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ONSOZ

Tez caligmalarim kapsaminda AIDS tedavisinde kullanilan abakavir, lamivudin ve
zidovudin etken maddelerinin yeni nesil HILIC kolonlar kullanilarak YBSK’da
analizi ve optimizasyonu gerceklestirilmistir. Abakavir, lamivudin ve zidovudin’in es
zamanli analizi i¢in en uygun hareketli faz bilesimi belirlenmis, farkli kolonlar, kolon
sicakliklari, akis hizi, pH ve tampon ¢ozelti tiirleri denenerek yontem i¢in en uygun
sartlar secilmis ve yeni, basit, hizli, duyarli, se¢ici bir analiz yontemi gelistirilmistir.
Gelistirilen yontem i¢in yontem gegerlilik testleri ve validasyon caligmalarida
yapilarak bu maddelerin farmasétik dozaj sekillerinden es zamanh analizi i¢in uygun
oldugu goriilmiistiir.

Yiiksek lisans egitimime bagladigimdan beri her daim yanimda olan, sabr1 ve ilgisini
hi¢ eksik etmeyen, bilgi ve tecriibeleri ile bana yol gosteren, degerli danigman hocam
Prof. Dr. Bengi USLU’ ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Degerli bilgi ve deneyimleri ile bana yardimer olan, manevi destegini hi¢
esirgemeyen saym hocam Prof. Dr. Sibel A. Ozkana’a ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ¢aligmalarim siiresince bilgi ve tecriibeleri ile bana hep yardimer olan,
her kosulda degerli zamanini bana ayiran, bir abi gibi manevi destegini hi¢ eksik
etmeyen Dr. Mehmet GUMUSTAS ve esi Aysen GUMUSTAS’ a ¢ok tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince sagladiklar1 katkilardan dolayr Analitik Kimya
Anabilim Dali’nin 6gretim tiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Desteklerini hi¢ eksik etmeyen Dr. Seving KURBANOGLU, Dr. Burgin BOZAL-
PALABIYIK, Nurgiil KARADAS-BAKIRHAN, Leyla KARADURMUS, Dr. M.
Gokhan CAGLAYAN, Dr. Burcu DOGAN-TOPAL, Engin ER ve Z. Ceren
ERTEKIN-OZKAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca sevgilerini hep hissettigim, her kararimda bana destek ve
yardimci olan, bana her zaman inanan ve giivenen annem Miijgan ERKMEN, babam
Yusuf ERKMEN ve kardesim Can ERKMEN’e hep yanimda olduklar1 i¢in ¢ok
tesekkiir ederim.

Bu tez calismas1 Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii niin
16L0237001 numarali projesi ile desteklenmistir.
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1. GIRIS

1.1.Viriisler

Viriisler basit yapida ve oldukea kii¢lik mikroorganizmalardir. Bu yilizden, bilim
insanlar1 uzunca siire viriislerin farkina varamamislardir. Baslarda viriislerin neden
oldugu hastaliklarin nedeni bakteriler olarak disiiniilmiis ancak, elektron
mikroskobunun kesfiyle bu hastaliklarin viriislerden kaynaklandigi anlagilmistir.
Viriislerin hiicre yapisi insan, hayvan ya da bakteri gibi canlilarin hiicre yapisindan
farklidir ve yasamlarini devam ettirebilmek i¢in insan, hayvan, bitki ya da farkli
canlilarin hiicrelerine yerlesmelidirler. Bunun sebebi ise viriislerin tek baslarina enerji

uretememeleridir.

Viriislerin yapis1 tizerinde glikoprotein molekiilleri bulunan ¢ift kath lipid
membran tabakasi ile membran tabakasi igerisindeki protein tabakasi ve ¢ekirdek
kismini olusturan genetik materyalden olugmaktadir. Viriislerin genetik materyalleri
DNA ya da RNA’dan olusur, bu ylizden de DNA viriisleri veya RNA viriisleri olarak
iki grupta siniflandirilir (Kayaalp, 2012).

op41 P17 matriks

gp120

p24 kapsid
lipit tabakasi
integraz

proteaz

RNA

Ters
transkriptaz

Sekil 1.1. HIV’in sematik goriintiisii (Kumar ve ark., 2007)



Viriisler oOzgiildirler ve kendilerine afinite gosteren belli basli hiicrelere
yerlesirler. Ornek olarak, ucuk viriisii agizdaki epitel doku hiicrelerine yerlesirken
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome-Edinilmis Bagisiklik Eksikligi
Sendromu) viriisii kanin akyuvar hiicrelerine yerlesir. Viriisler hiicreye yerlestiginde
oncelikle hiicrenin zarmi eritir sonrasinda olusan bosluktan hiicreye kendine ait
niikleik asidini birakarak hiicrenin yonetimini eline alir. Ilk olarak hiicreye kendi
niikleik asitlerinin ve proteinlerinin kopyalarini sentezletir. Ardindan yeni viriislerin
olugsmasini saglar. Hiicre i¢inde olusan viriisler hiicreyi patlatir ve disar1 ¢ikarak yeni

hiicrelere saldirida bulunurlar.

Insanlara ¢ok sayida viriis bulasabilmektedir fakat bunlarin az bir kismu
hastaliklara sebep olmaktadir. Viriislerin sebep oldugu hastaliklarin bir kismi as1 ile
bagisiklik artirilarak (aktif immiinizasyonla) dnlenirken, bir kism1 da edilgen yollarla
(pasif immiinizasyonla) kontrol altina alinabilir. Ayrica bagisiklik sistemi zayifladig

zaman, patojen olmamasina ragmen bircok viriis hastaliga sebep olmaktadir.

Kanser tedavilerinde kullanilan ilaglarin bagisiklik sistemini azaltmasi, organ
nakillerinden sonra bagisiklik sisteminin bilerek zayiflatilmasi durumlarinda ve
AIDS’in artan boyutlarda ortaya ¢ikmasi viriislerin goriilme sikligini artirmistir. Bu
gibi durumlar da virlis infeksiyonlarinin tedavilerinde kullanilan antiviral ilaglarin

gelistirilmesi yoniinde tesvik edici olmustur (Kayaalp, 2012).

Antiviral ilaglar bes ayr1 grupta siniflandirilabilir:

e Herpesviriislere etkili ilaglar,

e AIDS hastaligindan sorumlu olan HIV’e (Human Immunodeficiency Virus-insan
Immiin Yetmezlik Viriisii) etkili ilaclar,

e Influenza ve diger solunum yolu viriislerine etkili ilaglar,

e Hepatit B ve C viriislerine etkili ilaglar,

e  Immiin faktorler (immiin globiilini preparatlari).



1.2.immiin Yetmezlik Viriisiine Etkili flaclar (Antiretroviral ilaclar) ve

Antiretroviral Tedavi

AIDS bagisiklik sisteminin etkisiz hale gelmesine neden olan enfeksiyon

hastaligidir.

AIDS hastaliginin etiyolojisi HIV virlisiidiir. Bu viriis, insan viicudunu
hastaliklara kars1 koruyan diren¢ mekanizmasini, bagisiklik sistemini, etkisiz hale
getirmektedir. Bagisiklik sistemi etkisiz hale geldiginde, insan viicudu kolayca
miiicadele edebildigi birgok hastalik etkeni ile bas edemememektedir. Bu nedenle
basit enfeksiyonlar dahi oliimlerle sonuglanabilmektedir. AIDS hastalarinin biiytlik
cogunlugu bagisiklik sistemleri etkisiz hale geldigi i¢in basit enfeksiyonlar yiiziinden

hayatlarin1 kaybetmislerdir (Kaya, 2008; Kiigiikoglu ve ark. 2009).

P i
RNA viral R
AVAYAVAVA

L oS Niikleus

~\
@

awvww DNA

RT VWA DNA

Sekil 1.2. HIV’in replikasyon siklusu: 1. Tutunma, 2. Fiizyon (kapsidin soyulmasi ve
niikleokapsidin hiicre igine girisi), 3. Ters transkripsiyon, 4. cDNA sentezi, 5.
Integrasyon (proviral DNA olusumu), 6. mRNA ve viral RNA sentezi, 7. Viral
proteinlerin sentezi, 8. Ozyap1 olusumu, 9. Salmim. (Kiigiikoglu ve ark., 2009).



HIV’in molekiiler biyolojisini anlamak i¢in yapilan ¢alismalar, AIDS
tedavilerinde kullanilan antiretroviral ilaglarin kesiflerine yol agmistir. Tedavilerde
kullanilan antiretroviral ilaglar AIDS’1i hastalarin yasam siiresini uzatmaktadir, ancak
bu ilaglar viriisii tamamen yok edemediklerinden hastalar viral replikasyonu
baskilayabilmek i¢in ilaglar1 6miir boyu kullanmaktadirlar (Lever, 2009; Kiiclikoglu
ve ark., 2009).

AIDS teshisi konan her hastanin 6ncelikle detayl1 bir sekilde tibbi dykiisii alinir
ve ardindan fiziksel muayenesi ve birtakim laboratuvar testleri yapilir. Tim bu
islemler HIV enfeksiyonunun ne durumda oldugunu ve enfeksiyona eslik eden ko-
enfeksiyonun varligini belirlemek i¢in yapilmaktadir. AIDS hastalif1 siliphesiyle
bagvuran her yeni hastaya HIV antikor testi, CD4 hiicrelerinin sayisi, plazma HIV
RNA’sinin diizeyi, tam kan sayimi ve idrar analizi testleri yapilmalidir. Ayrica kronik
enfekte hastalara tedavi Oncesi direnc¢ testleri uygulanmasi ve cinsel sebepler
yiiziinden hastalik riski tasiyan ya da riskli davraniglar1 bulunan kisilere Chlamydia
trochomatis ve Neisseria gonorrhoea testleri yapilmalidir.(Aberg ve ark., 2004;
Kiigtikoglu ve ark., 2009).

AIDS tedavisinin etkisi i¢in tedavi dncesi ilk olarak CD4 hiicre sayisi ve viral
yiik degerlerine bakilmalidir (Kaufmann ve ark., 2003; Kiigiikoglu ve ark., 2009) .
Ciinkii HIV enfeksiyonu, viicudun bagisiklik sisteminde rol oynayan CD4 lenfosit
hiicrelerinin fonksiyonlariin bozulmasina ve sayilarinin azalmasina neden olmaktadir

(Kiictikoglu ve ark., 2009).

Viral yiik ise kanda bulunan HIV miktarin1 gostermektedir ve 1 mL kandaki
HIV’in miktarini belirtir. Kaninda HIV tespit edilen fakat miktar1 tespit edilemeyecek
kadar az olan kisilerde viral yiik sifirdir (Kiigiikoglu ve ark., 2009).

AIDS hastalig1 ilerledik¢e her giin yaklagik olarak 1 milyar viral partikiil
dolasima dahil olur. CD4 lenfosit sayist ile viral yiik arasinda ters bir iligki vardir.
Bagisiklik sisteminde gorevli olan akyuvar hiicrelerinde (CD4 lenfositler) HIV
bulunmasi, bu hiicrelerin fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar. Bodylece

akyuvarlarin sayis1 azalir ve insan viicudu, bagisiklik sisteminin kolayca iistesinden



gelebildigi basit enfeksiyonlarla artik savasamayacak duruma gelir. Bu yiizden

bagisiklik sistemi zayiflar ve hasta 6liir (Horowitz,1998.; Kiigiikoglu ve ark., 2009) .

Antiretroviral tedavinin baslica hedefleri;

e Viral yiikii maksimum seviyede ve uzun siireli baskilamak,

e Immunolojik fonksiyonlar1 korumak ve iyilestirmek,

e Yasam kalitesini arttirmak,

e HIV’e bagh morbidite ve mortaliteyi azaltmaktir (Mocroft ve ark. 1998; Palella ve
ark. 1998; Kiigiikoglu ve ark., 2009).

1.2.1. Yiiksek Aktiviteli Antiretroviral Tedavi (HAART)

HIV enfeksiyonunun ilerlemesi, viriis yiikiindeki artis ve CD4 hiicrelerinin
sayisindaki azalma ile direkt iligkilidir (Cetinkaya ve ark., 1998; Kiigiikoglu ve ark.,
2009).

Bugiin AIDS tedavisi i¢in standart tedavi haline gelmis olan Highly Active
Anti-Retroviral Therapy (Yiiksek Aktiviteli AntiRetroviral Tedavi, HAART), ilk
olarak 1996 yilinda uygulanmaya baslamistir. HAART, viral yiikte belirgin bir azalma
ve CD4 hiicre sayisinda artma saglar (Hammer ve ark., 2008; Kiigiikoglu ve ark.,
2009).

Giiniimiize kadar HIV enfeksiyonunun biyolojisi ve patogenezisi ile ilgili yeni
bilgiler elde edilmis ve bu bilgiler dogrultusunda yeni tedavi yontemleri de giindeme
gelmistir. Uygulanan tedavi yonteminin ne derece etkin oldugunu anlamak i¢in viriis
yiikiindeki azalma (viral RNA, proviral DNA vb.) ve immiin fonksiyonlardaki
diizelmeler (CD4 sayisi, -2 mikroglobulin vb.) ilk izlenilmesi gereken degerlerdir

(Cetinkaya ve ark., 1998; Kiigiikoglu ve ark., 2009).



Giintimiizde, HAARTta 7 farkli ila¢ sini1fi bulunmaktadir:

e Niikleozid Ters Transkriptaz Inhibitorleri (NRTI)

e Niikleotid Ters Transkriptaz inhibitérleri (NtRTT)

e Non-Niikleozid Ters Transkriptaz Enzim Inhibitorleri (NNRTI)
e Proteaz Inhibitdrleri (P)

e Fiizyon Inhibitérleri (Fi)

e Ko-reseptor Inhibitorleri (CRI)

e Integraz Inhibitdrleri (INI)

7 farkli ilag sinifinda kullanilan ilag etken maddeleri Cizelge 1.1°de listelenmistir.

Cizelge 1.1. 7 farkli ilag sinifinda kullanilan ila¢ etken maddeleri

NRTI NtRTi NNRTI Pi Fi CRI INi

Abakavir Tenofovir  Delavirdin Amprenavir Enfuvirtidin  Maravirok  Raltegravir

Didanozin Efavirenz Atazanavir Dolutegravir

Embtrisitabin Etravirin Darunavir
Lamivudin Nevirapin  Fosamprenavir

Stavudin Rilpivirin Indinavir
Zidovudin Lopinavir
Zalsitabin Nelfinavir
Ritonavir
Sakuinavir
Tipranavir




1.2.2.Antiretroviral Tedavide Kullamilan Rejimler

HAART’de uygun tedavi yontemleri segilirken asagidaki faktorler dikkate

alinmaktadir;

e ilag formiilasyonun yogunlugu, dzellikle sabit doz kombinasyonlarmin etkinligi,

e  Uriin ve énerilen doz i¢in, ulusal ilag diizenleyici otoriteler tarafindan ruhsat
verilmesi,

e Toksisite profili,

e Laboratuvar izleme sartlari,

e Firsatci enfeksiyonlar (Hepatit B, vb.),

e Dogum potansiyeli olan ya da hamile kadmlarin 6zel durumlari,

e Tedavinin maliyeti ve etkinligi.

Antiretroviral tedavi i¢in Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan 6nerilen
birinci ve ikinci basamak olmak Tlzere iki tane tedavi rejimi bulunmaktadir

(Kiigtikoglu ve ark., 2009) .

1.2.2.1. Standart Birinci Basamak Rejimi

WHO tarafindan yetiskin ve genc hastalar icin standart birinci basamak
rejiminin 2 NRTI + 1 NNRTI ya da 1 NtRTI + 1 NRTI + 1 NNRTI’den olustugu
halen oOnerilmektedir. Bu oOneri, klinik testler ve fizibilite raporlari ile de
onaylanmistir. Birinci basamak rejimde kullanilan ilag gruplari, ikinci basamak
rejimlerdeki ilag gruplarina gore genellikle daha ucuz, etkili ve genis formiilasyonlara

sahiptir (Calmy ve ark., 2006; Kiigiikoglu ve ark., 2009).

1.2.2.2. Alternatif Birinci Basamak Rejimi

2003 yilinda yapilan ¢alismalarla, tedavi baslangicinda standart birinci basamak
rejimin alternatifi olarak iiclii NRTI rejimlerinin kullanilabilecegi anlasgilmistir. Bu

rejimler, ikinci basamak rejimdeki PI’leri korumak ve NNRTI’lere bagh ek



komplikasyonlara karsi Onlem alinmasi gerektiginde kullanilan birinci basamak

rejiminin alternatifidir (Kii¢iikoglu ve ark., 2009).

1.2.2.3.1kinci Basamak Rejim

Ikinci basamak rejiminde temel prensip, NRTI’ler ile destekli Pi’lerin kombine

edilerek kullanilmasidir.

Ikinci basamak rejimin alternatif tedavisi, sadece alternatif birinci basamak
rejimi (iicli NRTI kombinasyonu) kullanildign zaman ikinci basamak rejimin

diizenlenmesi i¢in kullanilir (Kiiglikoglu ve ark., 2009).

1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan ila¢ Etken Maddelerine Ait Bilgiler

Tez kapsaminda NRTI’lerden Abakavir (ABC), Lamivudin (LMV) ve
Zidovudin (ZDV) ile ¢alisilmistir.

1.3.1.Niikleozid Ters Transkriptaz Inhibitorleri (NRTT)

NRTI’ler, HIV’de bulunan ters transkriptaz enziminin katalitik bolgesi ile
etkilesim gostermektedir (De Clercq, 2007; Kiigiikkoglu ve ark., 2009). Bu gruptaki
ilaglarda, 2°,3’-dideoksintikleozid (ddN) analogu bulunmaktadir ve bu ilaglarin etki
mekanizmalar1 da birbirlerine benzerdir. NRTI’ler hiicre icine girdikten sonra,
sirastyla  5’-monofosfata (ddNMP), 5’-difosfata (ddNDP) ve 5’-trifosfatlarina
(ddNTP) doniismektedirler. Bu islem, ddNMP’nin, normal deoksiniikleozit trifosfatin
(ANTP) rekabetci inhibitorii/alternatif substrati olarak islev gérmesinden Oonce olur

(De Clercq, 2009; Kiiciikoglu ve ark., 2009).

Normal substratin rekabet¢i bir inhibitorii olarak ddNTP, normal substratin
DNA zinciri ile birlesmesini inhibe eder ve ddNMP halinde alternatif bir substrat

olarak bu zincire katilir. Boylece zinciri sonlandirici olarak iglev goriir. Bu etki



mekanizmasi Sekil 1.3.de ZDV i¢in Orneklendirilmistir (Mitsuya ve ark., 1985;
Furman ve ark., 1986; Kiiclikoglu ve ark., 2009).

ZDbV ZDV - MP ZDV -DP ZDV-TP
i i i i
NH NH NH NH
T [ e L
HO‘@ [ p ) ) WO‘@ mo‘@
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\ M

Sekil 1.3. Zidovudin’nin etki mekanizmas1 (Mitsuya ve ark., 1985; Furman ve ark., 1986;
Kiiciikoglu ve ark., 2009)

1.3.1.1.Abakavir

Abakavir viral yiikii, 1 ay i¢inde yaklasik olarak 1.4 log diisliren bir guanozin
analogudur. Abakavir hiicre icinde forforillenerek, yiliksek bir yarilanma 6mrii olan
“karbovir trifosfat” a dontisiir. Abakavir ¢ok giiclii bir niikleozid olup en ¢ok korkulan
yan etkisi hipersensitivite sendromudur. Bu sendrom ates, ¢ok az belirgin deri
dokiintiisii, bogaz agrisi, bulanti, kusma, bas agrisi, kas ve eklem agrilar ile kendisini

belli eder (Alpsar, 2011; Hoffman ve ark., 2007; Afacan ve ark., 2007).



Cizelge 1.2. Abakavir’in ozellikleri

Yapis1

A

HN

PR
o
HO

Kapali Formiilii

C14H18N60

4-[2-amino-6-(siklopropil amino)-9-H-piirin-9-yl]-

Sistematik Ad: 2-siklopenten-1-metanol siilfat
Molekiil Agirhg 286.3323 g mol™*
Erime Noktasi 165 °C
Sudaki Coziiniirliigii 1.21 mgmL*

1.3.1.2.Lamivudin

1996 yilinda, besinci NRTI olarak Avrupa’da ruhsat almistir. Lamivudin iyi

derecede tolere edilen bir sitidin analogudur. Onemli dezavantajlarindan birisi ise hizli

diren¢ gelisimidir. Bir nokta mutasyonu olan M184V etkililik kaybina neden

olabilmektedir. Monoterapide bu mutasyon sadece bir ka¢ hafta sonra muhtemelen

direng gelisimine neden olur. LMV nin tam etkisi ancak diger NRTI’ler ile kombine

halde kullanildiginda ortaya ¢ikar (Alpsar, 2011; Hoffman ve ark., 2007).
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Cizelge 1.3. Lamivudin’in 6zellikleri

Yapisi

Kapal Formiilii

CgH11N305S

Sistematik Ad1 2 ', 3'-dideoksi-3'-tiyasitidin
Molekiil Agirhg 229.226 g mol™
Erime Noktasi 160-162 °C
Sudaki Coziiniirliigii 2.76 mg mL™

1.3.1.3.Zidovudin

1987 yilinda satisa sunulan ilk antiretroviraldir. ZDV monoterapisi, kesfedildigi

yillarda beklenti fazla olsa da uzun siireli bir etki saglayamamistir. ZDV bugiin de pek

¢ok rejimin (Combivir®, Trizivir®) bir parcasi olarak ve onleyici tedaviler de

kullanilmaktadir. Anemi ve lokopeni yapma o6zelligi vardir. Ayrica bas agrisi ve

miyopatiye neden olur, nadir goriilen bir yan etkisi de tirnaklarda siyah renk

pigmentlesmesidir (Alpsar, 2011; Hoffman ve ark., 2007).

Cizelge 1.4. Zidovudin’in 6zellikleri

Yapis1

N=p=—{ R

Kapalh Formiilii

C10H13N504

Sistematik Adi 3',-azido-3', deoksitimidin
Molekiil Agirhig: 267.2413 g mol™®
Erime Noktasi 113-115°C
Sudaki Coziiniirligii 16.3 mg mL*

11
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1.4. Tez Maddeleri ile Yapilmus Literatiirdeki Calismalar

Cizelge 1.5. Tez maddeleri ile yapilmis literatiirdeki caligmalar

Sistem Uygunluk
Testi Parametreleri

Yontem Gegerlilik Testi Parametreleri

Etken Analiz
Madde Yontem Kolon Hareketli Faz Siiresi | Dedektor Dogrusal s | Tas | KESINLIK | Dogruluk Kaynak
G Rs o | N Arlk gl e | (BSS %) %)
(ng mL?)
Abakavir S | 6,9 dk - - - 4-500 - - -8,47 104
Sivi kromatografi- t)é?s;gszl E‘jgr %0,1 formik asit Kromdiik
Lamivudin | kiitle spektrometri igeren su: 0,1 formik 3,9 dk MS - - - 20-2500 - - 5,36 111 J
(150 mm x 20 . ve ark, 2013
(LC-MS/MS) asit igeren metanol
. . mm x 4 um)
Zidovudin 7,1 dk - - - 20-2500 - - -0,05 98
Abakavir . o 58,8 dk - - - - - - - -
Inertsil ODS- Amonyum dihidrojen
" Ters faz sivi 3V (250 x 4,6 fosfat ve diamonyum Reddiah ve
Largianeln kromatografisi mm, 5,0 um) hidrojen fosfat kel ol ) ) ) ) ) ) ) : ark, 2012
. . tamponu: Metanol
Zidovudin 45,4 dk - - - - - - - -
P Nucleodur C18
Lamivudin 4,01 - - 4151 24-36 - - 0,40 100,31
fvud Ters faz sivi (250 x 4,6 Amonyum asetat: ) Santhosam
k tografisi 5 Metanol (60:40; h/h k, 2013
Zidovudin romatografist mm.3um) etanol ( )| s - | - | 629 | 4872 - - 0,38 10079 | °¥
Lo Plazma
Lamivudin = 2,9 - - - 50-25000 - - a -
igiek;gzigi]r :gi lenﬁssou);&g Amonyum asetat: MS Ornegi: 6,44 Bartlett ve
> Metanol (70:30; h/h ark, 2005
Zidovudin |  (LC/MS/MS) ( ) | 61 T - [ sezso0 | - | - | Plazma ]
Ornegi: 7,33
. . 25000-
Abakavir Hichrom RP- 12,17 - - | 10351 200000 1210 | 3666 0,44 99,78
select B column
R Ters faz sivi . Amonyum ) ) ) 12500- Palavan ve
Lamivudin kromatografisi (250 ;(:1116) mm; asetat:Metanol 1,88 2491 100000 861 | 2610 0.23 100,16 ark, 2013
. . 25000-
Zidovudin 4,37 - - 6910 200000 1057 | 3202 0,24 99,58




€T

Cizelge 1.5. (devam) Tez maddeleri ile yapilmus literatiirdeki calismalar

Lamivudin ODS C18(150 x 4,6 . 2,4 - - 1300 3950 - 99,47 .
Ters faz sivi 3.5um) Amonyum asetat: Asetonitril: uv Prashanthi ve
A mm, 3.5um 2090
Zidovudin kromatografisi Metanol (50:30:20; h/h/h) 33 i i 3970 | 12030 i 99,13 ark, 2016
Abakavir 2000-
Siilfat Ters faz sivi Luna Cyg(150 X Metanol:Su (70:30: 3,49 " - 12000 49 15 0,62 | 99,83-100,83 Sudhza(1) \1/8 ark,
k fisi ) o -
Lamivudin | <romatografis 4,6 mm, Sum) 254 o | 2000 68 | 184 |071| 9918101
12000
. 500-
Abakavir 6,36 - 400000 13 44 1,23 100,6
Hypersil C18 %0,1 potasyum dihidrojen i
A Ters faz sivi o - ) 500- Rao ve Raja,
Lamivudin kromatografisi (250 x 4,6 mm, fosfat 1<;er.en .Su.Metanol 3,85 uv 400000 70 230 2,00 99,5 2011
5um) (70:30; h/h) =
Zidovudin 8,06 - 400000 30 102 0,98 99,66
. 5000-
Abakavir 4,39 5337 - - 0,59 99,44
HiQ Sil C18 V 140000
P Ters faz sivi (250 x 4,6 mm, Potasyum dihidrojen orto- 5000- ) ) Rao ve ark,
Lamivudin kromatografisi 5um) fosfat:Metanol (45:55; h/h) 385 w 2978 250000 0.43 99,56 2010
. . 5000-
Zidovudin 1,26 8652 250000 - - 0,47 100,41
- 37500-
L i 4 L - ; 2
amivudin Ters faz siv1 a 5()[:41:%?;??,“@ Amonyum asetat:Metanol e uv 3189 | 112500 O Y Kumar ve
Zidovudin kromatografisi (80:20; h/h) 1331 7852 75000- ) i 0.37 98,90 ark, 2010
225000
Serum
Abakavir 2,90 - 500- 14901 | 3336 | - numunesi
3000 analizi i¢in
Sivi Zorbax C18 Metanol:Su:Fosfat Tamponu DD 99,89 Ozkan ve ark,
Lamivudin kromatografisi (150*4,6mm, 5um) (80:10:10; h/h/h) 2,52 ) gggo 95,65 | 90,47 ) 98.41 2007
Zidovudin 6,52 - 500- 1 4118 | 12479 | - 100,70
' 5000 ' ' '
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Cizelge 1.5. (devam) Tez maddeleri ile yapilmus literatiirdeki ¢calismalar

R Tablet
Lamivudin S (50 2,06 o | ees | ss | TR | numunesi
VBSK B B Metanol:Su:Asetonitril | “° | UV- 50000 | ’ o0 icin Ozkan ve
:OMITS) (70,20,10, h/h/h) VIS ’ 99,54 Uslu, 2002
. . 150-
Zidovudin 3,36 - - - 50000 4,9 16 0,93 99,63
- . 90 mM SDS ve% 5 (h/ h) 10000~ >%99,72
Lamivudin Polymicro, s 12,9 - - - 2500 | 7600 - = ’
Elektrokinetik | Phoenix, Silika | sctonitiliceren 12.5 mM V- 80000 ookar ve
. . kromatografi kapiler (72 cm x CY : VIS 10000- > %99,72 guveL
Zidovudin dekahidrat ve 15 mM borik | 14,9 - - - 2000 | 5800 - ’ 2005
75 m) asit ' 100000
Dis ¢ap1 363 +
Lamivudin 10 pm ve i¢ capi 10,8 - - - - 0,011 | 0,077 - 109,1
— 75+ 3 pm olan 50 mM SDS,% 30 metanol
'i'reokr:;‘;'”f;f'!‘ 64.6 cm Ve % 5 iceren pH 9,8'de 5 - G’aga’fzark'
. . 4 uzunlugunda mM sodyum tetraborat
Zidovudin polumld kaph 12,7 = = = = 0,009 0,029 = 107,7
silika
500- Tekrarlanabilirlik
Abakavir 2,0 3,26 | 2,46 | 7959 100000 40 120 icin 102,4
Kinetex HILIC Asetonitril:100 mM 0,92 Tez
P HILIC (150 mm x 4,6 Amonyum asetat (80:20, FDD 500-
Lamivudin mm X 2,6 m) hih) 2,10 2,61 | 1,48 | 9921 100000 30 90 0,77 98,0 Caligmasi
. . 500-
Zidovudin 1,65 - - 6548 100000 20 80 1,15 96,0




1.5. Tezin Amaci

Hizla gelisen diinyada her gecen giin bilim alaninda yeni gelismeler olmasina
ragmen 2016 yilinin ilk aylarinda ortaya ¢ikan Zika viriisii gibi birgok etken insan
sagligini tehdit etmektedir. Insan viicuduna yerlesen cesitli viriisler yasam sartlarini
olumsuz etkileyecek bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Hastaliklarin tedavilerinin
basinda ila¢ kullanimi gelmektedir. Bu tez kapsaminda AIDS tedavisinde kullanilan
antiretroviral ilaclarin kisa silirede analizlerini saglayan, kolonlarn kullanildigi
tamamen valide edilmis ekonomik ve g¢evreci sivi kromatografisi yontemi

gelistirilmesi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Etken Maddeler

Tez calismalarinda kullanilan tiim kimyasallar, safsizliklardan gelebilecek

hatalar1 engellemek i¢in analitik ve kromatografik safliklarda kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan etken maddeler

Etken Madde Firma
Abakavir NOBEL ILAC SAN. VE TIC. A.S
Lamivudin GLAXOSMITHKLINE ILACLARI SAN. VE TiC. A S.
Zidovudin NOBEL ILAC SAN. VE TiC. A.S

Cizelge 2.2. Kullanilan piyasa preparati

: Piyasa Dozaj ..
Etken Madde Firma E - icerigi
300 mg
Abakavir +  GLAXOSMITHKLINE A?,Z‘?Xq‘”
Lamivudin+  ILACLARI SAN. VE Trizivir® Tablet . g
Zidovudin TIC. A.S Zidovudin +
S 150 mg
Lamivudin

16



2.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

e YBSK sistemi: Agilent 1100 (Santa-Clara, CA, ABD)
e (G1315B foto diyot dizi detektorii (FDD)

e Manyetik karistirict: Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor Technic)

e Elektronik hassas terazi: Shimadzu Libror AEG —220
e Vorteks

e pH metre: Model 526 (WTW, Avusturya) ve kombine elektrot sistemi (cam elektrot-

referans elektrot)
e Ultrasonik su banyosu (Niive, Tiirkiye)

e Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen ®, Interlab, Tiirkiye)

e Farkli hacimlere sahip deney tiipleri, balon jojeler ve sarf malzemeler

2.1.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Tez c¢alismalarinda kullanilan sabit fazlar ve ozellikleri Cizelge 2.3‘de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.3. Calismalarda kullanilan kolonlarin 6zellikleri

Kolon Adi Uzunlugu I¢ Capr Partikiil Kimyasal Firma
(mm) (mm) Capi (nm) Yapisi
. Phenomenex
Kinetex HILIC 150 4.6 2.6 Saf silika (Torrance,
100A
CA)
. Phenomenex
Kinetex HILIC 150 4.6 5 Saf silika (Torrance,
100A
CA)

: . e Waters
XBridge BEH 150 16 25 Etllen_ko_prulu (LiKrom,
HILIC hibrit o

Tiirkiye)
oM
ZIC-HILIC 250 4.6 5 W Darmstadt,
grup igeren Almanya)
silika
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2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hareketli fazlarin hazirlanmasinda kullanilan organik ¢dziiciiler kromatografik

saflikta ve diger kimyasal analitik safliktadir.

Cizelge 2.4. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Firma
Asetonitril SIGMA-ALDRICH (Interlab, Istanbul, Turkiye)
Amonyum Asetat SIGMA-ALDRICH (Interlab, Istanbul, Turkiye)
Amonyum Format SIGMA-ALDRICH (Interlab, Istanbul, Turkiye)
Hidroklorik Asit MERCK MILLIPORE Darmstadt, Almanya)
Sodyum Hidroksit MERCK MILLIPORE (Darmstadt, Almanya)
Hidrojen Peroksit MERCK MILLIPORE Darmstadt, Almanya)

2.1.5. Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez kapsaminda kullanilan ABC, LMV ve ZDV es zamanli olarak aym
konsantrasyonlarda hazirlanmistir: Hassas analitik terazi ile tartim sonucu {i¢
maddenin de derisimi % 80 asetonitril ve %20 su karisiminda ile ¢oziilerek 0.1 mg
mL™ olarak ayarlanmigtir. Her bir madde i¢in balon jojelere ayni miktarda ¢oziicii
ekleyip, tam olarak ¢oziinmeyi saglamak i¢in 10 dakika kadar ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Hacimleri tamamlanan ¢ozeltiler vorteksle iyice karistirildiktan sonra

gerekli seyreltmeler yapilarak, 10 pL enjeksiyon hacmi ile sisteme verilmistir.
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2.1.6. Trizivir Tablet Cozeltisinin Hazirlanis

300 mg Abakavir, 300 mg Zidovudin ve 150 mg Lamivudin igeren tablet
¢ozeltisinin hazirlanmast igin, 3 adet Trizivir® tablet hassas olarak tartilarak (4.07562
g) havanda toz haline getirilmistir. Homojen olan toz karisimdan 300 mg Abakavir’e
es deger miktarda tartim alinarak (45,29 mg) 100 mL’ye asetonitril:su (80:20;h/h) ile
balon joje igerisinde tamamlanmis ve tam olarak ¢6ziinmeyi saglamak i¢in ultrasonik
banyoda 5-10 dakika kadar bekletilmistir. Son asamada ¢ozelti seliiloz siringa

filtreden (0,45 pm) gecirilerek viallere aktarilmis ve analiz edilmistir.

2.1.7. Geri Kazamim Calismalar icin Cozeltilerin Hazirlanisi

Farmasotik dozaj formu igindeki yardimci katki maddelerinin etken maddelerin
analizinde girisim etkisinin olup olmadiginmi belirlemek i¢in 3 etken maddenin
bulundugu farmasoétik dozaj formu tizerinde geri kazanim caligmalar1 yapilmistir. Bu
amagla dozaj formuna ait stok ¢ozeltinin bilinen sabit miktarinin tizerine % 25, % 50,
% 100 ve % 200 oranlarinda saf etken madde ilavesi yapilmistir. Elde edilen
sonuglardan dozaj formuna eklenen saf madde miktarlarinin ne kadarmm tayin

edilebildigi yani ne kadarmin geri kazanilabildigi hesaplanmaigstir.

2.1.8. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi

Analizler i¢in Oncelikle tampon ¢ozelti olarak artan derigimlerde (5 mM-100
mM) amonyum asetat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kromatografik saflikta asetonitril ve
tampon ¢ozelti, farkli oranlarda (80:20; h/h, 90:10; h/h) gradiyent olarak sisteme

verilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kromatografi

Kromatografi terimi bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri
hareketli faz olmak iizere birbiri ile karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi,

saflastirilmasi, teshisi ve tayini iglemlerinin genel adidir.

Kromatografi yontemi ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan
gelistirilmistir. Tsweet bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta
kullanmistir. Kullandig1 kolonda renkli bantlar olustugunu goézlemistir. Renkli
bantlarin olusmasindan dolayr renk anlamina gelen ‘chroma’ ve yazma anlamina
gelen ‘graphein’ kelimeleri ile yontem kromatografi adim1 almistir (Skoog ve ark.,

1998; Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992 ve Giimiistas, 2009).

Hareketli faz karmisimu ilavesi

Karisim halindeki e el
\/n umune / -
A $
| ‘
__ Sabit
T faz
s — B
Analitik
 Kolon .
|

Bilesenlerin
kolonda ayrilmasi 4 )

Sekil 2.1. Kromatografik ayrimlarin temeli

Kromatografik ayrimlarda analizi yapilacak madde veya maddeler, gaz, sivi
veya siiper kritik bir akigkan olan hareketli faz ile sistemde tasinmaktadir. Hareketli
faz, kat1 bir ylizey veya kolonda sabitlestirilmis ve hareketli faz ile karismayan bir
sabit faz icerisinden ge¢irilmektedir. Bu fazlarin se¢imlerinde, bilesenlerin hareketli

ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasi veya ¢oziinmesi temel alinir. Numune
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icerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal etkilesimler
olmaktadir. Bu etkilesimlere Ornek olarak ¢oziintirliik, elektron cifti alici-verici
etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi etkilesimler
verilebilmektedir (Skoog ve ark., 1998; Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer,
1992 ve Gumiistas, 2009).

2.2.2. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Bugiin onlarca temel kromatografik yontemlerinden baska hemen her giin yeni
katilimlarla kromatografik yontem sayis1 artmaktadir. Bu nedenle tek bir
siiflandirma ile kromatografik yontemleri siralamak gercekei olmayacaktir. Cesitli
kromatografi ~ kitaplarinda  kromatografik =~ yontemler  farkli  sekillerde

simniflandirilmaktadir.  Smiflandirmalarda  degisik  kriterler temel alinmaktadir

(Demirci ve ark., 2009).

Siniflandirilmalarda alinan kriterler:

e Kromatografik ortamin fiziksel sekli

e Ornegin kromatografik ortama verilis bicimi
e Kromatografik ayrim mekanizmasi

e ki fazin polarlik durumlar

e iki fazin fiziksel durumu
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Cizelge 2.5. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Kolon Kromatografisi
Ortamin Fiziksel Durumuna Gore

Diizlem Kromatografi

i Onciil (Frontal)
Ornegin Kromatografik Ortama Verilis

Yer Degistirme (Displacement)
Sekline Gore

Striiklenme ile Yiiriitme (Elusyon)

Dagilma (Partisyon) Kromatografi

Disa Sogurma (Adsorpsiyon) Kromatografi

Iyon Degistirme Kromatografi

Ayrim Mekanizmasina Gore fyon-Cifti Kromatografi

Molekiil Segme (Jel Filtrasyon) Kromatografi

Ilgi (Affinite) Kromatografi

Normal Faz Kromatografi

iki Fazin Polarlik Durumuna Géore Ters Faz Kromatografi

Hidrofilik Etkilesim Kromatografi

Gaz Kromatografi
*Gaz-S1vi Kromatografi

*Gaz-Kat1 Kromatografi

S1vi Kromatografi

Fazlarin Fiziksel Sekline Gore *S1v1-S1vi Kromatografi
*Srvi-Kat1 Kromatografi

*Iyon Degistirme Kromatografi

*Molekiil Segme Kromatografi

Stiperkritik Akiskan Kromatografi

2.2.2.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bu kromatografi ¢esidi bir sivi/gaz-kati kromatografisidir. Bu yontem 6rnek
bilesenlerinin sabit faz yiizeyine tutunma 6zelligine dayanir. Adsorpsiyon esnasinda
¢oziicli icerisindeki maddeler adsorbe ya da desorbe olabilmektedir. Adsorpsiyon ve
desorpsiyon hizlarimin farki toplam adsorpsiyon hizi olarak tanimlanmaktadir ve
adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlar birbirine esit oldugunda sistem denge halindedir.
Sistem dengede iken madde kolon boyunca sabit hizla ilerlemektedir. Bir A

¢Oziineninin sabit faz ile hareketli faz arasindaki kiitle aktarimi asagidaki esitlikle
ifade edilebilir.
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Anareketli Faz = Asabit Faz (Esitlik 2.1)

Cozilinenin adsorpsiyon katsayist veya dagilma katsayist (K); maddenin sabit

fazdaki molar derisiminin (C1), maddenin hareketli fazdaki derigsimine (C») orani ile

tanimlanmaktadir.
K= % (Esitlik 2.2.)
2

K degeri ¢ok biiyiik ise, karisim igindeki madde sabit faz tarafindan daha iyi
tutunmaktadir ve K degeri daha diisiik maddelere gore kolon boyunca daha yavas
ilerlemektedir. K degeri kiigiik ise madde hareketli faza daha ilgilidir bu yiizden
madde kolon boyunca daha hizli ilerlemektedir (Skoog ve ark., 2013; Hamilton ve
Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Glimiistas, 2009).

2.2.2.2. Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi sivi-sivi kromatografisi olarak da bilinmektedir.
Dagilma kromatografisinin temeli ise maddelerin birbiri ile karismayan iki siv1 faz
arasinda dagilmasi ilkesine dayanir. Sivi fazlardan biri kati1 bir yiizey tizerindeki
kolon dolgu maddesinin tizerine tutturulmus ince bir siv1 film tabakasi olan sabit faz
iken, diger sivi faz hareketli fazdir. Karisimda bulunan maddelerin sabit faz
icerisinde kismen ¢oziinmesi gergeklesmektedir. Dagilma kromatografisinde,
karisitmda bulunan maddelerin sabit faz igerisindeki ¢oziiniirliikleri fazla iken
hareketli faz igerisindeki ¢Oziiniirliikleri ise az olmalidir. Aksi takdirde maddelerin
ayrimi tam olarak gerceklesmez ve hareketli faza olan ilgilerinden dolay: kolondan
digar1 atilirlar. Ayrica hem sabit faz hemde hareketli faz farkli polariteye sahip
olduklar1 i¢in ornek molekiillerinin ¢oziiniirliikkleri de farkli olabilmektedirler
(Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Giimiistas, 2009; Fanali ve ark.,
2013).
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2.2.2.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Ters faz s1v1 kromatografisi hareketli fazin polaritesinin sabit fazin polaritesine
gore daha fazla polar oldugu kromatografi tiiriidiir. Ters faz sivi kromatografisinde
kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel gruplari tasiyan sabit fazlar (ODS-18 karbon
atomu zincirinden olusan oktadesilsilan) sik¢a kullanilmaktadir. Bu kolonlarin yani

sira fonksiyonel grup olarak daha kisa zincirli olan (Cg, Co gibi), fenil ve siyano

(CN) bagl sabit fazlar da kullanilmaktadir.

Ters faz sivi kromatografisinde hareketli fazin bileseni olan tampon ¢ozeltiler
de son derece 6nemlidir. Tampon ¢ozeltiler hazirlanirken kullanilan su oldukca saf
olmalidir. Hareketli fazin bir diger onemli bileseni ise, suyla karisabilen organik
coziliclilerdir. Hareketli fazlarda kullanilan organik ¢oziiciilerden bazilart su, metanol

veya asetonitril gibi ¢oziiciilerdir.

Ters faz sivi kromatografisi ¢ogunlukla apolar maddelerin ayrimi igin tercih

edilmektedir. Uzun alkil zincirine sahip olan sabit fazlar (Cqg) daha apolar
maddelerin ayrilmasinda kullanilirken, kisa alkil zincirli olan sabit fazlar (Cg Cy) ise

polar maddelerin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Buna gore polar olan maddeler uzun
alkil zincirine sahip sabit fazlarda daha az tutunuyorken, apolar maddeler de kisa
alkil zincirlerine sahip sabit fazlarda daha az tutunmaktadirlar (Hamilton ve Sewel,
1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988; Fanali ve ark., 2013;
Giimiistas, 2009).

2.2.2.4. Normal Faz Sivi Kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisi sabit fazin hareketli faza gore daha polar
oldugu kromatografi tiiriidiir. Hareketli faz bileseni olarak genellikle hekzan, metilen
Kloriir, dietil eter ve kloroform gibi apolar c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bu
kromatografi tiirlinde en ¢ok tercih edilen sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir. Ters

ve normal faz sivi kromatografilerinin farkliliklar1 Tablo-2-2’de O6zetlenmistir

24



(Hamilton ve Sewel, 1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988
ve Skoog ve ark., 1998).

Cizelge 2.6. Ters ve Normal faz sivi kromatografilerin kargilastirilmasi

Normal Faz Ters Faz
Sabit Fazin Polaritesi Yiiksek Diistik
Hareketli Fazin polaritesi Diisiikten Ortaya Ortadan Yiiksege
Alikonma Sirasi En az polar 6nce En polar 6nce
Hareketli Faz Polarite Artisinin Etkisi Eliisyon zamanini azaltir Eliisyon zamanin arttirir

laglar genellikle apolar yapidadirlar. Bu yiizden ilag analizlerinde ters faz sivi
kromatografisi yontemi normal faz sivi kromatografisi yontemine gore daha cok
tercih edilmektedir. Ayrica kromatografik ayrimda etkili olan solvofobik olaylar,
herketli faz bileseni olarak kullanilan organic ¢oziiciilerin ucuz olmasi, analizlerde
sulu tampon ¢6zeltilerin oranlarinin yiiksek tutulabilmesi gibi sebeplerden dolay1 da

ters faz sivi kromatografisi daha ¢ok tercih edilmektedir (Giimiistas., 2009).

2.2.2.5. Hidrofilik Etkilesim Sivi Kromatografisi (HILIC)

1970'lerden bu yana, bir ayirma teknigi olarak YBSK’nin kullanilmasi analitik
bilimlerde 6nemli ilerlemeler saglamistir. Polar hareketli fazlarla apolar sabit fazlar
kullanarak yapilan ters faz ayrimi, bu kromatografik teknigin uygulanmasin biiyiik
ol¢iide arttirmistir. Gilinlimiizde YBSK ayrimlarinin yaklasik % 70" ters faz sivi

kromatografi yontemi ile gergeklestirilmektedir.

Ters faz sivi kromatografi yonteminin bu kadar ¢ok kullanilmasinin nedenleri
birgok madde ve bilesikte genis uygulanabilirlidi ve yeni sabit fazlarin siirekli
gelistirilmesinden kaynaklanmaktadir. Fakat ters faz yontemindeki hala bazi
dezavantajlar1 vardir. Yiksek polariteye sahip olan bilesikler ve bazik bilesiklerin
analizi YBSK’nin baslangicindan beri sorun teskil etmektedir. Bir¢ok polar bilesigi,

analiz etmek c¢ok zordur, ¢linkii en inert kolonlar kullanilsa dahi, yiiksek
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konsantrasyonlarda sulu tampon ¢ozeltilere ihtiya¢ duyarlar ve analizler diizgiin

olmayan pik sekilleri ile sonuglanir.

Bir diger ayirma yontemi olan normal faz siv1 kromatografide, polar bilesikleri
analiz ederken asimetrik pikler meydana gelmektedir ve analiz sonuclarinda istenilen

verimler alinamaz.

Hidrofilik Etkilesim Sivi Kromatografisi (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography-"HILIC’) polar bilesiklerin analizi i¢in son yillarda daha da gelisen
alternatif bir yontemdir. HILIC, normal faz yonteminde kullanilan sabit fazlar ile ters
faz yonteminde kullanilan hareketli fazlarin kombine edildigi bir yontem olarak
tanimlanabilir. Bu nedenle, HILIC'in tipik uygulamalarinda, saf veya kimyasal olarak
modifiye edilmis silika veya polar polimerler gibi sabit fazlar kullanilirken ,% 30'a
kadar su iceren asetonitril, metanol gibi polar organik c¢oziiciilerin kullanildig:

hareketli fazlar kullanilir (Gama ve ark., 2012).

iyon
Kromatografisi-
Analit

Sekil 2.2. Farkli yontemler ile HILIC’in kombinasyonu (Buszewski ve ark., 2012)
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kromatografisi
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Sekil 2.3. Normal faz ve ters faz yontemlerinin tamamlayicist HILIC (Adams ve ark., 2014)

HILIC’in uygulamalari, ilaglarin gelisimine katkida bulunan maddelerin (6rn.,

biyolojik belirtecler, niikleozidler, insan ve bitkisel metabolitler, farmasotik

maddeler, proteinler vs.) ve diger bir ¢ok maddenin ayrilmasmi igerir. HILIC

uygulamalarinda goriilen artig, kimya, molekiiler biyokimya, metabolomik ve diger

alanlarda bu konuyla ilgili yaymlarin artmasiyla anlagilmistir ve HILIC’1n ayirma

yontemi olarak o6zellikle 2000'li yillarin sonlarina dogru arastirmacilar tarafindan

giderek daha ¢ok benimsendigi anlagilmigtir.

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Yayin Sayisi

= 'HILIC' terimi
m'HILIC ve ilag analizi '

Sekil 2.4. Scopus endeksli ‘HILIC” ile ‘HILIC ve ilag analizleri’ terimleri i¢in toplam yayin

sayist
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2.2.2.5.1. HILIC Yonteminin Tarihcesi

1990 yilinda Alpert, polar analitlerin analizinde polar bir sabit faz ile nispeten
apolar bir mobil fazin kullanildig1 ayirma yontemi olarak HILIC terimini onerdi
(Alpert., 1990). 1975 yilinda Linden ve Lawhead, sabit faz olarak amin gruplari ile
kimyasal olarak modifiye edilmis silika ve hareketli faz olarak ACN ve su karisimi
kullanarak sakkaritlerin ayrimini ¢ok basarili bir sekilde tarif etmislerdir (Linden ve
Lawhead., 1975). Ayni yil Palmer, sakkaritlerin analizi i¢in amin esasli kolonlarda
ACN ve suyun ¢oziicii kullanildig1 benzer bir ¢aligmay: yiiriitmiistir (Gama ve ark.,
2012). Bu nedenlerle, diger yazarlar, Alpert'in 1990 yilindaki anlayisindan once

HILIC'in bir ayirma ydntemi olarak uygulamalarini zaten gostermislerdir.

[k analizlerde polar analitler olarak karbonhidratlarin ayrimlari amin modifiye
veya saf silika kolonlarda calisilsada, Alpert'in amino asitler ile peptitlerin ayrilmasi
tizerine caligmasinda, bir organik katyon degisim polimeri ve ndtr bir polimerik

kaplama ile kapli bir silika kolonun kullanildigini tarif etmistir.

Bu c¢alisma, saf silika haricindeki sabit fazlarin HILIC yonteminde
kullanilabilecegini, ancak HILIC i¢in uygun sabit fazlarin hepsinin polar 6zelliklere
sahip olmas1 gerektigini dogrulamistir. Ayrica Alpert, deneysel olarak, farkli kolon
tipleri ve farkli analitlerin ayrimlarini ortak bir mekanizma ile agiklanabilecegini

ortaya koyan ilk kisidir.

Alpert’dan sonra HILIC yontemine dahil mekanizmalar hakkinda cesitli
caligmalar baslatilmistir (Gama ve ark., 2012).

2.2.2.5.2. HILIC Yonteminin Mekanizmasi

HILIC yonteminin ayrim mekanizmasint inceleme caligmalar1 ilk olarak
karbonhidratlarin analizleriyle baglamistir. Ciinkii karbonhidratlarin HILIC igin ideal

analitler oldugu diisiiniiliiyordu.
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Bazi arastirmacilar, HILIC’in mekanizmasini, polar analitlerin ayriminda sabit
faz ylizeyindeki polar gruplar ile analitlerin hidroksil gruplarinin etkilesimine
dayanarak agikladilar. Normal faz kromatografide oldugu gibi onerdikleri ayrim
mekanizmas1 adsorpsiyona dayaniyordu. Ancak bu fikirler hidroksil gruplarina sahip
analitlerle smirli kalmistir. Zaman igerisinde daha iyi fikirler adsorpsiyon

mekanizmasinin degistirilmesine yol agti.

Bir ¢ok arastirmact saf ve amin modifiyeli kolonlar kullanarak
karbonhidratlarin ayrimini inceledikten sonra, HILIC i¢in en uygun mekanizmanin

dagilma (partisyon) oldugu sonucuna vardi.

Daha sonralar1 Alpert giiniimiizde de kabul edilen karmasik mekanik ayrim
mekanizmasini 6nerdi. Bu mekanizma sabit fazin yiizeyinde olusan su tabakasinin
farkli gruplarinin polar gruplarla etkilesiminden bahsediyordu. Bu mekanizmada
polar analit iki faz arasinda dagilmaya (partisyona) ugramaktadir. Polar analitler
olusan yar1 hareketsiz sulu faz daha cok ilgilidirler ¢iinkii analitler olusan sulu fazda

daha iyi ¢oziinmektedirler (Gama ve ark., 2012).

p ot SILICA
—— M -

Sekil 2.5. HILIC yonteminde ayrim mekanizmasi (Buszewski ve Noga., 2012)
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Orth ve Engelhardt hareketli fazda su oraninin artmasinin, sabit faz ylizeyinde
tutulan su oraninin artabilecegini gostermislerdir ve sabit faz iizerindeki polar
gruplara bagli olarak doyma simirina kadar su kalinhigin arttigimi aciklamislardir
(Gama ve ark., 2012). Bu sonuglari tekrar analiz eden Hemstrom ve Irgum hareketli
fazda artan su orami ile ¢Ozilinenin alikonmasmin azaldigi sonucuna varmistir
(Hemstrom ve Irgum,2006). Ciinkii, ayrim dagilma mekanizmasina bagliydi ve
hareketli fazdaki su orani1 artarken olusan su tabakasiyla benzer Ozellikler
gostermekteydi. Bu durum ¢oziinenin hareketli faza olan ilgisinin artacagi ve sonug
olarak alikonmasinin azalacagini gostermektedir. Bu yiizden alikonma ¢oziinenin

polaritesiyle dogru, hareketli fazin polaritesiyle ters orantilidir.

HILIC yonteminin ayrim mekanizmast hala tam olarak bilinmemektedir.
Molekiiller aras1 kuvvetler sayesinde (elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari,
dipol-dipol etkilesimleri ve zayif hidrofobik etkilesimler gibi) HILIC yonteminin
ayrim mekanizmasinin hem adsorpsiyona hem de dagilmaya bagli oldugu
gbzlenmistir. Bu mekanizma ¢ok modlu mekanizma olarak tanimlanmistir. Clinkii
hem hidrofilik hem de hidrofobik etkilesimleri iceriyordu ve kimyasal yapilarinda

birden fazla fonksiyonel grup igeren analitler i¢in uygundu.

idrofilik Dagilma

e
...............

Elektostatik Etkilesim

Sekil 2.6. HILIC yonteminde molekiiller arasi etkilesimler (https://www.thermofisher.com/tr)
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Dinh ve arkadaglari farkli kimyasal 6zelliklere sahip bir ¢ok kolon denemisler ve
HILIC mekanizmasinda hem adsorpsiyon hem de dagilmanin énemini gostermisler (Dinh
veark., 2011). Karatapanis ve arkadaglart suda ¢oziinen bir vitaminin analizinde hem
adsorpsiyon hem de dagilma mekanizmalarinin gerceklestigini  kanitlamiglardir

(Karatapanis ve ark., 2011).

Cok modlu ayrim mekanizmas1 HILIC i¢in kabul edilmesine ragmen halen ¢ogu

aragtirmaci dagilim mekanizmasinin 6nemini vurgulamaktadir (Gama ve ark., 2012).

2.2.2.5.3. HILIC Yonteminde Kullanilan Sabit Fazlar

Aragtirmacilara gbre HILIC yontemi ayrimlarinda herhangi bir polar sabit
kullanmlabilmektedir. Tipik bir HILIC sabit faz1 saf silika veya birgok polar fonksiyonel
grup ile modifiye edilmis silika jellerden olusur.

HILIC yonteminin ayrimlarmim ilk nesli 1975 yilinda baglamistir. Bu yillarda
Linden ve Lawhead karbonhidratlari, amin-silika esash sabit fazda, Bondapak (Waters,
Milford, MA, ABD) asetonotril ve su karisgimiyla (75:25 h/h) aynistirmistir (Linden ve
Lawhead., 1975).

Daha sonralart HILIC yonteminde DIOL ve amit-silika kolonlar kullamlmaya
baglandi. TSK jel Amit-80'in iireticisi olan Tosoh'a gore, amit-silika kolonlar1 1985
yilindan beri mevcuttur. Bu kolonlar, silika jel'e kimyasal olarak baglanmis iyonik
olmayan karbamoil gruplaridan olugsmaktadir ve yaygin olarak amit bagh silika kolonlar
olarak bilinmektedir (Buszewski ve Noga., 2012). Yoshida bu kolonlar1 peptitlerin
ayrilmasina uyguladiktan sonra, amit-silika kolonlarm HILIC yontemi i¢in kullanilabilir
oldugu sonucuna varmistir (Buszewski ve Noga., 2012).

Son 15 yilda HILIC yonteminde hidrojen baglari, dipol-dipol etkilesimleri ve Van
der Waals etkilesimleri gibi farkli etkilesimleri bir arada igeren kolonlarin uygulamalarina
gecildi. Dolayistyla, HILIC yonteminde kullanilan sabit fazlarin yapisal varyasyonlari, ters

faz s1iv1 kromatografi kolonlarina gére genisleyemeye baglamistir.
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Cizelge 2.7. HILIC yonteminde kullanilabilen sabit fazlarin farkli yapilarimi gostermektedir.

Siloksanlar, az miktarda metal iceren
(veya igermeyen) silanoller gibi islevsel
gruplar iceren katalizor olmayan silika

sabit fazlar

Siloksan

=

OH

DIOL bagli fazlar o_/\/o\)\/cm
C

Siyano bagl fazlar O—/\/ %N

Amin bagli fazlar

OH
|
I e
Alkilamid CIOE;; M
o
"
Amit bagl fazlar HM.:LT» "
Q< " "
[} 'iI ‘o o
Poli (sliksinimid) tiirevlerinin polimerik ) /[ A b
~ Y u
yapilari o ’ -
o HNV\SO

Polietilen glikol / silika (HS PEG)

B-siklodekstrin

Sakkaritler
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Cizelge 2.7. (devam) HILIC yonteminde kullanilabilen sabit fazlarin farkli yapilarimi

gostermektedir.

Dipeptit O‘_ZE:"“\.,/‘“- .f'x 7 ""\Trn CO;Me

N=N

Zitteriyonik siilfobetain baglh fazlar |

M.‘ .____.-""-\.._L ____.-S':}j-
(ZIC-HILIC) Q"™
N H ':.- H
Katyonik degistiriciler baglanmis fazlar " 2
Anyonik degistiriciler baglanmis fazlar 0’“5 P W N l

Kimyasal olarak modifiye edilmis kolonlarin aksine, saf silika kolonlarin
HILIC yonteminde bazi avantajlari vardir. Silika eriyiklerinin ¢okeltilmesiyle
hazirlanan silika kolonlar asidiktir ve yiizeylerindeki silanol gruplari sayesinde bazi
kompleksler olusur bu da analitlerin kolonda gii¢lii bir sekilde tutunmasini saglar.
Havadaki silika ¢ozeltilerinin toplanmasiyla olusan silika kolonlar cok diislik
miktarda metal igerirler. Bu kolonlar orta ve daha yiiksek pH degerlerinde (en
azindan pH 9'a kadar) daha kararhidirlar ve 6zellikle bazik numuneler i¢in daha iyi

ayrimlar saglarlar.

HILIC'de kullanilan DIOL, amin, amit ve diger modifiye kolonlar genellikle
ters faz ayrimlar i¢in kullanilan C18 kolonlar1 gibi silika yiizeyinin kimyasal olarak

modifiye edilmesi ile hazirlanir.

Kimyasal olarak baglanmis DIOL bagh kolonlar, yiliksek polarite ve hidrojen
baglama oOzellikleri gosterir ve reaksiyona girmemis artik silanolden bagka
iyonlagabilir gruplar icermez bu durumda bu kolonlarin HILIC yontemi i¢in uygun

oldugunu gosterir. Bazik analitler genellikle silika {izerindeki silanol gruplar ile
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hidrojen baglanmasi ve iyon degisim etkilesimleri sayesinde giiglii bir sekilde
tutunurken, asidik bilesikler bazen geri doniislimsiiz adsorpsiyona neden olabilen

amin silika kolonlarina artan afiniteler gosterirler.

Zwitteriyonik  siilfoalkilbetain ~ kolonlart da  HILIC  yonteminde
kullanilmaktadir. Siilfoalkilbetain bagli kolonlar suyun hidrojen bagiyla giiclii bir
sekilde adsorbe edilmesine ve sabit faz yiizeyinde olusan su tabakasini kontrol

ederek HILIC mekanizmasinda biiylik 6lctlide rol oynar.

HILIC ayrimlar1 iizerinde kolon sicakliginin etkisi genellikle ters faz ayrimlara
gore oldukga azdir. Yine de molekiillerin yapisina baglh olarak bu durum

degisebilmektedir.

Ters faz yonteminde analitin alikonmasi sicaklik arttikca azalirken HILIC

ayrimlarinda alikonma hemen hemen sicakliktan bagimsizdir (Buszewski ve ark.,

2012).

2.2.2.5.4. HILIC Yoénteminde Kullanilan Hareketli Fazlar

HILIC yonteminde polar sabit fazin yiizeyinde su agisindan zengin bir tabaka
olugmaktadir. Arastirmacilar hareketli faz ve su acisindan zengin fazin sivi / sivi
ekstraksiyon sistemi olusturduguna siklikla inanmaktadir ve analitin bu iki tabaka

arasinda dagildigini savunmaktadir.

HILIC yonteminde su igerigi ¢cok onemlidir. Hareketli fazdaki su yiizdesi % 5
ve % 40 arasinda degisebilir ancak sulu tabakanin olusumu i¢in minimum % 2

olmas1 gerekmektedir.

HILIC y6ntemi igin tipik bir hareketli faz, az miktarda su ile asetonitril (ACN)

gibi suyla karisabilen organik c¢oziiciilerden olusur. Ayrica aym alikonma
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zamanlarma  sahip olabilmek igin  yliksek derisimlerde alkoller de

kullanilabilmektedir.

Hareketli faz i¢in uygun organik ¢oziiciiler secilirken ¢dziiclilerin eliisyon
kuvvetleri dikkate alinmaktadir. HILIC yonteminde siklikla kullanilan ¢oziiciiler ve

elisyon kuvvetleri agagidaki gibidir.

Aseton < Izopropanol < Propanol < Asetonitril < Etanol < Dioksan < DMF <

Metanol < Su.

ACN'nin diisiik viskozite ve diisiik basinglarda etkin bir ayrim gergeklestirme
gibi olumlu karakteristikleri 6zellikleri, onu HILIC'de en ¢ok kullanilan ¢oziicii
haline getirmistir. Diger organik ¢oziiciilere gore ACN kullanmanin diger bir
avantaji, hidrojen baglarinin olusumunu desteklemeyen kimyasal yapisidir.
Dolayisiyla, ACN'nin kullanilmasi, ¢oziicii ve su molekiilleri arasindaki rekabeti

onleyebilecegi i¢in olduk¢a umut vericidir.

HILIC yo6nteminde ya yiiksek oranda organik ¢oziicii ile izokratik sistem ya da
yiiksek oranda organik ¢oziicii ile baglayan ve yliksek oranda sulu ¢dziiciiyle biten

gradiyent sistemler kullanilabilmektedir.

Hareketli fazda tamponlarin veya asitlerin varligi, dagilma ve adsorpsiyon
mekanizmalarina miidahale ederek HILIC'teki ayrilmalar iizerinde bliyiik bir etkiye
neden olabilmektedir. Analitin iyonlagmasi, kromatografik analizin pH'sinin bir
fonksiyonu olarak degisime ugrar. Dahasi, sabit faza bagli polar gruplar, bu gruplarin
pKa degerine bagli olarak iyonize olabilirler. Boylece, elektrostatik etkilesimler

artabilir veya azalabilir ve bu durumda bazi analitlerin alikonmasi etkilenir.

HILIC yontemindeki hareketli fazlarin en 6nemli dezavantaji su igerigidir.

Yiiksek su icerigi ile, hidrofobik etkilesimler goz ardi edilemez ve hidrofilik
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etkilesimleri etkileyerek polar analitlerin alikonmasini azaltir (Buszewski ve ark.,

2012).

2.2.3. Yiiksek Basarimh Sivi Kromatografisi (YBSK)

Modern sivi kromatografisi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve 2 ile 10
pum arasinda tanecik boyutlarina sahip dolgu maddeleri bulunan kolonlar ile uygun
stvi akis hizlar elde edebilmek icin, yilizlerce atm’lik pompa basinglarina gerek
olmaktadir. Bu yiiksek basinglarin bir sonucu olarak gelisen YBSK i¢in gerekli
donanimlar, diger kromatografi sistemleri ile karsilastirildiginda, daha ince is¢ilik
gerektirdigi daha pahalhidir. Sekil 2.7. tipik bir yiiksek basarimli sivi
kromatografisinin énemli parcalarini sematik olarak gdstermektedir (Skoog ve ark.,

1998).

Basinci ayarh
helyum kaynag

Cikis kontrol muslugu ;

—
L } Puls
soniimleyici
L | b [~ Bogaltim
l Coziici Hazneleri l Pompa Girig muslugu
Ufleyici  Girig k‘mltf?l
Loome D filtresi T musiugu l
% Bosluk giderme
siringast

Coziicl oram ayar muslugu

-
a1 g
= - i i ﬂ—ﬁ%%ﬂ—ﬁ%%:ﬁ—
Kolon
t

Basing Geri tepme Filtre
ransduseri regiilatril

Dedektire

—

Enjeksiyon muslugu

Sekil 2.7. YBSK cihazinin sematik gosterimi (Perkin- EImer Corporation, Norwalk, CT).
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2.2.3.1. Hareketli Faz Hazneleri ve Coziicii Muamele Sistemleri

Modern bir YBSK cihazinda, her biri 200-1000 mL ¢oziicii i¢erebilen camdan
veya ¢elikten yapilmis hazneler bulunmaktadir. Genellikle bu haznelerde, kolonda ve
dedektor sisteminde gaz olusturarak kolon veya sistemlerde bozucu etkilere sebep
olan ¢oziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi icin bir cihaz
bulunmaktadir. Olugsan bu gaz kabarciklar1 bant genislemesine yol agarak hatali
analiz sonuglarina ayrica, dedektoriin performansinin diismesine de sebep olurlar.
Gaz giderme diizenegi, vakum pompasi sistemi, damitma sistemi ve ¢oziicliyii 1sitip
karigtiran bir pargadan olugabilecegi gibi, Sekil 2.7.deki gibi diislik ¢oziiniirliikteki
inert bir gazin kiiciik kabarciklart yardimiyla, ¢oziinmiis gazlan siiriikkleyen basit bir
iifleyici de olabilir. Bu sistemlerde, ¢6ziicii igerisinde bulunabilecek toz ve partikiil
halindeki maddelerin pompa ve enjeksiyon sistemlerine zarar vermemesi veya
kolonu tikamamasi igin, toz ve partikiil maddeleri siizmeye yarayan bir siizme
diizenegi de bulunurlarr. Gaz gidericilerin ve siizme diizeneginin, Sekil 2.7.’de
goriildiigii gibi, YBSK sisteminin ana pargasi olmasi gerekli degildir. Ornegin,
¢oOziicliyli hazneye doldurmadan 6nce uygulanacak uygun bir yontem, coziicliyl
vakum altinda bir milipor siizgegten siizmektir. Boyle bir uygulama, siispansiyon

halindeki maddeleri uzaklastirmanin yani sira gazlari da gidermektedir.

Sabit bilesimde tek bir ¢6ziicii kullanilarak yapilan ayirmlar izokratik eliisyon
olarak adlandirilir. Bir diger eliisyon yontemi de gradiyent eliisyondur. Gradiyent
eliisyonda polariteleri birbirinden farkli, iki veya ii¢ ¢6ziicli sistemi kullanilmaktadir.
Genellikle, ayirm verimliligi gradiyent eliisyon ile biiyiik dl¢lide artirilir. Gradiyent
eliisyonda, eliisyon basladiktan sonra, belli bir programa gore, bazen siirekli olarak
ve bazen de bir seri basamaklar halinde, zamana bagl olarak ¢dziiciilerin oranlari
degistirilebilmektedir. Glinlimiizdeki modern YBSK sistemleri ¢oziiciilerin hacimsel
oranlarin1 zamanla dogrusal veya iistel olarak degistirebilecek sekilde, iki veya daha
fazla hazneden aldig1 c¢oziiciileri bir karistirma ortaminda siirekli olarak degisen

hizlarda bir araya getirebilen sistemlerle donatilmistir (Skoog ve ark., 1998).
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2.2.3.2. Pompalama Sistemleri

Bir YBSK pompalama sistemi igin gerekli sartlar oldukca sikidir ve sunlari

icermektedir:

e 400 atm’e kadar basing iiretimi,

e Puls icermeyen basing ¢ikisi,

e (,1-10mL dakika® araliginda akis hizlari,

e % 0,5 veya daha iyi bir bagil tekrarlanabilirlikle akis kontrolii,

e Korozyona dayanikli parcalar (paslanmaz ¢elik veya teflondan yapilmis

sizdirmazlik).

YBSK sistemlerinde her birinin kendine goére istiinliik ve sakincalari bulunan

ti¢ tip pompa kullanilmaktadir.

Bunlar;

e Pistonlu pompalar,
e Siringa veya siirgiilii pompalar

e PnoOmatik veya sabit basing pompalaridir.

Pistonlu pompalar, ticari olarak satilan YBSK sistemlerinin yaklasik %90’1inda
kullanilmaktadir. Bu pompalar motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle
¢oziiciiniin pompalandigi kiiglik bir silindirden meydana gelmistir. Siirgiilii pompalar
ise bir kademeli motordan gili¢ alan vidali giidiim mekanizmasi ile kumanda edilen

sizdirmaz bir siirgiisii olan, siringa benzeri silindirik bir kaptan olusmaktadir.

Pompalama sistemlerinin bir pargast olarak birg¢ok ticari cihaz, bilgisayar ile
kontrol edilen, pompa cikisina yerlestirilmis bir geri tepme tikact boyunca basing
diismesini belirleyen akis hizin1 6lgen bir sistemle donatilmistir. Sinyalin 6nceden

ayarlanmis degerindeki herhangi bir degisme, pompanin motorunun hizini artirmakta
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veya azaltmakta kullanilir. Bir¢ok cihaz, ¢oziiciiniin bilesimini ya siirekli ya da
basamakli olarak degistiren bir sisteme de sahiptir. Ornegin; Sekil 2.7.’de goriilen
cihaz, 6n program ile ve dort tane ¢oziicliyii stirekli degisen oranlarda karistirabilen

bir oranlama muslugu i¢ermektedir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.3. Numune Enjeksiyon Sistemleri

Cogu zaman, s1vi kromatografisinde 6l¢iimlerin kesinliginin belirleyici faktorti,
numunenin kolon dolgu maddesine sevkinin tekrarlanabilirligidir. Asir1 numune
yiiklemesi yapilan kolonlarda goriilen bant genislemesi de kesinligi etkilemektedir.
Bu yiizden, numune enjeksiyonun hacmi, mikrolitrenin birkag ondaligindan belki
500 puL’ye kadar oldukea kiiciik olmalidir. Dahasi, sistemin basincini diistirmeksizin

numunenin sisteme girisinin saglanmasi gereklidir.

Stvi kromatografide numune enjeksiyonu i¢in en yaygin kullanilan yontem
numune giris sarimlarinin  kullanilmast esasina dayanmaktadir. Birgok sivi
kromatografi cihazinin ayrilmaz bir pargasi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte
olup 5 puL’den 500 pL’ye kadar degisen hacimlerde numune hacmi se¢imine olanak
tanimaktadir. Bu tipteki numune alma halkalari, 7000 psi basinca kadar, binde birkag
bagil hata verecek kesinlikle numunenin kolona uygulanabilmesini saglamaktadir.
Hacmi 0.5-5 pL arasinda olan halkalari bulunan mikro numune enjeksiyon

musluklar1 da mevcuttur (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4. Sivi Kromatografi Kolonlar:

Sivi kromatografi sistemlerinde diizgiin i¢ capli paslanmaz ¢elik borulardan
yapilmis veya nadiren kalin cidarli cam borulardan yapilan kolonlar

kullanilmakatdir.
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2.2.3.4.1. Analitik Kolonlar

YBSK’de kullanilan kolonlarin biiyiikk ¢ogunlugu boyu 10-30 cm arasinda
degismektedir. Kolonlarinin i¢ ¢aplar1 genellikle 4-10 mm; yaygin olarak kullanilan
kolon dolgu maddelerinin tanecik biiytikliigi ise 5-10 um arasindadir. Gliniimiizde
belki de en ¢ok, 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ capinda ve 5 pum tanecik
biiyiikliigiine sahip dolgu maddesi doldurulmus kolonlar kullanilmaktadir. Bu tip
kolonlar 40000-60000 teorik plaka metre™ icerirler.

Son yillarda, fireticiler daha kiiciik boyutlarda, yliksek basarimli kolonlar
tretmektedirler. Bu gibi kolonlarin i¢ ¢ap1 1-4,6 mm ve 3-5 um tanecik
biiyiikliigiindeki dolgu maddesi ile doldurulmus olabilir. Cogu zaman boylart 3-7,5
cm kadar kisadir. Bu gibi kolonlar 100000 teorik plaka metre™ igerirler. Ayrica hiz
ve minimum ¢Oziicli sarfiyatt avantajlart vardir. Son 6zellik olduk¢a Onemlidir,
¢linkii s1ivi kromatografi i¢in gerekli olan yiiksek safliktaki ¢oziiciiler, temin edilmesi

ve daha sonra atilmasi oldukga pahaliya mal olan ¢oziiciilerdir (Skoog ve ark., 1998).

2.2.3.4.2. Koruyucu Kolonlar

YBSK sistemlerinde kullanilan analitik kolonlarin kullanim Omiirlerini
artirmak i¢in, analitik kolonlardan 6nce genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kisa
kolonlarin goérevi, sadece partikiil halde bulunan maddeleri ve ¢oziicii igerisindeki
yabanci maddeleri tutmak degil, ayn1 zamanda numune i¢inde bulunan ve sabit faza
tersinmez olarak baglanan bilesenleri de tutmaktir. Tlave olarak, sivi kromatografide
kullanilan koruyucu kolonlar, hareketli faz1 sabit faz ile doyurarak analitik kolondaki
¢oziicli kaybinin en aza indirilmesine yardimci olur. Ayni sistem kullanilan koruyucu
kolon dolgu maddesinin bilesimi ile analitik kolonunki ¢ok benzer olmalidir; bununla
beraber, basing diisiisiinii en aza indirmek i¢in tanecik boyutu genellikle daha
biiyiiktiir. Koruyucu kolonlar kirlendigi zaman tekrar yeni dolgu maddesi ile

doldurulmali veya ayni tipteki bir yenisi ile degistirilmelidir. Boylece, daha pahali
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olan analitik kolonu korumak i¢in emniyet kolonu feda edilmektedir (Skoog ve ark.,
1998).

2.2.3.4.3. Kolon Dolgu Maddelerinin Tipleri

Sivi  kromatografisinde temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi

kullanilmaktadir. Bunlar,

e Film dolgular

e Gozenekli dolgulardir.

Film dolgular, kiiresel, gézeneksiz, ¢aplart 30-40 um olan cam veya polimer
tanelerinde olusurlar. Bu tanelerin yiizeyine, silis, aliimina, polistiren-divinil benzen
sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden olusan ince bir gozenekli film
kaplanmistir. Bazi uygulamalar icin, bu ylizeye, absorpsiyon ile yiizeye tutunan
uygun bir sivi, sabit bir faz olarak ilave bir katman halinde kaplanir. Alternatif
olarak, organik bir yiizey katman olusturmak tizere kimyasal isleme tabi tutulabilir.
Giliniimiizde, taneler, zarli dolgular daha ¢ok koruyucu kolonlarda kullanilmakta,

analitik kolonlarda kullanilmamaktadir.

Sivi kromatografide kullanilan gbzenekli partikiiller, ¢aplart 3-10 pm arasinda
olan gozenekli partikiillerdir. Belli boyutlardaki bir partikiil i¢in, partikiil boyutu
araligin1 en aza indirmek i¢in, her tiirlii gayret sarfedilmektedir. Partikiiller, silis,
allimina, polistiren-divinil benzen sentetik reginesi veya bir iyon degistirici re¢ineden
meydana gelmistir. Silis, sivi kromatografide en yaygin olarak kullanilan bir dolgu

maddesidir (Skoog ve ark., 1998).
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2.2.3.5. Dedektorler

Dedektorler, elektromanyetik dalga formundaki enerji akisini oOlgiilebilir

niceliklere ¢eviren ve kayit edilmesini saglayan cihazlardir. Sivi kromatografi igin ideal

bir dedektor asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir.

Yeterli derecede duyarlilik

Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik

Genis bir dogrusal ¢alisma aralig1

Akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zamani
Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolaylig

Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacimde olmalidir.

Sivi kromatografi sistemlerinde kullanilan dedektorler temel olarak iki tipdir

(Skoog ve ark., 1998).

Yi1gin 6zelligi dedektorleri, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti veya
yogunlugu gibi analit tarafindan degistirilen y18in 6zelliklere cevap veren
dedektorlerdir.

Analit 6zelligi dedektorleri, analitin UV absorbansi, floresans siddeti veya
diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadig1 bazi 6zelliklerine cevap veren
dedektorlerdir.

Analit 6zelligi yani maddeye yonelik dedektorler hareketli faz igindeki

maddenin Ozelliklerini tayin ederler ve en yaygin kullanilan tiirleri asagida

verilmistir (Skoog ve ark., 1998):

Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared)
Elektrokimyasal dedektorler

Ayirim sonrasi tepkime dedektorleri

Radyoaktivite dedektorleri

Kiitle spektrometreleri
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Yigin oOzelligi yani c¢ozeltiye yonelik dedektorler; ornek o6zelliklerinin
Ol¢iilmesine yonelik dedektorlerdir ve asagidaki sekilde siiflandirilabilir (Skoog ve
ark., 1998):

e Refraktif indeks dedektorleri
e Dielektrik sabiti dedektorleri
e lletkenlik dedektorleri
e Yogunluk dedektorleri

Tez kapsamindaki ¢alismalarda Foto diyot dizi dedektor kullanildigindan bu

dedektor icin bilgiler verilmistir.

2.2.3.5.1. Foto Diyot Dizi Dedektor (FDD)

Foto diyot dizi dedektorlerde polikromatik 15in kullanilmaktadir. Isin kaynagi
olarak tungsten veya doteryum lambalari kullanilmaktadir. Isik kaynagindan ¢ikan
polikromatik 1sinlar akis hiicresine geldikten sonra optik agin lizerinde dagilir ve ¢ok

sayida diyottan olusan foto diyot dizisi lizerine diismektedir.

FDD 200 ile 700 nm aras1 dalga boyu araligini 0.1 s araliklarla tespit edebilme
Ozelligine sahiptir. Bu yilizden analizlerde FDD ile birden fazla dalga boyunda okuma
yapilabilmektedir. FDD ile cevap piklerinin saf olup olmadigmma ya da pik
girisiminin olup olmadigina da bakilabilmektedir (Gilimiistas, 2009).

FDD’nin avantajlar1 asagida siralanmistir.

e Segilen biitiin dalga boylarinda okumalar ayn1 anda yapilabilmektedir.

e Maksimum absorbansin oldugu dalga boyu tek bir enjeksiyonla
bulunabilmektedir.

e Kromatografik olarak ayrilamayan piklerin nicel analizi yapilabilmektedir
(Glimiistas., 2009).
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2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

YBSK sisteminin analiz sonuglarinda gozle izlenebilen ilk parametreler;
alikonma zamani, pik alani, pikin sekli gibi parametrelerdir. Bir kromatogramda ilk
izlenen parametre pik seklidir. ideal pik sekli keskin, iki tarafinin esit ve dar olanidir
(Sekil 2.9). Numunenin kolona enjekte edilmesinden sonra, dedektore gelen cevap
sinyali bir pik olarak goriiliir. Bu sinyalin ¢ikis zamani ayn1 zamanda alikonma
zaman (tg) olarak da adlandirilir ve nitel analizlerin belirleyici faktoriidiir. Numune
icinde bulunan her bir analitin farkli alikonma zamanlar1 vardir. Hareketli fazdan
kaynaklanan piklerin ¢iktig1 zaman ise Olii zaman veya Oli hacim (t;) olarak
adlandirilir (Fanali ve ark., 2013 ve Kromidas, 2005). Ters faz sivi kromatografik
yontemlerde 6lii zamani belirlemek i¢in urasil, potasyum bromiir gibi polarlig1 ¢cok

yiiksek olan bilesikler kullanilmaktadir.

Sistem uygunluk testleri kromatografik ve diger ayirma yoOntemlerinde,
yontemin yeterli dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirlemek i¢in yapilmaktadir ve
bu testlerin gerceklestirilmesiyle kromatografik bir sistemin analize ne 6l¢iide uygun
oldugu kanitlanmis olur. Bu testler Uluslararas1 Uyum Konseyi (The International
Council for Harmonisation (ICH)) Amerikan Gida ve Ila¢ Birligi (FDA) ve
Amerikan Farmakopesi (USP) ve diger farmakopeler tarafindan yapilmasi onerilen
testlerdir. Sistemdeki akis hizi, pH, okuma yapilacak dalga boyu, hareketli faz
bilesiminden kaynakli en ufak bir degisiklik i¢in, sistem uygunluk testlerinin yeni
sistem igin tekrar gozden gegirilmesi gerekmektedir (Glimiistas, 2016; Chan ve ark.,
2004; Grdinic ve Vukovic, 2004; Hajicostas, 2003; Hibbert, 2007; Huber, 2007;
ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Prichard ve Barvick, 2007,
Swartz ve Krull, 1997; Torbeck, 2007, US FDA, 1983; US FDA, 2000; USP 37,
2014 ve Werner ve ark., 2006, European Pharmacopoeia, 2014).
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Sekil 2.8. YBSK cihazindan alinmig 6rnek bir kromatogram (Giimiistas., 2009)

Bir kromatogramin yorumlanmasi ve SUT parametrelerinin (Cizelge 2.8.) limit
degerlerinin ig¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde temel olarak alikonma zamani
ve pik genisligi esas almir. Cizelge 2.8’de Amerikan Farmakopesi tarafindan
tanimlanan SUT parametreleri, bu parametrelerin nasil hesaplanacagi ve limit

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.8. SUT paremetreleri

SUT .. . .
Parametresi Sembolii Formiilii Limit Aciklama
Kapasite _ k=t
Faktorii k k = o 1<k <10 tklﬂl
k t t i
Segililik a a= k—z = t&—tro a >1 ||'||
1 R4 T | ||| tR_H
I || | ‘l I ‘ll'l
: i
A Giicil R Re =118 x t, —t ts [ I|I ||E III
yrim Giicii s s = L —Wlos W Rs > 1.5 ll-,l II| I".. Illi \
0— _J& AN
4wﬁ' <is
Kuyruklanma A+B f
Faktorii T T= 4 2 < || |||
Pik Asimetresi As As =% 095 < As <2 || '|
[ |
I '|
[
[
|
Teorik Tabaka tp1? | )
Sayst N N =16 [W] N > 2000 n B\' Pik
T W Yitksekhi:
Lt T m)
—
Pik Alaninin sS
Tekrar % BSS % BSS = — x 100 % BSS < 1.5
Edilebilirligi X

Cizelge 2.8’¢ bakildiginda, k degeri biiyiik ise, bilesen sabit fazda iyi
tutulmaktadir ve kolon boyunca yavas ilerlemektedir. k degeri ¢ok kiigiik ise, analit
¢oOziicii pikinden ayrilamamaktadir, ¢ok biiyiilk olmasi ise analiz siliresinin uzun
oldugunu gostermektedir. Se¢icilik (a), sabit faz ve hareketli fazin 6zelliklerine gore

degisiklik gostermektedir ve daima 1’den biiyiik olmalidir.

SUT’un en 6nemli parametresi teorik tabaka sayisidir. Ciinkii bu deger analiz
sonucunun verimi ile direkt ilgilidir. N nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin

cinsine, akis hizi, sicaklik, pH ve kolonun dmrii gibi deneysel kosullara baglidir.

Kromatografik islemlerde kolon ve ¢oOziiciiniin ortak etkisi ayirma giici
(rezoliisyon) olarak ifade edilir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda, kapasite faktorti,
etkin tabaka sayis1 ve se¢icilikden yararlanilmaktadir. Pes pese gelen iki pik i¢in Rg

degeri 1,5 ve iistiinde iken ayrim tam olarak ger¢eklesmis demektir.
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Kuyruklanma faktorii ve pik asimetrisi parametreleri incelenen analit pikinin
egriligini, sag veya sol tarafa dayali olup olmadigini ve keskinligini belirleyebilmek
i¢cin kullanilan parametrelerdir. Uzun siire kullanilmis kolonlarda kuyruklanma daha
sik goriilmekte ve dogru sonuglar vermemektedir. Pik asimetrisi, pik taban
yiiksekliginin % 10’u, kuyruklanma faktorii ise % 5’1 civarindan Olgiilerek

hesaplanmaktadir.

Bir kromatografik yontemde analizi yapilan madde pikinin alaninin ve pik
yiiksekliginin, belirlenen kosullardaki tekrar edilebilirligi yontemin kesinliginin
ifadesidir. Bu parametre analizi yapilan maddenin en az 5-6 defa sisteme pes pese
enjeksiyonunun verilmesinden sonra elde edilen pik alanlar1 ve pik ytiksekliklerinin

bagil standart sapmasi1 (% BSS) olarak hesaplanir.

2.2.4.1. Kromatografik Analizlerde Yontem Gecgerlik Testleri

Arastirma gelistirme faaliyetlerinin yuriitiildiigii ve kalite kontrol islemlerinin
uygulandigr her alanda, kullanilan tiim analiz, yontem ve uygulamalarin, dogru,
tekrarlanabilir ve belirlenen parametreler icerisinde Olgiilebilir olmast etkinlik ve
giivenilirlik agisinda son derece dnemlidir. Yontem gecerliligi (validasyon) ise bu
Ozelliklerin uluslararas1 standartlarda oldugunu gostermektedir (Gilimiistas, 2016;
Crowter, 2001; Ermer, 2005; Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998; ICH-Q2A,
2005; ICH-Q2B, 2005; Kromidas, 2005; Lee, 2004; US FDA, 1983; US FDA, 2000
ve USP 37, 2014).

llag etken maddelerin, saf hallerinin, farmasotik dozaj formlarindan ve
biyolojik numunelerden analizlerinde kullanilan yontemler analitik yontemler olarak
tanimlanmaktadir. Bu yoOntemler kullanilirken ilaglar saf halde veya cesitli
safsizliklari ile birlikte bulunabilirler. Bu yontemlerin kullanilabilir olmasi i¢in iyi
karakterize edilmesi ve giivenilir sonuglarin elde edilebildigi tamamen gegerli olan

analitik yontemlerin gelistirilmesi sarttir.
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Asagidaki ¢izelgede farkli klavuzlara gore yapilmasi gereken validasyon

parametreleri verilmistir.

Cizelge 2.9. Validasyon paremetreleri

Gerekli VValidasyon Parametresi ICH USP
Secicilik v v
Dogrusallik v v
Aralik v v
TS v Sadece sinir testlerinde
TAS L, Sadece kantitatif
caligmalarda
Tekrarlanabilirlik v v
Giin i¢in tekrar 4 ]
Kesinik edilebilirlik
Giinler arasi tekrar . )
edilebilirlik
Dogruluk v v
Saglamlik Tavsiye edilir v
Tutarlilik Tavsiye edilir v
Cozelti Stabilitesi v Tavsiye edilir
Duyarlilik Tavsiye edilir v

2.2.4.2. Validasyonun Genel islemleri

Validasyon, herhangi bir analitik yontemin giivenilirligini ortaya koymak i¢in
de kullanilmaktadir. Ayrica bir laboratuvarin analitik verilerinin ne kadar giivenilir
oldugunu anlamak i¢in o laboratuvarda kullanilan yontemlerin validasyonlarida
sarttir (Ozkan, 2012). Validasyonun gecerliligi i¢in asagida belirtilen islemlerin ve
tanimlamalarin yapilmasi1 gereklidir (Haider, 2002; Hartmann ve ark., 1998;
Kromidas, 2005; USP 37, 2014; US FDA, 1983; US FDA, 2000; Ozkan, 2012 ve
Ozkan ve ark., 2015; Giimiistas, 2016).
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e (ihaz/Ekipman Kalite Kontrolii: Bu kontrole biitiin cihazlarin donanimsal ve
yazilimsal kontrolleri yapilr,

e Rutin analizde kullanilacak bir analizin veya yontem parametrelerinde
herhangi bir degisiklik yapilan metodun validasyonu,

e Ayirma ydntemlerinin validasyonu ig¢in gerekli olan ve caligma sirasinda,
giinler arasinda ve numunelerin analizleri sirasinda uygulanan Sistem

Uygunluk Testleri (SUT) ve ilgili parametrelerinin saptanmasi.

ICH (International Council on Harmonization: Uluslararasi uyum konseyi) ve
Farmakopeler tarafindan stabilite, islem analizleri, tamima, saflik, ilag etken
maddesinin etkinligini, salim testleri ve kabul testleri gibi basamaklar i¢in detayl
bilgiler verebilen yeni analitik yontemlere gerekli validasyon parametreleri ve bu
parametrelerin sahip olmasi gereken degerler Onerilmis ve kabul edilmistir.
Validasyon, tek basina bir yontemin uygulanmasi i¢in diisiiniilmemelidir. Bir analitik
yontem kullanimi siiresince her zaman ve her yerde gecerliligini korumalidir. Bir
analiz yontemi, etkinlik parametreleri ile karakterize edilir. Bu etkinlik degerleri
cesitli kilavuzlar ve farmakopelerde belirtilen degerleri saglamalidir (Chan ve ark.,
2004; Crowter, 2001; ICH-Q2A, 2005; ICH-Q2B, 2005; Lee, 2004; USP 37, 2014;
Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997; Snyder ve ark., 1997; Ahuya ve
Scypinski, 2001; Lunte ve Radzik, 1996; Adamovics, 1997; Braggio ve ark., 1996;
Shabir, 2003; Papadoyannis ve Samanidou, 2004; Ermer, 2001; Mc Dowell, 1999;
Ermer ve Miller, 2005; De Bievre ve Gunzler, 2005 ve Vessman, 1996; Giimiistas,
2016).

2.2.4.2.1. Secicilik

Secicilik, analizi yapilan numunede var olan ve analizi yapilan maddeyle girisim
yapabilecek 1ilgili bilesenlerin (safsizlik, bozunma {irlinleri veya ortamdan
gelebilecek) yaninda analiz edilmek istenilen maddenin Olciilebilmesidir. Segicilik,
kromatografik sistemlerin validasyonunun en Onemli parametresidir. Ciinki

seciciligin  olmadigr bir yontemde baska hi¢bir parametrenin  6neminden
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bahsedilemez. Seciciligin yeterli diizeyde olmamasi durumunda, yOntemin

dogrusalligi, dogrulugu ve kesinligi hakkinda yanlis bilgiler elde edilir.

Seciciligin belirlenmesi i¢in birkag farkli yol vardir:

Biitiin bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler (benzer
maddeler, dozaj formu i¢indeki yardimci maddeler gibi) ayn1 anda kolona
enjekte edilir ve gelistirilen yontemle analiz edilir ve ayirim giicii degerlerine
bakilir (Rs >2,0 olmalidir).

Gelistirilen kromatografik yontemin sartlarinda ufak degisiklikler yapilir,
(¢Ozelti bilesimi, tampon ¢ozelti pH’si, sicaklik gibi) Bu degisikliklerin pik
performansina olan etkileri takip edilir.

Kullanilan FDD dedektorii ile yazilim vasitasiyla pik safliklar1 kontrol edilir.
Mevcut sinyalin altinda bir sinyal daha olup olmadigindan emin olunabilir
(Barwick ve Ellison, 2005; Bliener, 2006; Branch, 2005; Casro ve ark., 2005;
Chan, 2004; Chan ve ark., 2004; Christian, 2004; Crowter, 2001; Ermer ve
Ploss, 2005; Gorog, 2007; Grdinic ve Vukovic, 2004; Gumustas ve Ozkan
2011; Haider, 2002; Hartman ve ark., 1998; Hibbert, 2007; ICH-Q2A, 2005;
ICH-Q2B, 2005; Konieczka, 2007; Lee, 2004; Majcen, 2003; Prichard ve
Barvick, 2007; Riley ve Rosanske, 1996; Shabir, 2003; Snyder ve ark., 1997;
Switaj-Zawadka ve ark., 2005; Thompson ve ark., 2002 ve Van Locco ve
ark., 2002; Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.2. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik analit derisiminin bir fonksiyonudur ve sinyallerin grafiksel olarak

yorumlanmasi ile belirlenir. Egim (m), kesisim (n) ve korelasyon (R?) katsayisi

dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Bu parametreler analit derisiminin 6l¢iilen sinyallere kars1 regresyon analizleri

kullanilarak matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisinin

0,999 ve tizerinde olmasi durumunda saglanmis demektir.
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Dogrusalligi belirlemek i¢in stok ¢ozeltiden en az 5 farkli derisim hazirlanir ve
analiz sonuglar1 ¢ozelti derisimlerine karsi grafige gecirilir. Grafige gecirilen
noktalar bulunan egilim ¢izgisi iizerine denk gelmeli veya ¢ok yakinindan
gecmelidir. Boylelikle r veya R? degerleri de 1’e yaklagmis olur. Dogrusallik
sonuclart raporlanirken egim ve kesisim degerlerinin % BSS’leri veya standart

hatalar1 da hesaplanarak verilmelidir.

Aralik ise dogrulugu ve duyarlig1 yeterli kabul edilen bir yontemin gecerli
oldugu alt ve iist sinirlar arasinda yer alan derisim aralig1 olarak adlandirilmaktadir.
Her nicel yontemde ¢aligma araligi mutlaka belirlenmelidir. Genellikle ¢aligmalarda
en iyi performansi veren calisma araligi hedeflenen seviyelerin % 50’si ile % 150’si
arasindadir (Ozkan, 2012; Gumustas ve Ozkan, 2011 ve Ozkan ve ark., 2015;
Glimiistas, 2016).

2.2.4.2.3. Teshis Simir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Simir1 (TAS, LOQ)

Bir numune i¢inde analizi yapilacak bilesenin (analit) teshis edilebilen, ancak
kabul edilebilir bir belirsizlikle miktar tayini yapilamayan en diigiik derisimi TS
olarak ifade edilir. TAS ise dogru bir sekilde tayin edilebilen cevabi veren en kiiciik
analit derisimini ifade eder. Bu degerler birkag yolla bulunabilir veya hesaplanabilir.
Bunlar, gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve cevabin standart sapmasi ve

egim kullanilarak hesaplanmasi yontemleridir.

Gorsel yontem ile hazirlanabilecek en diisiik derisimdeki ¢ozelti hazirlanir ve
sisteme enjekte edilir bu islem bilesenin sinyalinin belirdigi fakat alan okumasinin

yapilamadig1 en diisiik seviyenin saptanmasina kadar devam eder.

Ikinci ydntem icin yapilan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki
sinyal/glirilti oranlar1 kullanilir. Bunun i¢in analitin bilinen diisiik derisimdeki

cozeltilerinden elde edilen cevaplar, sahit (kor) ¢ozelti cevaplari ile karsilastirilir.
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Sinyalin giiriiltiiye oraninin 3 oldugu derisim TS ve 10 oldugu derisim TAS olarak
kabul edilir.

Esitlik 2.3. ve esitlik 2.4’de s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon
dogrusunun egimini ifade etmektedir. Bu esitlikler ayn1 zamanda egri fonksiyonuna
bagli olarak TS, TAS ve duyarlilik arasindaki iliskiyi de gostermektedir (Gumustas
ve Ozkan, 2011 ve Ozkan, 2012; Glimiistas, 2016).

TS = 222 (Esitlik 2.3.)
10x s  q-
TAS = . (Esitlik 2.4)

2.2.4.2.4. Kesinlik

Analiz  i¢in  gelistirilen yOntemin gercek c¢alisma  kosullarindaki

tekrarlanabilirliginin 6l¢iisiidiir. Kesinlik sonuglar1 % BSS olarak verilmelidir.

Kesinlik ii¢ agsamada incelenir:

e Enjeksiyonlar arasi tekrarlanabilirlik (tekrar edilebilirlik),
e Orta kesinlik,
e Tekrar elde edilebilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa siirelerde ayn1 numune veya ¢ozeltiler kullanilarak ayni
sartlar altinda elde edilen kesinlik parametresidir. Ayrica enjeksiyonun
tekrarlanabilirligi olarak da adlandirilir. Elde edilecek % BSS degeri < 1.0 olmalidir.
Bu deger eser element analizlerinde, biyolojik numunelerde ve safsizlik tayinlerinde

% 5’e kadar kabul edilebilir seviyededir.
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Orta kesinlik, laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar1 belirtmektedir. Calismalar
arasi, deneyler arast veya giin i¢i kesinlik olarak da tanimlanabilir. Analit ¢ozeltisi
ayni giinde ve/veya farkli analizciler tarafindan hazirlanir. Hazirlanan ¢6zeltilerin her
birinden en az 3’er defa dl¢iim yapilir. Orta kesinlik sonuglari %BSS kullanilarak
ifade edilir ve % BSS < 2 olmalidir. Eger biyolojik numunelerle ¢aligiliyorsa bu

kesinlik derecesini veren % BSS degerleri % 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

Tekrar elde edilebilirlik, yontemlerin farkli sartlarda, farkli giinlerde, farkl
laboratuvarlardaki kullaniminin kesinligini belirtir. Tekrar elde edilebilirlik kriteri %
BSS <2 olmalidir. Ancak safsizlik veya eser madde analizlerinde bu oran % 10-15’e

kadar kabul edilebilir seviyededir (Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, validasyon ¢alismalarinin en zor ve en O6nemli pargasidir. Analiz
sonucu elde edilen degerin gercek (referans) degere ne kadar yakin oldugunun
Olctistidiir. Dogruluk sonuglar1 ortalama % geri kazanim cinsinden ifade edilir.
Ortama ilave edilen saf maddenin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri
alinabildiginin gostergesidir. Geri kazanim ¢alismalar1 en az 3 degisik derisimde
yapilir; bunlar genellikle hedef degerin % 25, % 50 ve % 100’line esdeger olacak
derisim degerleri secilerek kullanilir. Secilen herbir derisim degeri i¢in en az 5
tekrarli analiz yapilmalidir ve bunun sonucunda geri kazanim sonuglar1 % 100’iine

kadar yakinsa yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir.
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Dogruluk bir takim yaklasimlarla saptanip, gosterilebilir. Bunlar:

e Kesin dogrusallik ve segicilik,

e FElde edilen sonuglarin, gegerli ve bagimsiz baska bir yontem ile
kiyaslanmasi,

e Analizi yapilacak ger¢ek numuneye uygulanmasi,

e Ila¢c numunesine veya matris ortamina etken maddeyi standart ekleme ile

ilave edip, geri kazaniminin bulunmasidir.

Kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi: Matriks etkisi olan
numunelerle ¢alisildigi zaman tercih edilir. Analitin bos ortama farkli derisimlerde
eklenmesiyle gerceklestirilir. Bu analizlere 6rnek olarak ila¢ etken madde analizleri
icin, etken madde icermeyen fakat yardimci maddelerin oldugu ortam kullanilabilir.
Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her derisim
degerinde en az 3’er Ol¢iim yapilir. Bu islemlerin sonuglar1 % geri kazanim olarak
ifade edilir ve % BSS ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber raporlanir.
Referans standart bir yontem kullanarak sonuclarin kiyaslanmasi: Gelistirilen analiz
yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er ol¢iim alinir ve bu degerler % geri kazanim
degerlerine cevrildikten sonra timi bir araya getirilir. Her iki yonteme ait analiz
sonuglar istatistiksel olarak kiyaslanir. Bu islem yapilirken Student t ve F testleri
kullanilir. t testi ile iki yontemle elde edilen sonuglarin ortalamalar1 arasindaki
farklar, F testi ile de standart sapmalar arasindaki farklar karsilagtirmali olarak rapor
edilir. Bulunan degerler, teorik degerler ile karsilastirilir, karsilagtirma sonucunda
hesaplanarak elde edilen degerler cizelgede yer alan teorik degerlerden kiigiik veya
bu degere yakin ise gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem
kadar hassas oldugu kanisina varilir. Sonuclarin ortalamalari, asagidaki esitliklerde
goriilen % bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile

beraber verilir.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Bos bir matriks bulunmayan
durumlarda bu yontem siklikla tercih edilir. Analizi yapilacak maddenin bilinen ve

farkli miktarlar1 matriks icerisinde yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha once
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tayin edilmis ayni maddenin iizerine ilave edilir. Asil numunedeki etken madde
derigimi deney verilerinden matematiksel olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100
oraninda madde ilave etmek iyi bir yaklasimdir. Genellikle, katki maddelerinin ve
yardimcr maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin ortalamalar1, %

BSS ve/veya % BH ile beraber raporlanir (Giimiistas, 2016).

% BSS = = x 100 (Esitlik 2.5.)
% BH = 22=% x 100 (Esitlik 2.6.)
2.2.4.2.6. Saglamhk

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak
degisimlerden etkilenmeden uygulanabilmesinin gostergesidir. Bu parametreler
organik ¢oziicii yilizdesi, pH, iyonik gii¢, dalga boyu, akis hizi ve sicaklik gibi
etkenlerdir (Giimiistas, 2016).

2.2.4.2.7. Tutarhhk

Tutarlilik, kullanilan yontemin gergek pratik kosullar altinda tekrar
edilebilirliginin saptanmasidir ve tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik gibi
degerlerle de yakindan alakalidir (Heyden ve Massart, 1996). Bunun i¢in ¢alisma,
ayni laboratuvarda bulunan farkli analizciler, farkli cihazlar tarafindan
gerceklestirilmelidir. Bunun yaninda kullanilan reaktif ve ¢oziiciilerin markalarinin
ve iiretim serilerinin degistirilmesi gibi normal analiz kosullarinin degistirilmesi,
aynt marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.
Ozellikle yontemin farkli bir laboratuvarda gerceklestirildigi durumlarda bu
parametre son derece dnemlidir ve elde edilen sonuglar % BSS degeri ile ifade edilir

(Ozkan, 2012; Giimiistas, 2016).
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2.2.4.2.8. Stabilite

Bu parametre genellikle ¢alisilan analitlerin kararlilig: ile alakalidir. Analitin
farkli kosullar altinda ne kadar siire kararli kalabildigini bize gosterir. Stabilite
calismalar1 sonucunda ydntemin segiciligi de tekrar denenmis olur. Ozellikle
meydana gelebilecek bozunma {irlinlerinin etken madde yaninda tayin edilebildiginin

bir gostergesidir. 4 farkli sekilde stabilite ¢calismalar1 yapilabilmektedir:

e Kisa sureli stabilite
e Uzun sureli stabilite
e Dondurma-¢6zme stabilitesi

e Hizlandirilmis bozundurma ¢alismalari

Kisa siireli stabilite calismalarinda farkli derisim seviyelerinden alinan 6rnekler
oda sicakliginda ¢oziiliir ve 4-24 saat araliginda bu ortamda kalmasi saglanir. Bu

islem sonrasinda sonuglar taze hazirlanmis ¢ozelti ile karsilastirilir.

Uzun siireli stabilite ¢alismalarinda kullanilan etken maddenin ne kadar siire
kararli kaldig: 6l¢iiliir. 3, 6 ve 12 aylik zaman dilimlerinde dlglimler alinir ve taze

¢oOzelti sonuglari ile karsilastirilir.

Dondurma-¢ézme stabilitesi {ic dongii iizerinden gergeklestirilir. Ug farkli
derisimdeki ¢ozeltiler istenilen sicaklikta 24 saat siire ile dondurulur. Daha sonra
kendiliginden ¢oziilmesi i¢in beklenir ve bu islem 2 defa daha tekrarlandiktan sonra

analiz yapilarak sonuglar karsilagtirilir.

Hizlandirilmis bozunma c¢alismalar1 kullanilarak etken maddenin hizli bir
bicimde bozulmasi saglanir ve bu sayede safsizliklarin veya bozunma sonucu olusan

iiriinlerin analize etkisi incelenir (Glimiistas, 2016).
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3. BULGULAR

3.1. Abakavir, Lamivudin ve Zidovudin Maddeleri i¢in Gelistirilen HILIC

Yontemine Ait Analiz Bulgular:

3.1.1. HILIC Yonteminin Optimizasyonu

ABC, ZDV ve LMV maddelerinin es zamanli olarak HILIC yontemiyle analizi
icin en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesine hareketli faz bilesiminin
denemeleriyle baslanmistir. Daha sonra hareketli fazin bileseni olan tampon
¢Ozeltinin molarite degisiminin analiz sonucuna etkisini inceleme c¢aligmalar
yapilmistir. Farkli sabit fazlar denenerek sabit fazin fonksiyonel grubunun ve partikiil

boyutlarin etkisi incelenmistir.

3.1.1.1.Hareketli Fazdaki Organik Coziicii ve Tampon Cozeltinin Yiizdelerinin

Belirlenmesi

HILIC yonteminde, SUT paremetrelerine bagli olarak 1iyi bir ayrim
yapilabilmesi i¢in ACN ve su yiizdesi son derece dnemlidir. En uygun ACN oraninin
bulunabilmesi i¢in hareketli fazin organik ¢oziicii icerigi hacimce % 80, 85, 88, 90,
92, 95 ve 98 olarak degistirilmistir. Bu ¢alismalar Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm
x 2,6 um) kolonda 25 °C’de 1 mL dk™ akis hiz1 ve 10 uL enjeksiyon hacmiyle

yapilmistir. Tampon ¢ozelti olarak 20 mM amonyum asetat kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 25 °C, 1 mL dk™ akis hizi,

pH: 6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon - 20mM Amonyum
asetat (h/h) (80/20) (a), (85/15) (b), (88/12) (c), (90/10) (d), (92/8) (e), (95/5) (f)

ile yapilan caligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.1. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 25 °C, 1 mL dk™

akis hizi, pH: 6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon - 20mM
Amonyum asetat (h/h) (80/20) (a), (85/15) (b), (88/12) (c), (90/10) (d), (92/8) (e),

(95/5) (f) ile yapilan galigmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.1. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 25 °C, 1 mL dk™
akis hizi, pH: 6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon - 20mM
Amonyum asetat (h/h) (80/20) (a), (85/15) (b), (88/12) (c), (90/10) (d), (92/8) (e),

(95/5) (f) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.1. Sistem uygunluk testlerine gore hareketli faz bilesiminin karsilastirilmasi

Hareketli ZDV ABC LMV

Pz AN @ N ta(d) N Re a t@d N Rs a
%80 1,62 6757 198 10023 4409 3084 205 11038 1266 1,192
%85 1,68 7392 217 9224 5836 3645 234 10983 1881 1,248
%88 1,71 7891 236 9270 7374 4.67 261 11621 2,56 1,202
%90 1,74 7999 257 8908 8852 4441 293 11884 3358 1,34
%92 1,78 859 293 8302 11193 5802 343 11832 3873 1,353
%95 1,85 9872 412 7518 17,066 8301 515 11178 5343 1397
%98 1,97 11998 1429 10608 39,216 3289 17,39 11280 498 1,236

3.1.1.2.Tampon Cozelti Molaritesinin Belirlenmesi

Tampon ¢0zeltinin molaritesinin analize etkisini incelemek i¢in hareketli faz

bilesimi,

kolon,

sicaklik ve akis hizt

parametreleri

sabit tutularak artan

konsantrasyonlarda amonyum asetat tampon ¢dzeltisi kullanilarak caligmalar

yapilmuistir.
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Sekil 3.2. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon, 25 °C, 1mL dk™* akis hiz1

pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- (5 mM) (a), (10 mM)
(b), (20 mM) (c), (40 mM) (d), (50 mM) (e), (100 mM) (f) Amonyum asetat (h/h)
(80/20) ile yapilan calismalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.2. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon, 25 °C, 1mL dk™

akis hiz1 pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- (5 mM) (a),
(10 mM) (b), (20 mM) (c), (40 mM) (d), (50 mM) (e), (100 mM) (f) Amonyum
asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.2. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon, 25 °C, 1mL dk™

akis hiz1 pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- (5 mM) (a),
(10 mM) (b), (20 mM) (c), (40 mM) (d), (50 mM) (e), (100 mM) (f) Amonyum
asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.2. Sistem uygunluk testlerine gore tampon ¢dzelti molaritesinin karsilastirilmasi

Tampon ZDV ABC LMV

M%‘I’;flltg o W@ N R a w@) N R a K@) N Ry a
5mM 164 6871 - - 202 7352 309 442 209 11487 112 0,91
10mM 164 6721 - - 203 8771 449 322 210 10699 109 114
20mM 162 6757 - - 108 10023 440 3084 205 11038 126 1,192
AOmM 163 6774 - - 106 8535 401 292 209 9727 154 1,26
50mM 163 6657 - - 195 8710 381 285 210 10178 181 1731
100mM 165 6548 - - 200 7959 326 246 210 9921 2,61 148

3.1.1.3. Sabit Fazin Se¢imi

Hareketli faz bilesimi ve tampon ¢ozelti molaritesi belirlendikten sonra kolon

(sabit faz) sicakligi, akis hizi ve enjeksiyon hacimleri sabit tutularak 4 farkli kolonda

denemeler yapilmistir. Bu kolonlarin 6zellikleri secilirken partikiil boyutunun, farkl

paketleme materyallerinin ve kolon uzunlugunun analiz sonuglarina etkisini

inceleyebilmek esas alinmistir.
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Sekil 3.3. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon(a), Kinetex HILIC (150 mm x
4,6 mm x 5 um) kolon(b), XBridge HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,5 um) kolon(c),
ZIC HILIC (250 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon(d), 25°C, 1mL dk‘akis hiz,
pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 100 mM Amonyum
asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.3. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon(a), Kinetex HILIC
(150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon(b), XBridge HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,5
um) kolon(c), ZIC HILIC (250 mm x 4,6 mm x 5 um) kolon(d), 25°C, 1ImL dk
‘akis hiz1, pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 100 mM
Amonyum asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.3. Sistem uygunluk testlerine gore kolonlarin karsilagtirilmasi

ZDV ABC LMV
ok B(Z?Sl t t t
R R R
Kinetex HILIC
(150 mm x 4,6 108 1,65 6548 - 2,00 7959 326 246 2,10 9921 261 148
mm X 2,6 um)
Kinetex HILIC
(150 mm x 4,6 52 159 5977 - 187 6359 312 239 2,12 8489 263 1,51
mm X 5 um)
XBridge HILIC
(150 mm x 4,6 110 1,98 9456 - - - - - - - - -
mm X 2.5 um)
ZIC HILIC
(250 mm x 4,6 89 3,09 6964 - 325 7010 1,05 1,44 4,15 7813 524 273
mm x 5 um)

3.1.1.4. Kolon Sicakhiginin Belirlenmesi

HILIC y6nteminin ayrim mekanizmasinda sicakli§in analiz sonuglarina etkisini

incelemek icin deneysel tiim parametreler sabit tutularak artan sicakliklarda analizler

yapilmistir.
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Sekil 3.4. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 25°C (a), 35°C (b), 45°C (c)
1mL dk* akis hizi, pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon-

100 mM Amonyum asetat
kromatogramlar

(h/h)  (80/20)

ile yapilan caligmalara ait
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Cizelge 3.4. Sistem uygunluk testlerine gore kolon sicakliklarinin karsilastiriimasi

Kolon ZDV ABC LMV
Sicaklig ) N Rs a t@) N Rs @« @) N R a
25°C 165 6548 - - 200 7959 326 246 2,10 9921 261 148
35°C 1,65 6501 - - 201 7809 294 241 210 9978 263 154
45°C 164 6398 - - 201 7866 2,86 240 209 10075 263 1,52

3.1.1.5. Farkh Tampon Cozeltilerin Analizleri

Daha onceki calismalarda tampon ¢ozelti olarak amonyum asetat ¢ozeltisi
kullanilmistir. Tez g¢alismalarmin bu asamasinda tampon c¢ozelti tiirliniin analiz
sonuclarina etkisini incelemek i¢in tiim deneysel parametreler sabit tutularak

amonyum asetat ve amonyum format ¢ozeltileri ile analizler yapilmistir.
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Sekil 3.5. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 1mL dk™ akis hizi, pH:6,68,
280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 20 mM Amonyum asetat (a),
100 mM Amonyum format (b) (h/h) (80/20) ile yapilan calismalara ait

kromatogramlar
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Cizelge 3.5. Sistem uygunluk testlerine gore tampon ¢ozelti tiirlerinin karsilagtirilmasi

Tampon Zbv ABC MY
Cozelti tn (dK) N Rs @ tz (dK) N Rs a tr (dk) N Rs a
A”;:;Zt‘m 165 6548 - - 200 7959 326 246 210 9921 2,61 148
AMOMYUM 465 621 - - 2,05 7789 344 142 200 9875 2,09 142
format

3.1.1.6. Akis Hiz1 Optimizasyonu

Sabit faz se¢imi ¢alismalar1 sonucunda Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 5

um) kolonun 1 mL dk™ akis hizinda diger kolonlara gore daha diisiik basing degeri

sagladig1 goriilmiistiir. Analiz siiresini kisaltabilmek icin bu kolon da akis hiz1

denemeleri yapilmistir.
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Sekil 3.6. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 5 um)kolon, 0,5 mL dk™ (a), 0,75 mL dk™

(b), 1 mL dk™* (c), 1,25 mL dk™ (d), 1,56 mL dk™ (e), 2 mL dk™ (f) akis hizi,
pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 100 mM Amonyum
asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.6. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 5 um)kolon, 0,5 mL dk™ (a), 0,75

mL dk* (b), 1 mL dk™ (c), 1,25 mL dk™ (d), 1,5 mL dk™ (e), 2 mL dk™ (f) akis
hizi, pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 100 mM
Amonyum asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢aligmalara ait kromatogramlar
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Sekil 3.6. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 5 um)kolon, 0,5 mL dk™ (a), 0,75

mL dk™ (b), 1 mL dk™ (c), 1,25 mL dk™ (d), 1,5 mL dk™* (e), 2 mL dk™ (f) akis
hizi, pH:6,68, 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon- 100 mM
Amonyum asetat (h/h) (80/20) ile yapilan ¢alismalara ait kromatogramlar
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Cizelge 3.6. Sistem uygunluk testlerine gore akis hizlarinin karsilagtirilmasi

. ZDV ABC LMV
(mL dic) ((ST() N R a (élRo N R @ (éi) S B
05 318 11659 - - 373 10560 413 243 423 13957 347 154
075 213 8326 - - 249 8363 355 237 282 10884 306 153
1 159 5977 - - 187 6359 312 239 212 8489 2,63 151
125 128 4128 - - 150 4814 285 237 170 6591 223 151
15 106 2873 - - 124 3742 228 237 14 4537 198 151
2 079 2027 - - 093 2380 183 239 105 3061 163 153

3.1.1.7. pH Belirleme Calismalari

Belirlenen tampon ¢ozelti, kolon, akis hizi, sicaklik optimizasyonundan sonra
tampon ¢Ozelti pH’simin analiz sonucuna etkisi incelenmistir. Tampon ¢ozeltinin
pH’s1 asetik asit ile 5,50’a ayarlanarak ve sodyum hidroksit ile 7,78’e ayarlanarak pH

deneme c¢aligmalar1 yapilmaistir.
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Sekil 3.7. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 1 mL dk™ akis hiz1, pH:5,50
(a), pH:6,68 (b), pH:7,8 (c), 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN: Tampon-
100 mM Amonyum asetat (h/h) (80/20) ile yapilan c¢aligmalara ait
kromatogramlar
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Sekil 3.7. (devam) Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um)kolon, 1 mL dk™ akis hiz1,

pH:5,50 (a), pH:6,68 (b), pH:7,8 (c), 280 nm dalga boyu, hareketli faz: ACN:
Tampon- 100 mM Amonyum asetat (h/h) (80/20) ile yapilan caligmalara ait
kromatogramlar
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Cizelge 3.7. Sistem uygunluk testlerine gore pH degerlerinin karsilagtirilmasi

ZDV ABC LMV

H
PP 7@ N Rs « @) N R a (@ N Rs a

5,50 163 6395 - 193 7558 3,61 2,63 2,12 9823 226 1,40

6,68 165 6548 - 2,00 7959 3,26 2,46 2,10 9921 261 148

7,78 162 6452 - 1,89 7524 3,04 242 2,13 9879 2,83 1,56

Optimizasyon calismalar1 sonucu optimize edilen kosullar Cizelge 3.8° de

verilmigtir.

Cizelge 3.8. Optimize edilen kosullar

Parametre Optimize Edilen Kosullar
Kolon Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm X 2,6 um)
Hareketli faz bilesimi ACN: Tampon- 100 mM Amonyum asetat (h/h) (80/20)
pH 6,68
Sicaklik (°C) 25°C
Akis hizi (mL dk™Y) 1 mL dk™
Enjeksiyon hacmi (uL) 10 uL
Dalga boyu (nm) 280 nm

3.1.2. Sistem Uygunluk Testlerinin Sonuclar

Gelistirilen HILIC yontemi YBSK-FDD (Fotodiyot dizi dedektorii) sistemine
enjekte edilmistir. SUT parametreleri optimize edilen kosullarda hesaplanmis ve
Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. SUT parametreleri

Parametre ZDV ABC LMV
Alikonma zaman (t) 1,65 2,00 2,10
Kapasite faktorii (k) 0,14 0,38 0,45
Ayrim Giicii (Rs) - 3,26 2,61
Kolon etkinligi (N) 6548 7959 9921
Segicilik (o) - 2,46 1,48
Kuyruklanma faktorii (T) 0,71 0,88 0,90
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3.1.3. Hizlandirilmis Bozundurma Calismalarina Ait Sonuclar

Yontem  kalibrasyonu  c¢aligmalarindan  sonra  yontemin  segiciligini
belirleyebilmek i¢in TRIZIVIR® tablet formu iizerinden hizlandirilmis bozundurma
caligmalar1 yapilmistir. Bozundurma ¢alismalar1 tabletlerin ezilerek toz hale
getirilmesinden sonra belirli kosullara tabi tutularak yapilmistir. Bu kosullar tablet
¢oOzeltisinin 0,1 N HCI ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi, % 0,3’ lik
H.0, ile oksidasyon, toz maddenin 254 nm UV isik altinda bekletilmesi, toz
maddenin 80 °C’ de etiiv icerisinde bekletilmesi ve tablet ¢ozeltisinin 80 °C’ de sicak
su banyosunda bekletilmesidir. Sonuglar bozundurulmamig 50 ug mL™*' LMV’ye
esdeger tablet ¢ozeltisi ile karsilastirilmis ve yiizde bozunma olarak hesaplanmistir.
Hizlandirilmis bozundurma g¢aligmalar1 sonucunda muhtemel bozunma iiriinleri ile

birlikte etken maddelerinin es zamanli olarak analizinin yapilabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 3.8. Bozundurma kosullari: 3 saat sicak su banyosunda bekletme (a), 6 saat UV 151k
altinda bekletme (b), 12 saat etiivde bekletme (c), 12 saat 0,1 N HCI ile asit
hidrolizi (d), 12 saat 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi (e), 12 saat % 0,3’ likk H,O; ile
oksidasyon (f) analizlerine ait kromatogramlar
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Sekil 3.8. (devam) Bozundurma kosullari: 3 saat sicak su banyosunda bekletme (a), 6 saat

UV 1s1k altinda bekletme (b), 12 saat etiivde bekletme (c¢), 12 saat 0,1 N HCl ile
asit hidrolizi (d), 12 saat 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi (e), 12 saat % 0,3” lik
H,0; ile oksidasyon (f) analizlerine ait kromatogramlar
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Sekil 3.8. (devam) Bozundurma kosullari: 3 saat sicak su banyosunda bekletme (a), 6 saat

UV 151k altinda bekletme (b), 12 saat etiivde bekletme (c), 12 saat 0,1 N HCl ile
asit hidrolizi (d), 12 saat 0,1 N NaOH ile baz hidrolizi (e), 12 saat % 0,3” likk

H,0; ile oksidasyon (f) analizlerine ait kromatogramlar
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Sekil 3.9. Bozunma kosullarinda zamana bagli olarak etken maddelerin % bozunma
grafikleri; sicak su banyosunda bekletme (a), UV 1sik altinda bekletme (b), 80 °C
etiivde bekletme (c), 0,1 N HCI ile asit hidrolizi (d), 0,1 N NaOH ile baz
hidrolizi (e), % 0,3’ liik H,0, ile oksidasyon (f)
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Sekil 3.9. (devam)Bozunma kosullarinda zamana bagli olarak etken maddelerin %

bozunma grafikleri; sicak su banyosunda bekletme (a), UV 151k altinda bekletme
(b), 80 °C etiivde bekletme (c), 0,1 N HCl ile asit hidrolizi (d), 0,1 N NaOH ile
baz hidrolizi (e), % 0,3’ likk H,O, ile oksidasyon (f)
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bozunma grafikleri; sicak su banyosunda bekletme (a), UV 151k altinda bekletme
(b), 80 °C etiivde bekletme (c), 0,1 N HCl ile asit hidrolizi (d), 0,1 N NaOH ile
baz hidrolizi (e), % 0,3 liikk H,O, ile oksidasyon (f)
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3.1.4. Kalibrasyon Calismalarina Ait Sonuglar

Tez calismalarinin bu asamasinda her bir etken madde artan konsantrayonlarda
hazirlanip sisteme enjekte edilmistir. Analiz sonuglar1 ile kalibrasyon egrileri

olusturulmus ve yontem validasyonu ger¢eklestirilmistir.

406
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Sekil 3.10. Kalibrasyon sonuglari; Piklerin gelis sirasiyla ZDV, ABC ve LMV i¢in 5 (a), 10
(b), 20 (c), 40 (d), 50 () pg mL™

Cizelge 3.10. Kalibrasyon hesaplar1 sonucunda bulunan validasyon parametreleri

Validasyon Parametresi ZDV ABC LMV
Dogrusal aralik
) 0,5-100 0,5-100 0,5-100
(ug mL™)
Egim 12,86 22,70 17,31
Kesisim -4,04 1,65 -0,41
Korelasyon katsayisi 0,999 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 0,045 0,09 0,062
Kesisimin standart 238 432 314
hatas1
Teshis sinir1 (pug mL'l) 0,04 0,03 0,02
Tayin alt sinir1
i 0,12 0,09 0,08
(ug mL™)
Glin i¢i tekrar
edilebilirlik % BSS* 115 0,92 0,77
Giinler arasi tekrar 0,83 117 0,65

edilebilirlik % BSS*

*5 tekrarl analiz sonuglaridir
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3.1.3. Geri Kazamim Calismalarina Ait Sonuclar

Yontem optimizasyonu ve validasyonu tamamlandiktan sonra yontem {i¢ etken
maddenin bir arada bulundugu TRIiZIVIR® tablet numunesi analizleri i¢in de
kullanilmistir. Bu ¢alismalar standart maddelerin artan miktarlarda TRIZIVIR® tablet
tizerine (Sekil 3.11) in-vitro olarak ilave edilmesiyle yapilmistir. Geri kazanim
calismalarina ait sonuglar standart maddelerin kalibrasyon denklemlerinde yerlerine

yerlestirilerek hesaplanmistir. Geri kazanim ¢alismlariin sonuglar1 Cizelge 3.11°de

verilmistir.
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Sekil 3.11. Optimize edilen kosullarda tablet numunesi (a), tablet numunesi iizerine
eklenen % 25 oraninda etken madde ilavesi (b), tablet numunesi {izerine
eklenen % 50 oraninda etken madde ilavesi (c), tablet numunesi iizerine eklenen
% 100 oraninda etken madde ilavesi (d), tablet numunesi tizerine eklenen % 150
oraninda etken madde ilavesi (e) ile yapilan analiz sonuglarina ait
kromatogramlar
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Cizelge 3.11. Geri kazanim calismalarina ait sonuglar

ZDV ABC LMV
Bilinen miktar
. 20 20 10
(ugmL™)
Bulunan miktar
19,84 19,5 10,1
(ng mL")
BSS (%) 0,31 0,24 0,42
BH (%) 0,8 2,5 1,0
Ilave edilen miktar
. 5 5 2,5
(ngmL™)
Bulunan miktar
. 49 512 2,4
(ugmL™)
Geri kazanim (%) 98,0 102,4 96,0
Geri kazanima ait
BSS (%)* 0,46 0,79 0,83
Geri kazanima ait
BH (%) 2,0 -2,4 -4.0

*5 tekrarlt analiz sonuglaridir
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4. TARTISMA

1970’li yillarda karbonhidratlarin analizleriyle baslayan HILIC yontemi zaman
icerisinde niikleositlerin, insan ve bitki metabolitlerinin ve proteinlerinde
analizlerinde kullanilmaya baslandi. 1990’11 yillara gelindiginde HILIC ydnteminin

polar bilesiklerin ayriminda etkili oldugu anlasildi.

Polar olan ila¢ etken maddelerini ters faz yada normal faz sivi kromatografi
yontemleriyle analiz etmek zordur. Ciinkii polar bilesikler i¢in normal faz
yonteminde kullanilan ¢dziiciiler uygun degilken ters faz yonteminde ise sabit fazin
hareketli faza gore daha apolar olmasindan dolayr bilesikler kolonda tutunamadan

cikmaktadir.

Abakavir, lamivudin ve zidovudin etken maddelerinin analizleri igin
oncelikleri kimyasal 6zelliklerine bakilmistir. Bu etken maddelerin polarite degerini
belirten pK degerleri incelendiginde analizlerinde, HILIC y&nteminin
uygulanabilecegine karar verilmistir. U¢ etken maddenin HILIC ydntemiyle es
zamanlt analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin belirlenmesine oncelikle
hareketli fazdaki organik ¢Ozlici ve tampon yiizdelerinin belirlenmesiyle
baslanmugtir. Literatiir aragtirmalar1 sonucu tampon ¢6zelti olarak amonyum asetat ve
karakteristik  Ozelliklerinde dolay1 organik ¢oOziicii olarak asetonitrile karar
verilmistir. Baslangigta 20 mM olarak hazirlanan amonyum asetat ¢ozeltisi ile saf
asetonitril gradiyent olarak sisteme verilmistir. Asetonitril yiizdesi sirasiyla 80, 85,
88, 90, 92, 95, 98 oranlarinda denenmistir. Analizler sonucu artan asetoniril orani ile
analiz siiresinin, ayrim giiciiniin ve kolon etkinliginin arttig1 goriilmiistiir (Cizelge
3.1.). Ayrica organik ¢0Oziicli yiizdesinin artmasi ile analiz siiresinin uzamasi
arasindaki iligkinin ters faz sivi kromatografi yonteminde oldugu gibi HILIC

yonteminde de gecerli oldugu goriilmiistiir.
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Tampon ¢ozelti molaritesinin analiz sonucuna etkisini inceleme ¢aligmalart 5,
10, 20, 40, 50 ve 100 mM olarak hazirlanan amonyum asetat tampon ¢ozeltilerinin
yiizde 20 sisteme enjekte edilmesiyle yapilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde
(Cizelge 3.2.) konsantrasyon miktari arttik¢a analiz siiresi degismeksizin abakavir ve

lamivudin etken maddelerinin birbirinde daha iyi ayrildig1 anlagilmastir.

HILIC yontemi analizlerinde hareketli fazin su igerigi % 2 ile % 30 oraninda
degisebilmektedir. Tez calismalarimiz sirasinda tampon ¢ozeltinin orant % 30’a
kadar arttirllmis fakat bu degerlerde pik sekilleri bozulmus ve piklerde
kuyruklanmalar baglamistir.

Tampon ¢ozelti molaritesi ve organik ¢oziicii ile tampon ¢ozelti yiizdelerinin
belirlenmesi calismalar1 sonucunda hem kabul edilebilir degerlerde ayrim saglamak
hem de daha az organik atik kullanmak amaciyla hareketli faz bilesimi asetontril:

100 mM-amonyum asetat (80:20,h/h) olarak belirlenmistir.

Gelistirilen yontemde hareketli faz bilesimi ve tampon ¢oOzelti molaritesi
belirlendikten sonra kolon (sabit faz) sicakligi, akis hiz1 ve enjeksiyon hacimleri sabit
tutularak 4 farkli kolonda denemeler yapilmistir. Bu kolonlarin 6zellikleri segilirken
partikiil boyutunun, farkli paketleme materyallerinin ve kolon uzunlugunun analiz

sonuclarina etkisini inceleyebilmek esas alinmustir.

Gelistirilen HILIC yonteminde dort farkli sabit faz (kolon) denenmistir. Kolon
denemeleri 6ncelikle kolon dolgu maddelerinin tanecik boyutunun analiz sonuglarina
etkisinin karsilagtirilmasiyla baglamistir. Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6
um) ve Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm X 5 um) kolonlar1 denenmistir. 2,6 um
tanecik boyutuna sahip kolonda, hareketli fazin sabit faz ile etkilesim alan1 biiytidiigii
icin kolon etkinligi ve hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi i¢in sistem
basincinin arttigi goriilmiistiir (Cizelge 3.3). Bir sonraki denemede Kinetex HILIC
(150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) kolon ile XBridge (150 mm x 4,6 mm x 2,5 um) kolon
karsilastirilmistir. Bu deneme sonucu, kolon boyutlarinin ayni olmast durumunda bile

kolon paketleme materyallerinin farkli olmasinin analizi siiresini ve ayrimi nasil
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etkiledigi gorilmiistiir (Cizelge 3.3). Daha sonra farkli boyutlara ve paketleme
malzemelerine sahip ZIC HILIC (250 mm x 4,6 mm X 5 um) kolon denenmis ve
analizler i¢in en uygun kolonun Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6 um) veya

Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm X 5 um) olabilecegi anlagilmistir.

Ters faz yonteminde kolon sicakligin degismesi analiz siiresi, pik sekli gibi
parametrelere etki ederken HILIC yonteminde bu etki goriilmemektir. Clinkii ters faz
yonteminin mekanizmasinda sicaklik degisimlerinin etkisi entalpi ile agiklanirken
HILIC yonteminin mekanizmasinda sicaklik degisimlerinin etkisi entropi ile
agiklanmaktadir. Kolon sicakligi denemeleri 25 °C, 35 °C ve 45 °C’de yapilmustir.
Analizler sonucu ii¢ degerde de ayn1 analiz siiresi ve birbirne yakin degerlerde ayrim
glici ve etkinlik sagladigi goriilmiistiir (Cizelge 3.4). Fazladan enerji harcamamak

icin kolon sicakligina 25 °C olarak karar verilmistir.

HILIC yonteminde en ¢ok kullanilan tampon ¢ozeltiler amonyum asetat ve
amonyum format tampon ¢ozeltileridir. Optimizasyon asamasinda amonyum asetat
ile yapilan calismalar amonyum format iginde tekrarlanmistir. Ayni deneysel
kosullarda amonyum asetat ¢ozeltisinin kullanilmasi amonyum format ¢o6zeltisine
gore daha 1yi ayrim sagladigi i¢in (Cizelge 3.5.) tampon ¢o6zelti olarak amonyum

asetatin kullanilmasina devam edilmistir.

Kolon denemeleri sirasinda 1 mL dk™ akig hizinda yapilan deneylerde Kinetex
HILIC (150 mm x 4,6 mm X 2,6 um) kolonda 108 bar basing gozlenirken Kinetex
HILIC (150 mm x 4,6 mm x 5 um) kolonda 52 bar basing gézlenmistir. Akis hizi
arttirtlarak analiz siliresinin kisaltilmasi diisiiniilmiis ve Kinetex HILIC (150 mm x
4,6 mm x 5 um) kolonda 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5 ve 2 mL dk? akis hizlarinda
denemeler yapilmistir. SUT paremetrelerinin kabul degerleride dikkate alindiginda 2
mL dk™ hizinda 1,05 dakika gibi kisa bir siirede ii¢c maddeninde analiz edilebilecegi
gorilmiistiir. Fakat ¢alismalarin bir sonraki asamasi olan bozunma c¢aligsmalarinda
olas1 bozunma {irtinlerinin etken maddelere girisim yapmasin1 engellemek ve daha
etkin sonuglar verdigi i¢in analizler i¢in Kinetex HILIC (150 mm x 4,6 mm x 2,6

um) kolon uygun goriilmiistiir.
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Optimizasyon caligmalarinin son agamasinda tampon ¢dzelti pH’sinin analiz
sonucuna etkisine bakilmistir. Tampon c¢ozeltinin pH’s1 asetik asit ile 5,50’a
ayarlanarak ve sodyum hidroksit ile 7,78’¢ ayarlanarak pH deneme c¢alismalari
yapilmistir. Analiz sonuglarina bakildiginda ii¢ farkli pH’da analiz siiresinin ve ayrim
giiclerinin ¢ok degismedigi gozlendigi i¢in tampon ¢dzeltinin pH’sinin degismemesi

uygun gorilmistiir.

Gelistirilen HILIC yonteminin optimizasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra
sistem uygunluk parametreleri belirlenmis olup bulunan parametreler dogrultusunda
(Cizelge 3.9) yontemin uygulanabilir oldugu kanitlanmistir ve optimizasyon

calismalar1 sonunda yontem validasyonu asamasina gegilmistir.

Tablet numunesi iizerinden bozundurma iirlinlerinin analize etkisini incelemek
icin bozundurma c¢aligsmalar1 yapilmistir. Sekil 3.9’ da goriildiigli iizere tablet
numunesi hafif stres kosullar1 (0,1 N HCI ile asit hidrolizi, 0,1 N NaOH ile baz
hidrolizi, % 0,3’ lik H,0; ile oksidasyon), sicak su banyosunda bekletme, UV 1s1k
altinda bekletme ve 80 °C etiivde bekletme kosullarma tabi tutulmustur. Sicak su
banyosunda bekletme, UV 1sik altinda bekletme ve 0,1 N HCI ile asit hidroliz
kosullarinda maddelerin neredeyse bozunmadigi fakat diger kosullarda belirli
oranlarda bozundugu goriilmiistiir. Analizler sonucu 6 farkli bozunma ortaminda da
bozunma iirlinleri etken maddelere girisim yapmamistir. Bu ylizden gelistirilen
yontem etken maddelerin muhtemel bozunma {iriinleri ile birlikte analizi i¢inde

uygundur.

Gelistirilen HILIC yonteminin gegerliliginin kanitlanabilmesi i¢in gerekli olan
yontem gecerlilik testlerinin parametreleri secilmis ve parametrelerin gecerlilik
kriterleri dikkate alinmistir. Bu amagcla, validasyon calismalarinin, dogrusal aralik,
duyarhilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik gibi parametreleri bulunduktan

sonra istatiksel olarak degerlendirilmeleri yapilmistir.

92



Gelistirilen yontemin dogrulugunun bulunmasi i¢in ii¢ etken maddenin bir
arada bulundugu farmasotik dozaj formu iizerine ilave edilen etken maddeler ile geri

kazanim calismalar1 yapilmis ve gerekli parametreler hesaplanmistir (Cizelge 3.11).

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu {i¢ etken maddeninde es zamanli olarak
analizinin oldugu c¢alisma sayisinin az oldugu goriilmiistiir. Literatiir ¢alismalari
kisminda ii¢ etken maddenin veya bunlarda ikisinin es zamanli olarak analizinin
yapildig1 caligmalara yer verilmis ve yontem bunlarla kiyaslanmistir. Gelistirilen
HILIC y6nteminin sonucu daha 6nce yapilmis olan (Kromdijk ve ark, 2013; Reddiah
ve ark, 2012; Santhosam ve ark, 2013; Bartlett ve ark, 2005; Palavan ve ark, 2013;
Prashanthi ve ark, 2016; Sudha ve ark, 2010; Rao ve Raja, 2011; Rao ve ark, 2010;
Kumar ve ark, 2010; Ozkan ve ark, 2007; Ozkan ve Uslu, 2002; Sekar ve Azhaguvel,
2005 ve Gras ve ark, 2012) calismalartyla kiyaslandiginda analiz siiresinin kisaldigi
goriilmiistiir. Yontemimiz ve caligmalar (Santhosam ve ark, 2013; Palavan ve ark,
2013; Prashanthi ve ark, 2016; Rao ve ark, 2010 ve Kumar ve ark, 2010) kolon etkinligi
acisindan kiyaslandiginda daha iyi sonuglar vermektedir. Ters faz sivi kromatografisi ve
HILIC yontemi kiyaslandiginda kolonda alikonan maddelerin eliisyon siralart terstir.
Tez calismast ve Ozkan ve ark, 2007 calismasi karsilastinldiginda da bu durum
kanitlanmis olmaktadir. Ayrica yontemde % 80 oraninda asetonitril kullanildigi halde
Santhosam ve ark, 2013; Prashanthi ve ark, 2016 ve Sudha ve ark, 2010 ¢alismalaria
gore daha az organik ¢oziicli sarfiyati gergeklestirilmistir. Bu ylizden yodntemin

cevreci bir yontem oldugu da diisiiniilmektedir.

Abakavir, lamivudin ve zidovudin tayini i¢in gelistirilen HILIC yontemi ti¢
etkenin bir arada bulundugu farmasé6tik dozaj formuna da uygulanmistir. Yardimcei
maddelerin ve safsizliklarin yonteme bir etkisinin olup olmadig1 incelenmis ve sonug

olarak bu maddelerin analiz iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak abakavir, lamivudin ve zidovudin etken maddelerinin es zamanl
olarak HILIC yéntemi ile analizi Kinetex HILIC (150x4,6m; 2,6um) kolonda, 25 °C
kolon sicakliginda ve 1 mL dk™ akis hizinda gerceklestirilmistir. Kullanilan hareketli
fazin icerigi asetonitril: 100 mM amonyum asetat tamponu, 80: 20 (h/h) dir. Calisma
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yapilan dalga boyu 280 nm olarak se¢ilmis ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Bu
kosullarda; abakavir, lamivudin ve zidovudin’in alikonma zamanlar1 sirasiyla 2,00,
2,10 ve 1,65 dakika olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemde iic madde iginde
dogrusal olarak 0,5-100 pug mL™?, abakavir, lamivudin ve zidovudin i¢in teshis siniri
sirastyla 0,03, 0,02, 0,04 pg mL?, tayin alt sinir1 ise kabul edilen % BSS sinirlari
icinde (< %2) sirastyla 0,09, 0,08 ve 0,12 pg mL™ olarak bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda AIDS tedavisinde kullanilan abakavir, lamivudin ve
zidovudin etken maddelerinin yeni nesil HILIC kolonlar kullanilarak YBSK yontemi ile
analizleri i¢in gerekli parametreler bulunmus ve bu parametrelere bagl olarak da es
zamanh analizleri yapilmistir. Bu amagla hareketli faz organik ¢6ziicii yiizdesi, tampon
¢ozelti molaritesi, kolon, akis hizi, sicaklik ve pH kullanilarak analizler i¢in en iyi kosullar
belirlenmistir. Ayrica yeni nesil HILIC kolonlarin polar bilesiklerin ayrimi igin iyi bir

alternatif olduguna tez kapsaminda deginilmistir.

Tez konusu se¢iminden Onceki literatiir taramalarinda abakavir, lamivudin ve
zidovudin iceren farmasotik preparatlarin analizi ile ilgili ¢alismalarin mevcut oldugu
gorlilmiistiir. Ancak onceki ¢alismalarda bu maddelerin HILIC kolonlarla yapilan hig bir
calismasma rastlanmamistir. Optimizasyon ve validasyon islemleri tamamlanarak
gelistirilen yontemimizde literatiirdeki bir¢ok analiz yontemine gére daha iyi ve etkin bir
ayrim ve daha iy1 geri kazanim, teshis smir1 ve tayin alt sinir1 degerleri elde edilmistir.
Hesaplanan validasyon parametreleri dogrultusunda ise gelistirilen yontemin dogru,

duyarli, kararl bir yontem oldugu sdylenebilmektedir.

Ters faz sivi  kromatografisi kolonlar1 ile yeni nesil HILIC kolonlar
karsilastirnldiginda yeni nesil HILIC kolonlar polar bilesiklerin analizlerini kisa siirede
gergeklestirerek, sicaklik ve pH gibi deneysel parametrelerin degistirilmesine gerek

duyulmaksizin, daha etkin bir ayrim ve daha hasas tayin saglamaktadur.

Sonug olarak bulunan veriler dogrultusunda, abakavir, lamivudin ve zidovudin etken
maddelerinin es zamanl analizi i¢in hizli, duyarl, kesin, kolay uygulanabilir, dogru,
ekonomik ve herhangi bir 6n ayirma islemi gerektirmeyen analiz yontemi gelistirilmisgtir.
Gelistirilen analiz yonteminin farmasotik dozaj formundan bu maddelerin es zamanl

analizine basarili bir sekilde uygulanabilir oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir.
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OZET

Yeni Nesil HILIC Kolon Kullamlarak Bazi Antiviral flaclarin Farmasétik Dozaj
Sekillerinden Sivi Kromatografisi Ile Analizi

Bu projenin amaci AIDS tedavisinde kullanilan ilag etken maddelerinden abakavir,
lamivudin ve zidovudin’in tayini i¢in yeni nesil HILIC kolonlar1 kullanilarak bir sivi
kromatografik yontem gelistirmektir. Bu sebeple, ¢esitli sabit fazlar denenerek maddelerin
ayirimlarn igin en iyi sabit faz belirlenmistir. Diger taraftan farkli hareketli faz
kompozisyonlari, farkli derisimlerde tampon ¢ozeltiler, sicaklik, akis hiz1 etkileri gibi deney
sartlar1 da optimize edilmistir. Kinetex HILIC (150x4.6; 2.6 um) (Phenomenex, ABD) kolon
ve asetonitril: tampon ¢o6zelti (100 mM, amonyum asetat), 80: 20 (h/h) hareketli faz
kompozisyonu kullanilarak iyi bir kromatografik ayirima ulagilmistir. Analizler 25°C, 1mL
dk* akis hizinda ve 280 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Aragtirmalar sonucunda optimum c¢alisma sartlarinda, hizli, basit, duyarli, dogru,
kesin, cevreci ve tamamen valide edilmis analiz yontemi gelistirilmistir. Onerilen hizli ve
duyarli HILIC yontemi niikleozid ters transkriptaz inhibitorlerinden abakavir, lamivudin,
zidovudin’in es zamanli miktar tayinleri i¢in zaman almayan numune hazirlama islemine
sahip olmasindan dolay1 kalite kontrol laboratuvarlarinda kolayca uygulanabilecektir.
Gelistirilen stabilite gostergeli yontem ilag numunesine de uygulanmistir. Boylece ilag
numuneleri gibi kompleks matrislerde yontemin uygulanabilirligi de gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Abakavir, HILIC, flac analizi, Lamivudin, Zidovudin
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SUMMARY

Liquid Chromatographic Analysis of Some Antiviral drugs by Using New Generation
HILIC Columns From Their Pharmaceutical Dosage Forms

The aim of the project to develop a liquid chromatographic method using the new
generation HILIC columns for the identification of abacavir, lamivudine and zidovudine
from the drug active substances used in the treatment of AIDS. For this reason, the best
stationary phase for the separation of substances has been determined by testing various
stationary phases. On the other hand, experimental conditions such as different moving
phase compositions, buffer solutions at different concentrations, temperature, flow rate
effects are also optimized. A good chromatographic separation was achieved using Kinetex
HILIC (150x4.6; 2.6 um) (Phenomenex, USA) column and acetonitrile: buffer solution (100
mM, ammonium acetate), 80:20 (v / v) mobile phase composition. The separation was
carried out at a flow rate of 25 ° C, 1 mL min™ and a detection wavelength of 280 nm.

As a result of this study, fast, simple, sensitive, accurate, precise, environmentally and
fully validated analysis method has been developed under optimum working conditions. The
proposed rapid and sensitive HILIC method will be readily applicable in quality control
laboratories since without a time-consuming sample preparation procedure for simultaneous
quantification of nucleoside reverse transcriptase inhibitors like abacavir, lamivudine,
zidovudine. The developed stability-indicating method was also applied to the
pharmaceutical dosage forms. Thus, the feasibility of the method in complex matrices such
as drug samples has also been demonstrated.

Key Words: Abacavir, Drug analysis, HILIC, Lamivudine, Zidovudine
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