetin
tedavisi kesildiginde, kesilme semptomlarinin siklig1 ve yapisi agisindan plaseboyla

karsilastirildiginda, klinik olarak 6nemli bir fark goriilmemistir.

Vortioksetin ile yapilan kisa ve uzun dénemli ¢alismalarda, hastanin bildirdigi
seksiiel advers etkilerin indidans1 diisiiktiir ve plaseboya benzer diizeydedir. Ayrica
viicut agirhiginda, kalp hizinda, kan basincinda, hepatik ve renal degerlendirmelerde
plaseboya gore klinik olarak anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. (RX Media
Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

1.2.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Emilim: Vortioksetin oral kullanimdan sonra yavas olsa da iyi absorbe edilir.
Pik plazma konsantrasyonuna 7-11 saatte ulasir. 5, 10 veya 20 mg/giin ¢oklu
dozlarda, ortalama maksimum konsantrasyon degerleri 9-33 ng/ml seklinde
gozlenmigtir.  Mutlak  biyoyararlanim  %75°dir.  Farmakokinetik tizerinde
yiyeceklerin bir etkisi goriilmemistir. (RX Media Pharma®, 2015; RxList, erisim
tarihi: 03.01.2016)

Dagilim: Ortalama dagilim hacmi (Vss), 2,600 L’dir ve yogun ekstravaskiiler
dagilim gosterir. Plazma proteinlerine %98-99 gibi yiiksek oranda baglanir ve bu
baglanma, vortioksetinin plazma konsatrasyonlarindan bagimsizdir. (RX Media
Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

Biyotransformasyon: Depresyon tedavisinde kullanilan ilaglarin neredeyse
timi karacigerde bulunan CYP2D6 ve CYP2C9 ile metabolize edilirler (Genetiks



Saglik Hizmetleri Tic. Ltd. Sti., Erisim tarihi: 04.01.2016). Vortioksetin de, ilk
asamada primer olarak CYP2D6 ve az oranda CYP3A4/5 ve CYP2C9 ile
katalizlenen oksidasyonla; daha sonra da glukuronik asit konjiigasyonu yoluyla
karacigerde metabolize edilir. Vortioksetinin major metaboliti farmakolojik olarak

inaktiftir. (RX Media Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

Eliminasyon: Ortalama eliminasyon yarilanma dmrii 66 saat ve oral klerensi
33 L/saat’tir. Inaktif vortioksetin metabolitlerinin yaklasik 2/3’ii idrarla ve yaklasik
1/3°1 fegesle atilir. Vortioksetinin ancak ihmal edilebilir miktarlar fecesle atilir.
Kararli durum plazma konsantrasyonlarina yaklagik 2 haftada ulasilir. (RX Media
Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

Hastalardaki karakteristik ozellikler:

Yashlar
Atmis bes yasindan blyiik saghkli kisilerde, 10 mg/glin coklu doz

uygulamalarindan sonra, saglikli gen¢ kisilerden (<45 yas) olusan kontrolle
karsilastirildiginda, vortioksetine maruziyeti (viicuttaki konsantrasyon ve birikme
indeksi) %27’ye kadar artmistir. Atmis bes yasindan biiyiik hastalarda baslangi¢
dozu, her zaman, etkili en diisiik doz olan giinde bir kez 5 mg vortioksetin olmal
ve bu hastalara 10 mg/giin dozunu agsmadan once dikkatli olunmalidir. (RX Media
Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)

Bobrek yetmezligi

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda, tek doz 10 mg vortioksetin
uygulamasindan sonra, diyaliz sirasinda vortioksetinin sadece kiiglik bir kismi
kaybedilmistir. Doz ayarlamasi1 gerekli degildir. Siddetli renal yetmezligi olan
kisilerde deneyim simirlidir ve dikkatli kullanim gerekir. (RX Media Pharma®,
2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)



Hepatik yetmezlik

10 mg tek doz vortioksetin uygulanmasindan sonra, hafif veya orta derecede
karaciger yetmezliginin vortioksetinin farmakokinetigi tizerinde herhangi bir etkisi
gézlenmemistir. Doz ayarlamas1 gerekli degildir. Vortioksetin, agir karaciger
yetmezligi olan hastalarda ¢alisgiimamistir. (RX Media Pharma®, 2015; RxList,
erisim tarihi: 03.01.2016)

CYP2D6 gen tipleri

Dozaj ayarlamasi i¢in 6nemli bir faktdrdiir. CYP2D6 enziminin metabolize
islemini yavas gerceklestirdigi kisilerde, hizli metabolize edenlere gore
vortioksetinin  plazma konsantrasyonu yaklasik iki kat fazladir. Giicli
CYP3A4/2C9 inhibitorlerinin CYP2D6 zayif metabolize edicilere eszamanl

uygulanmasi, ilaca daha fazla maruz kalinmasina sebep olur.

Biitlin hastalar i¢in oldugu gibi, hastanin bireysel yanitina bagli olarak, bir doz
ayarlamasi gereklidir. (RX Media Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi:
03.01.2016)

1.2.2.3. Kullanimi

Eriskinlerde major depresif epizotlarin tedavisinde kullanilir. ilag oral yoldan
almir. Yiyeceklerle birlikte veya ayri olarak aliabilir. Bireysel hasta yanitina bagli
olarak minimum dozaj 5 mg/giin, maksimum dozaj ise 20 mg/giin seklindedir.
Depresif semptomlarin diizelmesinden sonra antidepresif cevabin yerlesmesi i¢in
en az alt1 ay kullanilmasi tavsiye edilir. Tedavi bitiminde hastalar, dozu asamali
olarak azaltmak yerine ani olarak kesebilirler. (RX Media Pharma®, 2015; RxList,
erisim tarihi: 03.01.2016)
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1.2.2.4. Yan Etkiler

En sik goriilen istenmeyen etki bulantidir ve kadinlarda erkeklere oranla daha
fazla goriilmistiir. Yan etkiler genelde hafif ve orta siddette ve tedavinin ilk iki
haftasinda ortaya ¢ikar niteliktedir. Gegici olduklarindan tedavinin kesilmesine yol

agmazlar.

Diger yaygin advers etkiler; istah azalmasi, anormal riiyalar, bas donmesi,
diyare, konstipasyon, kusma, jeneralize priirittir. Yaygin olmayan advers etkiler ise

dis gicirdatma, kizarma, gece terlemeleri seklinde ifade edilebilir.

Klinik ¢aligmalarda, 5-15 mg arasindaki dozlarda seksiiel disfonksiyon agisindan
plasebo ile herhangi bir fark gozlenmemistir. Fakat 20 mg dozda vortioksetin,

tedaviye bagli seksiiel disfonksiyon ile baglantili bulunmustur.

Yan etkiler, atmis bes yasindan biiyiilk hastalarda daha yiliksek oranda

gorilmiistiir.

Ozellikle elli yas iistii kisilerde SSRI ve TCA kullanan hastalarda kemik kirig
riskinin arttig1 bilinmektedir. Bu riskin vortioksetin i¢in de gegerli olup olmadigi
bilinmemektedir. (RX Media Pharma®, 2015; RxList, erigsim tarihi: 03.01.2016)

1.2.2.5. Kontrendikasyonlari

-Vortioksetin veya formiilasyondaki diger maddelere kars1 hipersensitivite

-Nonselektif MAOI veya selektif MAO-A ile birlikte kullanima.

(RX Media Pharma®, 2015; RxList, erisim tarihi: 03.01.2016)
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1.3.  Vortioksetin Miktar Tayini i¢in Giiniimiimiize Kadar Uygulanms Olan

Analiz Yontemleri

Gu ve ark.(2015), fare plazmasindaki vortioksetin miktarinin tayini i¢in bir
tandem kiitle spektrofotometreli ultra performans likit kromatografik (UPLC-
MS/MS) metod gelistirmislerdir. Plazma numuneleri protein ¢okeltileri ile islem
gormiistiir. Ayirimda kullanilan UPLC kolonu, Acquity BEH Cig (2,1 mm x 50 mm,
1,7 um); gradyan hareketli faz ise % 0,1 formik asit igeren su ve asetonitril olarak
belirtilmistir. Dedeksiyon, ¢oklu reaksiyon goriintileme (MRM) seklinde, pozitif
iyon elektrosprey tandem kiitle spektrometre ile gergeklestirilmistir. Valide edilmis
metot, 0,05-20,0 ng/mL (R? > 0,997) araliginda iyi bir dogrusalliga sahip olmustur.
Ekstraksiyon geri kazanimi, vortioksetin i¢in % 78,3-88,4 araliginda, internal
standart olarak kullanilan karbamazepin i¢in ise % 80,3 oranindadir. Giin i¢i ve
giinler arasi kesinlik % 8,5’un altinda, dogruluk ise -%1,2 ile % 9,5 araligindadir.
Vortioksetin i¢in dikkate deger bir matris etkisi ve astatik veriye rastlanmamuistir.
Metot, farelerdeki vortioksetinin farmakokinetik calismalarina basariyla ilk kez
uygulanabilmistir ve vortioksetin uygulamalar ile gelisim calismalar1 i¢in temel

olusturmaktadir.

Dousa ve ark. (2015), vortioksetin iiretilen proseslerde olusan 2-klor-N-(2-
kloroetil) etanamin bilesiginin kiitle spektrofotometre hidrofilik etkilesim sivi
kromatografik (HILIC-MS) yontem ile belirlenmesi {izerine bir c¢alisma
yirlitmiislerdir. Son on yilda, farmasotik diizenleme kurullari, ilag etken
maddelerinin genotoksik impiiritelerinin izleme diizeyinin takip edilmesi ve
degerlendirilmesine odaklanmistir. Bu durum, imalat¢1 firmalarin analiz ve
kontrolleri igin yenilik¢i yaklagimlar saglamaktadir. Ilag {iretimi prosesi esnasinda
artan diisiik derisimlerdeki (ppm diizeyinde) genotoksik impiiritelerin seviyesi,
pozitif olarak tanimlanmal1 ve miktarlar: tayin edilebilmelidir. Bu sebeple genotoksik
impiiritelerin analizleri i¢in hassas ve segici analitik metotlara ihtiya¢ vardir. Bu
caligmada da, 2-klor-N-(2-kloroetil) etanamin genotoksik impiiritesinin analitik
kontrolii i¢in pratik bir 6rnek sunulmustur. Bu analiz i¢in sec¢ici iyon bandinda

elektrosprey  iyonizasyon ile kuadrupol (QDa) kiitle dedeksiyonundan
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faydalanilmistir.  HILIC-MS metodu, valide edilmis ve 75 ppm derisiminde,
vortioksetin  genotoksik impiiritelerinin kantitatif analizini ortaya koymustur.
Kullanilan kolon, Primesep B kolon (150 x 4,6 mm, 5,0 um); kullanilan hareketli faz,
pH’s1 3,0 olan 10 mM amonyum format tampounu ve asetonitril (5:95, h/h); akis hizi
ise 0,8 mL/dk. seklinde ifade edilmistir. QDa kiitle dedektdrii pozitif iyon modunda
calistirlmistir.  Kuadrupol kiitle cihazi, seg¢ici iyon gorlintiileme modunda

calisiimustir.

Liu ve ark. (2016), kiitle spektrometre likit kromatografi (LC-MS), infrared
spektrofotometre (IR) ve niikleer manyetik rezoliisyon spektrofotometresinden
(NMR) yararlanarak, stabilitenin ortaya kondugu bir ters faz yiiksek basingli sivi
kromatografi metodu gelistirmis ve vortioksetin impiiritelerinin karakterizasyonu
lizerine ¢aligmalar yapmisladir. Bu g¢alisma ile yiiksek basingli sivi kromatografi
(YBSK) yontemi ile potansiyel vortioksetin impiiritelerinin ayirim ve tanisi
raporlanmistir. Bir yeni bilesik ve dort proses kaynakli impiirite yapilar1 karakterize
edilmis ve bunlar NMR, MS ve IR spektroskopik analizleri ile de dogrulanmistir.
Tanimli impliritelerin  muhtemel olusum mekanizmalar1 da  sunulmustur.
Karakterizasyon datalarina dayanilarak, yeni bilesigin 1-[4-[(2,4-
dimetilfenil)tiyo]fenill]-piperazin oldugu belirtilmistir. Ayrica 0,05-0,75 pg/mL
araliginda elde edilen impiiritelerin ayirim ve miktar tayinleri icin etkili bir
kromatografik metot optimize edilmistir. Gelistirilen metot, dogruluk, kesinlik,
dogrusallik, dayaniklilik, dedeksiyon limiti ve 6l¢iim limiti parametreleri agisindan
valide edilmistir. YBSK metodunda kullanilan kolon, Inertsil ODS-3 C;g (250 x 4,6
mm, 5 um) olarak ifade edilmistir. Kullanilan hareketli faz ise; hareketli faz A olarak
trifloroasetik asitin sudaki % 0,05°lik ¢ozeltisi ve hareketli faz B olarak asetonitrildir.
Gradyan program uygulanmistir ( Zaman(dk) /A:B(h/h); 0.dk 80/20, 30. dk 60/40,
50. dk 20/80, 60. dk 20/80, 65. dk 80/20, 70. dk 80/20). 230 nm’de gerceklestirilen
caligmada akis hiz1 1,0 mL/dk; kolon sicakligi 35°C’dir. Coziicii olarak ise su (%80)

ve asetonitril (%20) karigimi kullanilmistir.
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Bunlar diginda, asagida yer alan farmakolojik ve klinik arastirmalara da goz

atilmstir.

Uldam ve ark. (2011), vortioksetin metabolitlerinin (N-oksit/N-glukuronid ve N-
O-glukuronid) teshislerini LC-MS dahil olmak {izere c¢esitli yontemlerle
gerceklestirmislerdir. Metabolitleri, vortioksetin kullanan insan ve hayvan idrar ve

plazmalarindan elde edilmistir.

Chen ve ark.(2013); vortioksetinin, flukonazol (sitokrom P450 [CYP] 2C9,
CYP2C19 ve CYP3A inhibitorii), ketokonazol (CYP3A ve P-glikoprotein
inhibitorii), rifampisin (CYP inhibitorii), bupropiyon (CYP2D6 inhibitorii ve
CYP2B6 substrati), etinil estradiol/levonorgestrel (CYP3A substratlari) ve
omeprazol (CYP2C19 substrat ve inhibitorii) gibi cesitli ilaclar ile etkilesimlerini

incelemisler ve farmakokinetik 6zelliklerini arastirmislardir.

Areberg ve ark. (2012) tarafindan saglikli bireylerin antidepresan etkili
vortioksetin alimindan sonra plazma seviyelerindeki seratonin diizeylerinin dl¢iilmesi

lizerine aragtirmalar yapilmustir.

Mork ve ark. (2012) major depresyon tedavisinde kullanilan vortioksetinin
farmakolojik etkileri iizerinde ¢alismislardir. Vortioksetinin seratononin inhibisyon
ve seratonin reseptdor modiilasyonlar: iizerinde calismalar yapmuslardir. n-vivo
sartlarda yaptiklar1 calismalarda etken maddenin antidepresan ve anksiyolitik

etkilerinin varligini tespit etmislerdir.

Hvenegaard ve ark. (2012) tarafindan, vortioksetinin in-vitro sartlarda; insan
karaciger mikrozom, S9 fraksiyon ve rekombinat enzimleri kullanilarak olusturdugu

metobolitler arastirilmistir.
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1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler

1.4.1. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimi olusturan tiim bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
saglayan yontemlerin genel adidir. Kromatografik yontemlerde biri sabit, digeri
hareketli olmak iizere iki faz bulunmaktadir. Ayrilacak bilesenler, hareketli fazin
etkisi ile sabit faz tizerinde belirli bir yone dogru hareket ederler. Bilesenlerin fiziksel
ve kimyasal acidan bu iki faz ile etkilesimleri farkli oldugundan kromatografik
sistemde alikonma siireleri de farkli olur ve bilesenler bu sekilde birbirlerinden
ayrilir. Sabit faz ile etkilesimleri hareketli faza gore baskin olan bilesenler sistemi
gec terk ederken tam tersi Ozellige sahip bilesenler kisa alikonma siireleri ile

sistemden ayrilir.

Hareketli faz olarak sivi ya da gaz formlar bulunur. Sabit faz ise kat1 ya da siv1
olabilir. Kat1 olan sabit fazlar adsorbe edici 6zellige sahip olan aktiflestirilmis
alimina, silika jel gibi maddelerden olusur (adsorbsiyon kromatografi). Sivi sabit
fazlar ise, kat1 bir destek maddesinin {izerine kaplanmis sividan olusur (partisyon

kromatografi).

Kromatografi, ilk olarak Rus botanik¢i Mikhail Tsvett (1903) tarafindan
gelistirilmistir. Tsvett, bitki bilesenlerinin renkli pigmentlerini ayirirken kullandigi
bu yontemde kullandig1r kolonda renkli bantlar olustugu icin bu ayirma teknigine
“kromatografi” demistir. (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi web
sitesi, erigim tarihi: 03.01.2016)

Hareketli faz tiplerine gore kromatografi genel olarak asagidaki gibi
siiflandirilip 6rneklendirilebilir:

- Sivi Kromatografi (Hareketli fazi sivi formdaki kromatografik yvontemler):

1. Sivi-kat1 kromatografi; ince tabaka kromatografi, jel kromatografi.
2. Swvi-stvi kromatografi; kagit kromatografi, yliksek basingli sivi kromatografi,

ultra performans sivi kromatografi.
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- Gaz Kromatografi (Hareketli faz1 gaz formdaki kromatografik yontemler):

1. Gaz-kat1 kromatografi; klasik gaz-kati kromatografi.

2. Gaz-sivi kromatografi; gaz-sivi kromatografi ve kapiler kolon kromatografi.
(Giindiiz, 1990, Boliim 25; Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi
web sitesi, erigim tarihi: 03.01.2016)

Ayrilma mekanizmalarina gore ise, kromatografi soyle siniflandirilabilir:

- Adsorbsiyon kromatografi

- Partisyon kromatografi

- lyon degistirme kromatografi

- lyon cifti kromatografi

- Jel filtrasyon kromatografisi (molekiiler eleme kromatografi)

- Afinite kromatografi (Giindiiz, 1990, Boliim 24; Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi, erigim tarihi: 03.01.2016)

Kullanim amacina gore kromatografik yontemler; analitik ve/veya preparatif
uygulamalar seklinde siniflandirilip kullanilir. (Hacettepe Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi: 03.01.2016)

Son olarak da, uygulama bicimlerine gore kromatografik sistemler ikiye ayrilir:

- Diizlemsel kromatografi; ince tabaka kromatografi (ITK), kagit kromatografi

- Kolon kromatografi; kolon kromatografi, sivi kromatografi, gaz

kromatografi. (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi,
erigim tarihi: 03.01.2016)

Diizlemsel kromatografi tiirleri olan kagit kromatografi ve ince tabaka
kromatografi arasindaki fark, sabit faz tiirlerinin farkli olmasidir. ITK’de sabit faz
olarak, cam plakalar iizerine ince bir tabaka halinde stiriilen aktiflestirilmis silika jel,
alimina, kalsiyum karbonat gibi kati bir adsorban kullanilabilmektedir. Kagit
kromatografide ise sabit faz; kagitta bulunan su icerigi ve/veya kagidin liflerine
tutunan hareketli faz molekiillerinden olusur. Bu sebeple, kagit kromatografi, sivi-

s1v1 kromatografi tiiriine dahil olurken ITK sivi-kat: kromatografi tipine &rnektir. Her

16



iki kromatografi uygulamasinda da sabit faz materyali, hareketli faz olarak
kullanilacak uygun bir ¢oziicliye daldirilmakta; ¢oziicli ile sabit faz materyalinin
temas ettikleri noktadan 1-2 cm ileriye numune enjeksiyonlar1 yapilmakta ve
hareketli fazin sabit faz iizerinde ilerlerken numune bilesenlerini siiriikleyerek
ayirmasi gerceklesmektedir. ITK de hareketli faz yonii asagidan yukariya iken, kagit
kromatografide asagidan yukariya veya yukaridan asagiya olabilir. Yeterli yiirtitme
islemi saglandiginda kagit veya plaka lizerinde bilesenlere ait lekelerin gdzlenmesi
asamasina gegilir. Eger lekeler kendiliginden goriilmiiyor ise, kagit veya plakaya
uygun bir reaktif piskiirtiilmesi, iyot tankinda bekletilmesi ve/veya bunlarin UV
1s51gmnin altinda incelenmesi gibi islemler gerceklestirilir. Bilesenlere ait lekelerin
bunlarin standartlarina ait lekeleri ile yerlerinin kiyaslanmasi ile kalitatif analizler
yapilabilir. Bu islem, alikonma faktorii denen R degerinden yararlanilarak

gerceklestirilir. Ry degeri, asagidaki gibi ifade edilebilir:
Re= d(bilesen)/ dur

Burada dpilesen), numunenin uygulandigi ilk noktanin merkezinden, bilesene ait
lekenin merkezine kadar olan mesafenin uzunlugunu ifade eder. dnr ise, numunenin
uygulandigr ilk noktanin merkezini baslangic almak kosulu ile hareketli fazin
ilerledigi yolun uzunlugunu gosterir. R¢ degeri O ile 1 arasinda bulunur. Standart ve
numunenin R¢ degerleri kiyaslanarak bilesenlerin tanisi yapilabilir. Lekelerin
blytikligli ve yogunlugu kiyaslanarak yar1 kantitatif analizler de yapilabilir.
Lekelerin oldugu boliim alinarak ve uygun bir ¢oziiciide ekstraksiyonlar1 yapilarak

kantitatif analizler de gerceklestirilebilir. (Col, 2011, erisim tarihi: 04.01.2016)

Kolon kromatografi sistemi ise, cam bir silindirik boru i¢ine dolgu maddelerinin,
stvi hareketli faz ile hazirlanmis siispansiyonlariin yerlestirilmesi ile hazirlanir.
Analiz edilecek madde ¢ozeltisi kolonun iist kismima halka olusturacak sekilde
uygulanir ve iizerine hareketli faz eklenir. Numune bilesenleri halkalar seklinde
ayrilir ve kolonun alt kismindan toplanirlar. Numune bilesenleri renkli ise, renkli
halkalarin gozlenmesi sayesinde ayirim kolay olacaktir. Fakat renksiz bilesenler var
ise, bunlarin reaktiflerle renklendirilmeleri veya absorbans degerlerinin Sl¢iilmesi

gibi yontemlerle ayrilmalar1 gerekebilir. Kolon kromatografi, biyomolekiillerin
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ayrilmasinda siklikla kullanilmaktadir. Taneciklerin biiyiikliiklerine bakilarak jel
filtrasyonu kromatografi, yiiklerine bakarak iyon degisimi kromatografi ve
baglanmalarina bakarak afinite kromatografi mekanizmalar ile kolon kromatografi

yontemleri uygulanmaktadir. (Col, 2011, erisim tarihi: 04.01.2016)

1.4.1.1. Kromatografinin Temel Ilkeleri

Dagilma Katsayisi:

Bir X bileseninin sabit faz ile hareketli faz arasindaki dagilimi
Xs=Xhn

dengesine gore olusmaktadir. Burada X, sabit fazdaki X bilesenini, X}, ise hareketli
fazdaki X bilesenini ifade eder. Bu bilesenin iki fazdaki konsantrasyonlarinin oranina

dagilma katsayis1 denir ve asagidaki gibi formiilize edilir.
K=Cxs/Cxn
K: Dagilma katsayis1
CX,: Sabit fazdaki bilesen derisimi
Cxn: Hareketli fazdaki bilesen derisimi (Yildiz ve ark., 1993, B6liim 21)

Dagilma katsayisi, hangi bilesenin kromatografik sistemden erken veya ge¢
cikacaglr hakkinda bilgi vermektedir. Matematiksel olarak diisiiniildiigiinde, K
degerinin bliyiik olmasi bilesenin sabit fazdaki derisiminin daha fazla oldugunu,
dolayisiyla sistemde yavas ilerleyecegini gosterir. Tam tersi olarak K degerinin
kiiclik olmasi ise, bilesenin hareketli fazdaki konsantrasyonunun biiyiik oldugunu ve
sistemi erken terk edecegini ortaya koymaktadir. Bilesen, kolonu ne kadar erken terk
ederse, olusturacagi pik o kadar keskin olur. Tam tersi durumda ise pik yayilir. Bir
karisimdaki bilesenler, K degerlerinin farkli olmasindan dolay1 kromatografik sistemi

farkli zamanlarda terk ederler. Bu sekilde ayirimlari saglanmais olur.
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Kromatogram, kromatografik sistemle elde edilen bilesen konsantrasyonlarinin
zamana veya hareketli fazin hacmine kars1 grafige alinmasma verilen isimdir.
Kromatogramlarda gozlenen pikler ile nitel tayin ve nicel hesaplamalar
yapilmaktadir. (Yildiz ve ark., 1993, Bolim 21)

Alikonma Zamani, Alikonma Hacmi ve Olii Hacim:

Bilesen konsantrasyonlarinin zamana kars1 grafige gecirildigi kromatogramlarda,
herhangi bir bilesene ait olan pikin maksimum noktasina karsilik gelen zamana
ahlkonma zamam (tr) denir. Zaman yerine hareketli fazin hacminin kullanildig
kromatogramlarda ise pikin maksimumuna karsilik gelen hacme alikonma hacmi
(VR) denir. Bu iki ifade arasinda, “v” simgesi sisteme uygulanan akis hizin1 (mL/dk

cinsinden) ifade etmek kosulu ile, asagidaki formiille aciklanacak baglanti mevcuttur.
VR = tR XV

Hareketli fazin, sabit faz lizerinden gecerek sistemden c¢ikmak ic¢in harcadigi
hacim o6lii hacim (V) veya kolondaki bosluk hacmi olarak isimlendirilir. Hareketli
fazin kolondan ¢ikmasi i¢in gegen siire (to) ile 6lii hacim arasinda asagidaki iligki

mevcuttur:

VH: toxv

tr

to

- ]

Sinyal

I
|
I
1
1

N

Zaman « ——=

Sekil 1.1. Alikonma zamani ve 6lii zamanin kromatogramda gosterimi

Kromatogramlarda gdzlenen piklerin alikonma zamanlar1 kullanilarak nitel

analizler gergeklestirilmektedir. (Erdik ve ark., 2001, s:98; Hacettepe Universitesi

19



Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi: 03.01.2016, Yildiz ve ark., 1993,
bolim 21)

Kapasite Faktorii:

Kapasite faktorii (k’), bir bilesenin sabit faz ve hareketli fazdaki mol sayilarinin

orani olarak tanimlanir ve matematiksel olarak agagidaki gibi ifade edilir:

Cs.Vs K. Vs

K = —
Cm. Vy Vi

Vs: Kolonda kullanilan sabit fazin hacmi

V. Hareketli faz hacmi

Kapasite faktorii, alikonma zamanlar1 cinsinden ise asagidaki formiille ifade

edilir:

tR — %o
to

k' =

Alikonma zamani, 6lii hacim ve dagilma katsayis1 arasindaki iliski;
VeR=Vy (1+k)=Vu+KVs
esitligi ile ifade edilir. (Erdik ve ark.,2001, s:99; Yildiz ve ark., 1993, Boliim 21)

Teorik Plaka Savisi:

Piklerin kolonu terk etme siireleri uzadik¢a keskinliklerinin azaldigr ve
genisledigi ifade edilmisti. Analizde piklerin miimkiin oldugunca keskin ve simetrik
olmalart istenir. Piklerin keskinligi, kromatografik kolonun verimli olusu ile ilgilidir

ve bu verimlilik, teorik plaka sayis1 (N) ile ifade edilir.
2
N=16.|2|

tw

tw: Pik taban genisligi
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Alikonma zamanu ile pik genigligi ayni birimde 6l¢iildiigii i¢in (Bu 6l¢iim hacim,
zaman veya baslangi¢c noktasina uzunluk olabilir.) teorik tabaka sayisinin birimi
yoktur. Teorik tabaka sayisi ne kadar bliyiikse pikler de o kadar keskin ve simetrik

olur.

Teorik tabaka sayisi, kolon uzunlugu (L) ile dogru orantilidir. Fakat kolon

uzunlugu, analiz siiresini uzatacagindan ayni1 zamanda bir dezavantajdir.

Teorik plaka sayisi ile teorik tabaka yiiksekligi (H), ters orantilidir ve oOlgiilen
kolon uzunlugunun hesaplanan N degerine orani ile elde edilir. Kolonun verimi ve
piklerin kalitesi agisindan H degerinin diisiik olmasi istenir.

L 1 [ty]?

H=5=5 2]

Yukaridaki formiilden, bir kolonun boyunun elde edilecek pik genisliginin

karekokdi ile orantilt oldugu da anlagilmaktadir.

Kromatografik sistemde H degerinin biiylimesine sebep olan her etki, kolon
verimini diislirerek piklerin genislemesine sebep olmaktadir. Numunenin tiimd,
kolonun giris kismina birden verilemezse, kolon i¢inde bilesenler yiiksek derigimli
bolgelerden diisiik derisimli bolgelere difiizlenirse, kolon i¢indeki bilesenlere ait iyon
veya molekiiller farkli yollara yonelirse, bilesenler iki faz arasinda dengeye
ulasamazsa ve benzer geciktirici tiim etkilerde elde edilen pikler genisler. (Besergil,
2013, erisim tarihi: 07.01.2016; Erdik ve ark., 2001, s:94-95; Yildiz ve ark., 1993,
Bolim 21)

Van Deemter Esitligi:

H=A+B/v+C.v

Bir kolondaki verim eldesi icin kolonun optimum etkinlik kosullar
bulunmalidir. Bunun i¢in 6ncelikle kullanilacak optimum akis hiz1 saptanir. Hareketli
faz gaz ise, Sekil 1.2.°deki optimum etkinlik egrisinde goriilen minimum noktasina
karsilik gelen akis hizi secilmelidir. Hareketli faz sivi ise, bu minimum deger ¢ok
kiiciik akis hizlarinda elde edileceginden ve bu akis hizi da alikonma siiresini ¢ok

arttiracagindan dolay1 daha yiiksek hizlarda ¢aligilir.
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H degerini diistirmek i¢in, Van Deemter esitligi dikkate alinarak bazi 6nlemlere

basvurulur.

Formiildeki A degeri, akis hizindan bagimsiz bir degerdir. Bilesenler kolonda
ilerlerken farkli yollar izlerlerse A degeri biiyiir. Bu degeri kiigiiltmek icin, kolon
dolgu maddesi kiiresel ve ¢ok kiiciik tanecikli olmalidir ve kolonun igine miimkiin

oldugunca sik1 ve bosluksuz doldurulmalidir. (Erdik ve ark., 2001, s:96-97)

Formiildeki B terimi, difiizyon terimidir ve diisiik akis hizlarinda 6nemlidir.
Hareketli fazin gaz oldugu durumda, gazlarin difiizyon katsayisi sivilardan yaklagik
10° kat biiyiik oldugundan, B degeri énem kazanir. B degerini diisiirmek i¢in
hareketli fazda molekiil agirlig: biiyiik bir gaz secilebilir, kolon sicaklig1 azaltilabilir
veya kolona daha fazla basing uygulanabilir. (Erdik ve ark., 2001, s:96-97)

C degeri ise, kiitle aktarimi terimidir ve yiiksek akis hizlarinda Onem
kazanmaktadir. Akis hiz1 arttik¢a bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine
ulagilamaz. C degerini diisirmek amaciyla hareketli faz i¢in az vizkoz bir sivi
kullanilabilir, kolon sicaklig1 arttirilabilir ve sivi kromatografilerdeki sabit fazdaki
kat1 destek iizerinde yer alan sivi filminin kalinlig1 miimkiin oldugunca azaltilabilir.
Gaz kromatografilerde ise i¢inde dolgu maddesi olmayan ince bir kapiler boru kolon
tercih edilebilir. (Erdik ve ark. 2001, s:96-97; Giindiiz, 1990, Bolim 25; Yildiz ve
ark., 1993, Bolim 21)

H

Wil

A
y B

Sekil 1.2. Van Deemter grafigi ve teorik plaka yiiksekligi ile A,B ve C iligkisi
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Secicilik:

iki bilesene ait kapasite faktorlerinin birbirlerine orani secicilik olarak ifade
edilir.

a=k’»/k’1 = (tro — to) / (tr1 — to)

Secicilik, esasen sabit fazla ilgili olsa da hareketli fazdan da etkilenen bir
parametredir. a degeri 1’e ne kadar yakin olursa iki bilesenin pikleri birbirinden o
kadar zor ayrilir. Segicilik faktorii, bagil ahkonma olarak da bilinir. (Besergil, 2013,
erisim tarihi: 07.01.2016; Yildiz ve ark., 1993, Boliim 21)

Rezoliisyon:

Rezoliisyon (R), secicilik, etkinlik ve retansiyon zamani ile iliskillidir.
(Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi:

03.01.2016)

1+ K 4

4
\ Y J L : J l_'_l
Alikonma zaman1  Segicilik  Etkinlik

(0

[k'l_[a—1] VN

Asagidaki formiilde ise, tahmin edilecegi gibi, pik genislikleri ile rezoliisyonun
ters orantis1 goriilmektedir. Ayrica bilesenlerin arasindaki alikonma zamani farki
arttikca da rezoliisyonun arttifi goriilmektedir. Hacettepe Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi: 03.01.2016)

R=2(tRB*tR/_\)/(WA+WB)
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Siny-al

Zaman ——

Sekil 1.3. Rezoliisyonun alikonma zamani ve pik genisligi ile ilgisi

Bilesenler arasinda iyi bir ayirim gerceklestirmek igin R degerini arttiracak
caligmalar yapilmalidir. % 96.0 *Iik bir ayirimda rezoliisyon degeri 1 iken, %100’e
yakin bir ayirimda rezoliisyon 1,5 degerindedir. (Besergil, 2013, erisim tarihi:

07.01.2016)

Yukarida bahsedilen kromatografi temel parametreleri incelendiginde; iyi bir
ayirim saglamak i¢in kolon boyu ve sabit faz arttirilmali, gerekirse hem sabit hem
hareketli fazin bilesenleri degistirilmeli, sicaklik azaltilmalidir. Daha keskin pikler
elde etmek i¢in ise kolonun dolduruldugu tanecikler kiicliik ve araliksiz olmal,
hareketli faz ve sabit faz arasindaki temas yiizeyi miimkiin oldugunca arttirilmali,
kolon ¢ap1 azaltilmali, akis hizi iyi ayarlanmali ve miimkiin oldugunca diisiik

miktarda 6rneklerle ¢alisiimalidir.

Istenen aymrm gergeklestirildiginde pik alani ve/veya yiiksekligi kullanilarak
nicel analizler yapilir. Piklerin alikonma zamanlarina bakilarak bilesenlerin tanisi
yapilabilir. Farkli zamanlarda sistemi terk eden bilesenlerin saf halde elde edilmesi
saglanabilir. (Besergil, 2013, erisim tarihi: 07.01.2016; Yildiz ve ark.,1993, Bolim
21)

1.4.1.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi

llag etken maddelerinin analizinde sikca kullanilan vyiiksek basingli sivi
kromatografi (YBSK), u¢ucu olmayan biyolojik ve kimyasal bilesenlerin ayirimi igin

tercih edilmektedir.
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Bu gelismis cihazlardaki boliimler soyle siralanabilir:

- Hareketli faz rezervuari

- Hareketli fazlarin cihaza girisini saglayan pompalar

- Oto drnekleyici sistemi ve enjektor

- 3-5 veya 10 um ¢apinda tanecikler iceren, 2-5 mm kalinliginda ve ¢esitli
uzunluklarda kolonlar

- Yiiksek hassasiyette dedektorler

- Dedektorden alinan sinyallerin degerlendirilerek kaydedilecegi bir yazilim

iceren bilgisayar. (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi,

erisim tarihi: 03.01.2016; Y1ldiz ve ark., 1993, Boliim 21)

Pompalar, hareketli fazin istenen akis hizinda (mL/dk) kolondan gegebilmesi
icin gerekli basinci saglarlar. Dayanikliliklar1 genelde 300-600 bar arasinda
degismektedir. YBSK i¢in normal bir akis 0,5-2,0 mL/dk araligindadir. Tim deney
boyunca pompa degismeyen oranda ve hizda hareketli faz akis1 sagliyorsa bu sistem
izokratik sistem, fakat pompa, hareketli faz oran ve hizinda degisimler meydana
gelen bir akis sagliyorsa bu sistem gradyan sistem olarak isimlendirilir. (Erdik ve
ark., 2001, s:136)

Numunenin, enjeksiyon i¢in viallerde bekletildigi ve enjeksiyonlarin yapildig:
boliim olan oto ornekleyici sistem, glinlimiizde sicaklik ayarlama ve 1s1iktan korunma
gibi ozellikler de saglamakta; bdylece numune, enjeksiyon igin beklerken 1s1 ve
sicaklik gibi dis etkilerden etkilenmemektedir. Numuneyi sisteme verecek enjektor
bolmesinin, istenen mikrolitredeki hacmi dogru enjekte edecek hassasiyette olmasi
(dogruluk), aynm1 vialden art arda yapilan enjeksiyonlarda ise enjeksiyon hacimlerini
tekrarlayabilir olmas1 (kesinlik) gerekir. Otodrnekleyici sistem iginde yer alan
enjektorler, siringa ve valf olarak ikiye ayrilir. Ilag analizlerinde genelde enjeksiyon
hacimleri 0,1-100,0 upL arasinda degismektedir. Enjektorler, sistemdeki yiiksek

basinglara dayanikli olmalidir.

Kolon i¢indeki dolgu maddelerinin kiiciikliigii ve kolonun ince olusu sayesinde

hareketli faz ile sabit faz arasindaki denge daha hizli kurulmaktadir. Yapilarma ve
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ayirma yontemlerine gore farkli tiplerde kromatografi kolonlar1 bulunmaktadir.

Bazilar1 agsagida siralanmugtir:

- Normal faz kolonlar

- Ters faz kolonlar

- Boyut dislama kromatografi kolonlar1

- lyon degisimi kromatografi kolonlar1 (Choudhary, erisim tarihi:10.08.2016)

Kolonlar genelde pordz silika partikiiller ile doldurulur ve bu partikiiller,
bilesenlerin alikonma zamanlarin1 dogrudan etkilerler. Partikiil boyutlar1 genelde 1,7,
3,5; 5 ve 10 p olur. ilag analizleri igin, kolon baglant: materyali olarak genelde

paslanmaz ¢elik kullanilir.

Kolon boélmelerinin sicakliklari genelde 5-100°C araliginda ayarlanabilmektedir.

Kolon, kolon firin1 denen 1sitici/sogutucu bloklar arasina yerlestirilir.

Az miktarda numunelerle (ppm seviyesinde) ¢alisildigindan, dedektorlerin de bu
miktarlart algilayacak ve anlamli bir cevaba doniistiirebilecek hassasiyette olmalari
gerekir. Dedektorler, numune miktarlarinin, nicel ya da nitel analiz islemlerin
yapilacagi kromatogramlara doniistiigii boliimlerdir. En ¢ok kullanilan dedektor
cesitleri; spektroskopik, elektrokimyasal, floresans ve kirilma indisi dedektorleridir.
UV absorbsiyonuna dayanan detektorler; UV dedektor ve Diode-array dedektorlerdir
(DAD). Gaz kromatografideki gibi, YBSK kolonunun ¢ikisina dedektér olarak bir
kiitle spektrometre (LC-MS) veya FT- infrared spektrometre (LC-FTIR) de ilave
edilebilmektedir. (Yildiz ve ark., 1993, Boliim 21)

YBSK kolonlarinda kullanilan sabit faz sividir ve i¢indeki dolgu maddelerinin
tizerine bu sivinin ince bir film tabakasi olarak baglanmasi ile olusmaktadir. Burada
stv1 film, kati destek iizerine kimyasal baglarla tutundugundan bu yonteme bagh faz
sivi-sivi kromatografi de denir. Sivilar, kati destek olarak silika jele, silika jel
yiizeyinin silanize edilmesi ile baglanir. Silanize edilmis yiizeye —OH, -NH,, -CN
gruplar1 iceren organik sivilar baglandiginda polar bir sabit faz elde edilmis olur.
Silanize edilmis ylizeye apolar uzun karbon zinciri igeren sivilar da baglanabilir.

YBSK faz tiirlerinin polarliklarina gore ikiye ayrilmaktadir:
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- Polar yapida bir sabit faz (siyanopropil-, aminopropil-, vb.) ve apolar ya da

diisiik polarlikta bir hareketli faza sahip olan normal faz sivi kromatografi

- Apolar bir sabit faz (oktadesil-, oktil-, dimetil-, vb.) ve polar bir hareketli faza
sahip olan ters faz sivi kromatografi  (Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
resmi web sitesi, erigim tarihi: 03.01.2016; Yildiz ve ark., 1993, B6liim 21)

Normal faz sivi kromatografide apolar maddeler kolondan erken ayrilirken ters

faz s1v1 kromatografide polar maddeler kolonu daha ¢abuk terk etmektedirler.

Ters faz kromatografinin normal faz kromatografiye gore birtakim avantajlar
mevcuttur. Normal faz kromatografilerde hareketli fazin kontrolii giiclesir ve
hareketli fazdaki kiiciik bir degisiklik dahi kromatogramda belirgin farkliliklara
sebep olur. Ayrica normal faz kromatografide dengeye ulasma hiz1 yavastir. Polar
maddeler ge¢ ve yaygin pikler olusturarak normal faz kromatografi sistemini terk
ederler. Ayrica normal faz kromatografide kullanilacak hareketli faz apolar
oldugundan ve apolar ¢oziiciiler pahali olduklarindan ve nemden uzak tutulmalar
gerektiginden dolayr dezavantaj olustururlar. (Hacettepe Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi: 03.01.2016)

Normal faz kromatografi, suya karsi hasas bilesikler, izomerler ve kiral

bilesiklerin analizlerinde tercih edilmektedir. (Yildiz ve ark., 1993, Boliim 21)

Ultra performansh sivi kromatografi (UPLC) ise; teorisi ve ¢alisma dinamigi,
cthaz boliimleri YBSK ile benzer 6zellik gdsteren bir kromatografi tlirtidiir. Buna
karsilik, daha kisa ve dar kolonlari, kolonlar igerisinde daha kii¢iik boyuttaki
tanecikler ve cihazin daha yiliksek basinglara dayanikli olmasi sebebi ile YBSK’nin

bir list modeli olarak diisiiniilebilir.

1.4.1.2.1. Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografinin Avantajlar:

- Duyarlilik yiiksektir. Yiiksek kesinlik ve dogruluk ile analizler
gerceklestirilir.

- Analiz stiresi kisadir.
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- Kullanici hatasina daha az bagimli bir yontemdir.

- YBSK kolonlari, uygun sartlarda yikanip saklandiklari takdirde,
yenilenmeye gerek duymadan defalarca farkli analizler i¢in kullanilabilir.

- Gaz kromatografiye gore, hareketli fazinin sivi olmasi ve daha diisiik
sicakliklarda calisabilme imkani (6zellikle yiiksek sicakliklarda bozunan
maddeler i¢in), daha genis numune araliginda ¢alisma imkan1 sunar.

(Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi resmi web sitesi, erisim tarihi:

03.01.2016; Yildiz ve ark., 1993, bolim 21)

1.4.1.2.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografinin Dezavantajlar

Her analizde, tek basina tani i¢in yeterli olmayabilir.

Karigimlarin tiim bilesenlerin tamamen ayrilamadigi durumlar olusabilir.

- Ugucu bilesenlerle ¢alisilamaz.

- Cihazlarin hassas olmasi sebebiyle analizler olumsuz yonde etkilenebilir.

- Ultra performansh sivi kromatografilerine gore analiz siiresi ve harcanan
hareketli faz hacmi daha fazladir, buna karsilik dayanabildigi basin¢ daha
diistiktiir. Ultra performansli likit kromatografide elde edilen pikler
YBSK’ya gore daha keskin ve ayirimlar daha iyidir. (biyokure.org, erisim
tarihi: 04.01.2016)
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1.4.2. Spektrofotometri

Bagslica spektroskopik yontemler sunlardir:

- Atomik Absorpsiyon Spektroskopi

- Ultraviyole (UV) ve Goériiniir Bolge (GB) Spektroskopi

- Infrared (IR) Spektroskopi

- Niikleer Magnetik Rezonans (NMR) Spektroskopi

- Elektron Spin Rezonans1 (ESR) / Elektron Paramagnetik Rezonans (EPR)
spektroskopi

- Kiitle Spektrometrisi (MS) (Erdik ve ark., 2001, D Boliimii)

MS, NMR, IR ve UV-GB spektroskopik yontemlerinin uygulanmasi sonucunda
bir bilesigin kimyasal yapis1 bulunabilmektedir.

1.4.2.1. Spektroskopinin Temeli ve Lambert-Beer Yasasi

Bir molekiiliin i¢ enerjisi (E); elektronik (Ee), titresme (E;), 6telenme (E;) ve
donme (Eq) hareketlerine ait kuantlasmis enerjilerin toplamidir. (Erdik ve ark., 2001,
s: 729)

E:Ee+Et+Ed+E5

Bir molekiile 1s1ma enerjisi gonderildiginde ve molekiill bu enerjiyi

absorpladiginda molekiilde asagidaki formiilde goriildiigii lizere bir enerji artisi olur:

E = hV=he/A

h : Planck sabiti (6,62 x 10°** J.)

v Istmanin frekansi

A : Istmanin dalga boyu

¢ : Isik hizi (3 x 108 ms™) (Erdik ve ark., 2001, 5:729)
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Molekiile aktarilan bu enerji, molekiilde elektronik, titresme, 6telenme ve donme
uyarmalarina neden olur. Yani molekiilde, kuantlasmis bir enerjiyi alma ve o enerjiyi
elektronik, titresme, Otelenme ve donme hareketleri ile verme durumu sz konusu
olur. Bir molekiiliin spektrumunda, bilesenlerin absorbsiyon ¢izgileri, bantlar1 ve
pikleri, bu almip verilen enerjiden dolay1 olusmaktadir. Infrared 1s1manin enerjisi
titresme ve donme seviyelerini uyarirken ultraviyole 1s1manin enerjisi elektronik (ve
dolayisiyla titresme, Gtelenme ve donme) seviyelerini uyarir. (Erdik ve ark., 2001,
5:729)

Spektrofotometri, Lambert-Beer yasasina dayanmaktadir. Lambert-Beer yasasi,

asagidaki formiille ifade edilir:

A=log l/l = a.b.C

A: Absorbans degeri

lo: Ornege gelen 1s1manin siddeti

I: Ornekten cikan 1s1manin siddeti

a: Absorptivite

b: Is1gin 6rnek i¢inde adig1 yol

C: Konsantrasyon (g/L) (Erdik ve ark., 2001, s:730; Giindiiz, 1990, Bo6lim 2)

Transmittans (T) ise gegirgenliktir ve “T= I/Iy” formiilii ile gosterilir. (Erdik ve
ark., 2001, s: 730)

Absorptivite, belirli bir dalga boyunda bir atom, iyon veya molekiil i¢in sabit bir
degerdir. Molar absorptivite degeri (¢) ise, “Ma” molekiil agirligini belirtmek tizere;
“e=a .Ma” formiili ile ifade edilir ve tipki absorptivite gibi sabit bir degerdir. (Erdik
ve ark., 2001, s:730)

Lambert-Beer yasasina gore, A degeri C degerine kars1 grafige alindiginda Sekil
1.4’teki “b” dogrusu elde edilir. Yasadan sapmalar, sekilde goriildiigii gibi pozitif (a)

veya negatif (c) olabilir. Bu sapmalar; ¢oziiciiyle etkilesim, polimerlesme gibi
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kimyasal sebeplerden, cihazdan kaynaklanan sebeplerden veya analist hatasindan
dogan sebeplerden kaynaklanabilir. Burada dnemli olan, dogrusal araligi bularak bu
araligi kalibrasyon egrisi olarak kullanmak ve bu sekilde kantitatif analizler

yapabilmektir. (Erdik ve ark., 2001, s:730-731; Giindiiz, 1990, Bolim 2)

0 C

Sekil 1.4. Lambert-Beer yasasindan sapmalar.

1.4.2.2. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-GB) Spektroskopi

UV-GB spektroskopi, elektronik spektroskopi adiyla da anilir ve burada
elektronik ge¢is spektrumlari gozlenir. 200-400 nm araligi UV ve 400-700 nm aralig1
gorliniir bolgeyi kapsar. Gortiniir bolgede absorpsiyon yapan bilesik renklidir ve

absorpladigi rengin tamamlayici rengindedir. (Erdik ve ark., 2001, s:732)

Bu yontemde, uyarilan elektronlar bir elektronik seviyeden digerine gegerken
pikler meydana getirirler. Molekiillerde elektronik hareketin yaninda doénme ve
titresme hareketlerinin olmasi, piklerin keskinligini azaltir. Absorpsiyon piki, bir
elektronun bir yoriingeden daha yiiksek bir yoriingeye ¢ikmasi ile meydana gelir.
Burada, molekiiliin belirli bir fonksiyonel grubu hep ayni bolgede absorpsiyon yapar
ve molekiiliin geri kalan1 bu absorpsiyona katilmaz. Absorpsiyon yapan bu
fonksiyonel gruplara kromofor denir. Ayn1 molekiilde iki veya daha fazla kromofor
bulundugunda ve bu gruplar en az ikili bag icerdiklerinde, absorpsiyon degeri bu
gruplarin absorpsiyonlariin toplamina esittir ve buna toplanabilirlik kurah denir.
Toplanabilirlik kurali, karigimlara ait bilesenler i¢in de gegerlidir. (Erdik ve ark.,
2001, s:735-736)
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1.4.2.3. UV-GB Spektrofotometre

pro _a . déner disk

optik ag ,_, ayna
—=—>

O vank numune hiieresi

151 kavnag

dedelktér,
S e el

d%T1a referans hiicre

grafik kavdedici

Sekil 1.5. Cift 1s1n yollu spektrofotometre cihazi (Clark, 2006, erisim tarihi: 04.01.2016)

Spektrofotometre cihazi, su boliimlerden olugmaktadir:

Isin kaynagi: UV-GB bdlge icin siirekli 151n kaynaklart kullanilir. Déteryum
(D) ve Hidrojen (H,) elektriksel bosalim lambalar1 UV bolge igin en ¢ok kullanilan
1s1n kaynaklar1 olup 180-380 nm arasinda 151k yayar. Ksenon (Xe) ve civa buhar
lambas1 UV-GB bolgenin tiimiinde (150-700 nm) kullanilabilen stirekli 1s1n
kaynaklaridir. Tungsten (W) flaman lambasi ise goriiniir ve yakin IR bolgede (320-
3000 nm) 151k yayar.(biyokure.org, erisim tarihi: 04.01.2016)

Monokromator: Polikromatik 1sindan monokromatik 1sin eldesinde kullanilir.
Genel olarak prizmalar ve optik aglar monokromator olarak kullanilir. Numune
tizerine gonderilen 1smmmn daha monokromatik olmasim1 saglamak i¢in ¢ift
monokromatorlii  spektrofotometreler kullanilabilir. (biyokure.org, erigim tarihi:

04.01.2016)

Yarik: Monokromatoérlerin konumu ayarlanarak istenen dalga boyunda elde

edilen 15181n gectigi yariktir. Elde edilecek spektrumun seklini, pik yapisini,
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keskinligini, dolayisiyla dl¢iim duyarliligi, sinyal/giiriiltii gibi parametreleri etkiler.
(Clark, 2006, erisim tarihi: 04.01.2016)

Ayna: Cift 151 yollu spektrofotometre cihazlarinda, gelen 15181 ikiye bdlerek
numune ve referans hiicreye esit 151k gonderilmesini saglayan diizeneklerdir. (ince,

2012)

Numune hiicresi: Calisilan bolgeye gore farkli maddelerden yapilmis numune
hiicreleri kullanilir. Ornegin, cam hiicreler goriiniir bolge 1sinlarmi gecirdiginden
sadece goriiniir bolge ¢aligmalar i¢in uygundur. Kuartz hiicreler ise UV, goriiniir ve

yakin IR ¢alismalar1 icin uygundur. (Ince, 2012)

Referans hiicresi: Kor olarak kullanilan c¢oziiclilerin bulundugu boliimdiir.

Hiicre yapilar1 numune hiicresi ile aymdir. (Ince, 2012)

Dedektor: Isin kaynagindan gelen 15181n siddeti 6lgiilerek maddenin ne kadar
15181 absorpladigint veya gegirdigini Olgcen boliimlerdir. Baslica dedektor tiirleri
sunlardir:

- Fototiipler

Fotogogaltici tiipler
- Silisyumlu fotodiodlar
- Fotovoltaik hiicreler
- Fotoiletken hiicreler

- Yiik aktarim diizenekleri (Giindiiz, 1990; Bsliim 5; Ince, 2012)

Dedektorler 1sina karsi duyarli olmali, 151n siddeti ile dogru orantili bir sinyal
tiretmeli, kararl1 olmali ve miimkiin oldugunca kisa yanit siirelerine sahip olmalidir.

(Géniillii, 2001; Giindiiz, 1990; Bsliim 5; ince, 2012)

Grafik kaydedici: Dedektorden gelen sinyalleri bilgisayar ekrani ve kagit
lizerine aktaran sistemdir. (Goniillii, 2001; Giindiiz, 1990; Bsliim 5; Iince, 2012)
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1.4.2.4. Tiirev Spektrofotometri

Bir spektrofotometrik 6l¢iim sonucunda asagida gbzlenen absorbans(A)-dalga

boyu()) grafigi elde edilir.

max

Absorbans

y) Dalgaboyu
max

Sekil 1.6. Basit bir orijinal spektrum

Yukaridaki grafige gore, matematiksel olarak “A = f (A)” fonksiyonu (orijinal
spektruma ait fonksiyon) yazilabilir. Bu fonksiyonu gosteren egrinin herhangi bir
noktasindaki tegetinin egimi, fonksiyonun bu noktadaki tirevini ifade eder.
Fonksiyonun her noktasindaki tiirevi hesaplanabilir. Bu sekilde elde edilen tiirev

degerleri dalga boyuna kars1 grafige gegirilir. (Ince, 2012)

A degerinin A degerine gore tiirevi alindiginda asagidaki esitlikler elde edilir:

A = a.b.C (Lambert-Beer Yasasi)

dA/d X =-C.b.da/d A (1. dereceden tiirev egrisi)

d?A / d* A = -C2.b2.(da/d))> — C.b.(d%a/d A%) (2. dereceden tiirev egrisi)
d°A /d®A = -C.b.(d%/d 1*) + 3.C2.b% (da/dr).(d%a/dA?) - C3.b3(da/d &)

(3. dereceden tiirev egrisi) (Onur ve Yiicesoy, 1983)
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Bu hesaplarla elde edilen sonuglar grafige gecirilir ve boylece tiirev spektrumlari
elde edilir. Bunlar1 hazirlamak i¢in bilgisayar programlarindan yararlanilir. Elde
edilen tiirev spektrumlarmin kullanilmasi ile yapilan analiz yontemlerine tiirev

spektrofotometri adi verilir. (Onur ve Yiicesoy, 1983)

Sekil 1.7.’ye gore;

- Orijinal spektrumun 1. tiirevi alindiginda; bandin yiikselen bolgesinde
pozitif, alcalan bolgesinde negatif pikler olustugu,

- Tirev derecesi ilerledikce piklerin daraldigi,

- Daralan pikler sayesinde {list iiste binen bantlarin birbirinden ayrildig:

goriilmektedir.

oL _J_/_ _\___f_ CJ_ P Jd
) | \J/f \/_
-.-d/\*[\\ e” \_
LA AP

Sekil 1.7. (a); Basit bir orijinal spektrum
(b); Orijinal spektrumun 1. dereceden tlirevi
(c); Orijinal spektrumun 2. dereceden tiirevi
(d); Orijinal spektrumun 3. dereceden tiirevi
(e); Orijinal spektrumun 4. dereceden tiirevi
(Medicinescomplete.com, erigim tarihi:03.01.2016)
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1.4.2.4.1. Tiirev Spektrofotometrinin Avantajlar1 ve Dezavantajlan

Avantajlar:

Yontem, spektrum egimleri hakkinda bilgi vermekte ve doniim noktalarinin
tespitini saglamaktadir.

Pikler, orijinal spektrumlara gore birbirinden daha iyi ayrilmaktadir.

Karisim i¢indeki bilesenlerin miktar tayinlerine olanak saglamaktadir.

Etken maddelerin miktar tayinleri preparat ic¢indeki tiim matriks
bilesenlerinin varliginda da yapilabilmektedir.

Etken maddelerin, bozunma iriinlerinin varhiginda da tayinleri
yapilabilmektedir.

Bulanik cozeltilerde orijinal spektrumlar hata verirken tiirev spektrometri

yontemi ile olusan hatalar ortadan kalkmaktadir.(Ince, 2012; Uyguner, 2010 )

Dezavantajlar:

2010)

Yontemde tiirev derecesi arttikga sinyal/giiriiltii oran1 bozulmaktadir.
Bozulan sinyal/giiriiltii orani, pik sayisinin artmasina sebep olmaktadir.

Yontem igin pahali spektrofotometrelere ihtiyac vardir. (Ince, 2012; Uyguner,
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tiirkiye ilac Piyasasinda Bulunan Farmasotik Preparatlar

1. Brintellix® 5 mg 28 Film Kapl1 Tablet (Lundbeck ilag Ticaret Ltd.Sti.)
Vortioksetin 5 mg / tablet

2. Brintellix® 10 mg 28 Film Kapli Tablet (Lundbeck Ilag Ticaret Ltd.Sti.)
Vortioksetin 10 mg / tablet

3. Brintellix® 20 mg 28 Film Kapl1 Tablet (Lundbeck Ilac Ticaret Ltd.Sti.)
Vortioksetin 20 mg / tablet

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

-YBSK yoOntemi icin;
YBSK: Dionex Ultimate Focused 3000-9 (Dedektor tiirii: Diode Array Dedektor)
YBSK Kolonu: Waters Symmetry Cig, 3,5 um, 4,6 x 100 mm Kolon

Hassas Terazi: Ohaus Discovery 5 Haneli Hassas Terazi

pH metre: Mettler Toledo pH/Ion meter 5220

Ultrasonik Banyo: Ultrasonic LC60H

Magnetik Karistirict: Wisestir Multi Hotplate Coklu Magnetik Karistirict

-Spektrofotometrik yontemler i¢in;

Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601

Hassas Terazi: Shimadzu, Libror AEG-220

Magnetik Karistirici: Electro Mag: Type MS, Riihra Man, Heidolph
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2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

-YBSK yoOntemi icin;

Metanol (MeOH) (Merck )

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) (Merck)
Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)
Amonyum Asetat (NH4C,H30,) (Merck)
Amonyum Hidroksit (NH,OH) (Merck)

-Spektrofotometrik yontemler igin;

Metanol (MeOH) (Merck)

Trisodyum sitrat (NazCgHsO7) (Merck )
Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

Asetik Asit (C,H40,) (Merck)

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck)
Borik Asit (H3;BO3) (Merck)

2.4. Kullanilan Standart

Vortioksetin Hidrobromiir (Lundbeck ila¢ Ticaret Ltd.Sti.)

2.5. Yiiksek Basingh S1ivi Kromatografi ile Vortioksetin.HBr Miktar Tayini

2.5.1. Ortam Sartlar1 ve Hesaplamalar

YBSK yontemi ile yapilan analizlerde, cesitli denemeler sonucunda, hareketli
faz olarak pH degeri 3,00 £+ 0,05 olan potasyum fosfat tamponu (% 30) ve metanol
(% 70) kullanilmis olup izokratik yontemle ¢alisilmistir. Dedektor dalga boyu olarak
225,0 nm tercih edilmis, akis hiz1 ise 1,3 mL/dk olacak sekilde ayarlanmistir.
Kullanilan kolon; Waters Symmetry Cig, 100 X 4,6 mm, 3,5 um olarak secilmistir.
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Kolon sicakligi, basing kontrolii de goz Oniine alinarak 50 °C’ye ayarlanmistir.
Saflig1 bilinen vortioksetin hidrobromiir standardinin hareketli fazda c¢oziilerek
hazirlanan stok ¢ozeltisinden analitik olarak dogrusallik gosterecek derisim araliklar
tespit edilmis ve en kiigiik kareler yontemi kullanilarak miktar tayinlerinde
kullanilacak ¢alisma denklemine ulasilmistir. Internal standart olarak kafein secilmis
ve saflig1 bilinen kafein de hareketli fazda ¢oziilerek tiim etken madde ¢ozeltilerinin
icine esit derisimde eklenmistir. Seyreltme c¢ozeltisi olarak da hareketli faz
kullanilmigtir. Cozeltilerin tiimii cihaza verilmeden o6nce 0,22 mikron naylon
filtreden siiziilerek viallere konulmustur. Cozeltiler, analiz siiresi boyunca karanlikta

ve buzdolabi sicakliginda (yaklasik 4 °C) muhafaza edilmistir.

2.5.2. Deneyin Yapihisi

2.5.2.1. Calisma Grafiginin Hazirlanmasi

Vortioksetin hidrobromiir etken maddesinin ve kafein i¢ standardinin hareketli
fazda ¢oziilerek hazirlanan stok ¢ozeltilerinden hareketle, vortioksetin derisiminin
10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 pg/mL oldugu yedi adet standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve
her ¢ozeltinin iginde 20 pg/mL derisiminde kafein i¢ standardinin bulunmasi
saglanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler YBSK cihazinda belirtilen kromatografik
sartlarda sisteme verilmistir. Pik alanlar1 derisim degerlerine kars1 grafige ge¢irilmis
ve bu grafikten yararlanilarak miktar tayinleri i¢in ¢alisma denklemi elde edilmistir.

(Sekil 3.10.)

2.5.2.2. Tekrarlanabilirligin Arastirilmasi (Giin I¢i ve Giinler Arasi Deneyler)

2.5.2.2.1. Giin ici Deneyler

40 pg/mL vortioksetin.HBr ve 20 pug/mL kafein igeren ii¢ adet paralel ¢ozelti

hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin  0.(hazirlanir hazirlanmaz), 2., 4., 6. ve 8. saatlerdeki

39



pik alanlart incelenmistir. Okunan alanlar ¢alisma egrisinden elde edilen denklemde

yerlerine konulmus ve Cizelge 3.5.de goriilen veriler elde edilmistir.

2.5.2.2.2. Giinler Arasi Deneyler

40 pg/mL derisiminde vortioksetin.HBr ve 20 pg/mL kafein igeren ii¢ adet
paralel ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 0.(hazirlandigt giin), 1., 2., 3., 4. ve 5.
giinlerdeki pik alanlar1 incelenmistir. Okunan alanlar kalibrasyon egrisinden elde
edilen denklemde vyerlerine konulmus ve Cizelge 3.6.’da goriilen veriler elde

edilmistir.

2.5.2.2.3. Yiizde Geri Kazanim Calismalari

40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 ug/mL vortioksetin.HBr ve her birinde 20
pg/mL kafein iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Calisma egrisinden elde edilen ¢alisma
denklemi kullanilarak belirtilen ¢ozeltilerin geri kazanimlar1 hesaplanmis ve Cizelge

3.7.”de gosterilmistir.

2.5.2.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

2.5.2.3.1. Miktar Tayini Analizi

Ankara’daki lokal bir eczaneden temin edilen ve igeriginde 10 mg vortioksetin /
tablet bulunan 10 adet tablet, hassas terazide tartilmis ve tabletlerin ortalama agirlig1
bulunmustur. Tartilan tabletler havan igerisinde toz edilerek igerisinden bir tablet
agirhigina esdeger numune tozu tartilmis ve 50 mL’lik balon jojeye aktarilarak
hareketli faz ile ultrasonik banyoda ve magnetik karistiricida ¢oziilmiistiir. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 2 mL; 200 pg/mL olarak hazirlanmis kafein stok ¢ozeltisinden
ise 1 mL alinarak hareketli faz ile 10 mL’ye tamamlanmistir (40 pg/mL vortioksetin,
20 pg/mL kafein). Birbirine paralel, esit derisimde, bes adet numune ¢6zeltisi

hazirlanmistir. YBSK sistemine verilen numunelere ait pik alanlar1 ¢alisma egrisi
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denkleminde yerine konulmustur. Bu denklemden, numune igerisindeki vortioksetin

etken maddesinin miktar1 hesaplanarak Cizelge 3.8.’de belirtilmistir.

2.5.2.3.2. I¢erik Tekdiizeligi Analizi

Icerik tek diizeligi analizi i¢in 10 adet tablet ayr1 ayr1 50 mL’lik balon jojelerde
hareketli faz ile ultrasonik banyo ve magnetik karistiricida ¢oziilmiistiir. Daha sonra
bu numunelerden 2’ser mL; 200 pg/mL olarak hazirlanmis kafein stok ¢ozeltisinden
ise 1’er mL almip 10’ar mL’ye hareketli faz ile tamamlanmistir (40 pg/mL
vortioksetin, 20 png/mL kafein). YBSK sistemine verilen numunelere ait pik alanlari
calisma egrisi denkleminde yerine konulmustur. Bu denklemden, numuneler
igerisindeki vortioksetin etken maddesinin miktar1 hesaplanarak Cizelge 3.9.’da

sunulmustur. Gerekli veriler kullanilarak kabul degeri (KD) hesaplanmustir.

2.5.2.4. Hizlandirilmis Degradasyon Calismalari

Bu calismalar igin {i¢ noktali (20, 40 ve 60 pg/mL vortioksetin.HBr ve her
birinde 20’ser ug/mL kafein) yeni bir ¢calisma grafigi elde edilerek ¢aligmalar bu yeni
grafikteki denkleme gore (Cizelge 3.10.) sayisal neticeye ulagtirilmustir.

2.5.2.4.1. Termal Degradasyon

Vortioksetin.HBr etken maddesi 48 saat boyunca 80 °C sicaklikta bekletilmistir.
Ardindan, 40 pg/mL derisiminde vortioksetin ve 20 pg/mL kafein igeren c¢ozelti
hazirlanmigtir. Okunan pik alanlar1 c¢alisma egrisinden elde edilen denklemde

yerlerine konulmus ve Cizelge 3.10.’da sunulan veriler elde edilmistir.

2.5.2.4.2. Asit Degradasyon

20 mg vortioksetin.HBr iizerine 10 mL 1,0 M hidroklorik asit ¢ozeltisi

eklenmistir. Karisim, 100 °C’de 1 saat bekletilmistir. Ardindan oda sicakligina
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getirilen karisimin pH degeri 1,0 M sodyum hidroksit ile 7°ye nétralize edilmistir. Bu
karisim 50 mL’ye hareketli faz ile tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 40
pug/mL derisiminde vortioksetin.HBr ve 20 pug/mL derisiminde kafein i¢eren yeni bir
¢ozelti, hareketli faz ile seyreltme yapilarak hazirlanmistir (Kafein i¢in, hareketli
fazda 200 pg/mL derisiminde hazirlanan stok kafein c¢ozeltisi kullanilmistir.).
Calismalar sonucunda okunan pik alanlar1 ¢alisma egrisinden elde edilen denklemde

yerlerine konulmus ve Cizelge 3.10.’da sunulan veriler elde edilmistir.

2.5.2.4.3. Alkali Degradasyon

20 mg vortioksetin.HBr tiizerine 10 mL 1,0 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi
eklenmistir. Karisim, 100 °C’de 1 saat bekletilmistir. Ardindan oda sicakligina
getirilen karistmin pH degeri 1,0 M hidroklorik asit ile 7°ye nétralize edilmistir. Bu
karisim 50 mL’ye hareketli faz ile tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 40
pg/mL derisiminde vortioksetin.HBr ve 20 pug/mL derisiminde kafein i¢eren yeni bir
cozelti, hareketli faz ile seyreltme yapilarak hazirlanmistir (Kafein igin, hareketli
fazda 200 pg/mL derisiminde hazirlanan stok kafein cozeltisi kullanilmistir.).
Calismalar sonucunda okunan pik alanlar1 ¢alisma egrisinden elde edilen denklemde

yerlerine konulmus ve Cizelge 3.10.’da gosterilen veriler elde edilmistir.

2.5.2.4.4. Oksidatif Degradasyon

20 mg vortioksetin.HBr iizerine 10 mL % 3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi
eklenmistir. Karisim, 100 °C’de 1 saat bekletilmistir. Ardindan oda sicakligina
getirilen karisim 50 mL’ye hareketli faz ile tamamlanmigtir. Daha sonra bu
¢ozeltiden 40 pug/mL derisiminde vortioksetin.HBr ve 20 pg/mL derisiminde kafein
iceren yeni bir ¢ozelti, hareketli faz ile seyreltme yapilarak hazirlanmistir (Kafein
icin, hareketli fazda 200 pg/mL derisiminde hazirlanan stok kafein ¢ozeltisi

kullanilmustir.). (Sekil 3.11.)
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2.5.2.4.5. Fotokimyasal Degradasyon

Vortioksetin.HBr etken maddesi 48 saat boyunca giines 1s1ginda bekletilmistir.
Ardindan, 40 pg/mL derisiminde vortioksetin.HBr ve 20 pg/mL kafein igeren ¢ozelti
hazirlanmistir. Okunan pik alanlar1 kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde

yerlerine konulmus ve Cizelge 3.10.’da goriilen veriler elde edilmistir.

2.6. Spektrofotometrik Yontem ile Vortioksetin.HBr Miktar Tayini

2.6.1. Dogrudan UV-GB Spektrofotometri

2.6.1.1. Ortam Sartlar1 ve Hesaplamalar

Spektrofotometrik yontem ile yapilan analizlerde, ¢esitli denemeler sonucunda,
¢Oziicii olarak metanol ve pH degeri 4,00+0,05 olan 0,02 M asetat tamponu
kullanilmasia karar verilmistir. Shimadzu marka UV 1601 model ¢ift 151k yollu
spektrofotometre kullanilarak UV bolgede (200-400 nm) yapilan taramalar
sonucunda 228,0 nm’de etken maddenin maksimum absorbans degeri verdigi
gozlenmistir. Saflig1 bilinen vortioksetin.HBr standardinin metanolde ¢6ziilerek ve
pH 4,00+0,05 0,02 M asetat tamponu ile seyreltilerek hazirlanan ¢ozeltilerinden
analitik olarak dogrusallik gosterecek konsantrasyon araliklari tespit edilmis ve en
kiigiik kareler yontemi kullanilarak miktar tayinlerinde kullanilacak c¢alisma
denklemine ulagilmigtir. Cozeltiler 0,22 mikron naylon filtreden siiziilerek analiz
edilmis ve analiz siiresi boyunca karanlikta ve buzdolabi sicakliginda (yaklasik 4 °C)

muhafaza edilmistir.
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2.6.1.2. Deneyin Yapihisi

2.6.1.2.1. Calisma Grafiginin Hazirlanmasi

Vortioksetin.HBr etken maddesinin metanolde ¢oziilerek hazirlanan stok
¢ozeltilerinden hareketle, vortioksetin.HBr konsantrasyonunun 6, 8, 10, 14, 18, 24 ve
30 pg/mL oldugu yedi adet standart ¢ozeltisi hazirlanmig ve bu ¢ozeltiler gerekli
hacme pH 4,00£0,05 0,02 M asetat tamponu ile tamamlanmistir. Hazirlanan
cozeltilerin 228,0 nm’deki absorbans degerleri elde edilmis ve bu degerler,
konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmistir. Bu grafikten yararlanilarak

caligma denklem verileri elde edilmistir. (Sekil 3.22.)

2.6.1.2.2. Tekrarlanabilirligin Arastirilmasi

2.6.1.2.2.1. Giin i¢i Deneyler

Vortioksetin.HBr etken maddesinin metanolde ¢6ziilmesi ile 200 pg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozelti ve bu stok ¢ozeltiden alinan miktarlarin pH 4,00+0,05
0,02 M asetat tamponu ile seyreltilmesi ile 20 pg/mL standart ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin  0.(hazirlanir hazirlanmaz), 1., 2., 3., 4., 5., 6. ve 7.
saatlerde absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Okunan degerler, ¢alisma egrisinden elde
edilen denklemde yerlerine konulmus ve Cizelge 3.12.°de sunulan veriler elde

edilmistir.

2.6.1.2.2.2. Giinler Arasi Deneyler

Vortioksetin.HBr etken maddesinin metanolde ¢oziilmesi ile 200 pg/mL
derisiminde stok ¢ozelti ve bu stok ¢dzeltiden alinan miktarlarin pH 4,00+£0,05 0,02
M asetat tamponu ile seyreltilmesi ile 20 pg/mL derisiminde standart ¢ozeltisi

hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin 0., 1., 2., 3. ve 4. giinlerdeki absorbans degerleri
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Ol¢iilmiistiir. Okunan degerler, ¢calisma egrisinden elde edilen denklemde yerlerine

konulmus ve Cizelge 3.13.’de sunulan veriler elde edilmistir.

2.6.1.2.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

2.6.1.2.3.1. Miktar Tayini Analizi

Ankara’da lokal bir eczaneden temin edilen ve igeriginde 10 mg vortioksetin /
tablet bulunan 10 adet tablet, hassas terazide tartilmig ve tabletlerin ortalama agirlig
bulunmustur. Tartilan tabletler havan igerisinde toz edilerek igerisinden bir tablet
agirligina esdeger numune tozu tartilmis ve 50 mL’lik balon jojeye aktarilarak
metanol ile ultrasonik banyoda ve magnetik karistiricida ¢oziilmiistiir. Daha sonra bu
¢ozeltiden 1 mL almip 10 mL’ye pH 4,00£0,05 0,02 M asetat tamponu ile
tamamlanmistir (20 pg/mL vortioksetin.HBr). Birbirine paralel, esit derisimde, bes
adet numune ¢6zeltisi hazirlanmistir. Maksimum absorpsiyonun bulundugu 228,0 nm
deki absorbans degerleri calisma egrisi denkleminde yerine konulmustur. Bu
denklemden, numune igerisindeki vortioksetin.HBr etken maddesinin miktari

hesaplanarak Cizelge 3.14.’de belirtilmistir.

2.6.2. Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometri

2.6.2.1. Deneyin Yapihis

2.6.2.1.1. Cahsma Grafiginin Hazirlanmasi

Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemde 6, 8, 10, 14, 18, 24 ve 30
pg/mL  konsantrasyon araliginda ¢izdirilen vortioksetin.HBr ‘in  orijinal
spektrumlarinin ~ cihaz hafizasindan cagirilarak tegetlerin egimi anlamma gelen
birinci tiirev egrileri ¢izdirilmistir. Birinci tiirev spektrumlar1 incelenerek 237,7 nm

ve 257,2 nm’deki tiirev absorbans degerleri okunmustur. Okunan bu tiirev absorbans
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degerleri konsantrasyon degerlerine karsi grafige gecirilmis ve bu grafikten

yararlanilarak ¢alisma denklemleri elde edilmistir. (Cizelge 3.15)

2.6.2.1.2. Tekrarlanabilirligin Arastirilmasi (Giin I¢i ve Giinler Aras1 Deneyler)

Dogrudan UV-GB Spektrofotometri yontemi ile giin ici ve gilinler aras1 deneyler
icin hazirlanan spektrumlar alinip kaydedilmis ve bu kayith spektrumlar cihaz
hafizasindan cagirilarak tegetlerin egimi anlamina gelen birinci tiirev egrileri
cizdirilmistir. Birinci tiirev spektrumlari incelenerek 237,7 nm’deki tiirev absorbans
degerleri okunmustur. Okunan tiirev absorbans degerleri konsantrasyonlara Karst
grafige gecirilmis ve bu grafikten yararlanilarak giin i¢i ve gilinler arasi1 ( Cizelge

3.16. ve 3.17.) deney verileri elde edilmistir.

2.6.2.1.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

2.6.2.1.3.1. Miktar Tayini Analizi

Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontem ile “yontemin farmasdotik
preparatlara uygulanmasi1” calismalarinda 6nceden spektrumlart alimip kaydedilen
numune ¢ozeltilerinin bu kayitli spektrumlari cihaz hafizasindan ¢agirilarak birinci
tiirev egrileri ¢izdirilmistir. Birinci tiirev spektrumlari incelenerek 237,7 nm ve 257,2
nm’deki tiirev sinyalleri okunmustur. 237,7 nm ve 257,2 nm i¢in bulunan c¢alisma
grafikleri kullanilarak preparatlardaki etken madde miktarlar

hesaplanmistir.(Cizelge 3.18.)
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3. BULGULAR

3.1. Vortioksetin Hidrobromiir iceren Farmasotik Preparatlar icin YBSK

Analiz Bulgular:

3.1.1. Etken Madde ve internal Standart Spektrumlari

Yiiksek performanslt sivi kromatografik caligsmalara baglamadan 6nce
vortioksetin.HBr ve kafeinin (internal standart) UV-GB spektrumlar: alinmis ve

Sekil 3.1. ve 3.2. ‘de sunulmustur.

ABSORBANS

190 250 300 350 400 450 500 S50 600 650 700 750 800
DALGA BOYU (nm)

Sekil 3.1. Vortioksetin.HBr’tin ultraviyole-goriiniir bolgedeki spektrumu

ABSORBANS

0.1 i
© 180 230 300 330 400 430 300 350 600 630 TO0 730 800
DALGA BOYU (nm)

Sekil 3.2. Kafeinin ultraviyole-gériiniir bélgedeki spektrumu
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3.1.2. Hareketli Faz Tampon Tiirlerinin Denenmesi

Yontem icin hareketli faz se¢imi i¢in en uygun tampon tiirleri arastirilmig ve

Sekil 3.3. ve 3.4. de sunulan kromatogram elde edilmistir.

mAU §
200 ‘T
.Vor
150
100
50
o l - . 1 L} . - . ' '
2 4 dk.

Sekil 3.3. 80 ug/mL vortioksetin.HBr ve 40 ug/mL kafein ¢6zeltisinin
amonyum asetat tampon i¢eren hareketli fazdaki kromatogrami

mAU |
80 |
60
0,968 N \

40 |

20

Sekil 3.4. 40 ug/mL vortioksetin.HBr ve 20 ug/mL kafein ¢6zeltisinin
potasyum dihidrojen fosfat tampon igeren hareketli fazdaki
kromatogrami
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3.1.3. Hareketli Faz pH Degisikliklerinin Etkisi

Yontem i¢in uygun tampon ortami segildikten sonra pH’nin 3.0 — 6.0 aralifinda

uygun pH segcilmis ve ele edilen kromatogramlar Sekil 3.5- 3.8.’de sunulmustur.

0 e v
] mal pHE 2215 nm
200+ Kaf-0.930
1504
100
1 Vor-8,603

L. T

20 L : dk |

on 10 20 30 a0 50 en 70 &0 Y 100

Sekil 3.5. 40 pg/mL vortioksetin.HBr ve 20 ug/mL kafein ¢ozeltisinin
0.05 M KH,PO,tampon (pH 6.00):MeOH (60:40; h/h)
hareketli fazi ile elde edilen kromatogrami
200 PHS i
Kaf-0,930
Vor-5,547

1504 “
100+

50-

— AN .
20 dk
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 ‘022

Sekil 3.6. 40 ug/mL vortioksetin.HBr ve 20 ug/mL kafein ¢6zeltisinin
0.05 M KH,PO, tampon (pH 5.00):MeOH (60:40; h/h)
hareketli faz ile elde edilen kromatogrami
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Sl T s 2 om
- Kaf-0,943 Vor-4,353
150+
100+
50—
dk|
-20 — — — T T y
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 597
Sekil 3.7. 40 ug/mL vortioksetin.HBr ve 20 ug/mL kafein ¢6zeltisinin
0.05 M KH,PO,¢ozelti (pH 4.00):MeOH (60:40; h/h)
hareketli faz ile elde edilen kromatogrami
PH3
20050 225 niml
7 Vor-3,950
Kaf.0,947 q
150
100
50~
d
-20~ K
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 350 4,00 450 5.30

Sekil 3.8. 40 pg/mL vortioksetin.HBr ve 20 pg/mL kafein ¢ozeltisinin
0.05 M KH,PO, tampon (pH 3.00):MeOH (60:40; h/h)
hareketli fazi ile elde edilen kromatogrami
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Farkli pH araliginda hazirlanan fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen
kromatogramlar incelenerek etken madde ve internal standart ¢ozeltilerinin alikonma

siireleri Cizelge 3.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. 0,05 M KH,PO, tampon :MeOH (60:40; h/h) hareketli fazinin pH
degisimlerinin alikonma zamanlarina etkisi (Dalga boyu:225 nm)

pH Degerleri Kafein Allkonma Zamam (dk.) VortiOksetin'HB(glﬁ ;1k0nma Zamam
pH 6,00 0,930 8,603
pH 5,00 0,930 5,547
pH 4,00 0,943 4,353
pH 3,00 0,947 3,950

3.1.4. Yéntem Icin Uygun Dalgaboyu Tarama Sonuclar:

Fotometrik dedektor kullanilarak yapilan uygun Dalgaboyu (220,0 -235,0 nm)
caligmalar1 sonucunda etken madde i¢in elde edilen alan degerleri Cizelge 3.2.°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2. 220,0-235,0 nm dalgaboyu araliginda etken madde alanlari

Dalga Boyu (nm) Vortioksetin.HBr Alam
220,0 34,430
223,0 35,032
2240 35,281
225,0 35,668
226,0 35,290
230,0 33,906
235,0 28,781
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3.1.5. Kolon Seciminin Yapilmasi

Onerilen yéntem icin sabit faz olarak kullanilacak olan Luna Cig, Kromasil Cig

ve Waters Symmetry Cig kolonlar1 denenmis ve asimetri ve teorik plaka sayilari

Cizelge 3.3.’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan kolonlar sonucu elde edilen asimetri faktorii ve teorik

plaka sayis1 degerleri (225,0 nm)

Kolon Asimetri Teorik Plaka Sayis1
(Vortioksetin.HBr) | (Vortioksetin.HBr)

Luna Cyg, 3,0 um, 4,6 X 50 mm 0,45 1092

Kromasil Cyg, 3,5 um, 4,6 x 100 mm 0,42 2285

Waters Symmetry Cyg, 3,5 um, 4,6 X 100 mm 0,99 2402

3.1.6. Cahsma Egrisi Denklemi Verileri Eldesi

Standart vortioksetin ve standart kafein ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen 10, 20,

30, 40, 50, 60 ve 70 ng/mL konsantrasyonlardaki vortioksetin.HBr ve her birinde 20

pg/mL kafein iceren c¢ozeltilerin 225,0 nm’de okunan alanlar1 konsantrasyonlarina

kars1 grafige gecirilmis; Sekil 3.10.’da goriilen ¢alisma egrisi ve Cizelge 3.4.°te

goriilen ¢alisma egrisi denklem verileri elde edilmistir.

800 ImaL II.-.
A
625 Vor- 1,782
Kaf.0,882 TAY
so0 { N\ R/ A\ f
N\ .
3758 NS ) e
, _ — \ d
250 VAN . ] /\m— )
| /[/\\: VAN b
| — a
=100 dk.
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1.75 200 255

Sekil 3.9. Hareketli faz i¢erisindeki degisen konsantrasyonlarda

vortioksetin.HBr ve sabit olarak 20 ng/mL kafein igeren a) 20 pg/mL ;

b) 30 pg/mL ; c) 40 pg/mL ; d) 50 pg/mL ; e) 60 pg/mL ; ve
f) 70 ug/mL ¢o6zeltilerinin 225,0 nm’deki kromatogramlari
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g - v =0,1116x+ 00770
R® =0,9997

Alan (Vor/Kaf)
LA

D T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 &0 70 80

Eonsantrasyon (Vor)

Sekil 3.10. YBSK yontemi ile elde edilen calisma grafigi

Cizelge 3.4. YBSK yontemi ile ¢alisma egrisi denklem verileri (225 nm, n=7)

Calisma Arahg (ng/mL) a b r YS (ug/mL) | TAS (ng/mL)

10-70 pg/mL 0,1116 0,0770 0,9998 0,2434 0,8115

a: Calisma grafiginin egimi

b: Calisma grafiginin y- eksenini kestigi nokta
r: Korelasyon katsayisi

YS: Yakalama sinir1 (3SS/a)

TAS: Tayin alt sinir1 (10 SS/a)

SS: Kesimin standart sapmasi

3.1.7. Tekrarlanabilirlik ¢calismalar:

3.1.7.1. Giin ici ve Giinler Arasi1 Deneyler

Deney kesinligini kontrol etmek amaciyla yapilan giin i¢i deney sonuglari

Cizelge 3.5.’te, giinler aras1 deney sonuglar1 ise Cizelge 3.6.’da belirtilmistir.
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3.1.8. Dogruluk

3.1.8.1. Geri Kazanim Cahsma Verileri

Yontemin dogrulugunun tespiti i¢in yapilan % geri kazanim calismalarinin

sonuglar1 Cizelge 3.7.’de dzetlenmistir.

Cizelge 3.7. YBSK yontemi ile vortioksetin.HBr etken maddesinden

elde edilen geri kazanim verileri

Numune No Konulan Miktar (ug/mL) Bulunan Miktar (png/mL) Geri Kazanim (%)
1 40,00 + 5,00 46,30 102,9
2 40,00 + 10,00 50,76 101,5
3 40,00 + 15,00 55,42 100,8
4 40,00 + 20,00 60,49 100,8
5 40,00 + 25,00 65,55 100,8
6 40,00 + 30,00 70,44 100,6
7 40,00 + 35000 75,54 100,7
8 40,00 + 40,00 78,20 97,7

Xort: 100,7
Standart Sapma: 1,42
Bagil Standart Sapma: 141
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3.1.9. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

3.1.9.1. Miktar Tayini Analiz Bulgulari

Yontem etken maddeyi igeren farmasotik preparata uygulandiginda elde edilen

sonuclar Cizelge 3.8.’de sunulmustur.

Cizelge 3.8. YBSK yontemi ile Brintellix® 10 mg tabletteki vortioksetin miktar

tayini analiz verileri

Numune No Miktar Tayini (mg/tb)

1 10,07

2 10,00

3 10,23

4 9,87

5 10,11

Xot: 10,06
Standart Sapma: 0,13
Bagil Standart Sapma: 1,33

p :0,05icin G.A.: 10,06 +0,16

P degeri: 0,05

G.A. : Giliven Aralig1 (Xort +t. SS/ \n)
SS: Standart sapma

n: Deney sayisi

t = 2,78 (Serbestlik derecesi ; n —1 =4 i¢in)

3.1.9.2. icerik Tekdiizeligi Verileri

Farmasotik preparat igerisinde bulunan etken madde igin yapilan igerik

tekdtizeligi ¢alisma verileri Cizelge 3.9.’da sunulmustur.
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Cizelge 3.9. YBSK yontemi ile Brintellix 10 mg tabletteki vortioksetin.HBr
Icerik tekdiizeligi analiz verileri

Numune No Miktar Tayini (%)
98,5
99,3
99,9
96,9
102,1
98,1
101,1
99,6
95,5
96,0
Xort: 98,5
Standart Sapma: 2,60
Bagil Standart Sapma: 2,64

© 00 N O OB~ W N B

=
o

Avrupa Farmakopesi 8.0’a gore; 25 mg’dan daha diisiik veya toplam tablet
agirliginin %25’inden daha diisiik dozajlarda, preparata icerik tekdiizeligi testi
uygulanir. Kabul degerinin hesaplanmasi i¢in farmakopede belirtilen formiil

uygulanir. Farmakopeye gore,

%98,5 < Xort < 101,5 ise;

M = Xont

KD =k . solur.

Burada, 10 adet numune ile calisildigindan, “k” degeri, 2,4 alinacaktir. Icerik
tekdiizeligi testinin sonucunun uygun olmasi i¢in, kabul degeri (KD), maksimum 15
(L1) olmalidir. “s” ile belirtilen ifade ise, 10 adet numunenin miktar tayini
sonuglariin standart sapmasidir. Veriler yerine konuldugunda,

KD =2,4x2,60=6,24 <15 (L1)

sonucu elde edilir.

(Avrupa Farmakopesi 8.0, 2014, Boliim 2.9.40)
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3.1.10. Hizlandirilmis Degradasyon Calismalar: Verileri

Onerilen yontem kullanilarak yapilan degredasyon calisma sonuglar1 Cizelge

3.10.’da sunulmustur.

Cizelge 3.10. YBSK yontemi ile, her birinde 40 pg/mL vortioksetin.HBr
ve 20 pg/mL kafein i¢ standardi bulunan ¢ozeltilerle elde edilen
vortioksetin.HBr hizlandirilmis degradasyon ¢alisma verileri

Degradasyon Sartlar Sicaklik (°C) Siire (Saat) Degradasyon(%)
Termal Degradasyon 80 48 -2,25
Asit Degradasyon 100 1 +1,53
Alkali Degradasyon 100 1 +0,70
Oksidatif Degradasyon 100 1 -100,00
Fotokimyasal Degradasyon 100 1 -1,51
b =T - “FEEnm|
1 =0, 7E3
400~
& . 02T
300
200
100~
_m_ dik.
0,00 n_i'o 0.40 0:50 n.i-u- 1 IDO 1_.20 1.40 1 ]60 1_30 2 IDO 1.20 ! 2,50

Sekil 3.11. Oksidatif degradasyon sonucunda vortioksetin.HBr etken maddesinin
tamamen bozundugunu gosteren kromatogram (225,0 nm)
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3.2. Vortioksetin Hidrobromiir iceren Farmasotik Preparatlar icin Dogrudan

UV-GB Spektrofotometri ile Elde Edilen Analiz Bulgular:

3.2.1. Coziicii icin Tampon Tiirlerinin Denenmesi

Spektrofotometrik yontem i¢in Etken maddenin ¢esitli tampon ortamlarindaki

orijinal spektrumlari Sekil 3.12. - 3.20.’de gosterilmistir.

0,800

0,600

0,400

Absorbans

0,200

0,000
220.0 250,0 300,0 325,0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.12. 12 ug/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M sitrat tampon
(pH:2,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

0,800

0,600

0,400

Absorbans

0,200

0,000 - .
2200 250,0 300,0 3250

Dalgaboyu [(nm)

Sekil 3.13. 12 pg/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M sitrat tampon
(pH:3,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu
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0,800

0,600 ¢

0,400

Absorbans

0,200 ¢

0,000 . .
2200 250,0 300,0 325,0

Dalgaboyu (nm)
Sekil 3.14. 12 pg/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M asetat tampon
(pH:4,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

0,800

0,6001

0,400,

Absorbans

0,2004

0,000

220,0 2500 3000 3250

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.15. 12 pg/mL vortioksetin.HBr igeren ¢zeltinin 0,02 M asetat tampon
(pH:5,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu
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0,800

0,600F

0,4001

Absorbans

0,200F

0,000 i i
2200 250,0 300,0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.16. 12 ng/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M fosfat tampon
(pH:6,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

3250

0,800

0,600[

0,400

Absorbans

0,200f

0,000 r -
220,0 250,0 300,0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.17. 12 pg/mL vortioksetin.HBr igeren ¢dzeltinin 0,02 M fosfat tampon
(pH:7,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

3250
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0,800

0,500+

0,4004

Absorbans

0,200%

0,000 . .
3700 250,0 3000 325,0

Dalgaboyu (nm)
Sekil 3.18. 12 ug/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M fosfat tampon
(pH:8,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

0,800

0,600

0,400

Absorbans

0,200

0,000
220,0 250,0 300,0 325,0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.19. 12 pg/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M borat tampon
(pH:9,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu



0,300

0,600

0,400

Absorbans

0,200

0,000
2200 250,0 300,0 325,0

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.20. 12 ug/mL vortioksetin.HBr igeren ¢ozeltinin 0,02 M borat tampon
(pH:10,0) kullanilarak hazirlanan vortioksetin.HBr UV spektrumu

3.2.2. Cahsma Egrisi Denklem Verileri Eldesi

Standart vortioksetin.HBr ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen 6, 8, 10, 14, 18, 24 ve
30 pg/mL konsantrasyonlardaki vortioksetin.HBr ¢ozeltilerin 228,0 nm’de okunan
absorbans degerleri konsantrasyonlarma kars1 grafige gecirilmis; Sekil 3.21.°de
goriilen UV orijinal spektrumlari ve Cizelge 3.11.’de goriilen ¢alisma egrisi denklem

verileri elde edilmistir.

Absorbans

Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.21. 0,02 M asetat tampon (pH:4,0) igerisinde hazirlanan vortioksetin.HBr’iin
a) 6 pg/mL; b) 8 pg/mL; ¢) 10 ug/mL; d) 14 pg/mL; e) 18 ug/mL;
f) 24 pg/mL; ve g) 30 pg/mL konsantrasyonlarina ait, dogrudan UV
spektrumlari
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1,8 -
1,6
1.4 4

1,2 A

Ab=sotbans

0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 -

y=10,05153x-0,0111
R* =0,998

Grafigi

Calisma grafik verileri Cizelge 3.11.’de sunulmustur.

10

15

20

25 30

35

Eonsantrasyon

Sekil 3.22. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemde 228,0 nm ‘deki ¢aligma

Cizelge 3.11. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemle elde edilen ¢alisma
egrisi verileri (228,0 nm, n=7)

Cahsma Arahg (ung/mL) a b r YS (ng/mL) (p-lg;ﬁmSL)
6-30 0,0513 -0,0111 0,999 0,6616 2,2054

a: Caligsma grafiginin egimi

b: Caligma grafiginin y- eksenini kestigi nokta

r: Korelasyon katsayisi

YS: Yakalama sinir1 (3SS/a)

TAS: Tayin alt sinir1 (10SS/a)

SS: Kesimin standart sapmasi
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3.2.3. Tekrarlanabilirlik Calismalari

3.2.3.1. Giin ici ve Giinler Aras1 Deneyler

Dogrudan UV-GB Spektorofometrik yontem ile deney kesinligini kontrol etmek
amaciyla yapilan giin i¢i deney sonuglar1 Cizelge 3.12.°de, giinler arasi deney

sonuglari ise Cizelge 3.13.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.12. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giin igi
deneysel veriler

Kullanilan Miktar (ug/mL) Siire Bulunan Miktar(%b6)
20 0. Saat 100,4
20 1. saat 99,8
20 2. saat 100,9
20 3. saat 100,9
20 4. saat 100,9
20 5. saat 100,9
20 6. saat 100,9
20 7. saat 1015

Ortalama Miktar(%6) 1008
Standart Sapma 0,48
Bagil Standart Sapma (%) 0,48

Cizelge 3.13. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giinler arasi
deneysel veriler

Kullanilan Miktar (ng/mL) Siire Bulunan Miktar(%6)
20 0. gin 104,7
20 1 gin 109,0
20 2. gin 104,7
20 3. gin 107,3
20 4. gin 105,8
Ortalama Miktar(%o) 106,3
Standart Sapma 1,85
Bagil Standart Sapma (%) 1,74
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3.2.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yontem etken madde igeren farmasotik preparata uygulandiginda elde edilen

sonuglar Cizelge 3.14.’te sunulmustur.

Cizelge 3.14. Dogrudan UV-GB Spektrofotometrik yontemi ile Brintellix® 10 mg

tabletteki analiz sonuglari

Numune No

Miktar Tayini (mg/th.)

1

2
3
4
5

9,82
9,82
9,75
10,13
9,82

Xort:
Standart Sapma:
Bagil Standart Sapma:
p :0,05i¢in G.A. :

9,87

0,15

1,52
9,87 +0,19

P degeri: 0,05

G.A. : Giiven Aralig1 (Xort £t . SS/ \n)

SS: Standart sapma

n : Deney sayisi

t = 2,78 (Serbestlik derecesi ; n —1 =4 igin)
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3.3. Vortioksetin Hidrobromiir iceren Farmasétik Preparatlar Icin Birinci

Tiirev UV-GB Spektrofotometri ile Elde Edilen Analiz Bulgulari

3.3.1. Cahsma Denklemi Verileri Eldesi

Standart vortioksetin.HBr ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen 6, 8, 10, 14, 18, 24 ve
30 pg/mL konsantrasyonlardaki vortioksetin.HBr ¢ozeltilerin UV  orijinal
spektrumlar1 kullanilarak bilgisayarlar yarimiyla birinci tiirev UV spektrumlari elde

edilmis Sekil 3.23.’de gosterilmistir.

0,168
0,150

E

Absorbans
e
o
g

£

0,055}
215 2200 240,0 260,0 270,0
Dalgabovu [(nm)

Sekil 3.23. 0,02 M asetat tampon (pH:4,0) igerisinde hazirlanan vortioksetin.HBr’iin
a) 6 pg/mL; b) 8ug/mL; ¢) 10 pg/mL; d) 14 pg/mL; e) 18 pg/mL;
) 24 pg/mL; ve g) 30 pg/mL konsantrasyonlarina ait, birinci Tiirev UV
spektrumlari ( Ay: 237,7 nm; A,: 257,2 nm))

Etken maddenin Birinci tiirev spektrumlart alinarak 237,7 ve 257,2 nm’de tiirev
absorbans degerleri okunarak c¢alisma grafikleri Sekil 3.24. ve 3.25.°te g0Osterilmistir.

Elde edilen ¢alisma grafik verileri Cizelge 3.15.’de 6zetlenmistir.
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Konsantrasyon
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y = -0,0018x + 0,0015
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Sekil 3.24. Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde 237,7 nm’de elde
edilen ¢alisma grafigi
Konsantrasyon
0 T T T T T T 1
J) 5 10 15 20 25 30 35
-0,005 - L &
-0,01
E -0,015 -
i -0,02
a .02
b
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0,03 4 R* =0,9965
-0,035 -
Sekil 3.25. Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde 257,2 nm’de elde

edilen ¢alisma grafigi
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Cizelge 3.15. Birinci Tirev UV-GB Spektrofotometrik yontemde elde edilen

calisma egrisi verileri (n=7)

Calisilan Calisma

Dalgaboyu Arahg: a b r YS (ng/mL) ;I'A/SmL)
(nm) (ng/mL) ng
237,7 6-—30 -0,0018 0,0015 0,999 0,9623 3,2075
257,2 6-30 -0,0011 0,0007 0,997 0,5746 1,5486

a: Calisma grafiginin egimi

b: Calisma grafiginin y- eksenini kestigi nokta
r: Korelasyon katsayist

YS: Yakalama simir1 ((3SS/a)

TAS: Tayin alt sinir1 (10SS/a)

SS: Kesimin standart sapmasi

3.3.2. Tekrarlanabilirlik Calismalari

3.3.2.1. Giin i¢i Deneyler

Birinci tirev UV-GB spektrofotometri yontemi ile deney kesinligini kontrol

etmek amaciyla yapilan giin i¢i deney sonuglar1 Cizelge 3.16.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.16. Birinci tiirev UV-GB spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giin igi
deneysel veriler (237,7 nm)

Kullamlan Miktar (ug/mL) Siire MBi llilt:?(aoz))
20 0. Saat 98,6
20 1. saat 95,8
20 2. saat 98,6
20 3. saat 98,6
20 4. saat 1014
20 5. saat 1014
20 6. saat 98,6
20 7. saat 98,6

Xari(%) 99,0
sS 1,78
BSS (%) 1,80
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3.3.2.2. Giinler Aras1 Deneyler

Giinlerarasi deney sonuclar1 Cizelge 3.17.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.17. Birinci tiirev UV-GB spektrofotometrik yontemi ile elde edilen giinler
arasi deneysel veriler (237,7 nm)

Kullanilan Miktar (ng/mL) Siire MBi Llilt:?g;o)
20 0. gin 104,2
20 1. gin 101,4
20 2. gin 104,2
20 3. gin 104,2
20 4. gin 106,9
Xort(%0) 104,2
Standart Sapma 1,96
Bagil Standart Sapma (%) 1,89

3.3.3. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yontem etken madde igeren farmasotik preparata uygulandiginda elde edilen

sonuglar Cizelge 3.18.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.18. Birinci Tiirev UV-GB Spektrofotometrik yontemi farmasétik preparata
uygulandiginda elde edilen analiz sonuglari

(Brintellix® 10 mg /tablet)

Numune No Miktar Tayini (mg/tb.)
237,7nm 257,2 nm
1 9,51 10,26
2 9,51 10,26
3 9,51 9,91
4 9,73 10,26
5 9,51 10,62
Kort! 9,55 10,26
Standart Sapma: 0,15 0,25
Bagil Standart Sapma: 1,52 2,45
p :0,05i¢in G.A. : 9,55+0,18 10,26 = 0,32

P Degeri: 0,05

G.A. : Giiven Aralig1 (Xort =t . SS/\n)

SS: Standart sapma

n: Deney sayisi

t = 2,78 (Serbestlik derecesi ; n —1 =4 i¢gin)
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4. TARTISMA

Yiiksek lisans tez konusu kapsaminda, “Brintellix® 10 mg tablet” isimli
preparatta bulunan antidepresan etkili vortioksetin.HBr adli etken maddenin miktar
tayini i¢in  spektrofotometrik ve kromatografik yontemler gelistirilmesi
amaglanmistir. Calismalara baslamadan 6nce bu konuda kaynaklar incelenmis, fakat

etken maddenin yeni olmasindan dolayi, fazla sayida ¢alismaya ulagilamamaistir.

Vortioksetin etken maddesi, Lundbeck Ila¢ Ticaret Ltd.Sti.’den tedarik
edilmistir. Analizlere baglarken, kolay bir ¢oziicii olarak metanol denenmis ve
metanol igerisinde hazirlanan etken madde ¢oOzeltisinin spektrumu alinarak
maksimum absorbans verdigi degerler tespit edilmistir (Sekil 3.1.). Bu absorbans

degerleri, calismalarin gergeklestirilecegi dalga boylar1 agisindan fikir vermistir.

4.1. YBSK Analizleri

Deneylerin birinci boliimii yiiksek basingli sivi kromatografik yontem ile
gerceklestirilmis ve bu kapsamda, tampon ve metanol karigimi bir hareketli fazin
kullanilmasima karar verilmistir. Deneyin pratik olmasi acisindan ¢oziiciiniin de
hareketli faz ile ayn1 olmasi istenmistir. Tampon i¢in potasyum dihidrojen fosfat ve
amonyum asetat tuzlar1 denenmis, fakat calisilan dalga boylarinda ve analiz
sartlarinda, amonyum asetat tamponundan kaynakli pik, Sekil 3.3.’de goriildiigii gibi,
internal standart olarak kullanilan kafein ile i¢ ige ge¢mistir. Bu sebeple, tampon
olarak, belirtilen ¢alisma kosullarinda pik vermeyen potasyum dihidrojen fosfat

tamponu se¢ilmistir.

Kolon se¢iminde, en yaygin kolon tiirii olan Cig kolonlar tercih edilmis ve
Cizelge 3.3.’de goriildiigii gibi, vortioksetin pikine ait en uygun asimetri faktori ve
teorik plaka sayisi, Waters Symmetry Cig, 3,5 um, 4,6 x 100 mm kolonda elde

edilmistir.
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Tampon tiiriine ve kolona karar verildikten sonra, 6,00; 5,00; 4,00 ve 3,00 pH
degerlerinde 0,05 M potasyum dihidrojen fosfat tamponlar1 hazirlanmis ve metanol
ile karistirilarak elde edilen ¢ozeltiler, hareketli faz ve ¢oziicii olarak kullanilmistir.
Elde edilen kromatogramlar, Sekil 3.5.-3.8.’de goriilmektedir. Kromatogramlar
degerlendirildiginde, pH degeri diistiikce vortioksetin.HBr pikinin alikonma siiresi
azalmis, pik keskinlesmis ve analitik olarak degerlendirilebilir bir pik seklini
almistir. Cizelge 3.1.°de, diisen pH degerlerinin vortioksetin.HBr’nin pik alikonma
zamanina etkisi gorilmektedir. Amag analiz siiresinin kisaltilmasi ve analitik ag¢idan
degerlendirilebilir pik eldesi oldugu i¢in biitiin bu ¢alismalar sonucu pH degeri 3,00
olan tamponla calisilmasina karar verilmistir. Tamponda, kolonun zarar gérmemesi

icin daha diisiik pH degerleri tercih edilmemistir.

Kolon ve tampon se¢imi netlestikten sonra, ilk asamada alinan UV-GB
spektrumu ile vortioksetinin ¢alisilacak dalgaboyunun tespit edilmesi i¢cin DAD
kullanilmis ve Cizelge 3.2.°de gozlenen, c¢esitli dalga boylarindaki alanlari
incelenmistir. Bu c¢alisma sonucu calisilacak dalgaboyu olarak 225,0 nm olarak

belirlenmistir.

Kolon, dalgaboyu ve tampon se¢imi yapildiktan sonra, analiz siiresinin kisalmasi
ve sistem basincinin ¢ok yiiksek olmamasi amaciyla cihaz ayarlamalari yapilmustir.
Kolon sicakligi 50 °C olarak secilmistir. Hareketli faz se¢iminde ¢oziicii ve tampon
oranlar1 degistirilerek kromatogramlar alinmis ve oran olarak %30, pH 3,00
potasyum dihidrojen fosfat tamponu ve %70 metanol olarak belirlenmis, akis hiz1 1,3

mL/dk se¢ilmistir.

Deney sartlar1 optimize edildikten sonra, ¢alisma egrisinin ve ¢alisma
denkleminin olusturulmasi i¢in 10,0 — 70,0 pg/mL caligma araliginda 7 adet standart
¢ozelti kullanmlmistir. Calisma grafigi verileri Cizelge 3.4.’te sunulmustur. Yontem
icin hesaplanan yakalama smirinin 0,2434 pg/mL, tayin alt sinirinin 0,8115 pg/mL
ve korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasi, gelistirilen yontemin duyarliligin
ispatlamaktadir. vortioksetin igin hesaplanan yilizde geri kazanim orani Cizelge

3.7.’de goriildiigii gibi, %100,7 olarak bulunmustur.
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Avrupa Farmakopesi 8.0’daki “2.9.40 Dozaj Birimlerinin Tekdiizeligi”
boliimiine gore, farmasotik preparatta bulunan etken madde miktar tayini analizlerine
ek olarak igerik tekdiizeligi testi de gerceklestirilmistir. Boliim 3.1.10.’da goriilecegi
gibi, yapilan test sonucunda kabul degeri (KD) 6,24 bulunmus ve bu degerin L1
degerinden (L1=15) kiiciik olmasi, igerik tekdiizeligi testinin sorunsuz

gerceklestirildigini ispatlamistir.

Yapilan hizlandirilmis degradasyon c¢alismalarinda etken madde termal, asit,
alkali, oksidatif ve fotokimyasal stres sartlarina maruz birakilmistir. Cizelge 3.10. ve
Sekil 3.11.’de goriildigli gibi, oksidatif degradasyon caligmalari etken maddenin
tamamen bozunmasina sebep olmus, diger faktorlerin 6nemli 6l¢iide bozunmaya

sebep olmadig saptanmustir.

4.2. Spektrofotometrik Analizler

Tez galisgmamizin ikinci boliimiinde dogrudan UV-GB spektrofotometrik ve
birinci tiirev spektrofotometrik yontemler kullanilmigtir. Stok vortioksetin.HBr
cozeltileri metanolde hazirlanmis ve pH 2,00 ve 3,00 sitrat tamponu, pH 4,00 ve
5,00 asetat tamponu, pH 6,00, 7,00 ve 8,00 fosfat tamponu ile pH 9,00 ve 10,00 borik
asit tamponu kullanilarak seyreltmeler yapilmis ve UV spektrumlari alinmistir.
(Béliim 3.2.1. Coziicii i¢in Tampon Tiirlerinin Denenmesi) Tiim tamponlar 0,02 M
olarak hazirlanmistir. Alinan orijinal UV spektrumlar: incelenerek tampon ¢ozelti

olarak pH 4,00 asetat tamponu ve ¢alisma dalga boyu olarak 228,0 nm segilmistir.

Calisma sartlar1 optimize edildikten sonra, dogrudan UV-GB spektrofotometrik
yontem i¢in ¢alisma egrisinin ve ¢aligma denkleminin olusturulmasi ig¢in 6,0 — 30,0
pg/mL calisma araliginda 7 adet standart ¢ozeltisi hazirlanmistir. Calisma grafigi
verileri Cizelge 3.11.’de sunulmustur. Yontem i¢in hesaplanan yakalama sinirinin
0.6616 pg/mL, tayin alt sinirinin 2.2054 pg/mL ve korelasyon katsayisinin 1°e yakin

olmasi, gelistirilen yontemin duyarliligin1 géstermektedir.
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Son olarak dogrudan UV-GB spektrofotometrik yontemle elde edilen tiim
spektrumlarin birinci dereceden tiirev spektrumlari elde edilmis ve 237,7 ile 257,2
nm’deki degerler incelenmistir. Calisma grafikleri ise sirasiyla Sekil 3.24. ve Sekil
3.25.de goriilmektedir. Bu grafiklerde de hesaplanan veriler ve korelasyon
katsayisinin 1’e yakin olmasi nedeniyle yontemin duyarli oldugu fikri ortaya

cikmaktadir.

Gelistirilen yontemlerin tekrarlanabilirligin arastirilmasi amaciyla yapilan gerek
giin i¢i ve gerekse gilinler arasi g¢alismalar sonuglar1 incelendiginde gelistirilen

yontemlerin tekrar edilebilir oldugu kanitlanmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ankara’da lokal bir eczaneden temin edilen vortioksetin i¢eren Brintellix® 10
adli farmasotik preparatlardan etken madde miktar tayini ve igerik tekdiizeligi

kontrolii i¢in spektrofotometrik ve kromatografik yontemler gelistirilmistir.

Etken madde miktar tayinine yonelik tarafimizca gelistirilen birinci yontem
kromatografik yontem olup; “Gere¢ ve Yontem” bdliimiinde (Boliim 2.) bahsedilen
kromatografik  kosullar etken maddeyi iceren farmasdtik  preparatlara
uygulandiginda, hesaplamalar sonucunda preparatlarda bulunan vortioksetin miktar

tayini p:0,05 igin giiven araligi 10,06 + 0,16 mg / tablet olarak bulunmustur.

Ayrica yine tarafimizca gelistirilen diger bir yontem olan dogrudan UV-GB
spektrofotometrik yontem ile farmasotik preparatlar igerisinde bulunan etken madde
miktar tayini sonuglar1 ortalama olarak 9,87 + 0,19 mg / tablet olarak hesaplanmustir.
Birinci tiirev UV-GB spektrofotometrik yontem ile elde edilen farmasdétik preparatlar
icindeki etken madde miktar tayin sonuglar ise; 237,7 nm i¢in p:0,05 giiven araligi
9,55 + 0,18 mg / tablet olarak ve 257,2 nm igin p:0,05 giiven aralig1 10,26 + 0,32 mg
/ tablet olarak hesaplanmustir.

YBSK c¢aligsmalarinin diger kisminda, Avrupa Farmakopesi 8.0, Boliim 2.9.40.’a
gore, 10 adet tablete icerik tekdiizeligi testi uygulanmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda kabul degeri, L1=15 degerinden daha kiiciik bir deger olan 6,24 olarak

hesaplandigindan test sonucu uygun ¢ikmustir.

Vortioksetin.HBr igeren farmasotik preparatlarda etken madde miktar tayini icin
tarafimizca gelistirilen tiim yontemler sonucu elde edilen sonuglarin uygunlugu,
tablet igerisinde bulunan yardime1 maddelerin ve ¢ekirdek film kaplama materyalinin

analiz yontemlerini etkilemedigini ispatlamistir.
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Gelistirilen  yontemlerle elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel
degerlendirmeler yapilmasi amaciyla analiz sonug gruplarina F testi, student 'z t testi
ve cochran testi (ikiden fazla veri gruplarinda kesinlikler yoniinden varyans uyumu)

uygulanmis ve veriler ¢izelge 5.1.’de gdsterilmistir.

Cizelge 5.1. Yontemler arasinda istatistiksel degerlendirme verileri (F testi, student in t testi
ve cochran testi)

Hesaplanan Deserler Dogrudan UV-GB Birinci Tiirev UV-GB
P g Spektrofotometri Spektrofotometri (257,2 nm)
Fhesap (Referans yontemYBSK) 0,79 0,28
t istatistik degeri (Referans yontem: YBSK) 2,10 -1,62
Chesap 0,61

Fiablo: 6,39 (P degeri: 0,05; n,=5; n3=b)

t kritik iki u¢lu deger: 2,31 (P degeri: 0,05; n,=5; n3=5)
Ctablo: 0,63 (P degeri: 0,05; n1=5; n,=5; n3=5)

Ny : YBSK metodu ile yapilan analiz tekrar sayisi

Ny : Dogrudan UV-GB metodu ile yapilan analiz tekrar sayisi

N3 : Birinci tiirev UV-GB metodu ile yapilan analiz tekrar sayisi

Cizelge 5.1.e gore;

Fhesap < Ftablo oldugundan; YBSK yontemi verileri ile kiyaslanan dogrudan
UV-GB ve birinci tirev UV-GB yontemleri analiz sonuclar1 arasinda standart
sapmalar yoniinden %95 olasilikla anlamli bir fark yoktur.

- tistatistik degeri < t kritik iki u¢lu deger oldugundan; YBSK yontemi verileri
ile kiyaslanan dogrudan UV-GB ve birinci tiirev UV-GB yontemleri analiz sonuglari
arasinda aritmetik ortalamalar yoniinden %95 olasilikla anlamli bir fark yoktur.

Chesap < Ctablo oldugundan; ii¢ yontem verileri arasinda standart sapmalari

yoniinden %95 olasilikla anlamli bir fark yoktur.

Tiim c¢alismalar ve degerlendirmeler sonucunda, gelistirilen yontemlerin tim
kalite kontrol ve aragtirma gelistirme laboratuvarlarinda kolaylikla uygulanabilecegi

sonucuna varilmastir.
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OZET

Vortioksetin Iceren Farmasotik Preparatlarda Spektrofotometrik ve Kromatografik
Yontemlerle Miktar Tayinleri

Vortioksetin.HBr, serotonin modiilatér ve stimiilatorii olan multimodel bir antidepresan
etkili etken maddedir. Bu tez ¢alismasi1 ile, yeni bir etken madde olan vortioksetin.HBr
iceren  preparatlarda miktar tayini igin gelistirilmis pratik bir Yiiksek basinghi sivi
kromatografi (YSBK) metodu ve spektrofotometrik metotlar onerilmistir.

YBSK ile yapilan deneylerde Waters Symmetry Cig, 100 X 4,6 mm, 3,5 um kolon
kullanilmigtir. Ayn1 zamanda ¢oziicii olarak kullanilan hareketli faz; pH’s1 3,00+0,5 olan
0,05 M potasyum fosfat tamponu : Metanol (30:70 (h/h)) karigimidir. Dedektr dalga boyu
225,0 nm, kolon akis hiz1 1,3 mL/dk ve kolon firin sicakligi 50 °C’dir. Iq standart olarak
kafeinin hareketli fazda hazirlanan ¢6zeltileri kullanilmistir. Belirtilen kromatografik
sartlarda, 10,0 — 70,0 pg/mL ¢alisma araliginda korelasyon katsayisi 0,999 olarak
hesaplanmigtir. Yontemden elde edilen geri kazanim degeri ise %100,74’tiir. Etken maddeye
uygulanan hizlandirilmig degradasyon ¢aligmalari ile vortioksetin gesitli stres test kosullarina
maruz birakilmis ve oksidatif degradasyon sartlar1 disinda etken maddenin stabil kaldigi
goriilmiistiir.

Dogrudan UV-GB spektrofotometrik deneylerde ¢oziicii olarak metanol, seyreltme
¢oOzeltisi olarak ise pH 4,00 asetat tamponu kullanilmigtir. 220,0-325,0 nm araliginda
calismalar yapilmistir. Belirtilen spektrofotometrik sartlarda 6,0 — 30,0 pg/mL ¢alisma
araliginda korelasyon katsayisi 0,999 olarak hesaplanmistir.

Birinci tiirev UV-GB spektrofotometri yontemi ile yapilan hesaplarda, maksimum
absorbans veren dalga boylarindan 237,7 nm ve 257,2 nm segilmistir. Dogrudan UV-GB
spektrofotometri yonteminde bahsedilmis spektrofotometrik sartlarda 6,0 - 30,0 pg/mL
caligma araliginda korelasyon katsayilar1 237,7 nm igin 0,999 ve 257,2 nm igin 0,998 olarak
hesaplanmustir.

Uygulanan li¢ yontemle elde edilen giin i¢i ve giinler arasi c¢aligmalarin basar ile
sonuglanmalar ile deneylerin kesinligi ispat edilmistir. Preparatlardaki vortioksetin miktar
tayinleri, yiiksek giivenilirlikli sonuglar ile ii¢ yontemle de basariyla gerceklestirilmistir.
Analiz sonuglarina uygulanan F testi, student in t testi ve cochran testi sonucunda ii¢ yontem
arasinda %95 olasilikla anlamli farklarin olmadigi goriilmistiir. Yontemler, kisa analiz
stireleri icermektedir. Ayrica dayanikli, kolay ve pratik yontemler olarak tiim kalite kontrol
ve aragtirma gelistirme c¢aligmalari i¢in 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Birinci tiirev UV-GB spektrofotometri; dogrudan UV-GB
spektrofotometri; farmasotik preparatlar; miktar tayini; Vortioksetin; yiiksek basinglt sivi
kromatografi.
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SUMMARY

Quantitations in Pharmaceutical Preparations Containing Vortioxetine by
Spectrophotometric and Chromatographic Methods

Vortioxetine is a multimodal antidepressant-effective active ingredient, which is serotonin
modulator and stimulator. Within this study, a workable HPLC method and
spectrophotometric methods are proposed for quantitation of the new active ingredient,
vortioxetine, in preparations.

In the study of HPLC, a Waters Symmetry C18, 100 x 4.6 mm, 3.5 um column was used.
The mobile phase was pH:3.00+0.5, 0.05 M potassium dihydrogen phosphate buffer and
methanol (30:70 (v/v)) mixture, also used as the solvent. The detector wavelength was 225.0
nm, the flow rate was 1.3 mL/min. and the column oven temperature was 50 °C. Solutions of
caffeine in the mobile phase were used as the internal standard. Under prescribed
chromatographic conditions, with operating range 10.0 — 70.0 pg/mL, the correlation
coefficient was calculated as 0.999. The recovery value obtained from the method was
100.74%. Vortioxetine was exposured to different stress test conditions with forced
degradation conditions applied to the active ingredient, and it was observed that the active
ingredient was stable except under oxidative degradation conditions. The method has a short
analysis period. Also, the method is durable, easy and practical and proposed for all quality
control and research and development studies.

In the direct UV-VIS spectrophotometric studies, methanol was used as the solvent and
pH:4.00 acetate buffer was used as the diluent. The studies were performed between 220.0-
325.0 nm. Under the following spectrophotometric conditions, with operating range 6.0 —
30.0 ug/mL, the correlation coefficient was calculated as 0.999.

During the calculations with the first derivative UV-VIS spektrophotometric method, 237.7
nm and 257.2 nm were chosen as the wavelengths give the maximum absorbance values.
Under the spectrophotometric conditions mentioned in the direct UV-VIS
spectrophotometric method, with operating range 6.0 — 30.0 pg/mL, the correlation
coefficient was calculated as 0.999 for 237.7 nm and 0.998 for 257.2 nm.

The precision of the studies was proved with good results of intra-day and inter-day studies
with all the methods applied in this thesis. The quantitaion of vortioxetine in preparations
was executed successfully with highly reliable results with these three methods. In the wake
of F test, student’s t test and cochran test applied to the analyse results; it was seen that three
methods have no significant discrepancies with 95% possibility. The methods have short
analysis periods. In addition, they are proposed for all quality control and
research&development studies as durable, easy and practical methods.

Keywords: Direct UV-VIS spectrophotometry; first derivative UV-VIS spectrophotometry;
High Pressure Liquid Chromatography; pharmaceutical preparations; quantitation;
Vortioxetine.

80



KAYNAKLAR

ALI TA, MOHAMED GG, AGLAN AA, HEAKAL FE (2016). RP-HPLC stability-
indicating method for estimation of Irbesartan and Hydrochlorothiazide in bulk and
pharmaceutical dosage form. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 44: 1601-1608.

AREBERG J, LUNTANG-JENSEN M, SOGAARD B, NILAUSEN D (2012). Occupancy
of the Serotonin Transporter after Administration of Lu AA21004 and its Relation to
Plasma Concentration in Healthy Subjects. Basic & Clinical Pharmacology &
Toxicology, 110: 401-404.

AREBERG J, PETERSEN KB, CHEN G, NAIK H (2014). Population Pharmacokinetic
Meta-Analysis of Vortioxetine in Healthy Individuals. Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology, 115: 552-559

ARTIGAS F (2015). Developments in the field of antidepressants, where do we go now?
European Neuropsychopharmacology, 25: 657—670.

BALDWIN DS (2012). On assessing potential efficacy for vortioxetine in generalized
anxiety disorder. European Neuropsychopharmacology, 22: 841-843.

BAUNE BT, RENGER L (2014). Pharmacological and non-pharmacological interventions
to improve cognitive dysfunction and functional ability in clinical depression — A
systematic review. Psychiatry Research, 219: 25-50

BESERGIL B (2013). Kromatografiye Giris.
Erisim: [http://www.bayar.edu.tr/besergil/24 BOLUM_7.pdf]
Erigim Tarihi: 07.01.2016

BETRY C, ETIEVANT A, PEHRSON A, SANCHEZ C, HADDJERI N (2014). Effect of
the multimodal acting antidepressant vortioxetine on rat hippocampal plasticity and
recognition memory. Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry, 58
(2015): 38-46

BIDZAN L, MAHABLESHWARKAR AR, JACOKSEN P, YAN M, SHEEDAN
DV (2012). Vortioxetine(LUAA21004)ingeneralizedanxiety disorder: Resultsofan8-
week, multinational, randomized, double-blind,placebo-controlled clinical trial.
European Neuropsychopharmacology, 22: 847-857

BIYOKURE.ORG (2011). HPLC (Yiiksek Basingl Stvi Kromatografisi)
Erigim: [http://biyokure.org/hplc/5384/]
Erigim Tarihi: 04.01.2016

81


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bcpt.2012.110.issue-4/issuetoc
file://science/journal/0924977X
file://science/journal/0924977X/25/5
file://science/journal/0924977X
file://science/journal/0924977X/22/12
file://science/journal/01651781
file://science/journal/01651781/219/1
http://www.bayar.edu.tr/besergil/24_BOLUM_7.pdf

CHEN G, LEE R, HOJER AM, BUCHBJERG J K, SERENKO M, ZHAO Z (2013).
Pharmacokinetic Drug Interactions Involving Vortioxetine (Lu AA21004), A
Multimodal Antidepressant. Clin Drug Investig, 33: 727736

CHOUDHARY A (2016), Different Types of HPLC Columns Used in Analysis.
Erisim: [http://www.pharmaguideline.com/2016/01/different-types-of-columns-used-
in-hplc.html]
Erigim Tarihi: 10.08.2016

CLARK J (2006). A Double Beam UV-Visible Absorption Spectrometer
Erisim: [http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/spectrometer.html]
Erigim Tarihi: 04.01.2016

CLARK (MedicinesComplete) (2010). Ultraviolet Visible and Flourescence

Spectrophotometry.

Erisim: [https://www.google.com.tr/search?g=derivative+spectroscopy+medicinescom
plete&espv=2&biw=1486&bih=623&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0
ahUKEwirpoyv4tXPAhVBBMAKHYO07BrYQ_AUIBigB&dpr=0.9#imgrc=V
SuUooLGtMQV_wM%3A]

Erigim Tarihi: 03.01.2016

COL B (2011). Kromatografi Metodu - Fotosentetik Pigmentlerin Ince Tabaka
Kromatografisi ile Ayristirilmasi
Erisim: [www.bekircol.com/biyokimyalab/kromatografi.pdf]
Erisim Tarihi: 04.01.2016

DING HX, LEVERETT CA, KYNE JR RE, LIU KKC, FINK SJ, FLICK AC,
O’DONNELL CJ (2015). Synthetic approaches to the 2013 new drugs. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 23: 1895-1922

DRUGS.COM (2016). Vortioxetine
Erisim: [https://www.drugs.com/search.php?searchterm=vortioxetine&a=1]
Erigim Tarihi: 05.09.2015

DOUSA M, KLVANA R, DOUBSKY J, SRBEK J, RICHTER J, EXNER M, GIBALA
P (2015). HILIC-MS Determination of Genotoxic Impurity of 2-Chloro-N-(2-
Chloroethyl)Ethanamine in the Vortioxetine Manufacturing Process. J. Chromatogr.
Sci., 54: 119-124

EDQM (2016). AVRUPA FARMAKOPESI 8.0 (2014), Béliim 2.9.40: Uniformity of Dosage
Units

ERDIK E, OBALI M, YUKSEKISIK N, OKTEMER A, PEKEL T (2001). Denel Organik
Kimya; 4. Baski: D Bolimii.

FRANCOIS C, NIELSEN R.Z, DANCHENKO N, WILLIAMS V, LANCON C (2015).
PMH52 — The effect of Vortioxetine on family functioning in Adults with Major
depressive Disorder. Value in Health, 18: A124

82


http://www.bekircol.com/biyokimyalab/kromatografi.pdf

GENEL MUHENDISLIK MEKANIK SAN. VE TiC. A.S. (2015). RX Media Pharma ®
2015, Izmir

GENETIKS SAGLIK HIZMETLERI TiC. LTD. STI. (2010). Depresyon Tedavisi
Erigim: [ ]
Erigsim Tarihi: 04.01.2016

GONULLU UG (2001). Fenazopiridin hidrokloriir igeren ikili farmasétik preparatlarda
etken maddelerin ayn1 anda miktar tayinleri i¢in spektrofotometrik yontemler
gelistirilmesi  ve farmasétik preparatlara  uygulanmasi, Ankara Universitesi
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans Tezi, Girig Bolimii.

GU EM, HUANG C, LIANG B, YUAN L, LAN T, HU G, ZHOU H (2015). An
UPLC-MS/MS method for the quantitation of vortioxetine in rat plasma: Application
to a pharmacokinetic study. Journal of Chromatography B, 997: 70-74

GUILLOUX JP, DAVID IM, PEHRSON A,GUIARD BP, REPERANT C, ORVOEN
S, GARDIER AM, HEN R, EBERT B, MILLER S, SANCHEZ C, DAVID DJ (2013).
Antidepressant and anxiolytic potential of the multimodal antidepressant vortioxetine
(Lu AA21004) assessed by behavioural and neurogenesis outcomes in mice.
Neuropharmacology; 73 (2013): 147-159.

GUNDUZ T (1990). Enstriimental Analiz. 2. Baski.

HACETTEPE UNIVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI (2009). Kromatografi.
Erisim: [www.analitik.hacettepe.edu.tr/Demolar/kromatografi.pdf]
Erigim Tarihi: 03.01.2016

HVENEGAARD MG, BANG-ANDERSEN B, PEDERSEN H, JORGENSEN M,
PUSCHL A, DALGAARD L (2012). Identification of the cytochrome P450 and other
enzymes involved in the in vitro oxidative metabolism of a novel antidepressant, Lu
AA21004. Drug Metab Dispos., 40(7):1357-1365.

ILACABAK.COM (2011). Brintellix 20 mg 28 Film Kapl Tablet.
Erigim:[http://www.ilacabak.com/ilacgoster.php?ilac=BRINTELLIX.20.MG.28.FILM
KAPLI.TABLET&Id=17482]
Erigim Tarihi: 12.10.2015

INCE T (2012). Farmasétik Preparatlarda Metformin’in Spektrofotometrik Y&ntemlerle
Miktar Tayini; Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tezsiz Yiiksek Lisans
Donem Projesi, Girig Boliimii.

KATONA CL, KATONA CP (2014). New generation multi-modal antidepressants: focus
on vortioxetine for major depressive disorder. Neuropsychiatric Disease and
Treatment, 2014;10: 349-354.

83


http://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232/997/supp/C
http://www.analitik.hacettepe.edu.tr/Demolar/kromatografi.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22496396
https://www.dovepress.com/neuropsychiatric-disease-and-treatment-journal
https://www.dovepress.com/neuropsychiatric-disease-and-treatment-journal

LEISER SC, PEHRSON AL, ROBICHAUD PJ, SANCHEZ C (2014). Multimodal
antidepressant vortioxetine increases frontal cortical oscillations unlike
escitalopram and duloxetine — a quantitative EEG study in rats. British Journal
of Pharmacology, 171: 42554272

LEVILLAIN P, FOMPEYDIE D (1986). Spectrophotometric derivee. Analysis., 14:1.

LIU L, CAO N, MA X, XIONG K, SUN L, ZOU Q, YAO L (2016). Stability-indicating
reversed-phase HPLC method development and characterization of impurities in
vortioxetine utilizing LC-MS, IR and NMR. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 117: 325-332

LUNDBECK (2013). Products.
Erigim:[ http://www.lundbeck.com/global/brain-disorders/products]
Erisim Tarihi: 07.07.2015

MORK A, PEHRSON A, BRENNUM LT, NIELSEN SM, ZHONG H, LASSEN AB,
MILLER S, WESTRICH L, BOYLE NJ, SANCHEZ C, FISCHER CW,
LIEBENBERG N, WEGENER G, BUNDGAARD C, HOGG S, BANG-ANDERSEN
B, STENSNOL TB (2012). Pharmacological effects of Lu AA21004: a novel
multimodal compound for the treatment of major depressive disorder. J. Pharmacol
Exp. Ther., 340(3):666-675

MORK A, MONTEZINHO LP, MILLER S, MURPHY CT, PLATHN, L1,
GULINELLO M, SANCHEZ C (2013). Vortioxetine (Lu AA21004), a novel
multimodal antidepressant, enhances memory in rats. Pharmacology, Biochemistry
and Behavior, 105: 41-50.

NHS CHOICES (2015). Antidepressants.
Erigim:[ http://www.nhs.uk/conditions/Antidepressant-drugs/Pages/Introduction.aspx]
Erigim Tarihi: 03.01.2016

NOROPSIKIYATRI.BLOGSPOT.COM.TR (2014). Majér depresif bozukluk.
Erigim:[ http://noropsikiyatri.blogspot.com.tr/p/blog-page_9.html]
Erigim Tarihi: 07.10.2015

ONUR F, YUCESOY C (1983). Tiirev Spektrofotometrisi. Fabad J. Pharm . Sci., 13:462.

PAE CU, WANG SM, HAN C, LEE SJ, PATKAR AA, MASAND PS, SERRETTI
A (2015). Vortioxetine, a multimodal antidepressant for generalized anxiety disorder:
A systematic review and meta-analysis; Journal of Psychiatric Research, 64 (2015):
88-98

PSIKOFARMA .INFO (2007). Antidepresan ve Antimanik ilaglar
Erigim: [http://www.psikofarma.info/ilaclarla-ilgili-genel-konular-psikofarmakolojik-
yazilar-etken-maddeler/antidepresan-ve-antimanik-ilaclar-2/]
Erigim Tarihi: 07.10.2015

84


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bph.2014.171.issue-18/issuetoc
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22171087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22171087

PUBCHEM OPEN CHEMISTRY DATABASE (2012). Vortioxetine Hydrobromide
Erisim: [https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/56843850]
Erisim Tarihi: 10.10.2015

RX LIST- THE INTERNET DRUG INDEX (2015) Brintellix, Drug Description.
Erigim:[ http://www.rxlist.com/brintellix-drug.htm]
Erisim Tarihi: 03.01.2016

SANCHEZ C, ASIN KE, ARTIGAS F (2014). Vortioxetine, a novel antidepressant with
multimodal activity: Review of preclinical and clinical data. Pharmacology &
Therapeutics, 145: 43-57

SKOOG DA, WEST DM, ED II (1981). Principles of Instrumental Analysis; 2nd Ed.
Chapter 13-28.

SUZER O, NESETOGLU R, BARUKSAL G, DEDEOGLU BD (2008). ilag Gruplar1 ve
Maglar igin Ilag Etkilesimi Ornekleri. Klinik Gelisim; 21:2
Erisim: [http://www.klinikgelisim.org.tr/eskisayi/cilt21sayi2/bolum6.pdf]
Erisim Tarihi: 05.09.2015

TURK ILAC REHBERI (2016). Brintellix 20 mg 28 Film Kapli Tablet Klinik Ozellikler.
Erigim:[http://www.ilacrehberi.com/v/brintellix-20-mg-film-kapli-tablet-
e870/kub/klinik-ozellikler/]
Erisim Tarihi: 03.01.2016

TURKIYE PSIKIYATRI DERNEGI (2012) Depresyon Konusunda Bilmek Istedikleriniz.
Erigim:[ http://www.psikiyatri.org.tr/pagepublic.aspx?menu=17]
Erisim Tarihi: 05.11.2015

ULDAM HK, JUHL M, PEDERSEN H, DALGAARD L (2011). Biosynthesis and
identification of an N-oxide/N-glucuronide metabolite and first synthesis of an N-O-
glucuronide metabolite of Lu AA21004. Drug Metab Dispos., 39(12):2264-2274

U.S. FOOD&DRUG ADMINISTRATION (2015). Draft Guidance on Vortioxetine
Hydrobromide
Erigim:[http://www.fda.gov/downloads/drugs/guidancecomplianceregulatoryinformati

on/guidances/ucm452870.pdf]
Erigim Tarihi: 09.10.2015

UYGUNER N (2010). Eprosartan ve hidroklorotiazit’in tabletlerde tiirev spektrofotometri
ile miktar tayini, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tezsiz Yiiksek Lisans
dénem projesi, Girig Bolimii.

VIETAE, LOFT H, MAHABLESHWARKAR AR, FLOREA | (2014). P.2.f.023 The
efficacy of vortioxetine in the treatment of patients with major depressive disorder
(MDD) in short-term placebo-controlled studies: a meta-analysis of 11 studies.
European Neuropsychopharmacology, 24(2): S465-S466

85


file://science/journal/01637258
file://science/journal/01637258
file://science/journal/01637258/145/supp/C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21896789
file://science/journal/0924977X
file://science/journal/0924977X/24/supp/S2

WIKIPEDIA.ORG (2008). Major Depresif Bozukluk
Erisim: [https://tr.wikipedia.org/wiki/Maj%C3%B6r_depresif_bozukluk]
Erigsim Tarihi: 10.10.2015

WIKIPEDIA.ORG (2016). Selective Serotonin Reuptake Inhibitor
Erisim: [https://en.wikipedia.org/wiki/Selective_serotonin_reuptake_inhibitor]
Erisim Tarihi: 10.02.2016

WILSON S, BUCHBJERG J, HOJER AM, AREBERG J, NUTT DJ (2013). P.1.9.013
Effects of vortioxetine versus paroxetine on polysomnography in man: a
pharmacokinetic/pharmacodynamic study. European Neuropsychopharmacology,
23(2): S195-S196

YILDIZ A, GENC O, BEKTAS S (1993). Enstriimental Analiz Yontemleri; 1. Baski:
Bolim 21

86


https://tr.wikipedia.org/wiki/Maj%C3%B6r_depresif_bozukluk
file://science/journal/0924977X
file://science/journal/0924977X/23/supp/S2

OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi: Cansu ALVER

Dogum Yeri ve Tarihi: Bafra - 10.07.1988
Uyrugu: T.C.

Medeni Durumu: Bekar

Tletisim: cansu.alver@titck.gov.tr

- Egitimi

Lisans: Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii (2006-2010)
Ortatégretim: Osmangazi Malcilar Lisesi (Yabanci Dil Agirlikli) (2002-2006)
IIkégretim: Dr. Necla Yazicioglu ilkdgretim Okulu (1994-2002)

Yabana Dil: Ingilizce (YDS — 62,5)

I11- Mesleki Deneyimi

- Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Ila¢ ve Kozmetik Uriinler Kontrol
Laboratuvarlar: Birimi — Analist/Kimyager (2013- devam ediyor)

- Toprak Ilag ve Kimyevi Maddeler San. Tic. A.S. — Analist/Kimyager (2011)

- Tiirk Standartlar Enstitiisii, Petrokimya Laboratuvarlari - Stajyer (2009)

IV- Sertifikalar ve Katihm Belgeleri

IR TRACER-100 Cihaz1 Kullanic1 Egitimi Sertifikas1

ISO 17025/ Temel Dokiimantasyon Egitimi Sertifikasi

ISO 17025/ Olgiim Belirsizligi/Metod Validasyonu Egitimi Sertifikasi

ISO 17025/ Laboratuvar Istatistigi Egitimi Sertifikast

ISO 17025/ I¢/D1s Kalite Kontrol Calismalari Egitimi Sertifikasi

ISO 17025/ Resmi Yazigmalar Egitimi Sertifikast Egitimi Sertifikas1

Brookfield DV3TCP Viskozimetre Cihazi Kullanici Egitimi Sertifikas1

Thermo Scientific HPLC Ultimate 3000 Cihaz1 Teorik ve Aplikasyon Egitimi Sertifikas1

Takim Calismas1 ve Liderlik Egitim Programi Katilim Belgesi

87



