TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

BETA AGONIST ILAC ETKEN MADDELERIN
KIiRAL DAVRANISLARININ INCELENMESI

Mehmet GUMUSTAS

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Sibel A. OZKAN

2016- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
_ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU

BETA AGONIST iLAC ETKEN MADDELERIN
KIRAL DAVRANISLARININ INCELENMESI

Mehmet GUMUSTAS

ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI
DOKTORA TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Sibel A. OZKAN

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Mudurligi’niin
12L.336003 numarali projesi ile desteklenmistir.

2016-ANKARA



Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirliigii’ne,

Doktora tezi olarak hazirlayrp sundugum “Beta Agonist ila¢ Etken Maddelerin Kiral
Davranislarinin Incelenmesi” baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak
tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikri tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer
alan deneysel calisma/aragtirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar

bana aittir.
Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.
Ogrencinin Adi Soyadi: Mehmet GUMUSTAS

Tarih: 22.02.2016

Imza:



Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda Mehmet GUMUSTAS tarafindan hazirlanan “Beta
Agonist Ilag Etken Maddelerin Kiral Davranislarinin incelenmesi” adl1 tez ¢alismasi
asagidaki jiri tarafindan DOKTORA TEZ] olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 22.02.2016

A
Prof. Dr. Nilgiin GUNDEN GOGER
Gazi Universitesi
Jiiri Bagkan

—

\\

Prof Dr. Bengi USLU
Ankara Universitesi

Uye
Prof. Dr. Sinan SUZEN Dog. Z{'rhan NEMUTLU
Ankara Universitesi Hacettepe Universitesi
Uye (Raportor)

Tez hakkinda alman jiiri karari Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Prof. Dr. Zafer KARAER
Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirii



ICINDEKILER

Etik Beyam

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Stereokimya

1.1.1. Geometrik izomerler

1.1.1.1.Geometrik izomerlerin E ve Z Adlandirma Sistemi
1.1.2.0ptik Izomerler, Kiral Molekiiller ve Enantiyomerler
1.1.2.1.Enantiyomerlerin Ozellikleri: Optikce Aktiflik
1.1.2.2.Enantiyomerlerin Adlandirilmasi ve Cahn Ingold Prelog (CIP) Sistemi
1.1.3 Kiral Bilesiklerin Biyolojik Onemi

1.1.3.1.Kiral Farmasoétik Bilesikler

1.1.4.Enantiyomerlerin Ayrilmasi

1.1.4.1.Enantiyomerlerin Ayrilmasinda Kullanilan Yontemler
1.1.4.1.1.Tercihli Kristalizasyon

1.1.4.1.2.Pasteur Yontemi (Diastereomer Kristalizasyonu)
1.1.4.2 Kinetik Ayirma Y ontemleri

1.1.4.3.Enantiyomerlerin Ayriminda Kullanilan Aletli Analiz Ydntemleri
1.1.4.3.1.Gaz Kromatografisi

1.1.4.3.2.Siiperkritik Akiskan Kromatografisi

1.1.4.3.3.Kapiler Elektroforez

1.1.4.3.4.Kapiler Elektrokromatografi

1.2.Beta Agonist Ilaglar ile Ilgili Genel Bilgiler

1.2.1.0tonom Sinir Sistemi laglar

1.2.1.1.Sempatomimetik Ilaglar

1.2.1.1.1.Katekolaminler

1.2.1.1.2.Sempatomimetik Aminler (Katekolamin Olmayanlar)
1.2.1.1.2.1.Alfa-Mimetik Ilaclar

1.2.1.1.2.2.Beta-Mimetik ilaglar

1.2.1.1.2.3. Amfetaminler

1.3.Tez Kapsaminda Kullanilan Etken Maddelerle ilgili Bilgiler
1.4.Tez Maddeleri ile Yapilmis Literatiirdeki Caligmalar

2.GEREC VE YONTEM
2.1.Gereg

2.1.1.Kullanilan Etken Maddeler
2.1.2.Kullanilan Arag ve Geregler
2.1.3.Kullanilan Sabit Fazlar

viii

Xiv
XXii



2.1.4.Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.1.5.Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanist
2.1.6.Farmasotik Dozaj Sekli Cozeltilerinin Hazirlanisi
2.1.7.Geri Kazanim Calismalari i¢in Cozeltilerin Hazirlanigi
2.1.8.Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi
2.1.9.Fraksiyonlarin Toplanmasi

2.2.YOntem

2.2.1.Kromatografi

2.2.1.1.Dagilma( Partisyon) Kromatografisi

2.2.1.1.1. Ters-Faz Siv1 Kromatografisi

2.2.1.1.2. Normal-Faz S1v1 Kromatografisi
2.2.2.Yiiksek Basarimli S1vi Kromatografisi (YBSK)
2.2.3 Kiral Bilesen Analizlerinde YBSK nin Rolii

53
54
54
55
55
56
57
57
60
60
62
63
69

2.2.3.1.Enantiyomerlerin Sivi Kromatografi ile Ayrilmasinda Kullanilan Malzemeler

2.2.3.2.Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar
2.2.3.2.1. Polisakkarit Tiirevlerinin Cesitleri

2.2.3.2.2.Fenile Baglanan Fonksiyonel Gruplarin Polisakkarit Esterler

Fenilkarbamatlara Etkileri

2.2.3.2.3. Kiral Sabit Fazin Optimizasyonu

2.2.3.2.4. Hareketli Faz Optimizasyonu

2.2.3.2.5. Ayrimlarm Olgeklendirilmesi

2.2.3.2.5.1. Analitik Olgekli Ayrimlar

2.2.3.2.5.2. Preparatif Olgekli Ayrimlar

2.2.3.2.6. Kiral Kromatografik Yontemlere Ozgii Dedektorler

2.2.3.3.Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri (SUT)

2.2.4.Kromatografik Analizlerde Yontem Gegerlik Testleri
2.2.4.1.Validasyonun Genel Islemleri

2.2.4.2. Validasyon Karakteristikleri

2.2.4.2.1. Secicilik

2.2.4.2.2. Dogrusallik ve Aralik

2.2.4.2.3. Teshis Sinir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (TAS, LOQ)
2.2.4.2.4. Kesinlik

2.2.4.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

2.2.4.2.6. Saglamlik

2.2.4.2.7. Tutarlilik

2.2.4.2.8. Stabilite

3.BULGULAR

3.1.Etken Maddelerin Saflig

3.2.Butoksamine Ait Sonuclar

3.2.1.Butoksamine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

3.2.2 Biitoksamine Ait Normal Faz ile Yapilan Caligsmalar
3.2.3.Butoksamine Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar
3.3.1zoksuprine Ait Sonuglar

3.3.1.1zoksuprine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar
3.3.2.Izoksuprine Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar
3.3.3.1zoksuprine Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar

70
72
72
ve
73
77
80
82
82
83
85
88
92
93
94
95
96
97
98
100
102
102
103

105
105
105
106
106
111
113
113
113
120



3.4.Klenbuterole Ait Sonuclar 124

3.4.1 Klenbuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Caligmalar 124
3.4.2 Klenbuterole Ait Normal Faz ile Yapilmis Caligmalar 124
3.4.3 Klenbuterole Ait Sulu Organik Faz Karigimi ile Yapilan Calismalar 133
3.5.Klenpenterole Ait Sonuclar 135
3.5.1 Klenpenterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Caligsmalar 135
3.5.2 Klenpenterole Ait Normal Faz ile Yapilan Caligmalar 135
3.5.3 Klenpenterole Ait Sulu Organik Faz ile Yapilan Caligsmalar 139
3.6.Ritodrine Ait Sonuclar 140
3.6.1.Ritodrine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar 140
3.6.2.Ritodrine Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar 140
3.6.3.Ritodrine Ait Sulu Organik Faz Karigimi ile Yapilan Calismalar 148
3.7.Simbuterole Ait Sonuclar 148
3.7.1.Simbuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar 148
3.7.2.Simbuterole Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar 149
3.7.3.Simbuterole Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar 154
3.8.Terbutaline Ait Sonuglar 154
3.8.1.Terbutaline Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar 154
3.8.2.Terbutaline Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar 155
3.8.3.Terbutaline Ait Sulu Organik Faz Karigimi ile Yapilan Calismalar 158
3.9.Tulobuterole Ait Calismalar 158
3.9.1.Tulobuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar 158
3.9.2.Tulobuterole Ait Normal Faz ile Yapilan Caligsmalar 159
3.9.3.Tulobuterole Ait Sulu Organik Faz Karigimi ile Yapilan Caligsmalar 164
3.10.Farmasdtik Dozaj Sekillerinin Analizi i¢in Yontem Gelistirilmesi 164
3.10.1 Klenbuterol Analizi i¢in Calismalar 164
3.10.1.1.0ptimizasyon Calismalari 164

3.10.1.2.Klenbuterol Enantiyomerlerinin Analizi icin Yontem Gegerlilik Testleri 167
3.10.1.3.Gelistirilen Yontemin Klenbuterol Iceren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasi 169
3.10.2 Ritodrin Analizi i¢in Calismalar 170
3.10.2.1.0Optimizasyon Calismalar1 170

3.10.2.2.Ritodrin Enantiyomerlerinin Analizi igin Yontem Gegerlilik Testleri 173
3.10.2.3.Gelistirilen ~ Yéntemin Ritodrin  Igeren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasti 175
3.10.3.Terbutalin Analizi i¢in Calismalar 176
3.10.3.1.0ptimizasyon Calismalari 176

3.10.3.2.Terbutalin Enantiyomerlerinin Analizi icin Ydéntem Gegerlilik Testleri 179
3.10.3.3.Gelistirilen Yontemin Terbutalin Iceren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasi 181
4. TARTISMA 183
4.1.Tez Kapsamindaki Bilesiklerin Enantiyomerlerinin Ayrimi 183
4.1.1.Polisakkarit Turinun Etkisi 188
4.1.2. Hareketli Fazin Etkisi 190
4.1.3.Hareketli Faza Eklenen Asidik ve Bazik Katki Maddelerinin Etkisi 192
4.2.0ptimize Edilen Kosullarin Piyasa Preparatlarina Uygulanmasi 199
4.3.Literatiir Calismalari ile Karsilastirma 199

Vi



5.S0ONUC ve ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

202
205
206
207
218

vii



ONSOZz

Piyasada bulunan ilaglarin yarisindan fazlasi kiral bilesikler icermektedir. Ayni
molekiil sekline sahip bu bilesikler farmakolojik, farmakokinetik ve toksikolojik
acidan birbirlerinden farkli etkiler gostermektedir. Bu sebeple, rasemik karisimlardaki
istenmeyen enantiyomerin uzaklastirilmasi, gerek klinik agidan gerekse ilag endustrisi
acisindan ¢ok bliyiik 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada model grup olarak segilen [3-
agonist ila¢ etken maddelerin kiral davraniglar1 incelenmis ve alt1 farkli polisakkarit
temelli kiral kolon kullanilarak enantiyomerlerinin birbirinden ayrim1 YBSK yontemi
ile gergeklestirilmistir. Ayrimlart gergeklestirilen bilesiklerin farkli kosullar altinda
enantiyomerik tersinirlikleri de incelenerek alikonma mekanizmalar1 aydinlatilmaya
calistlmigtir. Gelistirilen yOntemlerin piyasa preparatlarina uygulanabilirligi de

gosterilmistir.

Akademik hayatimin sekillenmesine biiyiik katki saglayan, her yoniyle 6rnek
aldigim, yiiksek lisans ve doktora egitimimin her asamasinda bilimsel destegini hi¢
esirgemeyen, her tiirlii zorlugu asmamda sabri, ilgisi ve destegiyle bana gug¢ veren,
anne sicakligiyla her zaman manevi destegini hissettiren ¢ok degerli hocam Prof. Dr.

Sibel A. OZKAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora tezim boyunca destek ve yardimlarini hi¢ esirgemeyen, bana ailesinden
biri gibi davranip manevi destegini hep hissettiren degerli hocam Prof. Dr. Bezhan
CHANKVETADZE ye en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli bilgi ve deneyimlerini esirgemeyip, bana yol gosteren, destekleyici
yaklasimiyla beni kardesi gibi géren, her zaman yanimda olan, manevi destegini hep

hissettigim degerli hocam Prof. Dr. Bengi USLU’ya en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarimm Tiflis ayaginda yardimlarimi esirgemeyen sevgili Lali
CHANKVETADZE, George JIBUTI, Anna ve Gela GOGOLASHVILI, Lasha
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GIUNASHVILI, 1za MATARASHVILI ve tim ekip ile destegini hi¢ esirgemeyen
sevgili Cem ERKMEN’e tesekkiir ederim.

Doktora 6grenimime sagladiklar1 katkilardan dolay1 Analitik Kimya Anabilim

Dalr’nin 6gretim tiyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli arkadaslarnm Dr. M. Gokhan CAGLAYAN, Dr. Cigdem
KARAASLAN, Merve Eylil KIYMACI, Dr. Burgin BOZAL-PALABIYIK, Yrd.
Dog. Dr. Ceyda Tuba SENGEL TURK ve Yrd. Dog. Dr. Ulya BADILLI’ya yardim ve
destekleri i¢in tesekkiir ederim. Anabilim dalimda bulunan arkadaslarim Dr. Burcu
DOGAN-TOPAL, Dr. Ozgiir USTUNDAG, Nurgil KARADAS-BAKIRHAN,
Seving KURBANOGLU, Engin ER, Z. Ceren ERTEKIN-OZKAN’a desteklerinden

dolay1 tesekkiir ederim.

TUm hayatim boyunca sonsuz ilgi ve sevgileri ile verdigim her kararda bana
destek olan, bana her zaman inanan, giivenen, hep yanimda olan anneme, babama ve

ablama yagamima kattiklar1 tiim giizellikler i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Akademik hayatimin en basindan beri hep yanimda olan, birlikte tiim zorluklarin
iistesinden geldigim, en zor zamanlarda bile anlayisi, sevgisi ve destegini eksik
etmeyen degerli esim Aysen GUMUSTAS’a bu zorlu hayat: benimle paylastigi, bana

inandig1, giivendigi ve beni yalmiz birakmadigi icin ¢ok tesekkiir ederim.

Tez galismas1 Ankara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Ofisi tarafindan

121.336003 numarali proje ile desteklenmistir.
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(80:20:0,1); n-hekzan:lpa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:lpa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya). 197
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XXi


file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041162
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041162
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041163
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041163
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041163
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041164
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041164
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041164
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041165
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041165
file:///C:/Users/Mehmet/Desktop/Tez/Son%20hali/Baskı/Mehmet%20Tez%20baskı%20hq%20son-R1.docx%23_Toc444041165

CIZELGELER

Cizelge 1.1. Enantiyomerler ve diastereomerlerin farkliliklar: 10

Cizelge 1.2. Etkin maddelerde enantiyomerlerin etkisi (Ariens, 1984; Mcconathy ve Owens.,

2003; Nguyen ve ark., 2006; Patocka ve Dvorak, 2004; Uckun ve Suzen, 2009) 22
Cizelge 1.3. Diinyada piyasada bulunan rasemik ve tek enantiyomer formdaki ilaclar (Erb,
2006) 23
Cizelge 1.4. Kiral ilag gelistirilirken gereklilikler. 24
Cizelge 1.5. Sempatomimetik ilag grubuna dahil olan etken maddeler. 37

Cizelge 1.6. Tez kapsaminda kullanilan etken maddelerle ilgili kimyasal, fiziksel,
farmakolojik ve farmakokinetik dzellikler ile birlikte molekdl formulleri 44

Cizelge 1.7. Tez kapsaminda kullanilan ilag etken maddeleriyle yapilmus literatiir caligmalart.

47
Cizelge 2.1. Kullanilan etken maddeler. 51
Cizelge 2.2. Piyasa preparat1 bulunan etken maddeler. 51
Cizelge 2.3. Kullanilan analitik kolonlar. 53
Cizelge 2.4. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler. 53
Cizelge 2.5. En sik kullanilan kolon dolgu materyalleri 61
Cizelge 2.6. Siklikla Kullanilan Céziiciilerin Bazi1 Fiziksel Ozellikleri 62
Cizelge 2.7. Ters ve Normal-faz sivi kromatografi tekniklerinin karsilastirilmasi 62
Cizelge 2.8. Piyasaya suriilmis kolonlar ile ilgili 6nemli gelismeler 66
Cizelge 2.9. Kolon Verimliligine Etkiyen Degiskenler 67
Cizelge 2.10. Piyasada bulunan KSF’ler ve kullanilislart 70
Cizelge 2.11. SUT parametreleri ve agiklamalari 90
Cizelge 2.12. Hizlandirilmis bozunma kosullart ve uygulanis bigimleri 104
Cizelge 3.1. BUT igin normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari. 110

Cizelge 3.2. BUT igin sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.
112

Cizelge 3.3. IZO i¢in normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglart. 119

XXii



Cizelge 3.4. 1ZO igin sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.
123

Cizelge 3.5. KLB icin, kolon olarak Amylose 1, hareketli faz olarak 80:20; n-hekzan:IPA,
(h/h) karisiminin farkl katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem
uygunluk testi sonuglart. 130

Cizelge 3.6. KLB igin, hareketli faz olarak n-hekzan:IPA:DEA:FA karigimimnin farkli
bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari. 132

Cizelge 3.7. KLB igin, 90:10 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢aligmalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuglart. 132

Cizelge 3.8. KLB igin sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.
134

Cizelge 3.9. KLP i¢in normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari 138

Cizelge 3.10. KLP igin sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.
139

Cizelge 3.11. RIT igin normal faz kosullarina ait katki maddelerinin farkli hareketli faz
bilesimleri iizerine etkisini gdsteren sistem uygunluk testi sonuglari. 145

Cizelge 3.12. RIT igin Cellulose 2 ve Cellulose 4 kolonlarda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karigiminin farkli bilesimleri kullanilarak ortaya ¢ikan sistem uygunluk
testi sonuglari 147

Cizelge 3.13. RIT icin Cellulose 3 kolonda, hareketli faz olarak n-hekzan:IPA:DEA
karisiminin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari 147

Cizelge 3.14. SIM igin, 70:30 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karigiminin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢aligsmalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuclari 153

Cizelge 3.15. SIM igin, 80:20 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari 153

Cizelge 3.16. TER igin, 70:30 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari 156

Cizelge 3.17. TER icin Cellulose 2 ve Cellulose 4 kolonda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karisiminin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglart. 157

Cizelge 3.18. TUL icin, 80:20 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisimimin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuglar 162

Cizelge 3.19. TUL igin Amylose 1 ve Cellulose 1 kolonda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karisimimin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari. 163

Cizelge 3.20 KLB analizi i¢in belirlenen optimum kosullar 166

Cizelge 3.21. KLB analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglart 166

xXiii



Cizelge 3.22. KLB enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem

gecerlilik testi sonuglari. 168
Cizelge 3.23. KLB igeren Ventipulmin® surup ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularimin
sonuglart. 170
Cizelge 3.24. RIT analizi i¢in belirlenen optimum kosullar 172

Cizelge 3.25. RIT analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglari 172

Cizelge 3.26. RIT enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem

gecerlilik testi sonuglari. 174
Cizelge 3.27. RIT igeren Pre-Par ® ampul ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularinin
sonuglar1 176
Cizelge 3.28. TER analizi igin belirlenen optimum kosullar 178

Cizelge 3.29. TER analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglar1 178

Cizelge 3.30. TER enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem

gecerlilik testi sonuglari. 180
Cizelge 3.31. TER dozaj sekline ait geri kazanim sonuglarini igeren kromatogram: % 25 (a),
% 50 (b), % 100 (c). 182
Cizelge 4.1. Kullanilan sabit fazlarin enantiyomerleri ayirma basarisi 184
Cizelge 4.2. Her bir analite gore enantiyomerik tersinirligin goriildiigi kolonlar. 190

Cizelge 4.3. Caligilan bilesiklerin analizlerine ait SUT ve yontem gegerlilik testi sonuglari.
199

XXiV



1. GIRIS

1848 yilinda Fransiz kimyager ve biyolog Louis Pasteur’un sodyum amonyum
tartarat kristal izomerlerini aymrmasiyla birlikte kirallik (kiralite) kavramini
kesfetmesinden sonra kiral bilesikler nesillerdir kimya alanindaki ¢alisanlar i¢in ilham

kaynagi olmustur (Pasteur, 1901 ve Chankvetadze, 2013a).

Kiralite, akademik agidan heyecan verici ve ilgi ¢ekici bir konu oldugu gibi, ilag
gida, kimya, ziraat gibi sanayi dallarinda da biiyiik ilgi ¢gekmis ve hizla gelismistir.
2001 yilinda William S. Knowles ve Ryoji Noyori tarafindan yapilan kiral olarak
katalizlenmis hidrojenasyon reaksiyonlari ¢alismasi ve K. Barry Sharplees tarafindan
yapilan kiral olarak katalizlenmis oksidasyon reaksiyonlar1 konulu ¢alismalar bahsi
gecen arastirmacilara Nobel Kimya 6dilini kazandirmistir. Her iki galigmanin da
odaginda bu katalizorleri kullanarak saf enantiyomerik ila¢ etken madde ve
kimyasallarin {retilmesi yatmaktadir (Borman, 2001; Liu ve Liu, 2002 ve
Chankvetadze, 2007).

Gilinlimiizde piyasaya siiriilmiis olan ve kullanilan ilaglarin yarisindan fazlasi
kiral bilesiklerden olugsmaktadir. Bu kiral bilesiklerin neredeyse %90°1 rasemik halde
ve esit miktarda bulunan iki enantiyomeri i¢ermektedir. Enantiyomerler kimyasal
yapilar1 ayni, uzaydaki yerlesimleri sebebiyle birbirinin ayna gorintiisu olan fakat

birbirleri ile ¢akismayan stereoizomerlerdir (Sekil 1.1.) (Rentsch, 2002).



Sekil 1.1. Ayna goriintiisiine drnek olarak, Michelangelo Caravaggio’nun suya bakan Narsis
tablosu (https://tr.wikipedia.org/wiki/Narkissos_(mitoloji)).

Rasemik ilaglarin icerdigi her bir enantiyomer biyolojik aktiviteleri
(farmakolojik, toksikolojik, farmakokinetik ve metabolik, vb.) bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar bir enantiyomerde iyilestirici etki olarak karsimiza
cikarken, ayni bilesige ait diger enantiyomer mutajenik etkiler gosterebilmektedir.
Biyolojik aktivitedeki farkliliklar ile ilgili birgok dramatik hatta 6limcul hasarlara yol
acmis Ornekler mevzuatlarda bulunmaktadir. Diinyada birgok iilkenin diizenleyici
kilavuzlar incelendiginde bir enantiyomerin dier enantiyomere ait safsizlik olarak
nitelendirildigi de goriilmektedir (EMEA, 1998 ve Chankvetadze, 2013a). Bu
sebeplerden 6tird istenmeyen bir enantiyomerin dozaj seklinden ayrilmasi konusunda,
kiral ayirma yontemleri gerek ilag endiistrisi gerek klinik ¢alismalar alaninda giderek
onem kazanmaktadir. Istenmeyen (etkisiz veya mutajenik etkilere sebep olan)
enantiyomer formiilasyondan uzaklastirildiginda dogru tedavi yaklasiminin
saglanmas1 miimkiin olmaktadir (Walter ve Netscher, 1996; Katzung, 2004 ve Nguyen
ve ark., 2006).

Amerikan gida ve ilag idaresi kurumu (FDA) rasemik ilaglarin piyasaya
sirilmeden once her bir enantiyomerinin viicuttaki etkisinin ayr1 ayr1 gosterilmesi ve
bu ilaglarin saf enantiyomerik halde gelistirilip {retilmesi gerekliligini tavsiye

etmektedir. Bu ilaglarin iiretimiyle ilgili olarak nelere dikkat edilecegi konusunda da


https://tr.wikipedia.org/wiki/Narkissos_(mitoloji))

5 Ocak 1992 yilinda yayimladiklar1 “Yeni Stereoizomerik ilaglarm Gelistirilmesi”
adli kilavuz bulunmaktadir (US FDA, 1992 ve Liu ve Liu, 2002).

Her bir enantiyomer kiral olmayan (akiral) ortamlarda esit serbest enerjiye
sahiptir ve birbirlerinden ayrilamazlar. Ayrilmalari i¢in kiral bir reaktif ile kovalent
veya kovalent olmayan etkilesim igerisinde olmalidirlar. Bu reaktif enantiyomerik
olarak zenginlestirilmis ya da kiral ayrim1 saglayan saf bir madde olabilir. Bunlarin
yani sira kiral sabit faz (KSF) veya hareketli faza eklenen bir katki maddesi ile stereo

secici bir katalizor de ayrimda rol oynayabilir.

Kiral secici reaktifin islevine bagl olarak enantiyomerik ayirma teknikleri farkli
sekillerde siniflandirilabilir. Bu simiflandirma ilerleyen kisimlarda detayli olarak
anlatilacak olup tez kapsaminda calisilan enantiyomerlerin ayrimi yiiksek basarimli
stvi  kromatografisi (YBSK) ile KSF kullanilarak gergeklestirilmistir. Sivi
kromatografi kullanarak enantiyomerlerin ayrilmasi i¢in de farkli yollar mevcuttur.
Bunlardan dolayl (indirekt) ayirmalar ve hareketli faza eklenen kiral katki maddeleri
ile yapilan ¢aligmalar 1980’lerden dnce uygulanmis olup giiniimiizde sadece tarihsel

bir 6nem tagimaktadir (Chankvetadze, 2013a).

Tez kapsaminda kullanilan YBSK tekniginin enantiyomerlerin ayrilmasindaki
avantajlar kisaca asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

v' Gelismeye ¢ok agik bir tekniktir; yiizlerce KSF gelistirilmis ve
gelistirilebilmektedir. Bunun en belirgin sebebi, ¢ok diisiik kiral baglanma
yetenegine sahip kiral segiciler bile birgcok kiral maddeyi etkin bir bi¢cimde
ayirabilmektedir.

v YBSK kullanilarak kiral segici %100 saf olmasa bile, her bir enantiyomer ayr1
ayr1 ve saf olarak elde edilebilmektedir.

v" Ayrim boyunca tersinir tepkimeler ve faz gegisleri olmadigi i¢in analitik ve

preparatif amagl kullanilabilmektedir.



v" YBSK kullaniminin bize preparatif olarak sagladigi en 6nemli avantaj, kiral
secici kayb1 olmadan ve kiral seciciden analite bir bulagsma riski olmadan
enantiyomerlerin saf olarak elde edilebilmesidir. Enantiyoayrimin yani sira
kiral bilesiklerde bulunabilecek diger safsizliklar da bu yontem araciligi ile

uzaklagtirilabilmektedir.

Enantiyomerlerin YBSK yontemi ile ayrilmasina iliskin detayli bilgi gerec¢ ve
yontem boliimiinde anlatilacaktir. Bu konuyla ilgili birgok derleme makalesi, kitap ve
kitap bolimi de yayimlanmistir (Blaschke ve Chankvetadze, 2000; Davankov, 1989;
Ahuja, 2000; Gubitz ve Schmid, 2004; Cox, 2005; Subramanyan, 2007; Ahuja, 2010;
Francotte, 2006; Maier ve Lindner, 2006; Chankvetadze, 2001; Maier ve ark., 2001 ve
Lammerhofer, 2010).

Ilag etken maddelerinin miktar tayini icin daha hassas ve secici tayin siireclerinin
gelistirilmesi ve bu maddelerin mekanizmalarinin aydinlatilmasi gelistirilen ilaglarin
etkinliginin arttirilmasi i¢in son derece dnemlidir. Gliniimiizde insan saghigini tehdit
eden pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ilag¢ etken maddelerinin rasemik sekilde
piyasada oldugu diisiiniiliince, bu bilesiklerin her bir enantiyomerinin hassas sekilde
analizinin yapilmasinin ve yine bu enantiyomerlerin farmakolojik, farmakokinetik,
toksikolojik, vb. etkilerinin arastirilmasimnin bu hastaliklarin tedavideki kimyasal
siirecinin anlasilmasina yardimci olacagi diisiiniilmektedir. Boylece hastalara daha
etkin bir tedavi yaklasimi uygulamasinin onii agilacagi gibi gereksiz safsizliklarin

viicuda daha az giris yapmasi ile birlikte yan etkilerin azalmas1 saglanacaktir.

Tez kapsaminda model olarak se¢ilen ilaglar “Beta Agonist” tiirevi ilaglardir.
Anatomik ve terapotik kimyasal (ATC) siniflandirmalart incelendiginde birgok farkl
hastaliga tedavi olarak oOnerildikleri goriilmektedir. Bu ila¢ etken maddelerinden
secilen sekiz bilesik (butoksamin, izoksuprin, klenbuterol, klenpenterol, ritodrin,

simbuterol, terbutalin ve tulobuterol) {izerinde ¢alismalar gerceklestirilmistir.



Tez kapsaminda gergeklestirilen c¢alismalarin amaci, Oncelikle secilen
bilesiklerin alt1 farkli polisakkarit temelli kiral kolon kullanilarak, cesitli hareketli faz
kosullarinda ve bilesimlerinde sistematik goriintiileme g¢alismalarinin yapilmasidir.
Daha sonra yapilan bu ¢alismalarda enantiyomerik alikonma sirasina kiral segicinin
kimyasal yapisinin, hareketli faz tiiriiniin ve bilesiminin, hareketli faza eklenen asidik
ve/veya bazik katkilarin etkisinin incelenerek enantiyomerlerin ayrildigi en uygun
kosullarin bulunmasi, son olarak farmasotik dozaj sekilleri temin edilen bilesiklerin
tamamen valide edilmis analiz metotlar1 gelistirilerek piyasa preparatlarina

uygulanmasidir.

1.1. Stereokimya

Kiral bilesikler ve enantiyomerler ile ilgili detayli bilgilerden 6nce bazi temel

tanimlarin ve siiflandirmanin bilinmesi gerekmektedir.

Ayni molekiil formiiline sahip, farkli bilesiklere genel olarak izomer denir.
[zomerler, yap1 izomerleri ve stereoizomerler olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Yapt izomerleri, atomlarin birbirine farkli bir sira ile baglanmalar1 sebebiyle
farklilasan izomerlerdir. Stereoizomerler ise atomlarinin uzaydaki diizenlemeleri ile

farklilasirlar, yap1 izomerleri gibi degillerdir.

Stereoizomerler de geometrik ve optik izomerler olmak {izere iki ana sinifa
ayrilabilirler. Bunlardan optik izomerler bashigi altinda enantiyomerler ve
diastereomerler incelenmektedir. Tez kapsaminda incelenen enantiyomerler,
molekiilleri birbirinin ayna goriintiisii olan fakat birbirleriyle cakismayan

stereoizomerlerdir. Diastereomerler ise molekiilleri birbirinin ayna goriintlisi olmayan



stereoizomerlerdir. Bahsi gecen tanimlara ait 6rneklere Sekil 1.2 ve Sekil 1.3. de yer

verilmigtir.

1.1.1. Geometrik izomerler

Geometrik izomeri alkenler ve halkali bilesiklerde goriilen izomeri seklidir.
Sigma bagi i¢eren molekiiller donebilirken, pi bagi igerenlerin donebilmesi i¢in bagin
kopmasi gerekir. Bu yiizden de pi bagl karbonlara baglanan gruplar uzayda dénmez
ve birbirlerine gore sabit kalirlar. Bu noktada geometrik izomerinin olmasi i¢in pi
bagini olusturan karbonlardan birisinin ayn1 gruplart bulundurmamasi gerekmektedir.
Ormnegin bir karbon atomuna iki tane hidrojen ya da iki tane etil grubu
baglanmamalidir. Sekil 1.2°de 1,2-Dikloroeten molekiilii gosterilmistir. Bu molekdl
de benzer ayni grup, yesil ile gosterilen hidrojenler, bagin ayni tarafinda oldugu zaman
cis yapida, bagin karsit taraflarinda konumlandigi zaman ise trans yapidadir deriz. Cis
ve trans tanimlamalar1 Latince kdkenli olup sirastyla ayni tarafta ve capraz anlamlarina

gelmektedir.

J

Sekil 1.2. cis-1,2-Dikloroeten ve trans-1,2-Dikloroeten

Cis ve trans yapilara sahip molekiiller atomlarin siras1 ve ¢ift bagin bulundugu
konum ayn1 oldugu i¢in yap1 izomeri olmazlar ve farkli fiziksel 6zellikler gosterirler.
Ozetle bu bilesikler atomlarinin uzaydaki dizilimi farkl: olan, ayn1 yapiya sahip farkli
bilesiklerdir (stereo izomer). Cis ve trans yag asitleri incelendiginde, trans yag

asitlerinin daha dogrusal oldugu gozlemlenmistir. Bu dizilim sonucunda erime noktasi



daha yiiksek, daha kararli bir molekiil ortaya ¢ikmistir. Doymamis yag asitlerinden
olan Elaidik asit (trans) ve oleik asit (cis) birbirinin izomeri olan iki molekuldur.
Elaidik asit margarinlerde bol miktarda bulunurken, oleik asit ise zeytinyaginda
bulunmaktadir. Bununla birlikte, ¢ift bag igcermedikleri i¢cin doymus yag asitlerinde
izomerlikten bahsedilemez (Thomas, 2000).

Bilesikler ayni molekiiler
formiile sahip mi?

[zomer Izomer degil

Izomerlik cift bagdan m1

kaynakl1?

Geometrik

1 |
. * E-2-Biiten
b )

?
Z-2-Biiten <%

L 2

Sekil 1.3. izomerlerin smiflandirilmasi



1.1.1.1. Geometrik izomerlerin E ve Z Adlandirma Sistemi

Geometrik izomerlerin cis ve trans olarak adlandirilmasi her zaman kolay
olmayabilir 6zellikle de ¢ift bagl karbonlara li¢ veya dort farkli grup baglandiginda
bu bilesikler cis veya trans izomer olarak degerlendirilemez. Her bir molekiile gére bu
farkli isimlendirmeler ¢ikacagindan karisikliga sebep olacaktir. Bu ylizden ITUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) tarafindan E ve Z adlandirilma
sistemi Onerilmigtir. Sistemin temeli karbonlara bagli molekiillerin veya atomlarin
onceligine dayanmaktadir. Yiiksek oOncelikli atom veya gruplar karsit tarafta ise
izomer, Almanca Entgegen yani karsit veya ¢apraz anlami tasiyan (E) harfi ile ifade
edilirken yiiksek oncelikli atom veya gruplarin ayni tarafta bulunmasi durumunda
Zusammen yani birlikte anlami tasiyan (Z) harfi ile gosterilmektedir. Bu
isimlendirmeler yapilirken belirli kurallara uyulmalidir. Ornegin cift bagli her bir
karbondaki iki atom farkli ise, dncelik ilgili karbonlara dogrudan baglanmis tek
atomlarin atom numaralarina bakilarak belirlenir. Daha buyik atom numaral: olan
atom daha onceliklidir. Bu adlandirmanin daha ayrintili kurallari organik kimya
kitaplarindan incelenebilir (Solomons ve Fryhle, 2002).

1.1.2. Optik izomerler, Kiral Molekiiller ve Enantiyomerler

Simetri iki veya daha fazla boyutlu geometrik sekiller igin ilging 6zelliklerdendir
(Jozwiak ve ark., 2012). Asimetri ise ginlik yasantimizda daha ¢ok
karsilasabileceg§imiz bazen de aci verici sekilde beliren durumlardandir. Bunun en
giizel 6rnegi Ingiltere’den Fransa’ya arabayla gecen birinin Ingiliz Kanali iizerinde
seritlerin bir anda ters yonde akmaya baslamasidir. Latin alfabesinde de simetrik ve
asimetrik karakterler bulunmaktadir (Sekil 1.4.), bunlardan bazilar1 ayna goriintiisii ile

birebir oOrtiistirken (A ve Y) bazilarinin da (S, E ve N) ayna goriintiileri asimetrik olup



tam tersi bicimde goziikmektedir. Asil simetri ve asimetri 3 boyutlu nesnelerde ve

molekiillerin 3 boyutlu hallerinde karsimiza ¢ikmaktadir.

-

Sekil 1.4. Simetrik ve simetrik olmayan drnekler

Kiral kelimesinin kokeni Yunanca cheir kelimesine dayanmaktadir ve bu
kelimenin Ingilizce karsilig1 “handedness™ olup Tiirkge’ye el segiciligi olarak gecen
bu kelime nesnelerin ve molekiillerin bir el segiciligine sahip oldugunu vurgular ve bu
Ozellige sahip olan bilesiklere kiral sahip olmayanlara ise kiral olmayan (akiral)
bilesikler denir. El segiciliginden kasit bir elimizin ayna goriintiisiiniin kendisiyle
Ortlismemesine dayanir. Sol elimizin ayna goriintiisii sag eldir ve bunlar iist {iste

geldiginde cakismazlar (Sekil 1.5.).

Sekil 1.5. Elin ayna goriintiisii ve bunun molekiiler diizeyde 6rneklenmesi(sol), elin iist {iste
cakigsmamasi (sag).

Bir kiral molekiilii tanimlarken ayna goriintiisii ile ayn1 olmayan molekiiller
tanim1 kullanilir. Enantiyomerler de yalnizca molekiilleri kiral olan bilesiklerde

gorilmektedir (Solomons ve Fryhle, 2002). Bu molekiillerin en bilinen 6rnegi



tetrahedral karbon atomuna baglanmis dort farkli grup igeren molekiillerdir (Sekil
1.6.). Asimetrik merkez (stereo merkez) olma 6zelligi sadece karbona ait bir 6zellik
olmayi1p fosfor, kiikiirt ve azotun da asimetrik merkez olarak bulundugu kiral bilesikler
mevcuttur. Diizgun dortyuzlt atomlar, kiral atomlar veya asimetrik atomlar olarak
kullanilan terimler kavramsal karisikliga yol agtig1 i¢in stereo merkez terimi Mislow
ve Siegel tarafindan literatiire kazandirilmis ve kabul gérmiistiir (Mislow ve Siegel,

1984).

Sekil 1.6. Tetrahedral karbon atomu igeren (stereo merkez olarak karbon atomunun
bulundugu) kiral molekiil ve o6rnegi Biitoksamin (iist), stereo merkez olarak kiikiirtiin
bulundugu siilfoksit yapist ve 6rnegi Adrafinil (alt).

Enantiyomerler, molekiilleri birbirinin ayna gorintusi olan fakat birbiriyle
cakismayan stereoizomerlerdir. Diastereomerler ise molekdlleri birbirinin ayna
goriintlisli olmayan stereoizomerlerdir. Enantiyomerler ve diastereomerler arasindaki

diger farkliliklar asagidaki cizelgede gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Enantiyomerler ve diastereomerlerin farkliliklar

Enantiyomerler

Diastereomerler

Ayna goriintiileri birbiri ile cakismayan molekiillerdir

4 farkli grubun baglandigi, genellikle karbon olan (N,
P ve S de olabilir) bir adet kiral merkez icerir

Fiziksel 6zellikleri (erime noktasi, kaynama noktasi
gibi) tamamen aynidir

Ayrilmalart zordur: Sadece kiral bir segici varliginda
ayrim gergeklesir

Optikce aktiftirler

Molekdlleri birbirinin ayna géruntisi  olmayan
stereoizomerlerdir
Bir stereo merkez icermez

Fiziksel ozellikleri farklilik gésterir
Ayrilmalart kolaydir, akiral bir sabit faz kullanarak

bile ayrilabilirler
Optikce aktif degildirler

10



1.1.2.1.  Enantiyomerlerin Ozellikleri: Optikce Aktiflik

Daha 6nce de bahsedildigi gibi enantiyomerler, ayni erime ve kaynama noktasina
sahiptirler. Ayrica farkli ¢ozilintirlikk, farkl kirtlma indisi gibi 6zellikleri de yoktur.
Ciinkii bunlar gibi 6zelliklerin ¢ogu iki molekiil arasinda etkili olan molekiiller arasi
kuvvetlerin biiyiikliigiine baglidir ve birbirinin ayna goriintiisii olan molekiiller i¢in bu
kuvvetler ayn1 olmaktadir (Solomons ve Fryhle, 2002). Enantiyomerlerin farkliligini
gbzlemlemenin bir yolu da, onlarin diizlem-polarize 1s18a karsi olan davraniglarini
incelemektir. Polarize 1sin, bir enantiyomer igerisinden gegirilirse polarizasyon
diizlemi doner. Ayrica, ayr1 enantiyomerler polarize 11k diizlemini esit miktarda, fakat
farkli yonlerde cevirirler. Enantiyomerlerin polarize 151k tizerindeki etkilerinden dolay1
olusturduklar1 ayr1 enantiyomerlere “optikge aktif bilesikler” denir. Polarlayici
(polarize edici) filtreden gegen 15181n elektriksel alaninin tek bir diizlemde titresmesi
ile meydana gelen 1smna diizlem polarize 151k bu 1s1min optikge aktif bilesikler

uzerindeki etkisinin 6l¢iilmesini saglayan cihaza da polarimetre denir.

Polarimetre temel olarak bir 151k kaynagi (genellikle sodyum lambasi), bir
polarlayici, optik¢e aktif maddeyi veya ¢ozeltiyi 151k demetinde tutmak igin bir
numune kabi (tiip), bir analizleyici ve polarlanmis 151k diizleminin ka¢ derece
dondiigiinii 6lgmek igin bir 6lgekten olusmaktadir (Sekil 1.7.). Polarimetrenin tipu
bossa, ya da optikce aktif olmayan bir madde varsa dizlem polarize 15181n ve
analizleyicinin ekseni cihaz 0°°yi okudugunda, tam olarak paralel olacak ve gozlemci
gecen 1s1g1n maksimum miktarimi algilayacaktir. Tup optik olarak aktif madde ¢ozeltisi
iceriyorsa tlpten gegerken 1s1gin polarlanma diizlemi donecektir. Isigin maksimum
parlakligin1 ortaya ¢ikarmak igin, gozlemci ya saat yelkovani yoniinde ya da saat
yelkovani yonunin tersinde analizleyici eksenini ¢evirmek zorunda kalacaktir. Eger
analizleyici kisim saat yoninde cevrilirse, arti (+) olarak saat yoninun tersinde
cevrilirse, cevrilme eksi (-) olarak sdylenir. Polarize 15181 saat yonunde ceviren

maddelere dekstrotatori ve saat yoninin tersi yoninde ceviren maddelere de
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levorotatori denir. Latince’de dexter (sag), laevus (sol) anlamina gelmektedir ve (d) ve
() harfleri ile sembolize edilirler.

30° Optik
donme

Polarize Analizci
151k

Polarize olmayan

151k ' Polarize
; ] 151810 cikis
Y = diizlemi
r Ornek tiipti
Polarize
g edici filtre

Isik kaynagi

Sekil 1.7. Polarimetre cihazi

Bir enantiyomere ait ¢ozelti icerisinden 1s1k gecerken, polarlanma diizleminin
cevrilme derecesi Kkarsilastigir kiral molekdllerin, tipln uzunluguna, enantiyomerin
derisimine, sicakliga ve kullanilan 15131n dalga boyuna baglidir. Ozgiil cevirme ([a])
terimi de Olculen gevrilmeleri, standardize etmek icin kullanilir. [a]= o / c.| esitligi
kullanilarak hesaplanan esitlikte o, gdzlenen cevrilmeyi, ¢, g mL™* cinsinde derisimi ve
| ise desimetre cinsinden numune tiipiiniin uzunlugunu ifade etmektedir. [a]*° = - 1,08°
yazildigi zaman genellikle A=589,6 nm’lik sodyum lambasinin kullanildigi, 1 dm tiip
icerisinde, 30°C sicaklik altinda 1,0 g mL™ derisimde bir maddenin oldugu ve saat
yonunn tersi yonde 1,08°1ik bir ¢evrilme meydana geldigi ifade edilmektedir. (+)
veya (-) ya da (d) veya (l) seklinde polarize 15181in ¢evrilmesi ile enantiyomer
konfigiirasyonlar1 arasinda zorunlu ve belirli bir iliski yoktur. R-2-Metil-1-bitanol,
polarize 15181 saga ¢evirirken (+), R-1-Kloro-2-metilbiitan polarize 15181 saat yoniiniin
tersine cevirmektedir. Bu iki maddenin uzaydaki dizilisleri ayn1 olmakla birlikte
polarize 1s1k dizleminin ¢evrilme yonu Gzerinde zit etkiye sahiptirler (Solomons ve
Fryhle, 2002).
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Rasemik bilesikler, her iki enantiyomerini de esit miktarda (50:50) igeren
bilesiklerdir. Polarimetre igerisine bir rasemik karisima ait ¢ézelti koyuldugunda hem
R formu hem de S formunu esit miktarda igerdigi i¢in bir enantiyomerin her ¢evrimi
icin diger enantiyomer molekiilii, ayna goriintiisii yoneliminde olacaktir. Dolayisiyla
batin bu cevrilmeler birbirini etkisiz kilacagindan, bu ¢ozelti optik¢e aktif
olmayacaktir. Bu yiizden rasemik karigimlar ifade edilirken baslarmma (+) simgesi

getirilir.

1.1.2.2.  Enantiyomerlerin Adlandirilmasi ve Cahn Ingold Prelog (CIP) Sistemi

20. ylizyilin ortalarinda Stereokimya alaninda 3 Onemli gelisme olmugtur.
Bunlardan ilki, Barton tarafindan yapilan ¢alisma ile organik molekiillerin yapilarinin
ve dizilimlerinin aydinlatilmasinin 6nemi vurgulanmigtir (Barton, 1950). Bu
makaleden ¢cikan sonuglar Barton’un Nobel &diilii almasini saglamistir. Ikinci gelisme
ise 1951 yilinda Bijvoet tarafindan yayimlanan “X Isinlar1 kullanilarak optik olarak
aktif bilesiklerin kesin dizilimlerinin belirlenmesi” baslikli makale ile ortaya ¢cikmistir
(Bijvoet ve ark., 1951). Bu makaleye gore bir kiral bilesenin enantiyomerinin hangisi
oldugu belirlenebilmekteydi. Bijovet makalesinde “Adlandirma ile ilgili sorular bizim
calismamizin kapsamina girmemektedir... Adlandirma ile ilgili sorunlar simdilik
verilmis dizilimleri ilgilendirmektedir. Eger miimkiinse aciklayici bir konfigiirasyon
sistemi gerekmektedir.” agiklamasini yapmistir ve ig¢iincii biiylik gelisme de
adlandirma ile ilgili ortaya atilmistir. 1955 yilinda Ingiliz bilim insan1 Cahn ve Ingold
Isvigreli bilim insan1 Vladimir Prelog ile ortak calismalar yapmaya baslamislardir.
1975 yilinda organik molekiiller ve reaksiyonlarin stereokimyasi alaninda yaptiklar
calismalardan &tiirii Nobel Odiilii kazanmislardir. Bu calismalar enantiyomerlerin
Cahn Ingold ve Prelog adlandirilmasi olarak da bilinen R ve S seklinde

isimlendirilmesinde 6nayak olmustur.
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Adlandirma yapilirken 6nceligin sadece atom numarasina gore belirlenmesi her
zaman mimkiin olmamaktadir. Yukarida bahsedildigi gibi IUPAC adlandirmasi
yapacak olursak iki enantiyomer ayni ada sahip olacaktir. Bu istenmeyen bir
durumdur, ¢iinkii her iki bilesik kendine ait farkli bir ada sahip olmalidir. Ayrica
sadece ad1 verildiginde bilesik dogru yazilabilmelidir. Bu yiizden CIP sistemi ile bir

seri kural gelistirilmis ve [UPAC tarafindan da benimsenerek kullanilmaktadir.

v Ilk olarak stercomerkeze dogrudan bagli olan atomun atom numaralarina
bakilir, atom numarasi en biiyiik atomun 6nceligi en yiiksektir. (Izotoplar séz
konusu ise kiitlesi biiyiik olan izotop dnceligi alir.

v' Stereomerkeze dogrudan bagli olan atomlar i¢in 6ncelik belirlenemezse bu
gruplarin sonraki atomlarina bakilir. Bu atomlara da ayni atomlar bagh ise,
zincir boyunca ilk farkli durum oOnceligi belirler. Bu noktada atom
numaralariin toplamina bakilmaz en biiyiik 6ncelige sahip tek atom aranir.

v Eger ¢ift bag veya tiglii bag iceren molekiiller varsa ¢ift bagh atomlar iki tek
bagli atom gibi, iic bagli atomlar ii¢ tek bagli atom gibi diisiliniilerek 6ncelik
belirlenmesi gergeklestirilir.

v" Oncelik sirasina gore her bir grup isimlendirilir a, b, ¢, d gibi. En kii¢iik atom

numarali gruba en diisiik oncelik verilir ve bu sirastyla yiikselerek devam eder.

Sekil 1.8°de verilen 6rnek incelendiginde en diisiik oncelige sahip grubun d
olarak isimlendirildigini goriilmektedir. Yukaridaki kurallar sistemine bagli kalarak
sag tarafta bulunan molekiilde saat yoniine dogru bir gecis sol tarafta bulunan
molekiilde de saat yoniiniin tersine bir ilerleyis goriilmektedir. Saat yoniine bir ilerleme

s06z konusuysa bu bilesik Latince rectus (sag) dan tiireyen (R) harfi ile gosterilir. Eger
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ilerleme saat yoniiniin tersine oluyorsa bu bilesik sinister (sol) dan tiretilen (S) harfi

ile gosterilmektedir.

A A>B>C>D 4

||||||III””|||||||’ D D |||||"||||||||||u

S- enantiyomer R- enantiyomer
(Sinister) (Rectus)

Sekil 1.8. R/S isimlendirmesine ait drnek

1.1.3.Kiral Bilesiklerin Biyolojik Onemi

Vladimir Prelog “Dinya kiraldir ve bir siireklilik icerisindedir, bulabildiginiz
her yerde simetrinin tadini ¢ikarin” diyerek kiralite olgusunun doga ve insana dair

birgok alanda esas oldugunu vurgulamigstir.

Her bir enantiyomer biyolojik olarak farklilik gdsterir. Bu farkliliklar arasinda:
v Tat

v Koku
v' Toksisite
v

Farmakolojik etkiler bulunmaktadir.

Dogal proteinleri olusturan yirmi aminoasitten glisin hari¢ hepsi kiraldir. Bu

aminoasitlerden birisi olan asparjinin L formu (Sekil. 1.9. sol) kuskonmaz bitkisinde
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(Asparagus officinalis) bol miktarda bulunmaktadir. Arastirmalar géstermektedir ki L

asparjin aci tattan sorumlu iken, D asparjin tatlidir (Ohloff, 1986).

0O )

O O
OH HO

NH, NH, NH, NH,
Sekil 1.9. Asparjin molekiillii: L-asparjin (sol), D-asparjin (sag)

Buna benzer bir diger 6rnekte karvon (Sekil, 1,10) molekiiliine aittir. Eski
Romalilar déneminde tedavi amagh kullanilan bu molekiil glinlimiizde daha ¢ok gida
ve aroma sanayinde kullanilmaktadir (Shallenberger, 1992). Karvon molekiiliiniin R-
(-) formu nane tadini almamizi saglarken, S-(+) formu kimyon tadina sebep
olmaktadir. Tat ve koku degisimi gozlenebilen 285’den fazla enantiyomerik g¢ift

(570°den fazla enantiyomer) bulunmaktadir (Bernreuther ve ark., 1997 ve Bentley,

2006).

(A (s)
Sekil 1.10. S-(+) Karvon (sag) ve R-(-) Karvonun (sol) molekiil sekli.

Enantiyomerlerin koku uzerine olan etkilerinin en bilinen 6rnegi Sekil 1.11°de
gosterilen limonene bilesigidir. Kozmetik dahil birgok alanda kullanilan limonenin R
formu portakal esans1 yayarken, S formu limon esansi1 yaymaktadir. Enantiyomerler
sadece kokularda degisiklige sebep olmayip bunun yani1 sira esansin yogunluguna da
etki etmektedir. Baz1 bilesiklerde ise bir enantiyomer koku yayarken digeri tamamen

kokusuz olabilmektedir (Chankvetadze, 2013a ve Bentley, 2006).
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CH;, CHs

- o
HsC CH, H,C CHj
(R)-(+)-limonen (S)-(-)-limonen

Sekil 1.11. R ve S limonen molekiiliiniin sekilleri

Enantiyomerlerin yaydig farkli kokularin dogada cesitli etkileri de vardir.
Meyve sinekleri (Bactrocera oleae Gmelin) ve R,S-Olean (Sekil 1.12.) adli feromon
tizerinde yapilan arastirmalar sonucunda gorilmiistiir ki S-Olean disi sinekleri
etkilerken, R-Olean bu tiirtin erkek turleri tizerinde etki etmektedir (Perron ve Albizati,
1989 ve Coric ve List, 2012).

Sekil 1.12. R ve S olean molekdiliiniin sekilleri

Enantiyomerlerin biyolojik farkliliklarimin farmakolojik ve toksikolojik olarak
en belirgin gozlendigi alan siliphesiz kiral farmasotik bilesiklerdir. Bu farkindalik 1957
yulnin Ekim ayinda biiyiik bir trajediyle ortaya ¢ikmistir (Meyring ve ark., 1999 ve
Vargesson, 2015). Talidomit faciast olarak hafizalara kazinan bu olay Bati
Almanya’da bir ilag¢ firmasi tarafindan 1954 yilinda tesadiifen bu bilesigin bulunmasi
ile baglamaktadir. Tablet olarak piyasaya siiriilen Contegran® hamilelerde sabah
bulantis1 sorununu gidermek igin kullamlmustir. Ilag, iiretimi yapilirken bazi toksik
verilerle karsilagilmis olsa da fareler {izerinde yapilan deneyler soncunda kaydadeger
bir soruna rastlanilmamis ve piyasaya siiriilmiistii. Iletisim agmin yetersiz olmasi
sebebiyle o yillarda ilac1 kullananlarda ortaya ¢ikan; uykuya egilim, halsizlik, deride

kizarikliklar, mide agrilari, uyusma, sinirlilik, kulak ¢inlamasi gibi yan etkiler
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goriilmeye baslansa da ilag piyasadan toplatilamamisti. Bu belirtileri takiben
gerceklesen dogumlarda anomalili bebekler diinyaya gelmisti. Bu anomalilerden
bazilar1 normalden kisa, malforme, yiizge¢ benzeri kol ve bacaklarla kendini gosteren

fakomeli (phocomelia), sagirlik, korliik, cinsel organlarda deformasyonlard: (Sekil
1.13).

e ©
MY mo!
e poy'®
Hes v

Sekil 1.13. Talidomit trajedisine genel bakis

Talidomitin, anne ile fetus arasinda yer alan plasental bariyeri gegip konjenital
deformitelere yol acabilen bir teratojen oldugu Hamburg’lu bir ¢ocuk doktoru olan
Widukind Lenz tarafindan kanitlandi ve tiim diinyada piyasadan ¢ekildi. Yaklasik 50
tilke ve 10.000’in tizerinde bebek ilacin yarattigi anomalilerle diinyaya geldi ve
bunlarin biiyiik ¢ogunlugu da yiiksek mortalite orani sebebiyle eriskin bir birey
olamadan yasama veda etti (Chankvetadze, 2007; Chankvetadze, 2013a ve Vargesson,
2015).

Turkiye’de Talidomit magduru hi¢ bir birey goriilmemesindeki en biiyiik

unsurun 1957 yilinda iilkemizde amniyotik sivida ilk kok hiicreyi gelistirmeyi bagaran
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Ord. Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygln’iin Saglik Bakanligi’n1 uyarmasi sonucu ilacin
tilkemize girigini engellemesidir (Dinger, 1982). Talidomit trajedisi kiral ilaglarin
O6neminin anlasilmasindaki en biiyiik etken olmus ve ilag iireticilerini tek enantiyomer

igeren ilaclarin iiretimine yonlendirmistir.

1.1.3.1. Kiral Farmasotik Bilesikler

Kiral molekiiller ila¢ etken maddelerin bir¢ogunda bulunmaktadir. 1926 yilinda
Iskog farmakolog Arthur Robertson Cushny, kiral bilesiklerin enantiyosecimliligini
farmakolojik ve metabolizma agisindan 6nemini son 40 yili baz alarak derlemistir
(Cushny, 1926). Bu derleme farmakolojik ac¢idan enantiyose¢imliligin 6nemini ifade
eden ilk ve en kapsamli derleme olma 06zelligini tasimaktaydi. Daha sonra 1984
yilinda Simonyi ‘nin yaptig1 bir arastirmada Isvec’te kliniklerde kullanilan 666 tane
ilagtan 355’inin bir sterecomerkeze sahip oldugu ve bunlardan 181 tanesinin de tek

enantiyomerden olustugu rapor edilmistir (Simonyi, 1984).

Eski ¢aglardan beri siire gelen ve bitki 6ziitlerinden elde edilen bilesiklerde de
kirallik s6z konusudur. Bunlardan bazilarinin kokeni 5000 yila uzanmaktadir. Ephedra
sinica adl1 bitkiden tiiretilen (1R, 2S ve 1S, 2R) efedrin molekiilii iki adet kiral merkez
icermektedir, fakat bu bitki igerisinde yalmiz 1R, 2S dizilimli izomeri mevcuttur.
Yiizlerce y1l boyunca bir¢ok alanda kullanilan bu molekiil tip literatiiriine 1920 yilinda
girmistir. Astim tedavisinde ve bazi depresyon tedavilerinde de kullanilan ilag¢
giinlimiizde cogunlukla gida takviye {irlinlerinin igerisinde kilo verme ve viicut
gelistirme amaciyla tercih edilmektedir. 1990 yilinin baslarinda bir ¢ok yan etkisi
bildirilen bu molekiil ve bu yapiya benzer yapida molekiilleri iceren ilaglarin 2004
nisan ay1 itibariyle gida takviyelerinde kullanimi1 FDA tarafindan yasaklanmistir (Gal,
2006). Bu kiral molekiiliin 1R, 2S dizilimi efedrin olarak adlandirilirken, 1S, 2R

dizillimi ps6doefedrin olarak bilinmektedir.
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20. yiizyilin baglarinda ilag tiretiminde ve kullaniminda kiralitenin aragtirilmasi
onemli bir unsur halini almistir. Birgok bilesikte de eneantiyoseg¢imliligin oldugu
gozlenmistir. 1933’te Easson ve Stedman enantiyosegici ilag reseptor iliskisine esas
olusturacak bir model rapor etmislerdir (Easson ve Stedman, 1933). Bu model
epinefrin molekiiliiniin R formunun baskilayici etkisi yiiziinden, dogal ortamda daha
fazla se¢imli oldugunu gostermekteydi. Epinefrin molekiilii baz alindiginda Sekil 1.14
ilag reseptor iligkilerinin enantiyomerler agisindan modellenmis halini géz 6nline

sermektedir.

OH
OH

C &
CH, —NH,
HO H ‘

CH,4

R) -(-) epinefri
(R) -C)epinetin, o i ki bolzesi Buim-Subsicat
Dogal epinefrin kompleksi

OH
OH

(S) -(+) epinefrin

Sentetik epinefrin Enzim-aktif bolgesine uymuyor

Sekil 1.14. ilag reseptor iliskisine enantiyomerik modelleme

Sonug olarak molekiilde bulunan t¢ grup, amino grubu, alifatik hidroksil grubu
ve elektronca zengin aromatik halka kiral reseptdr tzerinde bulunan Gg bitunleyici
bolgeyle etkilesmektedir. Uzaydaki yonelmesi dikkate alindiginda R-epinefrindeki 3
grup reseptor tlizerine tam olarak yerlesmektedir. Fakat diger enantiyomeri
inceledigimiz zaman reseptdr ve molekiiliin birbiriyle biitiinlesemedigi dolayistyla da
etkilisimin olmadig1 goriilmektedir. Bu yiizden her iki enantiyomerin farkli biyolojik

etkileri goriilmektedir. Epinefrin ile baslayan bu 3 nokta etkilesim modeli daha sonra
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genisletilerek tiim kiral ilaglarin biyolojik enantiyose¢imliligini (ilag-reseptor
etkilesimi, enzim substrat baglanmasi, proteinlerin baglanmasi) gostermek icgin
kullanilmistir  (Ariens, 1989). Bununla birlikte 3 nokta etkilesim modeli
kromatografide de kiral bilesenler ve kiral sabit fazlar arasindaki enantiyosecimli
etkilesimlerin agiklanmasinda da rol oynamaktadir (Chankvetadze, 2013a ve
Chankvetadze, 2013b).

Morfin bilesiginin kimyasal sekli 1923 yilinda Onerilmekle birlikte
sentezlenmesi 1952 yilinda gergeklestirilmistir. Bu molekiile ait kongifiirasyon ise
1955 yilinda 6nerilmistir (Gal, 2006). (+) Morfin 1960 yilinda sentezlenebilmistir ve
dogal olarak bulunan (-) morfine oranla analjezik etksinin daha fazla oldugu

kanitlanmustir.

Sitma tedavisinde kullanilan kinin molekiilii ve atomlarin bu molekiile
baglanmasi 20. yilizyilin baslarinda rapor edilmistir. Fakat setereokimyasi
aciklanamamistir. 1821 yilinda piyasaya siiriilmiis olmasina ragmen bir¢ok ¢alisma
grubu birkag ylizy1l boyunca stereosecici sentezini ger¢eklestirmeye ¢alismistir. 2001
yilinda, kinin molekiiliiniin izolasyonunu takip eden 181. yilda stereosegici sentez

miimkiin olmustur (Stork ve ark., 2001).

Ibuprofen ve Ketoprofen de giiniimiizde kullanilan popiiler kiral degisimli ilag
etken maddelerdendir. Steroid olmayan anti-enflamatuar ila¢ etken maddelerin ¢ogu
2-arilpropiyonik asit tiirevleri olarak bilinmektedir bu grubun bir diger adlandiriima
sekli ise profenlerdir. Bu grup cogunlukla agr1 kesici olarak ve iltihaplarin tedavisi i¢in
kullanilmaktadir. Fakat bu grubun rasemik karisimlari kullanildiginda birgok yan etki
goriildiigii rapor edilmistir. Bu yan etkilerin etki etti§i kisimlar, gastrointestinal,

bobrek, kemikler ve cigerler olarak bildirilmistir.
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S(+) ketoprofen iizerindeki ¢alismalar sonucunda rasemik karigimina oranla ¢ok
daha etkin oldugu bulunmustur. Enantiyomerik formu rasemik karigimina gore iic
onemli avantaja sahiptir. Bunlar, ¢cok daha diisiik doz kullanimiyla daha etkin bir

tedavi, daha hizl1 viicuda etki etme ve sindirim sistemine daha az zarar vermesidir.

Ibuprofenin yalnizca (S) izomeri etkindir. (R) izomeri viicutta yavas yavas (S)
izomerine donmesine ragmen iltithap onleyici bir etkiye sahip degildir. Yalnizca (S)
izomerlerinden olugsmus bir ilag, rasemattan olusan ilaca gore ¢ok daha hizli etki
gosterir (Solomons ve Fryhle, 2002). Bu ve bunun gibi diger 6rnekler asagidaki
cizelgede etkileriyle birlikte gosterilmistir. Enantiyomerlerin oldukca farkli etkilere

sahip oldugu daha bir¢cok 6rnek mevcuttur.

Cizelge 1.2. Etkin maddelerde enantiyomerlerin etkisi (Ariens, 1984; Mcconathy ve Owens.,
2003; Nguyen ve ark., 2006; Patocka ve Dvorak, 2004; Uckun ve Suzen, 2009)

Etken madde adi Etkisi

Metildopa S enantiyomeri etki gdsterirken, R enantiyomeri etkisizdir.

Penisilamin S enantiyomeri etki gdsterirken, R enantiyomeri etkisizdir ve mutajenik etkiye yol agar.

Bupivakain S enantiyomeri daha az kardiyotoksik etkiye sahiptir.

Etomidat R izomeri 15 kat daha etkili olup, S izomeri hipnotik etkilere sebep olmaktadir.

Ketamin S izomeri 2-4 kat daha etkili olup, R izomeri beklenmedik endiselenmeye ve sanrilara
sebep olmaktadir.

Talidomit S enantiyomeri teratojenik etki gosterirken, R enantiyomeri sedatif etki gostermektedir.

Etambutol S,S enantiyomeri tuberkuloztatik etkiye sahipken, R,R enantiyomeri gérme kaybina sebep
olur.

Amlodipin S (-) izomeri 1000 kat daha etkili olup, R (-) izomeri etkisizdir.

Naproksen Bir enantiyomeri agr kesici 0zellik gosterirken, digeri karaciger zehirlenmesine yol
agmaktadir.

Metorfan L formu agr1 kesici 6zellik gosterirken, D formu 6ksiiriik baskilayicidir.

Labetalol S,R-formu a-adrenerjik reseptorleri bloke ederken, R,R-formu B-adrenoreseptorlei bloke
eder. S,S- ve R,S izomerleri ise etkisizdir.

Prilokain R enantiyomeri hizli metabolize olurken, S enantiyomeri daha yavas metabolize
olmaktadir.

Sitalopram S (+) enantiyomeri etki gosterirken, R (-) enantiyomeri etkisiszdir.

Propranolol L formu etkili iken, D formu etkisizdir.

2003 yilinda Downton ve Clark’in yaptig1 aragtirmaya dayanarak 2002
yilinda kardiyovaskiiler ila¢ satislari temel alindiginda ilk bes ilacin dort tanesi saf
enantiyomerik haldedir (Downton ve Clark, 2003). Bu ilaglardan amlodipin igeren
besincisi de 2007 yilindan itibaren S-amlodipin (levamlodipin) olarak piyasaya
striilmiistiir. Pharmacy Times sitesine gore 2015 yilinda satis1 gergeklistirilen
ilaclardan en yiiksek ciroya sahip on ilacin dokuzu kiral molekdillerden

olusmaktadir. Bu ilaglarin da bes tanesi tek enantiyomer olarak satilmaktadir
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(PharmacyTimes, 2015). Dlnyada piyasada bulunan hem rasemik hem de tek

enantiyomer halindeki ilaglara verilmis bazi Ornekler cizelgede listelenmistir

(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Diinyada piyasada bulunan rasemik ve tek enantiyomer formdaki ilaglar (Erb,

2006)

Etken madde ve rasemik piyasa preparatt  Etken madde ve tek enantiyomer

Amlodipin (Norvasc) Levamlodipin (EsCordi Cor)
Amfetamin (Benzedrine) Dekstroamfetamin (Dexedrine)
Bupivakain (Marcain) Levobupivakain (Chirocaine)
Setirizin (Zyrtec / Reactine) Levosetirizin (Xyzal)
Sitalopram (Celexa / Cipramil) Essitalopram (Lexapro / Cipralex)
Fenfluramin (Pondimin) Deksfenfluramine (Redux)
Formoterol (Foradil) Arformoterol (Brovana)
Ibuprofen (Advil / Motrin) Deksibuprofen (Seractil)
Ketamin (Ketalar) Esketamin (Ketanest S)
Ketoprofen (Actron) Deksketoprofen (Keral)
Metillfenidat (Ritalin) Deksmetilfenidat (Focalin)
Milnasipran (Ixel / Savella) Levomilnasipran (Fetzima)
Modafinil (Provigil) Armodafinil (Nuvigil)
Ofloksasin (Floxin) Levofloksasin (Levaquin)
Omeprazol (Prilosec) Esomeprazol (Nexium)
Salbutamol (Ventolin) Levalbuterol (Xopenex)
Zopiklon (Imovane / Zimovane) Eszopiklon (Lunesta)

Bircok rasemik ilacin etkileri incelenmeye devam edilmektedir. Saf

enantiyomerlerden iiretilen ilaglarin bir¢ok avantaji vardir. Bunlar:

v

v

<\

Tek bir enantiyomerden kaynakli bir¢ok istenmeyen farmakodinamik
etkiler ve toksik etkiler giderilmis olacak,

Hastaya daha diigiik dozlar verilerek metabolizmasina, bobreklere ve
karacigere daha az yiikleme olacak,

Iki veya daha fazla ilacin kullanimi, hastalik veya fizyoloji ile ilgili daha
kolay tan1 ve tedavi uygulanacak,

Mag etkilesimleri azalacak,

Enantiyomerler arasi etkilesimlerden kaginilmig olacak,
Biyocgevrilmelerden (Vucut icerisinde rasemik formun bir enantiyomere
dénmesi) kagilmis olacak,

Toksisite ve farmakokinetik etkilerin goruntilemesi daha kolay bir hal
alacaktir (Chhabra ve ark., 2013; Davies ve Teng, 2003).
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Bu nedenle, enantiyomerik olarak saf ilaglarin gelistirilmesi, enantiyomer
secimli sentezler ve rasemik ilaglarin ayrimimnin yapilarak analiz metodlarinin

gelistirilmesi gliniimuz arastirmalarinda ve gelecekte 6nemli yer teskil etmektedir.

1.1.4. Enantiyomerlerin Ayrilmasi

Kiral ilag gelistirmek iizere yola ¢ikilirken belirli bir strateji izlenmektedir ve
baz1 enantiyoayrim tekniklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Her basamak igin gerekli
enantiyomer tiirii ve miktar1 ile yaklagik maliyeti derecelendirilmis olarak asagidaki

cizelgede sunulmaktadir (Cizelge 1.4.).

Cizelge 1.4. Kiral ilag gelistirilirken gereklilikler.

Ilag gelistirme basamag1  Gerekli enantiyomer ~ Miktar Maliyet
Kesif Her iki enantiyomer 1 mg-50 g Diigiik
Pilot gelistirme Her iki enantiyomer 100 g-10 kg  Diisiik
Tamamen gelistirme Aktif enantiyomer 5-100 kg Orta
Uretim Aktif enantiyomer Tonlarca Yiksek

Enantiyomer olarak saf farmasotik preparatlarin, pestisitlerin ve insektisitlerin
sentezlenmesi i¢in kullanilan saf enantiyomerler baslica iic kaynaktan elde edilir
(Chankvetadze, 2013a ve Sheldon, 1993). Bunlardan birincisi, tek enantiyomer
seklinde dogal olarak bulunan karbonhidrat ve alkaloit tlirevi kiral molekiillerin
bitkilerden 6zutleme yoluyla ya da rasemik halde bulunan maddelerin kristalizasyon
veya kinetik ayirma yollariyla elde edilmesidir. Ikinci olarak, karbonhidrat
kaynaklarindan fermantasyon ile mikroorganizmalar vasitasiyla elde edilmesidir. Bu
proses, laktik asit, ve L- amino asit gibi basit yapili kiral molekiiller ile antibiyotikler,
ve vitaminler gibi daha kompleks molekdllerin tretilmesi igin 6nemli bir kaynaktir.
Son olarak, kiral veya prokiral baslangic maddelerinden hareketle kimyasal ve/veya
biyokimyasal olarak asimetrik sentez yoluyla sentezlenmesidir. Bu baglamda

gelistirilen kiral havuz terimi de dogal olarak bulunan iiriinlerin ve onlarin tiirevlerinin
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sentezini ifade etmektedir. Bu molekiiller konfigiirasyon doniisiimii gibi kimyasal

etkilesimlerle sentetik iiriinlere doniistiirtiliir (Chankvetadze, 2013a ve Sheldon, 1993).

Enantiyomerik ayirma i¢in kullanilacak yOntemi belirlemeden 6nce bazi

sorularin cevaplanmasi gerekir,

v
v

<\

ASIRNERNERN

Gelistirilecek yontem analitik mi, preparatif mi olacak?

Calisilacak bilesikler farmasotik mi olacak yoksa biyomedikal iirtinlerle mi
calisilacak?

Gilinliik kag numunenin analizi yapilacak?

Numune bu analizlere uygun mu? (Deney hayvanlart ile mi ¢alisilacak,
pediatrik drnekler mi kullanilacak ya da tek hiicre analizi mi yapilacak?)
Numune kimyasal agidan saf mi1?

Analitlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri biliniyor mu?

Numune hangi ortamda ne kadar ¢ozlnebiliyor?

Numunenin ¢esitli etkilere kars1 kararlilig1 biliniyor mu? (Coziicii, sicaklik,

Vs.)

Bu sorularin cevaplari verildikten sonra analiz i¢in hangi yontemin segilecegine

karar vermek daha da kolay olacaktir. Unutulmamalidir ki enantiyomerler, ayni

kaynama noktasina ve siradan ¢dziiciiler i¢inde ayni ¢oziiniirliige sahiptirler. Bu

yiizden kristallendirme ve damitma gibi organik bilesiklerin ayriminda kullanilan

geleneksel yontemler rasemik yapiya uygulandiginda basarisiz olunmaktadir. Bu

noktada geleneksel yontemlerin disinda aletli analiz yontemleri tercih edilmektedir.

Bu yontemlerden ilerleyen bolimlerde bahsedilecektir.
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1.141.  Enantiyomerlerin Ayrilmasinda Kullamilan Yontemler

Rasemik karisimlarin  ve prokiral maddelerin ayrilmasinda ve saf
enantiyomerlerin eldesinde temel olarak asagidaki tekniklere bagvurulur (Ghanem ve
Aboul-Enein, 2005).

v’ Kiristalizasyon
» Tercihli kristalizasyon
» Diastereomer kristalizasyonu
v Kinetik Ayirma
» Enzimatik
» Kimyasal
v' Aletli Analiz teknikleri
» Gaz kromatografi
» Yiiksek basarimli sivi kromatografi
» Siiperkritik Akigkan Kromatografi
» Kapiler elektroforez
>

Kapiler elektrokromatografi

1.1.4.1.1. Tercihli Kristalizasyon

Genellikle endiistriyel olgekte yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ilag
endiistrisinde yaygin olarak enfeksiyon onleyici 6zelligi ile bilinen kloramfenikol ve
kardiyovaskiiler bir etken madde olan a-metil-L-dopa tretimi tercihli kristalizasyon
yontemi kullanilarak yapilmaktadir (Ghanem ve Aboul-Enein, 2005). Bu yontem esit
miktarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik karistmini iceren rasematlara
(konglomerat) uygulanabilir. Fakat bu sekilde bulunan ilag etken maddeleri pek de
yaygin degildir (%20 <). Bu yontemin basaris1 konglomerat seklindeki rasemik

karisimin enantiyomerlerden herhangi birinden daha ¢6ziiniir olmasina baglhidir.
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1.1.4.1.2. Pasteur Yontemi (Diastereomer Kristalizasyonu)

Enantiyomerleri ayirmak i¢in en gegerli yontemlerden biri, rasemik yapiy1 diger
bir bilesigin tek enantiyomeriyle tepkimeye sokmaktir. Bu islem, bir rasemik yapiy1
bir diastereomerler karisimina gevirir ve diastereomerlerin farkli erime noktasi, farkl
kaynama noktasi, farkli c¢oziinlirliige sahip olmasi nedeniyle diastereomerler
geleneksel yolla ayrilabilirler. Diastereomerik yeniden kristallendirme boyle bir

islemdir.

Louis Pasteur’un 1848’de tartarik asit tuzlarinin rasemik seklini ayirmasi,
enantiyomerik ayrimlarin baglangici olmustur. Pasteur "un gergeklestirdigi bu ayrimla
birlikte stereokimya terimi ortaya ¢ikmistir iste bu ylizden Pasteur Stereokimyanin

kurucusu olarak nitelendirilmektedir.

(+)-Tartarik asit sarap iretim prosesinde iretilen yan Urinlerden birisidir.
Pasteur rasemik tartarik asidin sodyum amonyum tuzunun kristal yapisini incelemis
ve iki tip kristale ait goriintii oldugu sonucuna varmistir. Birisi (+)-tartarik asidin
sodyum amonyum tuzunun kristalleriyle ayn1 o&zellik gosterirken, digerinin
goriintiisiiniin ilk kristallerin c¢akismayan ayna goriintiileriydi. Incelemelerinin
ilerleyen safthasinda, bir pens ve biiylite¢ yardimiyla her iki tip kristali de ayiran
Pasteur bu kristalleri ayr1 ayr1 suda ¢ozerek ¢ozeltileri polarimetre altinda incelemistir.
Birinci inceledigi 6rnekte kristaller polarize 15181 saga ¢evirmekteydi ve kristallerin
(+)-tartarik asidin sodyum amonyum tuzuyla ayni oldugu gériiliiyordu. ikinci tip
kristallerin ¢ozeltisi ise polarize 15181 esit miktarda fakat zit yone dogru gevirmekteydi.
Ikinci tip kristaller, (-)-tartarik asidin sodyum amonyum tuzuydular. Kristallerin
kiralligi, kristaller ¢ozelti i¢inde ¢oziindiikleri i¢in kendiliginden kayboluyor fakat
optikce aktiflik devam ediyordu. Bu ylzden Pasteur, molekillerin kendilerinin kiral
olmas1 gerektigi sonucuna vardi. Bu kesfin ardindan da 1874°te Van’t Hoff ve Le Bel

tarafindan karbonun diizgiin dortyiizlii yapist Onerilmistir. Pasteur’un buldugu bu
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yontem c¢ok sayida organik bilesigin sahip olacagi bir 6zellik olmadigr igin
enantiyomerlerin ¢ogunun bu yontemle ayrilabilmesi miimkiin olmamaktadir

(Solomons ve Fryhle, 2002).

1.14.2. Kinetik Ayirma Yontemleri

Diger bir yontem ise enzimlerle ayirmadir. Enzim, rasemik yapidaki
enantiyomerlerden birini se¢imli olarak bagka bir bilesige doniistiiriir ve daha sonra

tepkimeye girmemis enantiyomer ve yeni bilesik ayrilir.

Bu yonteme ise kinetik ayrima ad1 verilir. Bu yontem bir kiral bilesen varliginda
iki enantiyomerin farkli hizlarda reaksiyon vermesine dayanir. Bu kiral bilesen enzim
veya mikroorganizma gibi bir biyokatalizor olabilecegi gibi kiral bir metal kompleksi
gibi bir kemokatalizor de olabilir. Kinetik ayirma rasemik karisimdaki
enantiyomerlerden birinin digerinden daha hizli {irline doniismesiyle saglanmaktadir.
Kinetik ayirma yapilirken katalizor olarak en ¢ok kullanilan enzim lipazlardir.
Dinamik kinetik ayrimda da, kinetik ayirma ile rasemizasyon prosesi beraber
gerceklesmektedir. Dinamik kinetik ayriminin tek farki (S) enantiyomeri proses
boyunca izomerlesir, baslangi¢ (R) substratinin tamami (R) {iriiniine doniisebilir ve

boylece % 100 verime ulasilabilir.

Bu tepkimelerde 6zellikle bazi kavramlar ortaya ¢ikmaktadir. Enantiyomerik
asirilik (ee) terimi herhangi bir bilesigin enantiyomerik safliginin ifade edilis bigimidir
(Esitlik 1.1). Burada R ve S ilgili enantiyomerleri gostermektedir.

[R]—[S]

% ee = RI7[s] x100 (Esitlik 1.1)
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Rasemik bir karisim icin ee degeri “0” iken enantiyomerikg¢e saf bir bilesik i¢in ee
degeri “1”dir. Enzim katalizli tepkimelerin enantiyosecimliligini  veya
stereose¢imliligini tanimlamak i¢in enantiyomerik oran (E) parametresi kullanilir
(Esitlik 1.2). Enantiyosecimli olmayan tepkimelerde E degeri “1” iken, kabul edilebilir
bir ayrim i¢in E degeri 20’den biiyik olmalidir (Ghanem ve Aboul-Enein, 2005).

Esitlik 1.2.’de ¢ doniisiim biiyiikliigiinii, s substrati, p ise liriinii ifade etmektedir.

_ In[(1-c)x(1-ee(S)] %100 ve

eeg
T nl(1-0)x(1+ee(S)] ¢ ees+eep

(Esitlik 1.2.)

1.1.4.3. Enantiyomerlerin Ayriminda Kullamlan Aletli Analiz Yéntemleri

Yukarida listelenen aletli analiz ydntemleri avantaj ve dezavantajlar
bakimindan incelenecek olup tez kapsaminda kullanilan kiral YBSK yontemi ile ilgili

detayl bilgi gere¢ ve yontem kisminda anlatilacaktir.

1.1.4.3.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisinde (GK) hareketli faz gaz olup sabit faz sivi veya kati
olabilir. GK sabit faz sivi oldugunda, gaz-sivi kromatografisi (GSK) sabit faz kati
oldugunda gaz-kati1 kromatografisi (GKK) olarak isimlendirilir. GSK’de bilesenler
hareketli faz ile sabit faz arasindaki dagilma farkliliklar1 sayesinde ayrilirlar. GKK ise
genellikle gaz karigimlarimin  kromatografik analizinde kullanilir ve kullanim

yaygmligi GSK’ye gore oldukca azdir.
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GK mol kitlesi 2-1000 g mol™ arasinda olan organik ve anorganik gazlarim,
kolayca buharlagabilen sivi ve katilarin ugucu bir ¢oziicii i¢inde ¢éziinmiis haldeki
orneklerini analiz etmek i¢in kullanilir. GK ¢ok kisa siire i¢inde ugucu bilesenlerin
ayrilmasi ve analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir teknik olmay1 bagarmistir. Kapiler
kolonlarin iiretilmesinden sonra daha da yaygin olarak kullanilan gaz kromatografisi
cihazlarinin gelisimi, daha etkili bigimde nitel analiz yapilabilmesini saglamistir. Kiral
bilesen analizlerinde gaz kromatografisi ile ¢calismanin belirli artilar1 ve eksileri vardir.
En biiyiik avantaj1 ¢ok yiiksek etkin tabaka sayilarina ulagsmasidir. Diger taraftan en
ciddi dezavantaji sadece termal olarak dayanikli bilesiklerin analizlerinin miimkiin
olmasidir. Bunun yani sira sabit faz ¢esitliliginin sinirli olusu, hareketli faz agisindan
secicilige kolay miidahale edilememesi ve preparatif 6l¢ekli analizlerde kullaniminin

gii¢ olusu bu yontemin kullanimini sinirlamaktadir.

1.1.4.3.2. Siiperkritik Akiskan Kromatografisi

Stiper kritik akiskan; bir madde, kritik sicakliginin {izerine 1s1tildig1 zaman elde
edilen fiziksel haldir. Stiperkritik akiskanlar hem gaz hem de s1v1 6zelliklerini bir arada
gosterirler, diflizyon katsayilar1 yiiksektir, sikistirilabilirlikleri yiiksektir, sicaklik ve
basinglarinin yani sira yogunluklart da yiiksektir. Akiskan se¢imi yapilirken, akigkan
yiiksek saflikta olmali, kararli ve inert olmalidir bunun yani sira yanici ve patlayici
olmamali ve toksik Ozellik gostermemelidir. Bunlara 6rnek olarak etilen, etan,

karbondioksit ve triflormetan gibi maddeler verilebilir.

Siiperkritik akigkan kromatografi yonteminde gaz ve sivi kromatografik
yontemlerin avantajli yonleri bir araya getirilmistir. Hareketli faz olarak siiper kritik
bir akiskan kullanilir. Sabit faz, kat1 veya siv1 olabilir. En ¢ok kullanilan hareketli faz
ise yukarida belirtilen 6zellikleri biinyesinde barindirdigi igin karbondioksittir. Diger

tiim s1v1 kromatografik kolonlar gibi stiperkritik akiskan kromatografisi kolonlar1 da
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sabit fazla doldurulmus paslanmaz gelikten meydana gelmektedir. Teknik olarak
normal faz kromatografi teknigiyle cok benzemektedir. Buna ek olarak stiper kritik
akigkanlarin diistik viskoziteye ve yiiksek difiiziteye sahip olmalar1 bir avantajdir. Bu
nedenle normal faz kolonlar1 da kullanilabilir. Y6ntemin geleneksel YBSK’ye gore
belirli istiinliikleri vardir. Oncelikle daha yiiksek etkin tabaka sayilarina
ulagilabilmektedir. Bu etkin tabaka sayilari YBSK’den daha yiiksek olmakla beraber
gaz kromatografisi ve kapiler elektroforez tekniklerinden daha diisiiktiir. Sicaklik ile
bozulan numunelerle rahatlikla calisilabilmeyi saglar, preparatif olarak uygulamalar
yapilabilir, atik yonetimi ve kullanilan hareketli faz agisindan bakildiginda ise daha
gevreci bir yontemdir. Bunun yani sira dezavantajlari arasinda, hareketli faz segiminin
kisith olusu, hareketli faz igerisinde analit ¢oziintirliigiiniin sinirli olmasi ve hareketli
faz ile istenmeyen reaksiyonlarin meydana gelebilmesidir (Stiper kritik kosullarda

karbondioksit birincil ve ikincil aminlerle etkileserek karbamik asitleri olusturur).

1.1.4.3.3. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez (KE) diger yontemlere gore oldukga yeni olan ve YBSK ve
jel elektroforezin gesitli yonlerden birlesimine karsilik gelen bir ayirma teknolojisidir.
Jel elektroforezde oldugu gibi ayirma bir elektriksel alanda bilesenlerin farkli

goclerine bagl olarak gerceklesir.

Elektroforezden farkli olarak ayirmalar genellikle sulu ¢ozeltilerde bir jel
ortamina gerek duyulmaksizin yapilir. KE teknikleri kapiler zon elektroforez, kapiler
jel elektroforez, kapiler izotakoforez, kapiler izoelektrik odaklama, kapiler
elektrokromatografi gibi ¢esitli tekniklere ayrilmaktadir. Bu yontemin yiksek
secicilik, hizli ayirim, kapilerlerinin daha uzun 6mdarli ve ucuz olmasi, az miktarda
numune ve reaktiflere gerek duyulmasi, tayin sinirlarmin olduk¢a disiik diizeylere

kadar inebilmesi, ucuz olmasi, otomasyona uygunluk gibi pek cok dstunlukleri
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bulunmaktadir. KE, polar ve apolar bilesiklerin, iyonik ve iyonik olmayan organik
bilesiklerin, inorganik anyon ve katyonlarin, makro molekiillerin ve kiral bilesiklerin
ayrilmasi ve teshisi i¢in kullanilir. Karigimlarda bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tayini

mUmkandr.

En ¢ok kullanilan KE yontemi kapiler zon elektroforez (KZE) yontemidir. Bu
teknikte ayrilma, bilesiklerin elektroforetik hareketliliklerindeki farka bagli olarak
kapiler i¢inde farkli hizlarda go¢ etmesi ile meydana gelir. Elektroforetik hareketlilik
baglica bir iyonun kiitle-yiikk oranina ve sekline baghdir. Katyonlar negatif yuklu
elektrota (katot) dogru, anyonlar pozitif yiiklii elektrota (anot) dogru go¢ ederler. Gog
hizlar1 yiik/biiyiiklilk oranina gére degisiklik gosterir. 1ki bilesigin yiiklerinin ayni
olmasi kosulunda kii¢lik olan biiyiik olana gore daha hizli hareket eder. Biiytikliikler
ayni oldugu kosulda da yiikii daha fazla olan daha hizli hareket eder.

Diger KE ayirma yontemlerine gore KZE bazi istlinliikkler tasir. Kapiler ve
elektrot kaplarmin tamaminda tek bir tampon kullanilir ve numune kapilerin bir
ucundan bir zon halinde alinir. Kapilerin hazirlanmasi ig¢in ayirma tamponu ile kapileri
doldurmak yeterlidir. Kaplanmamus kapilerler 6n yikama ve sartlandirma basamaklari
gerektirir. Diislik maliyetli tampon ve tuzlar kullanildigi i¢in teknik ucuzdur. Ayirma
seciciligi tampon pH’sinin ayarlanmasi veya katki maddelerinin kullanilmasi ile
kolayca degistirilebildigi i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir. KZE bir elektrolit
cozeltisinde ¢oziinebilen biitlin iyonize bilesikleri ayirmak i¢in kullanilabilir. Peptit,
protein gibi biiyiik biyomolekiiller, kiral yapili bilesikler ve kii¢iik inorganik anyonlar
icin bircok uygulama bulunmaktadir (Blaschke ve Chankvetadze, 2000;
Chankvetadze, 2001, Chankvetadze, 2007, Chankvetadze 2013a, Christian, 2004 ve
Thormann ve ark., 2014).

Yontemin baglica avantajlari; Alternatif bir ayirma mekanizmasi sunmasi,

kromatografik yontemlerin aksine ¢ok yiiksek etkin tabaka sayilarina ulasilmasi, kiral
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seciciler yoniinden ¢ok ¢esitli olmasi, segiciligin ayarlanmasinda ¢ok esnek olmasi,
termodinamik olarak c¢ok kiiciik bir secicilik farki olsa bile ayirmanin
gerceklesebilmesi, kiral segicilerin karistirilarak kullanilmasinin miimkiin olusu ve son
olarak da minyatiirize bir teknik oldugu i¢in az bir numuneyle bile analizler
gerceklestirilebilirken ¢gevreye karsi ¢ok daha duyarli bir yontem olusudur. Y dntemin
iistiinliikleri yani sira gaz haline gecebilen molekiillerle calisilamamasi ve preparatif
ayirmalar i¢in kullanilamamas1 gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ayrica
kromatografik metotlara nazaran analizcinin kapiler elektroforez konusunda yetkin
olmasi, o6zellikle metodun gelistirilmesi ve gecerlilik testlerinin hatasiz yapilmasi

durumlarinda ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir.

1.1.4.3.4. Kapiler Elektrokromatografi

Kapiler elektroforez cihazi ile uygulanabilen ve temel olarak kii¢iik molekiillerin
ayrilmast i¢in kullanilan bir kromatografik tekniktir. Bu yontem sivi kromatografinin
seciciligini ve kapiler elektroforezin yiiksek etkinligini birlestiren bir tekniktir.
KZE’nin aksine yiiksiiz bilesiklerin analizi de kapiler elektrokromatografi teknigi ile
rahatlikla gercgeklestirilebilmektedir. KE’den farkli olarak kolon olarak C18 gibi bir
hidrofobik ligant ile tirevlendirilen 1-7 um boyutlarda poroz silika, core-shell veya

monolit bir malzeme ile doldurulmus silika kapilerler kullanilir (Sekil 1.15.)

Sekil 1.15. Silika pargaciklarla doldurulmus kapiler bir kolon
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Hareketli faz, sulu tamponlar ve asetonitril, metanol gibi bir organik ¢dztictniin
karisimindan olusan klasik YBSK ters faz ¢ozeltileri olabilir, ancak organik ¢ozicu
icerigi yiiksektir (% 50-100). Doldurulmus kolonda bulunan silika yiizey, sisteme
voltaj uygulandiginda yiiksek yogunluklu iyonize silanol gruplarindan dolay: yiiksek
bir elektroozmotik akis olusturur. Bu tiir bir akis gelencksel YBSK’de karsilasilan
laminer akig gibi parabolik bir yol izlemez (Sekil 1.16. a) tipa seklindeki (Sekil 1.16.
b dogasi nedeniyle etkinlik degerleri YBSK’den daha yuiksektir.

a b
_ —
_— _—
—_— ——

Sekil 1.16. Laminer (a) ve elektroozmotik akis (b)

Hareketli faz hem silika duvari ile hem de dolgu materyalini olusturan parcacikli
yiizeylerle temas halindedir. Ayrilacak bilesenlerin dolgu materyali ile hareketli faz
arasindaki farkli partisyonu ve elektroforetik hareketliligi nedeniyle bu yontem
kullanildiginda KZE ve YBSK’ye gore daha Ustiin se¢icilik saglanir. KE ile analizi
guc olan ve sulu ortamda ¢6zinmeyen maddelerin Ozellikle nétral molekillerin
ayrilmast i¢in iyi bir secenektir (Blaschke ve Chankvetadze, 2000; Chankvetadze,
2001; Chankvetadze, 2007; Chankvetadze 2013a; Christian, 2004; Thormann ve ark.,
2014).
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1.2. Beta Agonist ilaclar ile Tlgili Genel Bilgiler

1.2.1.Otonom Sinir Sistemi Tlaclar1

Otonom sinir sistemi, viicutta istek diginda calisan organ ve dokularin
fonksiyonlarini diizenlemektedir. Bu ilaglarin bir grubu otonom sinir sistemiyle iligkili
yapilar lizerindeki reseptorleri aktive ederek etki ederken, bir grubu da bu reseptorleri
bloke ederek etki eder. Efektor hicreler tzerindeki muskarinik reseptorleri aktive
edenler, cesitli efektdr organlarda parasempatik sinir stimiilayonu sonucu olusan
etkilerin aynisini olustururlar ve parasempatomimetik ilaglar olarak isimlendirilirler.
Diger bir ila¢ grubu olan muskarinik reseptorleri bloke eden ilaglar organlarda
parasempatik sinirlerin tonik etkisini azaltarak etki ederler ve parasempatolitik ilaclar
olarak adlandirilirlar. Efektor hiicrelerin adrenerjik reseptorlerini aktive edenler
sempatomimetik ilaglar olarak adlandirilirken, adrenerjik reseptorleri bloke edenler
adrenerjik reseptor blokerleri, adrenerjik sinir uglarini bloke edenler adrenerjik ndron
blokérleri olarak gruplandirilirlar. (Ustlines, 2016; Kayaalp, 2012 ve Sweetman,
2009).

1.2.1.1. Sempatomimetik Ilaclar

Sempatomimetik ilaglar, efektér organlari adrenerjik reseptorler Gzerinden
direkt veya indirekt olarak etkileyen ve sempatik sinir sisteminin bu organlardaki
etkisini taklit eden ilaglardir. Direkt etkili sempatomimetikler dogrudan adrenerjik
reseptorleri uyararak etki gosterir (katekolaminler ve reseptor agonistleri). indirekt
etkili sempatomimetikler ise adrenerjik sinir ucuna néronal uptake mekanizmasi ile
girerek burada sitoplazmada depolanmis noradrenalinin saliverilmesine neden olur

(tiramin ve b-feniletilamin). Etkileri vezikilden ekzositozu gerektirmez ve
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kalsiyumdan bagimsizdir. Daha diisik oranda vezikil icerisinde depolanmis olan
noradranalini de bosaltir. Bu ila¢ grubuna ait bilesikler ¢izelgede detayli olarak

gosterilmistir (Cizelge 1.5) (Kayaalp, 2012).
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Cizelge 1.5. Sempatomimetik ila¢ grubuna dahil olan etken maddeler.

Katekolamin olmayanlar

Alfa mimetik ilaglar Beta mimetik ilaclar
Katekolaminler Dekonjestan MSS™ni stimiile
Antihipotansif Bronkodilator ~ Vazodilatdr Tokolitik Myokard stimiilam edenler
Lokal Sistemik
Adrenalin Efedrin Nafazolin Fenilpropanolamin Terbutalin Izoksuprin Ritodrin Dopeksamin Amfetamin
Noradrenalin Fenilefedrin Ksilometazolin Psddoefedrin Salbutamol Nilidrin Izoksuprin Dekstamfetamin
Etilnoradrenalin Metaraminol Tetrahidrozolin Salmeterol Salbutamol Metamfetamin
Dopamin Metoksamin Oksimetazolin Formoterol Mazindol
Dobutamin Etilefedrin Indanazolin Fenoterol Fentermin
Dopeksamin Norfenefrin Fenilefrin Kalbuterol Fenetilin
Dipivefrin Oksedrin Efedrin Klenbuterol Fenmetrazin
Izoproterenol Nordefrin Tuaminoheptan Tulobuterol
Oktopamin Metilheksamin
Heptaminol Propilheksedrin

* Merkezi sinir sistemi
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Bu ilaglarin efektor hiicre veya organlarda olusturduklari etkinin tiiri ve
derecesi;
v' Tlacin o1, a2, B1, B2 ve Ps reseptorlere karsi afinitesi
v Etkilenen hiicre, doku veya organin reseptor bilesimi
olmak tizere iki faktore baglidir. Ayrica ilacin farmakokinetik 6zellikleri (dagilima,
biyotransformasyon sekli ve hizi, adrenerjik sinir ucuna alim derecesi gibi) de etki

gucu ve slresine etki eder.

Sempatomimetik ilaglarin olusturdugu etkiler; vazokonstriksiyon, iskelet
kaslarinda vazodilatasyon, bronkodilatasyon, kardiak stimiilasyon, kalp hizinda artis,
myokardial kasilmada artis ve aritmi egilimi, hepatik glukojenoliz, yag dokusundan
serbest yag asitlerinin salinmasi, insiilin, renin ve hipofiz hormanlarin1 etkileme,

santral sinir sisteminin uyarilmasi, hipopotasemi seklinde siralanabilir.

Sempatomimetik ilaclar, katekolaminler ve katekolamin olmayanlar olmak
uzere iki ana gruba ayrilirlar. Katekolamin olmayanlar ise alfa-mimetik ilaglar, beta-
mimetik ilaclar ve merkezi sinir sistemini (MSS) stimile edenler olarak
gruplandirlabilir (Sekil 1.17.) (Ustiines, 2016; Kayaalp, 2012 ve Sweetman, 2009).

Sempatomimetikler

Katekolamin olmayanlar

Alfa-mimetik ilaclar Beta-mimetik ilaclar MSS’ni stimiile edenler

Sekil 1.17. Sempatomimetik ilaglarin simiflandirilmasi
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1.2.1.1.1. Katekolaminler

Kimyasal olarak yapilarinda 3-4 hidroksibenzen igeren bilesikler katekolamin
olarak isimlendirilir. Katekolaminler, kan-beyin bariyerini, (beyin kapilleri etrafinda
endotel hiicre tabakasi) gegemeyen ilaglardir. Adrenalin, noradrenalin, izoproterenol
(izoprenalin), dobutamin, dopamin, dopamin analoglari, dipivefrin ve etilnoradrenalin
bu gruba dahil olan ilaglardir. Dopamin prekiirsorii olan levodopa da bu gruba katilir.
Etkileri stereospesifiktir; birgogunun L seklinin periferik yapilar tizerindeki etkinligi,
D sekillerininkinden ¢ok daha fazladir. Dopamin ve dopamin benzerleri ufak dozlarda
adrenerjik reseptorleri degil, dopaminerjik reseptorleri etkilemeleri nedeniyle
digerlerinden faklidir; doz yiikseltildiginde diger ilaglar gibi adrenerjik reseptorleri de
etkilerler.

Adrenalin, noradrenalin ve izoproterenol katekolaminlerin ve genelde
sempatomimetik ilaglarin prototip ilaglaridir. Noradrenalin alfa-mimetik etkinlik
gosteren, izoproterenol beta-mimetik etkinlik gosteren ve adrenalin hem alfa-mimetik
ve hem de beta-mimetik etki kalib1 gosteren ilaglarin prototipidir (Kayaalp, 2012 ve
Sweetman, 2009).

1.2.1.1.2. Sempatomimetik Aminler (Katekolamin Olmayanlar)

Yapilarinda hidroksil bilesiklerini tasimayan ve kan beyin bariyerini gegen
sentetik ilaglardir. Bu ilaglar kan beyin bariyerini asarak merkezi sinir sistemine de
etki ederler.

v Alfa-mimetik ilaclar,
v Beta-mimetik ilaclar,
v MSS'yi stimile edenler (amfetaminler ve amfetamin benzerleri)

39



olmak Uzere (i¢ ana gruba ayrilirlar.

Adrenerjik reseptorleri kismen direkt olarak etkilerler ve ayni zamanda
adrenerjik sinir ucuna girerek oradan saliverdikleri endojen noradrenalin aracilig ile
adrenerjik reseptorleri indirekt sekilde aktive ederler. Noradrenalin sitoplazma
icindeki monoamin oksidazin etkisine agik oldugundan indirekt etkili sempatomimetik
ilaglarin etkisi; monoamin oksidaz inhibitorleri tarafindan potansiyalize edilir.

Monoamin oksidaz sitoplazmaya giren sempatomimetik ilac1 da parcalar.

llag olarak verilip dolasima giren sempatomimetik aminlerin viicuttaki
inaktivasyonunda karaciger ve diger yerlerdeki monoamin oksidaz tarafindan yikilma
onemli rol oynar. Fenil halkalar1 katekol seklinde olmadigindan katekol-o-
metiltransferaz enzimine genellikle dayaniklhidirlar. Fenil halkasinda hidroksil
bulunmayanlar (metamfetamin efedrin, amfetamin, fenilpropanolamin) fazla

lipofiliktir, MSS’ye girer ve merkezi stimulan etki gosterirler.

Genel olarak sempatomimetik aminler agiz yoluyla alinmaya elverisli, viicutta
katekolaminler gibi hizl1 yikilmayan ve daha uzun stire etkili ilaglardir (Ustiines, 2016
ve Kayaalp, 2012).

1.2.1.1.2.1. Alfa-Mimetik ilaclar

Bu gruptaki ilaglarin bir kismi saf alfa-mimetik (Sekil 1.18) etkinlik gosterir,
geri kalanlarin ise beta-mimetik (Sekil 1.19) etkinligi de vardir. Saf alfa-mimetik

etkinlik gosterenler direkt etki gosterir, digerleri ise karma etki gosterirler; alfa-
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mimetik etkinlik yaninda, kalpteki B1-reseptorlere 6zgl az veya ¢ok beta-mimetik
etkinlik gosterme bunun bir sonucudur (Sweetman, 2009; Ustiines, 2016 ve Kayaalp,
2012).

Alfa-mimetik ilaclar

p—

Sekil 1.18. Alfa-mimetik ilaglarin siniflandirilmasi

1.2.1.1.2.2. Beta-Mimetik Ilaclar

Beta-adrenerjik reseptorleri direkt olarak etkileyen selektif ilaglardir; alfa-
mimetik etkileri yoktur veya onemsiz derecededir. Bir¢ogu Po-reseptorleri oldukca
selektif bir sekilde etkilerler. Diiz kas hiicre membranimin dis yiiziindeki f2-
reseptorlerini  uyararak adenilat siklaz enzimini aktive ederler. Bu enzim
sitoplazmadaki adenozin trifosfat1 (ATP) siklik adenozin monofosfata (AMP) ¢eviren
enzimdir ve dolayisi ile siklik AMP miktarimi artirirlar. Kalpteki p-reseptorler

tizerindeki etkinlikleri nisbeten zayiftir.
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Betamimetik ilaglarin tasikardi, palpitasyon, aritmi ve miyokardin oksijen
tiketiminde artma, tremor, kan basincinda yiikselme, hipokalemi, hiperglisemi,
hiperlaktikasidemi ve serbest yag asidi diizeyinde artis gibi yan etkileri gorilebilir.
Baz1 betamimetik ilaclar, iskemik koroner hastaliklarinda, hipertansiyon ve kalp
yetmezligi gibi olgularda kontrendikedir. Klinik kullanisa temel olusturan ana
etkilerine gore 4 alt-gruba ayrilirlar (Sekil 1.19) (Ustiines, 2016; Kayaalp, 2012 ve
Sweetman, 2009).

Bronkodilator olarak kullanilanlar

Vazodilator olarak kullanilanlar

Beta-mimetik laglar

Uterus gevsetici (tokolitik) olarak
kullanilanlar

Myokard stimiilan1 olarak kullanilanlar

Sekil 1.19. Beta-mimetik ilaglarin siniflandirilmasi

1.2.1.1.2.3. Amfetaminler

Amfetaminler denilince amfetamin (rasemik) dekstroamfetamin, metamfetamin
ve hidroksiamfetamin anlasilir. Amfetaminlerin (hidroksiamfetamin haric) hepsi ve
amfetamin-benzeri ilaglarin bir kismi suistimal edilme ve bagimlilik olusturma
potansiyelleri nedeniyle wuluslararas1 ve ulusal kontrole tabi ilaglardir.

Sempatomimetik etkileri yaninda merkezi sinir sisteminde psikomotor stimulan ve
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istah kesici etki gosterir. Diger sempatomimetik ilaglara gore fazla lipofilik

maddelerdir ve kan-beyin engelini kolayca asarlar.

Amfetaminler ve amfetamin-benzeri ilaglar, direkt etkiden ziyade indirekt
sempatomimetik etkinlik gosterirler. Adrenerjik sinir uglarmma ve beyinde ayrica
dopaminerjik uclara girerler. Noradrenalin ve dopamin saliverilmesine yol agmasinin
yani sira bu ndrotransmiterlerin re-uptake’ini de inhibe ederler. Santral etkieri esas
olarak dopamin etkinligini giiglendirmelerine baghdir (Kayaalp, 2012 ve Ustiines,
2016).

1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Etken Maddelerle ilgili Bilgiler

Tez kapsaminda kullanilan etken maddelerle ilgili kimyasal, fiziksel,
farmakolojik ve farmakokinetik 6zellikler ile birlikte molekiil formiilleri asagidaki

cizelgede 6zetlenmistir (Cizelge 1.6).
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Cizelge 1.6. Tez kapsaminda kullanilan etken maddelerle ilgili kimyasal, fiziksel, farmakolojik ve farmakokinetik 6zellikler ile birlikte molekiil formiilleri

Etken Molekiil Molekiil

. o Sistematik Adi  Fiziksel Ozellikleri Farmakolojik Ozellikleri Farmakokinetik Ozellikler
Madde Sekli Formilu

Butoksamin

Terbutalin

Izoksuprin

Klenpenterol

T o
/O N
Ci15H2sNOs
(o]
|

OH
H
HO N
\ﬁ C12H19NOs3
OH

C13H20Ci2N20 -

(1S,28)-1-(2,5-
dimethoxyphen
yl)-2-(tert-
butylamino)pro
pan-1-ol

(RS)-5-[2-(tert-
butylamino)-1-
hydroxyethyl]b
enzene-1,3-diol

4-{1-Hydroxy-

2-[(1-methyl-2-

phenoxyethyl)a

mino]propyl}ph
enol

1-(4-Amino-
3,5-
dichlorophenyl)
-2-(1,1-
dimethylpropyl

Kokusuz, beyaz renkte
kristal ~ yapida  bir
tozdur. Alkol
tirevlerinde kolay
¢cozundr.

Kokusuz veya hafif
asetik asit  kokulu,
beyazdan grimsi
beyaza degisen renkte,
kristal ~ yapili  bir
tozdur. Suda serbestce
¢ozindr, alkol ve metil
alkolde hafifce
¢dzundr, kloroform ve
eterde ise ¢Oziinmez.

Beyaz renkte,
kokusuz, kristal yapilt
bir tozdur.

Kokusuz, beyaz renkte
kristal ~ yapida  bir
tozdur. Alkol
tirevlerinde kolay
¢ozandar.

Terbutalin oral ve parenteral bir
bronkodilatordur. Beta-2
adrenerjik  reseptorleri  segici
olarak uyararak etki eden birkac
sempatomimetik ajandan biridir.

Klinikte temel olarak
bronkospazm tedavisinde
kullanilir.

Sempatik  sistemini  uyarici
aminlere benzeyen, beta
adrenerjik almag agonisti olarak
ve ayrica, papaverin benzeri
etkisi nedeniyle damarlarla dol
yatagi diiz kaslarimin
gevsemesine neden olur. Daha
cok erken dogum ve yavru
atmalarm Oniine ge¢mek igin
ayrica, navikular  hastaligin
tedavisinde kullanilir.

Oral, parenteral veya
inhalasyon  yoluyla verilir.
Insanda  teratojenik  etkisi
saptanmamigtir. Sistemik
olarak veridiginde karacigerde
kismen metabolize edilir. Idrar
yoluyla elimine olur. Cok az bir
miktar1 fegesle atilir.
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OH H
Cl N
Klenbuterol 7(
H;Njgj/L
Cl

Simbuterol

Ritodrin

HO

e E
NH»

HCI

Ci12H18C2N20

C13H19N30

C17H21NOs3

amino)ethanol
hydrochloride

(RS)-1-(4-
Amino-3,5-
dichlorophenyl)
-2-(tert-
butylamino)eth
anol

2-Amino-5-(2-
tert-
butylamino-1-
hydroxyethyl)b
enzonitrile

4-(2-((1R,2S)-
1-hydroxy-1-(4-
hydroxyphenyl)
propan-2-
ylamino)ethyl)p
henol

Kokusuz, beyaz renkte

kristal ~ yapida  bir
tozdur. Alkol
tirevlerinde kolay
¢cozundr.

Kokusuz, beyaz renkte

kristal ~ yapida  bir
tozdur. Alkol
tirevlerinde kolay
¢ozUndar.

Beyaz renkte, kokusuz
veya ¢ok hafif kokulu,
kristalize bir tozdur.

Su ve alkolde
serbestce ¢ozundr,
propil alkolde
¢ozlndr, eterde

¢dzinmez. % 2’lik
cozeltisinin pH’s1 4,5
— 6,0 arasinda degisir.

Solunum bozukluklarinda
kullanilan bir beta-2 adrenerjik
agonist dekonjestan ve

bronkodilatordiir. Aerobik
kapasiteyi, SSS stimilasyonunu
ve oksijen transportunu arttirir ve
kan basincimi yiikseltir. Viicutta
yag ve proteinlerin kullanim
hizin1 arttirirken ayni zamanda
glikojenin  depolanmasini  da
azaltir. Diiz  kas gevsetici
etkisinden dolay1 bronkodilator
ve tokolitik olarak kullanilir.
Kilo kaybmi saglamak amaciyla
suistimal edilmektedir.
Kullanimi her zaman yasakli
maddeler grubuna dahildir.

Betamimetik etkili
sempatomimetik  bir amindir.
Gebeligin 20 - 36. haftalar
arasinda  dilizenli  prematiire

uterus kontraksiyonlar1 goriilen
hastalarda gebeligi uzatmak igin
kullanilir.

Oral ve parenteral yoldan
kullanilir. Oral yoldan erilen
ritodrin biyoyararlanimi
intravendz yolla verilmesine
gore % 30 daha azdir.
Intravendz yoldan verildiginde
yar1 omri trifaziktir. Dagilimi
oral  yoldan  verildiginde
bifaziktir. Plesentay1  ve
olasilikla kan-beyin engelini
agar. Karacigerde metabolize
edilerek inaktif konjugatlarina
donistiirilir. Degismemis ilag
ve konjugatlar1 seklinde renal
yoldan elimine olur.
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Tulobuterol

Cl

OH

(RS)-2-(tert-

butylamino)-1-  Beyaz veya beyazimsi

C12H18CINO (2- renkte, kokusuz ve
chlorophenyl)et  kristalize bir tozdur.
hanol

Uzun etkili, selektif beta-2
adrenerjik reseptor stimiilani bir
bronkodilatordiir. Kronik astim
ve kronik bronsit tedavisinde
kullanilir. Vaskiiler ve hava yolu
diiz kaslar1 {izerinde segici
olmayan inhibitdr etki gosterir ve
ayni zamanda adrenerjik
norotransmisyona olanak saglar.
Beta-1 adrenoseptorleri aktive

etmez ve dogrudan pozitif
kronotropik  etki  gdstermez.
Tiirkiye Saglik Bakanlig1
tarafindan ~ brongiyal  astim,
kronik obstriiktif, akciger
hastalig1 (KOAH) ve
bronkospazm ile birlikte

sekresyon artis1 bulunan akciger
hastaliklarinda okstiriigiin
semptomatik tedavisi igin 12
Mayis 2010 tarihinde
onaylimustir.

Oral yoldan kullanilir.
Gastrointestinal sistemden
absorbe olur. Yetiskinlerde

uygulamadan sonra 8 — 12 saat
icerisinde  doruk  plazma
konsantrasyonlarina ulagir.
Karacigerde metabolize olur.
En etkili metaboliti  4-
hidroksitulobuteroldir. Biyiik
oranda idrarla ve cok az
miktarda digkiyla atilir.

46



1.4. Tez Maddeleri ile Yapilms Literatiirdeki Calismalar

Tez kapsaminda kullanilan etken maddelere ait literatiir arastirmasi yapildiginda, ilgili bilesiklerin farkli yontemler kullanilarak

gerceklestirilmis kiral analizleri asagidaki ¢izelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 1.7. Tez kapsaminda kullanilan ila¢ etken maddeleriyle yapilmis literatiir calismalari.

Sistem uygunluk testi

%- parametreleri Yontem gecerlilik testi parametreleri
Etken Teknik Kolon Hareketli faz = 8 = x5 2 g
madde bilesimi E 2 a N z 2 TS TAS £S5 Fe g
o35 52 (ogmd)  (gmh) g2 om°
c S — x&a =
< [=
. - 38087
Butoksamin - 1,51 1,09 37810 - - - - -
. CO2 %25 Metanol
Chiralpak .
) (100 mM formik
Klenbuterol KAK n?n?xA;(() fnsr% asit ve 50 mM FDD 12 1,73 1,10 gggz% - - - - - ZY,S"Z%}’;
5 um ' amonyum fosfat "
H iceren) Gradient
; . 32827
[zoksuprin - 1,12 1,07 32889 - - - - -
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Bitoksamin

Izoksuprin

Klenbuterol

Terbutalin

Tulobuterol

Klenbuterol

Klenbuterol

Klenbuterol

YBSK

YBSK

KE

YBSK

KEK

150 mm x 4.6
mm
Farkli
deneysel kiral
sabit fazlar

Venusil MP-
C18
(250 mm x 4,6
mm; 5 pum

50 cm x 50
pm i¢ gapli,
poliimid kapl
silika kapiler,
35 cm etkin
uzunluk
B-SD ile
tirevlendirilm
is kolon (250
mm X 4,6
mm)

50 cm x 75
um i¢ ¢apl
metal-organik
kompleksi ile
kaplanmis
silika kapiler,
43 cm etkin
uzunluk

ACN:MeOH, 90:10
(h/h)
(50 mM FA ve 25
mM DEA)

20 mM Amonyum
asetat (pH:
6):MeOH, 40:60,
(h/h), 100 mM borik
asit ve 100 mM di-
n-amil L-tartarat

5 mM B-SD igeren,
50 mM fosforik asit
tamponu (pH: 2,24)

Hekzan:IPA:MeOH
TFATEA,
80:10:10:0.3:0.1,
(h/h/h/h/h)

4 mM fosfat
tamponu:ACN,
40:60, (h/h), pH: 7,0

uv
ve
CAD

uv

uv

uv

45

10

30

20

17

0,56-
2,34

0,01-
3,74

13,25

0,5

0,42

1,12

1,17

1,00
3,69
29032
204 35408
103 -
1100
1100

3,63

Hoffmann ve
ark., 2008

Zou ve ark.,
2015

Na ve ark.,
2006

Tang ve ark.,
2015

Fei ve ark.,
2014
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Izoksuprin

Izoksuprin

Ritodrin

Ritodrin

Terbutalin

Terbutalin

Terbutalin

Terbutalin

YBSK

KE

KE

YBSK

YBSK

YBSK

YBSK

SK-
KS/KS

Chiralpak AD
(250 mm x 4,6
mm)

60 cm x 50
um i¢ ¢apl
silika kapiler,
50 cm etkin
uzunluk

48,5 cm x 20
um i¢ ¢apli
silika kapiler,
40 cm etkin
uzunluk

OD-RH (150
mm x 4,6 mm,
5 um)

250 mm x 4,0
mm B-SD
turevi

Chirobiotic V
(250 mm x 4,0
mm)

Chiralpak AD
(250 mm x 4,6
mm, 10 pm)

Astec
Chirobiotic
(250 mm x 4,6
mm, 5 um)

n-hekzan :
IPATEA,
80:20:0,1, (h/h/h)

Farkl1 SD tiirevleri
iceren, 100 mM
trietanolamin
tamponu, pH: 3,0’a
fosforik asit ile
ayarlanmgtir
y-SD iceren, 75 mM
trietanolamin
tamponu, pH: 2,5%e
fosforik asit ile
ayarlanmigstir,

0,1 M KPFe:ACN,
80:20, (h/h) pH: 5,5

Trietilamonyum
fosfat:MeOH,
66:34, (h/h)

Etanol icerisinde 2,5
mM amonyum
nitrat, pH: 5,1

Etanol:n-
Hekzan:etansulfoni
k asit, 10:90:0,2,
(h/h/h)

20 mM Amonyum
Asetat:MeOH,
10:90, (h/h), pH: 6,4

uv

uv

uv

FD

uv

uv

uv

KS

15

18

16

10

13

18

1,78-
2,54

1,56

1,6

1,0-
1,29

1,78
2,54

1,28

1,16

5-100

1-800

04

Chankvetadze
ve ark., 2002

Denola ve
ark., 2008

73,8

95,9

0,5-
13,8

Konda ve
ark., 2010

Varga ve ark.,
2012

Hashem ve
ark., 2011

Ye ve
Stringham,
2006

23 963

8,8

Luo ve ark.,

1033 2010
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Klenbuterol

Tulobuterol

Klenbuterol

Tulobuterol

Terbutalin

Klenbuterol

Klenbuterol

MEK

KE

YBSK

KE

YBSK

YBSK

81 cm x 50
um i¢ ¢aplt
silika kapiler,
60 cm etkin
uzunluk

485cmx 75
um i¢ ¢apl
silika kapiler,
40 cm etkin
uzunluk

Sumichiral
OA-4900 (250
mm x 4,6 mm,

5 um)
80,5 cm x 50
um i¢ ¢apl
silika kapiler,

72 cm etkin

uzunluk

Chirex 3005
(250 mm x 4,6
mm)

Chirex 3022
(250 mm x 4,6
mm)

40 mM sodyum
tetraborat, %0,8 di-
n-butyl
D-tartrate, %3,0
Tween-20 ve 60
mM sodyum
dihidrojen fosfat

50 mM fosfat
tamponu, pH:3,5

n-hekzan, etil asetat,
metanol, tri-
fluoroasetik asit
(240:250:25:1,
h/h/h/h
15 mM HP-B-SD
iceren 100 mM
Sodyum fosfat,
fosforik asit, pH:
3,0
n-hekzan:1,2-
dikloroetan:
metanol 54:38:8,
(h/h/h).
n-hekzan:1,2-
dikloroetan:
etanol/TFA
80:10:10, (h/h/h).

uv

uv

uv

uv

uv

23

28

13

22

15

13

1,87

1,14

7,65

2,30

1,62

2,71

1,81

4,20

1,43

1,27

19889

94959
13940

10780

8837
19571

14523
76675

3144-
78616

147

327

31

3,08

3,05

1,58
4,18
1,60

4,50

97,5

110

102,5

110

89,09
90,37
90,00

92,00

Wang ve ark.,
2010

Zhou ve ark.,
2012

Kim ve ark.,
2001

Song ve ark.,
2003

Abou-Basha
ve Aboul-
Enein, 1996

KAK: Kritikalti akigkan kromatografi, CAD: Charged aerosol dedektdr, ACN: Asetonitril, MeOH: Metanol, UV: Ultra viyole, FA: Formik asit, DEA: Dietil amin, YBSK: Yiiksek basarimli sivi kromatografisi,
KE: Kapiler elektroforez, SD: Siklodekstrin, IPA: izopropanol, TFA: Trifluoroasetik asit, TEA: Trietil amin, KEK: Kapiler elekktrokromatografi, FD: Floresans dedektér, SK: S1vi kromatografi, KS: Kiitle

spektrometri, MEK: Mikroemulsiyon elektrokinetik kromatografi, CM: Karboksi metilli, HP: Hidroksi propil, TS: Teshis simir1, TAS: Tayin alt sinir1, Rs: Ayrim giicii, N: Etkin tabaka sayisi, a: Segicilik, FDD:

Foto diyot dizi

50



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Etken Maddeler

Tez caligmalar1 kapsaminda kullanilan tiim kimyasallar, safsizliklardan ileri

gelebilecek bir hata olusmamasi i¢in analitik ve/veya kromatografik saflikta temin

edilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan etken maddeler.

Standart madde Firma

Butoksamin Sigma-Aldrich
Izoksuprin Sigma-Aldrich
Klenbuterol Sigma-Aldrich
Klenpenterol Sigma-Aldrich
Ritodrin Sigma-Aldrich
Simbuterol Sigma-Aldrich
Terbutalin Sigma-Aldrich
Tulobuterol Sigma-Aldrich

Cizelgede bulunan standart maddelerden sadece {i¢ tanesinin piyasa preparati

temin edilebilmistir. Bu maddeler ve icerikleri asagidaki Cizelge 2.2°de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Piyasa preparati bulunan etken maddeler.

Standart madde Firma Piyasa Preparati Dozaj sekli icerigi
Klenbuterol Boehringer Ingelheim Ventopulmin® Surup 25 pug mLt
Terbutalin Astra Zeneca Bricanyl Durules ® Tablet 5mg
Ritodrin Zentiva Ampul 50 mg 5 mL1
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2.1.2. Kullamlan Arac ve Geregler

v' YBSK sistemi: Agilent 1100 (Santa-Clara, CA, ABD)

v' G1379A ¢6ziinmemis gaz uzaklastirict, G1311A dortli pompa, 61313A otomatik
ornekleyici ve G1315B foto diyot dizi detektori (FDD).

v’ Isiticih manyetik karistirici: Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor Technic)

v’ Hassas terazi: Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG —220

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

v’ Ultrasonik banyo (Nive, Turkiye)

<\

Mikro hacimli otomatik pipetler (Axygen ®, Interlab, Tirkiye)

v Farkli hacimlerde deney tiipleri, balon jojeler ve diger sarf malzemeler

2.1.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Cizelge 2.3’de goriintiileme, fraksiyonlama ve analiz agamalarinda kullanilan

sabit fazlar listelenmistir.
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Cizelge 2.3. Kullanilan analitik kolonlar.

Kolon

Uzunlugu

ig: Cap1

Partikdl

Kimyasal Adi

Fi
Kisa Ad1 (mm) (mm) Capi (um) rma
Cellulose 1 150 46 3.0 Seliiloz tris (3,5-dimetil fenil Enlfamtlosep GmbH
karbamat) (Minster, Almanya)
Cellulose 2 150 46 30 Seluloz tris (3-kloro-4-metil Enlfamtlosep GmbH
fenil karbamat) (Minster, Almanya)
Cellulose 3 150 4.6 3.0 Seliloz tris (4-metil benzoat) Enlfamtlosep GmbH
(Munster, Almanya)
Seliiloz tris (4-kloro-3- metil ~ Enantiosep GmbH
Cellulose 4 150 4.6 3.0 fenil karbamat) (Minster, Almanya)
Amiloz tris(3,5-di metil fenil ~ Enantiosep GmbH
Amylose 1 150 4.6 5.0 '
mylose karbamat) (Minster, Almanya)
3.0 Amiloz tris(5-kloro-2- metil  Enantiosep GmbH
Amylose 2 1 4, .
mylose 50 6 fenil karbamat) (Miinster, Almanya)
Seliiloz tris (3,5-dimetil fenil Phenomenex
Cellulose 1 250 46 30 karbamat) (AYES, Tiirkiye)
Seluloz tris (3-kloro-4-metil Phenomenex
Cellulose2 250 46 30 fenil karbamat) (AYES, Turkiye)
N . . Phenomenex
Cellulose 3 250 4.6 3.0 Seluloz tris (4-metil benzoat) (AYES, Turkiye)
Seliloz tris (4-kloro-3- metil Phenomenex
Cellulose 4 250 4.6 30 fenil karbamat) (AYES, Turkiye)
Amiloz tris(3,5-di metil fenil Phenomenex
Amylose 1 250 4.6 50 karbamat) (AYES, Tirkiye)
Amylose 2 250 46 3.0 Amiloz tris(5-kloro-2- metil Phenomenex

fenil karbamat)

(AYES, Tlrkiye)

2.1.4.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Hareketli faz hazirlanmasi icin secilen organik ¢oziiciiler kromatografik

safliktadir. Diger kimyasallar ise analitik saflikta kullanilmigtir.

Cizelge 2.4. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal madde

Firma

Formik Asit
Dietilamin
Metanol
Asetonitril
2-Propanol
Etanol
n-Hekzan

Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
Sigma-Aldrich ( Interlab, Turkiye)
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2.1.5.Standart Madde Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tez kapsaminda calisilan tiim standart maddeler ayni derisimde ve ayni sekilde
hazirlanmistir: Hassas analitik terazi ile tartim sonucu biitiin maddelerin derigimi
metanol ile ¢ozilerek 1 mg mL? olarak ayarlanmis, hazirlandiktan sonra tam olarak
¢Ozlinmeyi saglamak amaciyla 5-10 dk. ultrasonik banyoda bekletilmistir ve daha

sonra gerekli seyreltmeler yapilarak, 5 pL enjeksiyon hacmi ile sisteme verilmistir.

2.1.6.Farmasotik Dozaj Sekli Cozeltilerinin Hazirlanisi

Terbutalin iceren tablet ¢ozeltisinin hazirlanmast igin, 10 adet Bricanyl ® tablet
(5 mg/tablet) hassas olarak tartilarak (711,5 mg) havanda toz haline getirilmistir.
Homojen olan tozdan 5 mg terbutaline es deger olacak miktarda tartim yapilarak
(71,15 mg) 25 mL’ye metanol ile balon joje icerisinde tamamlanmis ve tam olarak
¢oziinmeyi saglamak amaciyla ultrasonik banyoda 5-10 dk. bekletilmistir. Daha sonra
cozelti seliloz siringa filtreden (0,45 pm) gecirilerek viallere aktarilip analiz

edilmistir.

Klenbuterol igeren surup ¢ozeltisinin hazirlanmas igin, 330 mL’lik Ventipulmin
® surup dozaj seklinden (25 pug mLt) 10 mL almarak iizerine metanol ilave edilmistir.
Tam olarak ¢oziinmeyi saglamak amaciyla ultrasonik banyoda 5-10 dk. bekletilmistir.
Elde edilen berrak ¢ozelti siringa filtreden (0,45 um) gegirilerek viale aktarilip analiz

edilmistir.

Ritodrin iceren ampul ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin, 1 adet Pre-par ® ampul

dozaj sekli (50 mg 5 mL?) almarak 5 mg 25 mL™? olacak sekilde balon joje icerisinde
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metanol ile ¢oziilmiistiir. Tam olarak ¢6ziinmeyi saglamak amaciyla ultrasonik
banyoda 5-10 dk. bekletilmistir. Siringa filtreden (0,45 pum) gegirilen ¢ozelti viale

aktarilip analiz edilmistir.

2.1.7. Geri Kazamim Cahsmalar icin Cozeltilerin Hazirlanisi

Dozaj sekilleri igerisindeki katki maddelerinin etken madde analizinde girisim
etkisinin olup olmadigin1 anlamak amaciyla calisilan dozaj sekilleri Gzerinde geri
kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amacgla dozaj sekline ait stok ¢6zeltinin bilinen
miktar1 tizerine farkli oranlarda (% 25 - % 100) saf etken madde ilavesi yapilmstir.
Elde edilen sonuglara ait verilerden dozaj sekline ait bulunan etken madde miktari
sonucu ¢ikartilarak, tartilan saf madde miktarinin ne kadarinin tayin edilebildigi yani

ne kadarmin geri kazanilabildigi hesaplanmistir.

2.1.8. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanisi

Gorilintileme ¢alismalarinda oncelikle % 100°UnU icerecek sekilde metanol,
asetonitril, izopropanol ve etanoliin kendi basina, % 0,1’ine karsilik gelecek sekilde
formik asit ilavesiyle, % 0,1’ine karsilik gelecek sekilde dietil amin ilavesiyle ve %
0,1’ine karsilik gelecek sekilde formik asit ve % 0,1 ine karsilik gelecek sekilde dietil
aminin es zamanli ilavesiyle olusan hareketli faz kullanilarak sekiz adet etken

maddenin alt1 farkli kiral sabit faz kullanilarak davranisi incelendi.

Normal faz sivi kromatografik analizler kapsaminda n-hekzan ve izopropanoliin

farkli oranlarda karisimlari hareketli faz olarak hazirlanmistir. Asidik bir ortam

55



yaratmak i¢in hazirlanan miktarin % 0,1 ine karsilik gelecek sekilde formik asit ilave
edilmistir. Bazik bir ortam yaratmak i¢in hazirlanan miktarin % 0,1’ine karsilik
gelecek sekilde dietil amin ilave edilmistir. Notr bir ortam igin ise hazirlanan miktarin
% 0,1’ine karsilik gelecek sekilde formik asit ve % 0,1’ine karsilik gelecek sekilde

dietilamin birlikte eklenmistir.

Calismanin diger ayaginda ise metanol ve asetonitrili ayr1 ayri igeren hareketli

fazlar Uzerine belirli oranlarda su ilave edilerek, ayrimlarda suyun etkisi aragtirilmistir.

2.1.9. Fraksiyonlarin Toplanmasi

En 1iyi ayrimin gergeklestigi kolon ve sartlarda her bir enantiyomer
mikropreparatif olarak fraksiyonlarma ayrilarak saf halde elde edilmistir.
Fraksiyonlama islemi normal faz kosullarinda 1 - 2 mL dk™ akis hiz1 kullanilarak elde
edilmistir. Elde edilen fraksiyonlar belirlenen oranlarda karistirilarak analizler tekrar

yapilmak suretiyle enantiyomerik alikonma siralar1 belirlenmistir.
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2.2. YOntem
2.2.1. Kromatografi

Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimindan benzeyen maddelerin, karisimlarin,
birbirinden ve bulunduklari ortamdan ayrilmasini, taninmasini ve miktarinin tayin
edilmesini saglayan, igerisinde farkli teknikleri barindiran yontemlerin genel adidir
(Skoog ve ark., 1998). Giiniimiizde, gelismis teknoloji sayesinde yiizden fazla
maddeyi iceren bir karisimi olusturan tiirlerin ayr1 ayr1 belirlenmesi (nitel analiz) ve
karisimi olusturan bilesenlerin miktar tayini (nicel analiz) islemlerini hayata gegiren

ve en ¢ok kullanilan aletli analiz yontemlerinden olmustur.

Kromatografi terimi ve teknigi ilk olarak bir botanik¢i olan Mikhail Tswett
tarafindan 1900’li yillarin basinda kullanilmistir (Sekil 2.1). Sivi-kat1 adsorbsiyon
kromatografisi diye nitelendirilecek olan basit bir sistem kullanarak bitki ekstrelerinde

kullanilan klorofilleri ve ksantrofilleri diger pigmentlerden ayirmistir.

Siaindeld Hareketli faz karigimi ilavesi
Karigim halindeki
numune // \

X, &€

P'S
|
oy
Sabit
T faz m
: — .
Analitik ‘
" Kolon ‘.
\if \ \um/
| ;1 »‘ [
Bilesenlerin

kolonda ayrllmam\U

Sekil 2.1. Kromatografik ayrimin temeli ve Mikhail Tswett
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Biitliin kromatografik ayirmalarda 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan
olan hareketli faz ile sistemde tasinir. Hareketli faz kat1 bir yiizeyde ya da kolonda
sabitlestirilmis hareketli faz ile karismayan bir sabit faz icerisinden gecirilir. Bu iKi
fazin secimi, Ornek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda
dagilmasimi hedefler. Ornek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel
ve kimyasal etkilesimler olur. Ornegin kolon boyunca hareket etmesi sabit faz ve
hareketli faz arasindaki kimyasal ve fiziksel dengelerin dagilimina baglidir. Bunlar
¢Oziintirliik, elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi
olusumu gibi olaylardir (Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992 ve Giimiistas,
2009)

Ayrica en iyi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz

bilesimi ile pH’si ve sicakligin dagilima etkisi ayarlanabilir.

Hollandali kimya mithendisi Van Deemter kendi adini tasiyan ve kromatografik
kolondaki ayirma olaylarim1 matematiksel olarak tanimlayan bir esitlik bulmustur
(Bidlingmeyer, 1992 ve Fanali ve ark., 2013).

H=A+B/u+Cu (Esitlik 2.1)

Esitlik 2.1°de;
H: Tabaka ytiksekligi (cm)
A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyon
B: Boyuna diflizyon
C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi,

u: Cizgisel hiz1 ifade etmektedir.

Karisimda bulunan maddelerin kolon boyunca ayrilmasi ve hareketli faz akis

hiziyla kolondan gegmesi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Temel olarak kromatografik sistem iki ana grupta toplanir; hareketli fazin gaz ya

da s1vi olmasina bagli olarak sivi/siiper kritik akiskan ve gaz kromatografisi adin1 alir.

Kromatografik yontemler hareketli fazin gaz ya da sivi olmasina, sabit fazin kat1 ya da

stvi olmasina, kromatografik ayirimin mekanizmasina ve ayirma teknigine gore
isimlendirilirler (Adamovics, 1997; Tswett, 1903; Tswett, 1910; Dong, 2006; Dyson,
1998; Kromidas, 2008; Moldoveanu ve David., 2002; Snyder ve ark., 1997; Heftmann,
2004; Miller, 2009; Poole, 2002 ve Robards ve ark., 1995) (Sekil 2.2).

Kromatografi

kromatografisi

Ayirma
mekanizmasi
Gaz—sm

h—-lu-l-

Svi-smv
Kromatografis

iy TLC

Smvi-kah
kromatografisi
Kolon

HPLC

Adsorpsiyon

HPTLC

Kagit
kromatografisi
- Tyon degisim
Iyon degisimi k:omat:;]faﬁsi

kromatografisi

== e _[=—=

YBSK: Yiiksek basarimli stvi kromatografisi, TLC: Ince tabaka kromatografisi, HPTLC: Yiiksek basingh ince tabaka

kromatografisi

Sekil 2.2. Kromatografik sistemin siiflandirilmasi (Sewell ve ark., 1987).
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2.2.1.1. Daglma( Partisyon) Kromatografisi

En yaygin kullanilan siv1 kromatografi yontemidir ve sivi-sivi kromatografisi
olarak da bilinir. Bu yontemin temelinde birbiri ile karismayan iki siv1 faz arasinda
maddelerin dagilmasi ilkesi yatar. Cogu ilag aktif madde, amino asitler, aflatoksinler,
pestisitler, lipitler, steroidler, karbonhidratlar, vb gibi genis bir uygulama alanina

sahiptir.

Sabit faz kati1 yiizey iizerinde kolon dolgu maddesi Uzerine kaplanarak
tutturulmus ince bir siv1 film tabakasiyken, diger sivi hareketli fazdir. Karigimdaki
maddelerin sabit faz igerisinde kismen ¢oziinmesi gergeklesir (solvofobik etki).
Burada maddelerin sabit fazdaki cozinurlukleri fazla, hareketli faz igerisindeki
¢Oziiniirliikleri ise az olmalidir. Yoksa maddelerin ayrimi gergeklesmez ve hareketli

faz ile birlikte atilirlar.

Sabit faz ile hareketli faz farkli polariteye sahip olduklarinda 6rnek molekiilleri
de farkl ¢oziiniirliiklere sahip olabilmektedirler. Bu iki fazin polarite farkliligina gore
dagilma kromatografisi iki kisimda incelenebilir; bunlar ters-faz sivi kromatografisi
ve normal-faz sivi kromatografisidir (Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992,
Glimiistas, 2009, Fanali ve ark., 2013).

2.2.1.1.1. Ters-Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz s1vi kromatografisinde sabit faz apolar hareketli faz ise nispeten polar

bir ¢ozlcudur. Siklikla kullanilan kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel grup tasiyan
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sabit fazlar cizelge 2.5°de verilmistir. Ila¢ analizlerinde en sik tercih edileni ise

oktadesil kolon dolgu maddeleridir.

Cizelge 2.5. En sik kullanilan kolon dolgu materyalleri

Materyal Kimyasal Adi Kisaltmasi
Oktil Si-(CH2)7-CHs Cs
Oktadesil Si-(CH2)17-CHs Cus
Fenil Si-(CH2)s-CeHs CsHs
Siyanopropil Si-(CH2)s-CN CN
Aminopropil Si-(CH2)s-NH: NH>
Diol Si-(CH2)s-OCH(OH)-CH2-OH -
Pentafloro fenil ~ Si-(CH2)3-CsFs PFP

Ters-faz sivi kromatografisinde tampon c¢ozeltilerin 6énemi de buaydktar.
Hareketli faz bileseni olan tampon ¢6zeltilerini hazirlarken kullanilacak suyun oldukca
saf olmas1 gerekir. Bu yiizden ¢ift distile edilmis su kullanilmalidir. Diger énemli
hareketli faz bilesenleri ise, suyla karigabilen organik (Metanol, su, asetonitril)
¢oziiclilerdir. Hareketli faz hazirlanirken kullanilan bazi organik ¢ozucdler ile fiziksel

parametreleri Cizelge 2.6. ‘da verilmistir.

Ters-faz sivi  kromatografisinde polar oOzellikteki bilesikler kolonda
tutunamadi8 i¢in genellikle apolar maddelerin ayrimi gergeklestirilir. Uzun zincirli
sabit fazlar (C1s) daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (Cs, Ce, Ca) iSe polar
maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Buna gére polar maddeler uzun alkil zincirli sabit
fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli sabit fazlarda daha az
tutunurlar (Hamilton ve Sewel, 1982; Sewel ve ark., 1987; Bidlingmeyer, 1992;
Meyer, 1988; Fanali ve ark., 2013 ve Giimiistas, 2009).
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Cizelge 2.6. Siklikla Kullanilan Céziiciilerin Bazi Fiziksel Ozellikleri

Coziclu Kl UV Gozlenebilme (nm) Viskozite (cP) KN (°C) P’
n-Hekzan 1.375 210 - 68.7 0
Diklorometan 1.424 245 0.44 41 3.4
Tetrahidrofuran 1.408 222 0.55 65 4.2
Asetonitril 1.344 210 0.37 80.1 6.2
Izopropanol 1.38 210 2.30 82.4 4.3
Etanol 1.361 210 1.20 78.5 5.2
Metanol 1.329 210 0.60 65 6.6
Etilen glikol 1.427 210 19.90 198 5.4
Asetik asit 1.372 251 1.26 1185 6.2
Su 1.333 <190 1.00 100 9.0

KIL: Kirilma indeksi; UV g6zlenebilme: Bu dalga boyunun altinda ¢oziicii kullanilamaz; KN: Kaynama noktasi; P’: Polarite
indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan.

2.2.1.1.2. Normal-Faz Sivi Kromatografisi

Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz polaritesi sabit faz
polaritesinden daha diisiiktlir. Polar sabit fazlar kullanilir. Hareketli faz igerisinde
genelde metilen kloriir, dietil eter, kloroform veya hekzan bulunmaktadir. En ¢ok
kullanilan sabit fazlar ise; silika ve aliiminadir. En diisiik polaritedeki bilesenler
hareketli fazda ¢ok ¢oziindiikleri igin en 6nce siiriiklenirler, hareketli fazin polaritesi
arttikga, siiriiklenme zamani azalir. Vitaminle, lipid, pestisit ve amin analizlerine
uygulanabilmektedir. Ters ve normal-faz sivi kromatografi tekniklerinin temel farklar
Cizelge 2.7°de verilmistir (Hamilton ve Sewel, 1982; Sewel ve ark., 1987,
Bidlingmeyer, 1992; Meyer, 1988 ve Skoog ve ark., 1998).

Cizelge 2.7. Ters ve Normal-faz sivi kromatografi tekniklerinin karsilagtirilmast

Incelenen Ozellik Ters Faz Normal Faz
Sabit faz polaritesi Diistik Yuksek
Hareketli faz polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Kolonu terk etme sirasi En polar 6nce En az polar 6nce
Hareketli fazin polarite artis etkisi Eliisyon zamanini arttirir Eliisyon zamanini azaltir
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Ilag etken maddeleri genellikle apolar yapida olduklari i¢in ¢ogunlukla ters-faz
stvi kromatografisi tercih edilmektedir. Ters-fazin diger avantajlar1 arasinda, hareketli
faz olarak kullanilan ¢oziiciilerin ucuz olmasi, sulu tampon ¢ozeltilerin oraninin
yuksek tutulmasi bdylece cevreye daha az zarar vermesi, uygulamanin daha kolay

olmasi gibi sebepler de siralanabilir.

YBSK biitiin kromatografik hatta analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin
kullanilanidir. Ydntemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri arasinda ugucu olmayan
tirlerin veya sicaklik ile kolaylikla bozulabilecek bilesiklerin ayrilmasina uygun
olmasi, duyarliligi, miktar tayinleri ig¢in kullanilabilir olmasi ve bir¢ok bilim dalinda
(Biyokimya, Farmasotik Teknoloji, Botanik, Toksikoloji vs.) ve sanayide genis bir

sekilde uygulanabilirligidir.

2.2.2.Yuksek Basarimh Sivi Kromatografisi (YBSK)

Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildigr yontemlerin
genel adidir. Temel olarak iki bilesenden olusur. Bunlar, sabit faz ve hareketli fazdir.
Hareketli fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri
sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, ornekteki farkli bilesenler icin farkli
miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazda farkli hizlarda ilerledikleri igin,
birbirinden ayrilmis bigimde sabit faz1 farkli siirelerde terk ederler. Bu sekilde sabit
fazdan ¢ikan bilesenler uygun bir dedektor yardimiyla 6lgiilerek konsantrasyonlart
orantisinda zamana Kars1 y-ekseninde isaretlenerek kromatogram denilen grafikler elde

edilir. Cikan her bir bilesene ait sinyale de pik ad1 verilmektedir.
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YBSK’nin diger kromatografi tiirlerine gore birgok avantaj1 vardir:
Oncelikle YBSK kolonu, yenileme islemi gerekmeden birgok kez kullanilabilir.
Tekrarlanabilirlik diger yontemlere gore daha yuksektir.

Sadece nitel degil nicel analiz igin de kullanilabilir.

<N X

Yeni nesil kolon dolgu materyalleri ve cihazlar sayesinde analiz suresi bir¢ok
yonteme gore daha kisadir.

v Dedektor ¢esitliligi sayesinde ¢ok diisiik miktardaki numuneleri bile hassas ve
dogru olarak tayin etmemize olanak saglar.

v' Diger kromatografi tekniklerine gore kullanicinin becerisine de daha az bagimlhidir.

Bir YBSK cihazi temel olarak 5 ana pargadan olugsmaktadir (Sekil 2.3.).
Cozicl bolmesi
Pompa
Ornekleyici
Kolon
Dedektor

NN

Yukarida belirtilen bu pargalardan en 6nemli iki tanesi kolon ve detektorlerdir.
Kolon, YBSK sisteminin kalbi olarak nitelendirilebilir genellikle paslanmaz celikten
imal edilir ve maddelerin ayrilmasinin saglandigi yerdir. Bu yiizden YBSK’de kolon
dolgusu olarak kullanilan destek materyallerinin genel fiziksel ve kimyasal
karakteristiklerini anlamak Onemlidir. Kolon dolgu maddeleri genellikle silika ve
alimina esashdir ve fiziksel olarak incelendiginde go6zenekli (pordz), kiiresel
(spherical), diizensiz (irregular), pellikiiler (pellicular) ve mikro ¢esitlerinin oldugu
gorilmektedir. Geleneksel YBSK sistemlerinde caplart 2.5-10 um arasinda olan
gozenekli pargaciklari i¢eren kolonlarin kullanildigi bilinmektedir. Tipik bir YBSK
kolonu Sekil 2.4’te goriilmektedir.
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Kolon On Filtresi

Haznesi
Coziicii § \]
Haznesi 13

‘ > Purge
Filtresi POMPA Vanasi
Filtresi
Pompa —
;’ - »
¢ —XKoruyucu Kolon
En_]ck51y0n/ ﬁ
Bolmesi /@

Analitik Kolon —&£

Geri

y Basing Sigesi
4 Diizenleyicisit _

DEDEKTOR

Dedektor

Kaydedl_ci

Sekil 2.3. Yiiksek basarimli sivi kromatografisi cihazinin gematik goriiniisii

Cizelge 2.8’de YBSK’nin kesfinden bugiine kadar gegen siire zarfinda piyasa
stiriilen ve gelisme kaydedilen kolon ve kolon dolgu maddeleri listelenmistir (Fanali
ve ark., 2013). Cizelgeden de goriildiigii gibi YBSK performansini daha da arttirmak
izere bilim insanlari siirekli bir arastirma ve gelistirmenin icerisindedirler. Bu
arastirmalar 1s181inda sivi kromatografisinin etkinligini artirmak ic¢in kolon dolgu
parcaciklarin boyutlar1 oncelikle giderek kiigiiltiilmiistiir. Daha kiigiik pargaciklarin
kullanilmasi daha giizel ve ¢evreci analizlerin 6nund agmistir. Kiiglik pargaciklarin yol
actig1 en ciddi sorun cihazlarda olusan yliksek basingtir. Bu basinglara dayanabilecek
cthazlarin tretilmesi ile bu problemin de iistesinden gelindi. Ultra basarimli sivi
kromatografisi (UBSK) olarak adlandirilan bu sistemler 15000 psi basinca dayanacak
sekilde tasarlanmistir. Bu cihazlar her ne kadar verimi arttirip daha az miktarda ¢oziicii
sarfiyatina sebep olsa da yiiksek maliyetler ile satisa sunulmustur (Zalewski ve ark.,
2014; Gumustas ve ark., 2013; Gumustas ve ark., 2014a; Gumustas ve ark., 2014b;
Karadas-Bakirhan ve ark., 2015 ve Gumustas ve ark., 2015). Laboratuvarlarda yillardir

bulunan geleneksel YBSK sistemlerinin daha ekonomik olusu ve her laboratuvarin bu
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yeni teknolojiye yiikselmek i¢in imkanmin olmayisi kolon pargaciklarinin
gelistirilmesine ve geleneksel olarak kullanilan tamamen gozenekli parcaciklara bir
alternatif olarak kati ¢ekirdek iceren gozenekli parcaciklarin (core-shell) kesfine yol
acmistir. Core-shell kelimesine literatiirde ilk kez 1960’11 yillarda rastlanmaktadir (Lu
ve ark., 2009; Lee ve ark., 2009; Guitton ve ark., 2009; Neue, 1997; Pasch ve
Trathnigg, 1999; ller, 1979; Unger, 1979; Song ve ark., 2009 ve Wilson ve ark., 2002)
1969 yilinda Kirkland’in ilk olarak “fused-core” terimini kullandig1 goriillmektedir. Bu
parcaciklarin asil amaci diflizyon yolunu azaltarak kiitle transferini en aza indirmektir.
Sekil 2.4’te kati ¢ekirdek igeren partikiillii kolonlarin ve tamamen gézenekli partikiillii
kolonlarin farki gosterilmektedir. Sekilde belirtilen diizenli hareketli faz akis1 daha
keskin pik sekillerine sebep olmakla birlikte daha etkin analizlere de olanak

saglamaktadir.

Kat1 gekirdek kisim

Hareketli faz giri Hareketli faz gikis

|

Sekil 2.4. YBSK kolonu, Kat1 ¢ekirdek pargacik iceren kolonda akis (iist), tamamen gézenekli
parcaciklardan olugsmus kolonda akis (alt)

Cizelge 2.8. Piyasaya siiriilmiis kolonlar ile ilgili 6nemli gelismeler

Y12 Kolon Aciklama Firma
1967 Pellosil Pelikiiler iyon degisim (40 pm) Northgate
1969 Zipax Gozenekli silika (40 pm) DuPont
1971 MicroPak Diizensiz gozenekli silika (5-10 pm) Varian
1972 Zorbax Kiresel gbzenekli silika (7 pum) DuPont
1972 Permaphase Silan faz1 (7 pm) DuPont
1973 | Bondapak C18 Silan faz1 (10 pm) Waters
1978 SynChropak GPC100 Jel gecirgenlik kolonu SynChrom
1988 Rx-silica B tipi silika DuPont
1989 StableBond Kararl bagli faz DuPont
1994 Hypercarb Gozenekli grafit karbon Hypersil
1996 ZirChrom PBD Zirkonyum pargaciklar Keystone®
2000 SilicaRod Monolitik kolonlar Merck
1999 XTerra Hibrit parcaciklar (3-5 pum) Waters
2003 Rapid Resolution Gozenekli silika (1.8 pm) Agilent
2004 Acquity Gozenekli silika (1.7 pm) Waters
2007 Halo Kat1 ¢gekirdek iceren partikiiller (2.7 um) AMTC

@Tanitim yili, b Zirchrom tarafindan iiretilip, Keystone Scientific tarafindan pazarlanmaktadir, Advanced Materials Technology.
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S1v1 kromatografisinde kolon verimliligi, bir bilesigin kolondan gecisi sirasinda
meydana gelen bant genisliginin derecesi tarafindan etkilenir. Bant genislemesi ve
dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, ¢oziinen bilesenlerin kolondan asagiya gogleri
sirasinda yer alan cok sayida kiitle-aktarim islemlerinin sonucudur. Bu hizlar
etkileyen bazi degiskenler kontrol edilebilir ve ayirmalar i¢in kullanilabilir. Bu

degiskenlerin en 6nemlileri Cizelge 2.9°da verilmektedir.

Cizelge 2.9. Kolon Verimliligine Etkiyen Degiskenler

Degisken Sembol Genel Birim
Hareketli fazin dogrusal hizi u cm st
Hareketli fazda difiizyon katsayisi* DM cm?st
Durgun fazda difiizyon katsayisi DS cm? st
Kapasite faktori k birimsiz
Dolgu pargacik ¢ap1 dp cm
Durgun fazda s1vi kaplamanin kalinligt df cm

*Sicaklik artisiyla ve viskozitenin azalmasiyla degisir.

Kolondan ¢ikan maddelerin derisimi kolon ¢ikisina yerlestirilen uygun bir
dedektor ile olciliur. Dedektoriin islevi numune derisimi ile orantili elektriksel bir
sinyal tiretmektir ve bu sinyal derisimdeki artisla dogrusal olarak artmalidir. Dedektor
se¢imi dogru ve hassas bir analiz yapabilmek i¢in son derece 6nemlidir (Skoog ve ark.,
1998; Hamilton ve Sewel, 1982; Bidlingmeyer, 1992; Sewel ve ark., 1987; Meyer,
1988 ve Scott, 1995). ideal bir dedektdr duyarli olmali, numuneye zarar vermemeli,
karali ve tekrarlanabilir sonuglar vermelidir. Dedektdr se¢ciminde hareketli faz ve
kromatografik sinirlamalar degerlendirilerek duyarhilik ve secicilige gore karar

verilmesi gerekmektedir.

YBSK’de en ¢ok kullanilan dedektdr tipleri sunlardir:
Morotesi/Gorindr bolge (UV/GB)
Kirilma indisi (Refraktif indeks, KI)
Floresans
Elektrokimyasal (EK)

a. Amperometrik Dedektorler

M w e
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b. Kulometrik (Yuk 6lcimu) Dedektorler
c. lletkenlik (Kondiiktometrik) Dedektorleri
5. Radyoaktivite
6. Isik sagilmasi
a. Coklu Acili Lazer Isik Sagilimi [Multi angle laser light scattering (MALLS)]
b. Buharlastirmali Isik Sagilim1 [Evaporative light scattering (ELSD)]
7. Kitle Spektrometri (KS)

Bu dedektor gesitleri arasindan ila¢ analizlerinde en yaygin olarak kullanilan
morotesi/gorinir bdlge absorpsiyonuna dayanan UV/GB dedektorler veya FDD
detektorlerdir.

FDD dedektorde 1sin kaynagi olarak tungsten ve doteryum lambasinin kaynak
oldugu polikromatik 1s1n kullanilir. Isik kaynagindan génderilen polikromatik 1sinlar
akis hiicresine gelir, bunlar optik ag lizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto

diyot dizisi iizerine diiser.

FDD 190-950 nm dalga boyu araligin1 0,1 s araliklarla tespit edebilmektedir.
FDD ile birden fazla dalga boyunda analiz yapilabilmektedir. Cihaz Uzerindeki
yazilimlar sayesinde piklerin safligina ve girisim yapip yapmadigina bakilabilir
FDD’nin UV/GB dedektére gore en 6nemli Gistiinliigii, piklerin biitiin dalga boylarinda
Olciimleri ayni anda yapilabilmektedir ve en yiiksek absorbans yapilan dalga boylari
tek bir enjeksiyon ile saptanabilir.
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2.2.3.Kiral Bilesen Analizlerinde YBSK’nin Rolii

Bilim insanlarinin kiral bilesiklerin enantiyomerlerin ayrilmasina olan ilgisi ilk
olarak preparatif amaclarla ortaya ¢ikmistir. Bu konu ile ilgili yapilan ilk fakat
basarisizlikla sonuglanan ¢aligmalar Alman kimyager Willstatter tarafindan rapor
edilmistir (Willstatter, 1904). Daha sonraki donemlerde dogal kiral bilesiklerden elde
edilen kiral seciciler kullanilarak daha basarili enantiyomer zenginlestirme yontemleri
denenmistir (Henderson ve Rule, 1939; Prelog ve Wieland 1944). 1960’larin sonu
1970’lerin baglarindaysa Davankov ve Rogozhin amino asit enantiyomerlerinin ayrimi
icin ligand degisim kromatografisi metodu gelistirmistir (Davankov ve Rogozhin,

1971).

1970°1i yillarin ortalarinda Blaschke sentetik kiral poliakrilamitleri kiral sabit faz
olarak kullanarak ilaglarin enantiyomerlerini basariyla ayirdigini rapor etmistir. Bu
ilagc etken maddeleri icerisinde hipnotik ila¢ etken maddelerden olan glutetimit ve
hexobarbital, diiiretik olan klortalidon ve bazi kiral diazepinonlar bulunmaktadir. Bu
maddeler igerisinde en 1y1 ayrim, eskiden sedatif olarak kullanilan talidomit ilag etken
maddesinin analizinde elde edilmistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda her bir enantiyomerin
ayri ayr1 farmakolojik ve toksik 6zelliklerinin incelendigi ilk caligma olarak literatuirde
yerini almistir (Blaschke, 1980). Ayni grup seliiloz tiirevi kiral sabit fazlarin preparatif
diizeydeki potansiyellerini yaptiklar caligmalarla ortaya koymuslardir. 1980’11 yillarin
baslarinda Pirkle ve arkadaglari diinya ¢apinda kullanima sahip sentetik fir¢a tipi
(brush-type) kiral sabit fazlar1 gelistirip YBSK yonteminde enantiyomerlerin ayrimi
icin kullanmislardir (Pirkle ve ark., 1981). Kullanilan bu materyallerden birisi
piyasaya siiriilen ve pazarlanan ilk KSF olma 6zelligi de tasimaktadir. Cizelge 2.10°da
stvi kromatografisinde kullanilan ve piyasada mevcut KSF’lere ait ana gruplar
goriilmektedir. Bu gruplarin cogu 1980 ve 1990 yillar1 arasinda gelistirilmis olup sivi
kromatografik analizlerde kiral bilesenlerin ayriminda analitik ve preparatif amach
kullanilmaktadir. KSF’ler protein temelli olabildikleri gibi (Allenmark ve ark., 1983),

polisakkaritlerden (Okamoto ve ark., 1984), kiral sentetik polimerlerden (Blaschke ve
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ark., 1986), siklodekstrinlerden (Hinze ve ark., 1985), makrosiklik antibiyotiklerden
(Armstrong ve ark., 1994) ve kiral iyon degistiricilerden (Maier ve Lindner., 2006 ve
Lammerhofer, 2010) olusturulabilirler. Yeni materyallerin ve bunlar1 gelistirecek yeni
teknolojilerle birlikte yeni enstriimanlarin gelismesiyle, enantiyomerlerin preparatif ve
analitik 6l¢ekli ayrimi konusu akademik olarak ve pazarlanabilirlik agisindan cekici

bir konu olmaya devam etmektedir.

2.2.3.1. Enantiyomerlerin Sivi Kromatografi ile Ayrilmasinda Kullanmilan

Malzemeler

Sivi kromatografik yontemle enantiyoayrim uygulamalarinda da KSF ile
kaplanmis kiral kolonlar bu sistemin kalbi niteligindedir. KSF, bir kiral secici ile
onunla etkilesmeyen bir tastyicidan olugmalidir. Bu noktadaki her bilesen ayrim
basarisina esit olarak etki etmektedir. Literatiir incelendiginde yiizlerce kiral bilesigin
kiral segici olarak kullanildig1 goriilmektedir. Bunlardan en ¢ok kullanimi olanlara
kisaca deginilip tez kapsaminda kullanilan polisakkarit temelli olanlar detayli olarak
anlatilacaktir. Temel olarak, herhangi bir kiral bilesigin kovalent olmayan sekilde kiral
bilesiklere etkilesim halinde bulunmasi, o bilesigin s1vi kromatografide potansiyel bir
kiral segici olarak kullanilmasi i¢in yeterlidir. Cizlege 2.10°da piyasada bulunan temel

KSF’ler siniflandirilmis ve uygunluklar: yoniinden tablolanmustir.

Cizelge 2.10. Piyasada bulunan KSF’ler ve kullaniliglart

Kiral Sabit Faz K'aps'adlgl Fark_ll ayrim teknikleri Preparatif dlcekli
bilesikler ile uyumluluk uyumluluk
Ligand degisim 1 1 2
Firca (Brush/Pirkle) tipi 2 2 2
Siklodekstrinler 2 2 2
Polisakkaritler 3 3 3
Makrosiklik antibiyotikler 2 3 2
Proteinler 2 1 0
Anyon degistirici materyaller 2 2 2

3: Cok iyi, 2: iyi, 1:az kullanisli, 0: uygun degil
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Polisakkarit temelli KSF’ler yaygin kullanimi ve bir¢ok hareketli faz ve analitle
uyumlulugu agisindan en etkin KSF’lerdir. Stvi kromatografisi i¢in gelistirilmis en
gelismeye acik polisakkarit temelli KSF’ler, fenil karbamatlarin igerisinde, elektron
alan ve veren gruplar bulunanlar, kovalent olarak tutturulmus polisakkaritler,

siklofruktan temelli malzemelerdir (Chankvetadze, 2013a).

Piyasada bulunan KSF’leri Ureten ve pazarlayan (¢ ana firma bulunmaktadir.
Bunlardan Phenomenex ve Daicel silika iizerine kaplanmis ya da kovalent bagh
polisakkarit tiirevlerini ve iyon degistiricileri iiretirken, Supelco/Sigmada siklofruktan
temelli KSF’leri pazarlamaktadir. Yeni nesil KSF’lerin digerlerine gore en 6nemli
avantaji1 birgok analitin ayrimini gergeklestirmesi ve diinya genelinde yaygin olarak
kullanilmasidir. Bununla birlikte bircok hareketli fazla olan uyumu ve alternatif bir
secimlilik sunmasi agisindan da ayrica onem tagimaktadir. Pazarda bulunan neredeyse
tim kiral kolonlar tamamen pordz silika veya organik/inorganik malzemeler
(Lammerhofer, 2010; Mohammad ve ark.,1993 ve Sinner, 2000) uUzerinde
hazirlanirlar. Ayrica core-shell silika pargaciklar ve monolitik pargaciklarin

kullanildig1 KSF’ler de bulunmaktadir (Chankvetadze, 2010 ve Chankvetadze 2013a).

Bu pargaciklardan monolitik silikanin tasiyici olarak kullanildigi KSF’ler ile gok
hizli analizler yapilabilmektedir. Chankvetadze ve ark., yaptiklar1 bir ¢aligmada
monolitik silika tizerine kaplanmis % 6.6 (a/a) selliiloz tris (3,5-dimetilfenilkarbamat)
kullanarak 2,2,2-trifloro-1-(9-antril) etanoliin enantiyomerlerinin analizini 30 saniye
gibi kisa bir siirede tamamlamiglardir. Bu deneysel ¢aligmalarla ayrimin ne kadar kisa
stirede tamamlandig1 goriilse de monolitik silikalarin piyasaya siiriilebilmesi i¢in biraz

daha zamana ihtiyag vardir (Chankvetadze ve ark., 2003).

Bir diger yeni nesil silika pargacik olan core-shell partikuller de analitik dlcekli
YBSK uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Gritti ve ark., 2007).

Core-shell silika parcaciklarin en 6nemli avantaji, par¢acigin ¢ok kisa bir diflizyon
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yolu olmasidir. Kisa difiizyon yolu c¢ok yiiksek etkinlikte analizlerin yapilmasini
saglamaktadir. Ayrica ¢ok diisiik kiitle transferi degeri ile birlikte yiliksek akis hizinda
analizler de yapilabilmektedir (Lomsadze ve ark., 2012). Core-shell pargacikli kiral
kolonlarin avantajlar1 yaninda bazi dezavantajlar1 da vardir. Tamamen pordz
geleneksel pargaciklara gore daha az yiizey alanina sahiptirler. Bu yiizden de kiral
selektorler yiizeye yiiksek miktarlarda tutturulamazlar. Yiizey alanmin kigiikligii
daha fazla numune yiiklemesine (enjeksiyonuna) de yol agacagi i¢in bu partikiiller

preparatif 6l¢ekli uygulamalarda kullanima uygun degildir.

2.2.3.2. Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar

Bu tiir kiral sabit fazlarin YBSK uygulamasma ait ilk ¢alisma polisakkarit
fenilkarbamatlar ile yapilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda bir¢ok farkli polisakkarit
yapisi (seliiloz, amiloz, kitosan, ksilan, dekstran) incelenmistir (Okamoto ve ark.,
1984). Caligmanin sonucunda kiral bilesikleri ayirma becerisi, saf halde kolay olarak
bulunmasi ve uygulamadaki basitligi sebebiyle en kullanish polisakkaritlerin seliiloz
ve amiloz oldugu rapor edilmistir. Bunun yani sira 6zellikle kitosan fenilkarbamatlarin
bir grup kiral bilesik iizerinde ¢ok i1yi ayrim gerceklestirdigi gézlemlenmis, fakat
piyasaya siirlilememistir. Seliiloz ve amiloz tiirevleri ise piyasaya siiriilerek, analitik

ve preparatif amagli olarak yaygin bir kullanima ulagmistir (Ikai ve Okamoto, 2009).

2.2.3.2.1. Polisakkarit Tiirevlerinin Cesitleri

Polisakkarit tirevleri arasinda yogun olarak esterler ve karbamatlar {izerine
yapilan c¢alismalar bulunmaktadir. Bu tiirevlerin her ikisi de YBSK i¢in kiral segici

olabilmektedir. Alkil, sikloalkil ve aril tirevleri hem ester hem de karbamat serilerinde
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calistlmistir. Bunlarin icerisinden de aril tlirevlerinin en kullanigh kiral segiciler
oldugu raporlanmistir. Bunun yani sira polisakkaritlerin bazi alkil esterleri de
gelistirilerek piyasaya sunulmustur. Fakat bu materyallerin kullanildig1 kolonlar genis
bir yelpazeye hitap etmedigi i¢cin yakinda piyasadan kaldirilmasi ongoriilmektedir.
Seliiloz tlirevi baz1 sikloalkil fenilkarbamatlar ile ilging kiral saptamalar yapilmistir.
Ayrica ¢ok diisiik bir UV absorbansina sahip olmasi sebebiyle de ince tabaka
kromatografisi kullanicilarina hitap etmektedir (lkai ve Okamoto, 2009). Fenil
karbonat ve benzoilformat tiirevi olan seliiloz ve amiloz yapilar1 da sentezlenmis, fakat
ester ve fenilkarbamat tiirevlerine nazaran daha diisiik bir kiral segicilik sunduklari i¢in

kullanilmamuslardir.

2.2.3.2.2. Fenile Baglanan Fonksiyonel Gruplarin Polisakkarit Esterler ve

Fenilkarbamatlara Etkileri

YBSK’da kullanilmak iizere gelistirilen polisakkarit temelli kiral secicilerle
ilgili calismalar uzun zamandir fenile baglanan fonksiyonel gruplar ve bunlarin
etkilerine yogunlagsmistir. Daha once de belirtildigi gibi Okamoto ve arkadaslari
polisakkaritlerin aromatik esterleri ve karbamatlarinin kiral bilesiklerin ayrimindaki
Oonemini yaptiklari ¢aligmalarla rapor etmislerdir (Ikai ve Okamoto, 2009 ve Okamoto
ve ark., 1984). Bu yapilardaki fenil gruplarina uygun pozisyonlarda baglanan elektron
alan veya elektron veren gruplar baglandiginda kiral segici 6zelliklerinde kayda deger
gelismeler oldugu da goriilmiistiir (Okamoto ve ark,. 1986 ve Okamoto ve ark., 1987a).
Alkil grubu gibi elektron verici bir fonksiyonel gruba baglanan benzoat tiirevlerinin
kiral seciciliginin halojen veya triflorometil grubu gibi elektron alici bir gruba
baglanana gore daha iyi oldugu goriilmistiir. Bu durum baglanan fonksiyonel
gruplarin seliiloz tiirevlerindeki karbonil gruplarinin elektron yogunluguna etkisi ile
aciklanmaktadir. Elektron verici metoksi gruplarinin kiral seciciligi arttirict yonde bir
etkisi olmadigi goriilmekle beraber, arastirilan seliilloz benzoatlar arasinda 4-

metilbenzoatin ¢ok iyi bir kiral se¢iciligi oldugu raporlanmistir (Okamoto ve ark.,
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1987b). Bu materyal silika ylizey lizerine kaplanarak analitik ve preparatif amagl
olarak kullanmilmak iizere Chiralcel ™ ve Lux ™ Cellulose 3 adi altinda piyasaya
siirlilmiistiir. Seliiloz benzoatlarin aksine amiloz benzoatlar ¢ok daha diisiik bir kiral
secicilik sunmaktadir. Bu da amiloz tiirevlerinin konformasyonel stabilitelerinin ¢ok
diisiik olmast dolayisiyla ¢esitli konformasyonel izomerlerine doniisebilmeye agik
olusundan kaynaklanmaktadir. Yamamoto ve ark., tarafindan yapilan ¢alisma ile
selliloz 4-metilbenzoatin kiral segiciligi silika ylizey tizerine kaplanirken, eklenen

eklenti maddeleri ile kontrol altina alinabilir oldugunu gostermislerdir. (Yamamoto ve

ark., 2006).

Sekil 2.5’te seluloz ve amiloz karbamatlara ait kiral secicilerin molekiler
sekilleri Ozetlenmistir. Seliiloz fenilkarbamatlarin enantiyomer ayirma kapasitesi
kayda deger bir sekilde fenile bagli fonksiyonel gruplara baglidir (Okammoto ve ark.,
1986). Okamoto ve grubunun yapmis oldugu calisma sonucunda secilen kiral
bilesiklerin ayrim sonuglar1 degerlendirildiginde halojenler gibi elektron verici veya
alkil gruplar1 gibi elektron alict bilesiklerin 4. pozisyondan aromatik halkaya
baglanmasi ile birlikte elde edilen ayrim sonuglari, bir grubun baglh olmadig: seliiloz
tirevlerine oranla kat ve kat daha 1yl bulunmustur. Elektron alan gruplar fenil ile
karsilagtiginda, karbamat grubunun NH protonunun asitligi artar. Boylece elektron
alic1 grup igeren ¢ogu analitin alikonma siiresi artar. Ciinkii bu analitler NH gruplari
ile hidrojen bag1 yaparak etkilesime girmek egilimindedirler. Tam tersi olarak elektron
veren gruplar fenile baglandiginda karbamat grubu iizerindeki karbonil oksijeninin
elektron yogunlugu artacaktir ve elektron vermeye yatkin gruplar bulunduran analitler

bu tiir seliiloz tiirevleri ile cok kuvvetli bir etkilesime gireceklerdir.
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Sekil 2.5. Amiloz ve seliilozlara ait fenilkarbamat tiirelerinin molekiiler sekli

Yapilan son ¢alismalar gostermektedir ki, fenil grubuna baglanan gruplarin yan
sira baglanmig olduklart kisimlar da polisakkarit fenilkarbamat tirevlerinin
enantiyomer ayrim giiclinii ciddi bir bi¢cimde -etkilemektedir. Meta ve para
pozisyonlarindan baglanmis gruplar orto pozisyonundan baglanmis gruplara gore daha
yiiksek bir kiral ayrim giicii gostermektedir. Amiloz fenilkarbamatlar icin, fenile
baglanmis metil ve klor gruplarmin da kiral ayrimi arttirdigr yapilan calismalarla
gosterilmistir (Yamamoto ve ark., 2006). Bununla birlikte fonksiyonel gruplarin
dogas1 ve baglandig1 bolgeler gbz Oniine alinirsa amiloz ve seliiloz arasinda bazi
farkliliklarin meydana geldigi goriilmektedir. Her iki polisakkarit i¢in en kullanigh
kiral secicinin tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) tiirevleri oldugu rapor edilmistir. Seliiloz

tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) silika tzerine kaplanarak Chiralcel ™ OD, Lux ™
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Cellulose 1, CelluCoat ™ piyasa isimleri ile satisa sunulmustur. Amiloz tris(3,5-
dimetilfenilkarbamat) ise silika tizerine kaplanarak Chiralpak ™ AD, Lux ™ Amylose
1, AmyCoat ™ isimleri ile piyasaya sunulmustur. Seliiloz ve amilozun fenilkarbamat
tirevlerinde glikoz birimleri ile komsu karbamat fonksiyonel gruplari arasinda
molekiil i¢i hidrojen bag olusumu goriilmektedir. Bu yilizden fenile bagli fonksiyonel
gruplar kiral secicilik ile birlikte polisakkarit tiirevlerinin farkli organik coziiciiler
igerisindeki ¢ozlniirliigiinii de etkilemektedir. Polisakkarit fenilkarbamatlarin YBSK
analizlerinde kullanilmadan 6nce silika tizerine fiziksel olarak kaplanmalar1 i¢in uygun
bir ¢oziiciide ¢oziinmeleri gerekmektedir. Diger taraftan YBSK analizlerinde kiral
secici olarak kullanilacak bir polisakkarit tlrevinin hareketli faz olarak segilecek
coziiciilerde ¢oziinmemesi gerekir. Ornegin seliiloz tris(3,5-diklorofenilkarbamat)’in
kiral segiciligi bazi kiral bilesenler igin seltloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat)’e oranla
daha iyidir. Fakat bu kiral segicinin n-hekzan/2-propanoliin kullanildigi normal faz
YBSK kosullarindaki ¢oziinme problemi (¢oziinerek silika {izerinden ayrilma) ortadan
kaldirilana kadar KSF olarak kullanilamamigtir. Bu noktada karbamat fonksiyonel

grubunun polisakkarit fenilkarbamatlarda iki islevi oldugu soylenebilir:

v Cogunlukla kiral analitlerle etkilesim saglar
v Molekiil i¢i hidrojen baglar1 yapmasi sebebiyle, ayni karbamat fonksiyonel
gruplar1 polisakkarit tlirevlerinin belirli organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigiinii

onemli derecede etkiler.

Yukarida bahsedilen iki 6zellik YBSK yonteminde kullanilan KSF’ler igin
istenilen 6zelliklerdendir. Polisakkarit fenilkarbamatlar, serbest karbamat gruplari ve
molekiil i¢i hidrojen bag1 yapan karbamatlarla dengeli bir bigimde bulundugu i¢in en
guvenilir kiral seciciler arasinda gosterilmektedir (Chankvetadze ve ark., 1993;
Chankvetadze ve ark., 1994; Chankvetadze ve ark., 1995 ve Chankvetadze ve ark.,
1997). Polisakkarit fenilkarbamatlar igerisindeki komsu karbamat gruplar1 arasindaki
hidrojen baginin varlig1 fenilkarbamatlarda bulunan NH boélgesinin Kizilotesi (IR)
spektrumu alinarak desteklenebilir. Bu tarz dl¢limler fenil halkasi {izerindeki elektron
alan gruplarin molekiil i¢i hidrojen baginin bozulmasini saglarken, fenil halkasi

uzerindeki elektron veren gruplarin, karbamat fonksiyonel gruplarinin molekiil igi
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hidrojen bagmma dahil oldugunu desteklemektedir. Bu durum tris(3,5-
diklorofenilkarbamat)’in n-hekzan/2-propanol igerisindeki yiiksek ¢oziiniirligiinii de

acgiklamaktadir.

Yukarida bahsedilen agiklamalar dogrultusunda 1990’larin basinda elektron alan
ve veren gruplarin ikisini de bulunduran yeni bir seri seliiloz ve amiloz fenilkarbamat
gelistirilmistir. Bu yeni seri i¢in 6n c¢aligmalar oncelikle seliiloz tlirevleri tizerinde
gerceklestirilmistir. Chankvetadze ve arkadaglari, FTIR kullanarak gerceklestirdikleri
calisma sonucunda bu yeni seri seliiloz tiirevinin kiral ayrimlar i¢in ¢ok daha kullanish
oldugunu ortaya koymustur (Chankvetadze ve ark., 1994). Denenen fonksiyonel
gruplar arasinda segiciligi en iyi olan grubun 4-kloro-3-metil bagli olan seliiloz
tirevleri oldugu saptanmistir. YBSK icin kullanilmak tizere polisakkarit fenil
karbamat tiirevi kiral segiciler yeni seri amiloz tiirevleri i¢in de Fourier Dontlisiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) kullanarak test edilmistir. FTIR sonuglar1 ve diger
analizler gostermektedir Ki 5-kloro-2-metil bagli fonksiyonel grup digerlerine goére

daha iistlin ayirma yetenegine sahiptir.

Yukarida anlatilan fonksiyonel gruplarla tlirevlendirilmis fenil karbamatlar
piyasaya farkli isimlerle siiriilmiistiir. Bunlardan selilloz tris(3-kloro-4-
metilfenilkarbamat), Sepapak ™-2, Lux ™ Cellulose-2 ve Chiralcel ™ OZ isimleri ile
piyasada mevcutken, seliiloz tris(4-kloro-3-metilfenilkarbamat) da Sepapak ™-4, Lux

™ Cellulose-4 ve Chiralcel ™ AY isimleri ile pazara sunulmustur.

2.2.3.2.3. Kiral Sabit Fazin Optimizasyonu

Kiral sabit faz, kiral segici ve bir inert tasiyici (silika, vs.) gibi iki ana bilesenin

farkli yollarla bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Bir tasiyiciya kiral secicinin
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baglanmasina ait ilk yontem polisakkarit tiirevini bir tasiyicinin ylizeyine (genellikle
pordz bir silika) kaplamakla baslamistir. Bu teknigin en belirgin avantaji kiral segici
ve tasiyici arasinda kovalent bir bag gerekmedigi i¢in polisakkkaritin tris tiirevinin
kullanilabilir olmasidir. Buna ek olarak kaplama yontemi daha kolay bir yontem olup,
kiral sabit faz icerisindeki kiral selektdr igerigi ayarlanabilmekte ve tasiyici ylizeyinin
veya polisakkarit tiirevinin 6n aktiflestirme gibi bir yonteme ihtiya¢ duymamaktadir.
Kaplama yontemiyle ilgili karsilasilan en 6nemli problem ise, bu sekilde olusturulmus
KSF’lerin ¢oziiciilere karsi ¢ok smirli bir stabiliteye sahip olmasidir. Bu ylizden uzun
yillardir bilim insanlari1, polisakkarit tiirevlerini silika ylizeyine performans kaybi
olmaksizin kovalent sekilde baglamanin yollar1 ilizerine aragtirmalar yapmaktadir.
1987 yilinda Okamoto ve arkadaslar1 polisakkarit tiirevlerini silika ylizeyine kovalent
olarak baglayarak bu alandaki ilk calismaya imza atmislardir (Okamoto ve ark.,
1987Db). Bu calismada az sayida tiirevlendirilmemis hidroksil gruplari bagl seliiloz
tlrevi bir KSF 3-aminopropil ile fonksiyonlandirilmis, silika jele diizosiyanat ¢apraz
baglayicisiyla baglanmistir. Bu baglanmada beklenen durum, selillozun hidroksil
gruplart ile silikadaki NH gruplarinin birbiri ile etkilesime girmesiydi. Bu ¢alismadan
sonra Minguillon ve arkadaslari ile Okamoto ve arkadaglar1 da buna benzer ¢aligmalar
yapmislardir (Franco ve ark., 2001;Yashima ve ark., 1994). Ancak yukaridaki
yontemler kullanilarak elde edilen kovalent bagli KSF’ler silika Uzerine fiziksel

kaplama yontemiyle elde edilenlerden daha diisiik ayrim yetenegi gostermistir.

Chankvetadze ve ark., y-glikidoksipropil ile fonksiyonlandirilms silika jel ile
az sayida tiirevlendirilmemis hidroksil grubu iceren selliloz tlrevlerini kovalent olarak
baglamislardir (Chankvetadze, 2013a). Bu yontem kullanilarak kovalent olarak
baglanmus tiirevler olusturma islemi ¢ok daha esnek ve kolay yapilmaktaydi. Okamoto
ve ark., da bu yontemi gelistirerek polisakkarit tirevlerini % 1-2 trietoksisilil
gruplarinin - molekiil i¢i polikondenzasyonunu kullanarak etkin bir sekilde
baglamislardir (Ikai ve ark., 2006). Gelistirilen yontem ile kovalent baglanan KSF’ler
ile yapilan ¢aligmalarin, geleneksel kaplama yontemlerinden daha iyi bir kiral segicilik
sagladig1 gozlemlenmistir. Yazarlara gore, gelistirdikleri immobilizasyon (baglanma)

teknigi ile tiretilen KSF’ler iiretime kolaylik getirip, yiiksek baglanma kapasitesi ve
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kiral ayrim becerisi sunmakla birlikte birgok polisakkarit tlrevine de
uygulanabilmektedir. Giiniimiizde bir¢ok ¢6ziicii ile uyumlu degisik KSF’ler piyasaya
farkli isimler ve markalar altinda siiriilmiistiir. Daicel firmasinin Chiralpak ™ IA ve
Chiralpak ™ IB kolonlari ile Phenomenex firmasina ait Lux ™ Amylose-1ve Lux ™
Cellulose-1 kolonlart kiral sabit faz olarak Amiloz (3-5-dimetilfenilkarbamat) ve
Seliloz (3-5-dimetilfenilkarbamat) igermektedir. Bunlarin diginda farkli olarak
Daicel’e ait Chiralpak ™ IC kolonu da Seliiloz (3-5-diklorofenilkarbamat)da piyasada
bulunmaktadir. Bu immobilze edilmis KSF’ler ¢cok genis bir analit ve c¢oziicii
yelpazesinde kullanilabilirken, alternatif bir secicilik mekanizmasi ve enantiyomer
siralarinin yer degistirmesi agisindan da ¢ok kullanighidir. Bu 6zellikler analitik ve
preparatif amacla kullanim i¢in bir¢cok avantaj sundugu gibi kullanim sirasinda dikkat
edilmesi gereken noktalar da mevcuttur. Kovalent bagh kiral sabit fazlarla
olusturulmus kolonlar ile ilgili gerek tiretici reklamlar1 gerekse bazi yayimnlarda yanlis
bilgiler yer almaktadir. Bu bilgilerden en 6nemlisi ayn1 materyalden elde edilmis
kovalent bagli kolonlar ile silika yiizeyine kaplanmis hallerinin ayni sonuglar
verecegidir ve bu ifade gercek degildir. Kaplama yontemi ve ¢capraz baglama yontemi
arasinda kimyasal acidan da farkliliklar vardir. Literatiirde bulunan bazi 6rneklere gore
kovalent bagli kolonlarla ayrim gergeklestirilebilirken kaplanmis kolonlarla ayni analit
tizerinde ayrim olmamaktadir. Bunun tersi durumlar da mevcuttur (Ghanem ve Naim,
2006). Yine yapilmis bir baska calismada kovalent baglanmis ve silika yiizeyine
tutturulmus hem selilloz hem de amiloz temelli 3-5(dimetilfenilkarbamat)in
enantiyoayrim sirasinda enantiyomerlerin yer degistirdigi rapor edilmistir (Vanthuyne
ve ark., 2005). Bu degisimin sebebi kaplanmis veya kovalent bagl polisakkarit
tirevlerinin konformasyonlarindaki farklilik veya katiligin (esnemezlik) kiral
tutunmada ¢eligki yaratmasindan kaynaklanmasi olabilir. Ama bdyle bir sonucun asil
sebebinin bu iki tip KSF’nin kimyasal bilesimlerinin farkliligindan kaynaklanmasi

daha olas1 goziikmektedir.
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2.2.3.2.4. Hareketli Faz Optimizasyonu

Yiizeye kaplanmis polisakkarit fenilkarbamat tiirevleri ile ilgili yapilan
enantiyoayrima ait ilk ¢aligmalarda normal faz ¢dziiciileri kullanilmistir. Daha sonra
gerceklesen calismalarda da seliiloz triasetat tiirevi bir KSF’de ayrim yapmak igin
etanoliin hareketli faz olarak kullanildig1 ¢calismalar da mevcuttur. Okamoto ve ark.,
asetonitril ve su karisimini hareketli faz olarak kullandiklar1 calismalarinda bu
karisimin kullanilabilir oldugunu, fakat polisakkarit fenilkarbamatlar i¢in ¢ok da
giiven vermedigini belirtmislerdir. Giiniimiizde polisakkarit temelli KSF’ler normal
faz, ters faz ve polar organik faz ayrim kosullarinda kullanilabilmektedir. Bahsedilen
her bir ayrim seklinin farkli uygulamalarda kendine has avantajlart bulunmaktadir.
Omegin farmasotik bilesenlerin ve preparatif 6lgekli enantiyoayrim calismalarinda
normal faz sivi kromatografi tekniginin ters faza gore daha iyi oldugu bilinmektedir.
Polar organik hareketli fazlar (asetonitril, metanol, etanol, 2-propanol ve asidik bazik
katkilar) kullanilarak yapilan analitik ve preparatif Slgekli calismalarda da analiz

stireleri ciddi 6l¢tide kisalmaktadir.

Bir kiral kolonun her {i¢ hareketli faz ¢esidinde de analiz i¢in kullanilmasi
biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Bu yiizden polisakkarit temelli KSF’ler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Phenomenex gibi bazi firmalar tiim hareketli faz kosullarina ek
olarak stiperkritik akiskan kromatografi yontemi ile de uyumlu kolonlar tretmektedir.
Daicel gibi bazi firmalar da her bir ayrim teknigine 6zel ayr1 ayr1 kolonlar

Uretmektedir.

Hareketli fazin dogru segilmesinin énemi ile ilgili su drnek verilebilir: i1k kiral
goriintiileme calismalarinda kullanilan ve 1980 yilinda sentezlenen seltiloz tris(3,5-
diklorofenilkarbamat) yiiksek kiral tutunma kabiliyeti sebebiyle yogun bir sekilde
kullanilmaktaydi (Okamoto ve ark., 1986). Fakat bu materyali pazarlanabilir hale

getirmenin Oniinde ¢Ozlinme problemi yatiyordu. Sentezledikleri bu KSF n-
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hekzan/IPA normal faz karisiminda silika kapli yiizeyden ayrilarak ¢oziinmekteydi.
Bu yiizden de ters faz veya polar organik faza yonelmislerdi. Bunun hemen akabinde
selliloz tris(3,5-diklorofenilkarbamat) temelli bir kiral kolon 2005 yilinda Alman
Sepaserve firmasi tarafindan piyasaya Sepapak ™ -5 adiyla siiriilmiistiir ve bu kolon
kullanilarak bazi kiral bilesiklerin enantiyomerleri i¢in ¢ok ciddi segicilik ve ayrim
giicii degerlerine ulasilan sonuglar rapor edilmistir (Chankvetadze ve ark., 2000).
Kullanilan bu KSF’nin kovalent bagli bir muadili de daha sonra Daicel tarafindan
piyasaya sliriilmistiir. Literatiirde polisakkarit temelli kolonlarin ters fazla (Peng ve
ark., 2010) ve polar organik fazlar (Dossou ve ark., 2009) kullanilarak yapilmig bir¢ok
caligmaya rastlamak miimkiindiir. Bir kiral kolonun avantaj1 6zellikle kimya ve ilag
sanayisi gibi 6nemli sektorlerde iiretim aninda goriintiileme yapilmasi istendiginde

hem sulu hem de susuz ortamda sagladigi ayirma kapasitesi ile orantilidir (Sekil 2.6.).

200 —
1 NPLC
o —
200 T T T T T T T
0 5

Time (minutes)

Sekil 2.6. Aynit maddenin farkli hareketli faz kosullarina, TFSK (ters faz) ve NFSK (normal
faz) ait kromatogram (Zhou ve ark., 2010).

Yukaridaki sekilde verilen 6rnekte goriildiigi gibi kiral baslangic maddesi olan
B Urundnt ve reaksiyon sonucunda olusan A iirliniiniin enantiyomerleri ile birlikte es
zamanli analizi ters faz (TFSK) ve normal faz (NFSK) kosullarinda
gerceklestirilmistir. Enantiyomerlerin alikonma sirast ve etkinliklerine gore ihtiyag
duyulan hareketli fazin secilebilmesi bizim i¢in bir avantaj saglamaktadir (Zhou ve

ark., 2010).
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2.2.3.2.5. Ayrimlarin Ol¢eklendirilmesi

2.2.3.2.5.1. Analitik Olcekli Ayrimlar

Sivi kromatografik tekniklerle enantiyomerlerin ayrimi tartismasiz ¢ok giincel
bir konudur. Aslinda bu alanda yapilan ¢alismalardan tek bir kiral merkez iceren
molekiillerin ayrimi artik ¢ok zor gozikkmemektedir. Simdilik goriilen asil zorluk
birden fazla kiral merkeze sahip setereoizomerlerin bunlara ait kiral metabolitlerin,
sentetik safsizliklarinin ve bozunma {iriinlerinin es zamanl analizlerini yapabilmektir.
Bu ayrimlar1 yaparken daha dnce de bahsedildigi gibi ii¢ farkli hareketli faz tiirii
kullanilabilmektedir. Bunlar arasindan normal faz kullanimi sulu ortamda kararsiz
olan veya az ¢Oziinen bilesikler igin 6zellikle de preparatif uygulamalarda avantaj
saglanmaktadir. Polar organik fazlar ise analiz siirelerini cok kisalttigi, keskin pik
sekilleri elde edildigi ve sinyal/giiriiltii oranin1 azalttig1 icin tercih edilmektedir. Ters
faz kullanildiginda ise 6zellikle viicut sivilart ile yapilan analizlerde ¢ok etkin ayrimlar
yapilabilmektedir. Viicut sivilarinin direkt olarak enjekte edilebilmesi setereosecici
ilag-reseptor iligkilerini aydinlatmak igin kullanilabilmektedir. Daha 6nce bahsi gegen
KSF tirlerinden Pirkle tipi, sentetik polimerler ve polisakkarit temelli olanlar
enantiyomerlerin ayrimini normal faz kosullarinda yapmak i¢in gelistirilmislerdir.
Halbuki kiral ligant degisim malzemeleri, proteinler ve siklodekstrin tiirevi KSF’ler
sulu organik veya tamamen sulu tampon igeren hareketli fazlarda kullanilmaktadir.
Daha sonra yapilan ¢aligmalar ile bahsi gegen gogu KSF’nin hem organik hem de sulu

organik faz ile analizlerinin miimkiin oldugu gosterilmistir (Peng ve ark., 2010).

Sivi kromatografik ayrimlar kiral kolonun boyutuna bagli olarak degisen
Olceklerde analizler icin kullanilabilmektedir. Kiral kolonun ¢ap1 birkag
mikrometreden, 10-20 cm araligina kadar degisen boyutlarda olabilir. Analitik 6l¢ekli

calismalarda kolon ¢apini azaltmanin sagladigi avantajlar arasinda;
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Daha az KSF ve silika jel harcanmasi,

Daha diisiik miktarda, yiiksek saflikta organik ¢6ziicii harcanmasi,

Cevreye daha az zarar verilmesi,

Daha diisiik numune hacmi kullanilmast,

Gelismis analitik sonuglar elde edilmesi (yiiksek etkin tabaka sayisi, keskin pik

sekilleri, kisa analiz siireleri) bulunmaktadir.

2.2.3.2.5.2. Preparatif Ol¢ekli Ayrimlar

Kiral havuz, diastereomerik kristalizasyon ve kinetik ayirma teknikleri kiral

bilesenlerin saf enantiyomerlerini pazarlamak {izere elde etmek icin kullanilan esas

yontemlerdir. Enantiyosegici sentezler de bu yolda hizla gelismeye devam eden

teknolojilerdendir. Kromatografik teknikler ise yukarida bahsedilen tekniklere rakip

olarak goriilmektedir. Bunu destekleyici goriisler asagida belirtilmistir.

v

v

Rasematlarin kromatografik ayrimi, klasik yontemlerle elde edilemeyen kiral
bilesenlerin saf enantiyomerlerini elde etmek i¢in gelistirilmistir.

Maglarin bilinen ilk sistematik preparatif enantiyomer ayrimi ¢apraz baglanmis
kiral poliakrilamidler kullanilarak diisiik basing sivi kromatografik yontem
kullanilarak 1970’11 yillarda gerceklestirilmistir.

Bircok kiral ilag etken madde saf enantiyomerleri halinde sivi kromatografi
teknigi kullanilarak elde edilmistir.

Ilag gelistirme c¢aligmalarinin ilk basamaklarinda biyomedikal calismalarin
(metabolizmasi, farmakokinetigi, ilag-reseptor iligkileri, toksisitesi, kararliligi,
vs.) dogru yapilmast icin her iki enantiyomere de saf olarak ihtiyag
duyulmaktadir. Her iki enantiyomere de saf olarak ihtiya¢c duyuldugunda
kristalizasyon teknikleri ile kromatografi birlikte kullanilarak bir¢cok avantaj
elde edilebilir. Bu islemi gergeklestirmek enzimatik kinetik ayirma, kiral havuz

temelli tekniklerle, enantiyosecimli sentez kullanilarak veya asimetrik kataliz
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ile miimkiin olmamaktadir. Ozellikle son iki teknigin verimi ¢ok iyi olsa da
kural olarak sadece bir enantiyomer kullanilabilir.

Kiral kromatografi alaninda yeni gelismeler ve teknolojilerin ilerlemeye
devam etmesi kromatografi teknigini saf enantiyomerlerin elde edilmesinde

geleneksel yontemlere bir alternatif olarak gormemizi saglamaktadir.

Preparatif 6l¢ekli ayrimlarda enantiyosegicilik, kapasite ve stabilite olmazsa

olmaz gerekliliklerdendir. Bu o6zelliklerden her biri bircok bakis agisi tarafindan

karakterize edilirler. Ornegin secicilik, bircok bilesigi kapsamasi ve yaygin

kullanilmasii ifade ederken, stabilite mekanik dayaniklilik ve kullanim sirasinda

coziiclilere karsi olan dayanikliligi ifade etmektedir. Bu ylizden iiretim boyutuna

gecmeden once, Uretimin gerekliliklerinin iyi analiz edilmesi gerekir. Bu gereklilikler,

tiretimin miktari, fiyati, saflig1, verimi ve bir ya da her iki enantiyomerin gerekli olup

olmadigidir. Bunlar analiz edildikten sonra asagidaki basamaklar takip edilerek metot

gelistirilir (Strube ve ark., 1997).

v
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Farkli kolonlar kullanilarak yeterli segicilige sahip kolon segilir.

Rasematin stabilitesi belirlenir.

Enantiyomerlerin alikonma siras1 belirlenir.

Hareketli ve sabit faz birlesimleri optimize edilir.

Adsorbsiyon izotermleri dikkate alinir.

Ayrim i¢in farkli hesaplama yontemleri kullanilarak simiilasyonlar
gerceklestirilir.

Uretim teknigi segilerek maliyet hesab1 yapilir.

Analitik ayrimlarda oldugu gibi burada da yiiksek pik etkinligi biiylik 6nem

tasimaktadir. Ayrica yliksek akis hizlart uygulanabilmesi de tliretimi arttiran bir diger

etmendir. Sonug olarak preparatif kromatografi, kiral bilesenlerin enantiyomerlerinin

blyuk 6lgekli ve saf halde elde edilmesi igin ¢cok guclu bir tekniktir.
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2.2.3.2.6. Kiral Kromatografik Yéntemlere Ozgu Dedektorler

Kiral bilesiklere 6zgii kullanilan detektorlerden optik ¢evirme dagilimi ve
dairesel dikroizm dedektorlerinin her ikisinin de ¢alisma prensibi, polarize iginin
optikce aktif taneciklerle etkilesimine dayanir. Optik g¢evrilme ydnteminde bir
bilesigin molekiiler cevirmesinin dalga boyuna bagimliligini 6l¢er. Herhangi bir dalga
boyundaki optik ¢evirme, bir maddenin d ve | dairesel polarize 1s1n i¢in gosterdigi
kirilma indisi farkina, yani "dairesel aralik" (nl - nd) a baglidir. Bu deger dalga
boyunun fonksiyonu olarak 6zel bir sekilde degisir (Skoog ve ark., 2007 ve Llyod ve
Goodall, 1989). Tersine, optikge aktif bir bilesigin bu iki tip dairesel polarize 11k i¢in
gosterdigi molar absorbtiviteler farklidir; dairesel dikroizm ise bu gercege dayanir.
Burada (el - d)’nin dalga boyuna bagimlilig1 incelenir. €l ve ed, | ve d igin molar

absorptiviteleri ifade etmektedir.

Optik ¢evirme dagilimi icin UV ve goriiniir 151k bolgelerinde, dogrudan, optik
cevirme dagilim egrilerini veren g¢esitli spektropolarimetreler gelistirilmistir. Bu
cihazlarda, uygun bir monokromatdrden gelen 1sin, bir polarize edici, 6rnek ve bir
analizérden gegerek fotogogaltict bir tiiple (dedektor) algilanir. Dedektorden g¢ikan
sinyal yiikseltilir, sonra, 6rnegin yaptig1 cevirmeyi dengeleyecek sekilde analizorlin ve
kaydedici kalemin konumunu ayarlamada kullanilir. G6zle ayarlanan polarimetrelerde
oldugu gibi, analizoriin sifirlama konumunu belirlemek gerekir Bazi tip cihazlarda
polarize edici, diisiik frekansta kiigiik bir agiyla salinir. Dedektoriin yiikseltici
(amplifier) sistemi olusan alternatif akim (AC) sinyalini algilar ve sinyal, sifirlama
noktast civarinda simetrik oluncaya kadar analizorii ayarlar. Bagka tip
spektropolarimetrelerde, iki takim polarize edici, ¢ift-isin demetli spektrometreler
kullanilir. iki analizor birbirinden birkag derece farkl1 olacak sekilde dengelenir ve her
iki demet de &rnekten gecirilir. Tki demetin giicleri arasindaki oran elektronik olarak
kiyaslanir, 6rnegin ¢evirmesini belirleyen bir 6lgme alinir. Sekil 2.7.’de Propranolol

etken maddesine ait UV ve polarimetrik dedektdre ait sonuglar goriilmektedir. iki
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farkli kiral kolonun kullanildigi c¢alisma da polarimetrik dedektdr sayesinde

enantiyomerlerin yer degistirmis oldugu goriilmektedir.

Optical UV-254nm

UV-254nm Rotation Optical

2(4) 1 Rotation
1
2
2 ‘}QF)/
2()
1()
CHIROBIOTIC T CHIROBIOTIC TAG

Sekil 2.7. Chirobiotic T ve Chirobiotic TAG kiral kolonlar1 (250 mm x 4,6 mm) ve hareketli
faz olarak metanol ve asidik katki maddesinin kullanildig1 Propranolol ayrimi i¢in yapilmig
calisma.

Polarimetrik dedektorler kiral bir molekiiliin diizlem polarize 15181in + veya —
yonde cevrilmesiyle ilgili bilgi vermektedir. Polarimetrik dedektorler,

v" Sadece optik olarak aktif bilesikler i¢in kullanilmaktadir.

v UV dedektoriin tespit edemedigi (UV absorbansi olmayan ya da ¢ok diisiik UV
absorbansi olan) maddeler eger optik olarak aktifse bu dedektor yardimiyla
tespit edilebilmektedir.

v' Gradient ¢aligmaya uygundur.

v' Caligilan analitin optik safligi hakkinda bilgi verir (Skoog ve ark., 2007 ve
Sanchez ve ark., 2012).

Ozellikle UV absorbans1 olmayan maddelerin (monosakkaridler, aromatik
olmayan amino asitler gibi) tayin edilebilmesi dairesel dikroizm dedektoriine gore

biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Dairesel dikroizm spektroskopisi molekiillerin dairesel dikroizmini bir dalga
boyu araliginda dlgebilen spektroskopik bir tekniktir. Bu dedektéri anlamak icin daha

Once de bahsedilen polarizasyona ait temelin iyi bilinmesi gerekmektedir. Diizlemsel
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(lineer) polarize 151k, tek bir diizlemde titreserek ilerleyen 1siktir ve butlin polarize
1isiklar, birbirine dik (dikey ve yatay) iki lineer polarize bilesenin toplamidir (Skoog ve
ark., 2007). Eger iki polarize 11k ayn1 fazda degilse sonug diizlemsel polarize olmaz.
Ornegin, bir polarize 151k digerine oranla geyrek faz farkliysa, sonug spiral seklinde
olacaktir ve bilindigi iizere dairesel polarize 151k olusacaktir (DPI). Spiraller, right-
handed (sag dairesel kutuplu) veya left-handed (sol dairesel kutuplu) olabilir ve birbiri
ile gakismayan ayna goriintiileri vardir. Dlzlemsel polarize 15181 dairesel polarize 1s13a
doniistiiren optik plakaya ceyrek-dalga plaka denir. Ornegin dikey ve yatay polarize
1siklarin goriinen kirilma indisleri farklidir. Uygun yonlendirilmis bir plaka, dizlemsel
polarize 15181, 151k yolundaki bir dizlemsel bileseni digerine gore g¢eyrek dalga
yavaglatarak, dairesel polarize 1s18a doniistiiriir. Bu da, sag veya sol dairesel kutuplu
15181 olugmasina sebep olmaktadir. Dairesel dikroizm sol ve sag dairesel kutuplu
1sinin absorbanslarinin farkidir. Dairesel dikroizm dedektoriine dairesel dikroizm
spektropolarimetresi veya dairesel dikrograf da denmektedir. Dairesel dikroizm
dedektorlerinde, statik ceyrek-dalga plaka yerine amaglar1 ayni olan foto-elastik
modulator denilen 6zel optik eleman kullanilir. Bu ¢eyrek dalga plaka, duzlemsel
polarize 15181n dikey bilesenini geciktirerek (veya tam tersi), sol veya sag dairesel
olarak kutuplanmuis 1s1k iiretir. Numunenin diger tarafinda ise bir 151k detektorii vardir.
Eger 151k yolunda uygun bir numune yoksa detektdre carpan 151k sabit degerde olur.
Eger 151k yolunda dairesel dikroik bir numune varsa, kaydedilen 151k yogunluk degeri
sol ve sag kutup icin farkli olacaktir bdylece de enantiyomerik farkliliklar ortaya
¢ikacaktir. Bu yontemde olcumler, spektrumun gorunir ve UV bolgesinde
gerceklestirilir. Sekil 2.8.’de de dairesel dikroizm dedektorl, UV dedektor ve kirilma
indisi dedektorii kullanilarak trimeprazine ait yapilmis bir ¢aligsmanin kromatogramlari

gosterilmistir (Skoog ve ark., 2007 ve Sanchez ve ark., 2012).
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Sekil 2.8. Trimeprazine ait dariesel dikroizm dedektorii (A), UV dedektor (B) ve kirilma indisi
dedektorii (C) kullanilarak yapilmis ¢calisma (Sanchez ve ark., 2012).

2.2.3.3.  Kromatografide Temel Parametreler ve Sistem Uygunluk Testleri
(SUT)

YBSK sisteminin gozle izlenebilen parametreleri, alikonma zamani, pik alani/pik
alan orani, pikin sekli gibi parametrelerdir. Kromatogramda ilk izlenebilen parametre pik
seklidir. Ideal pik sekli keskin, iki tarafinda esit ve dar olamdir (Sekil 2.9). Numune
kolona enjekte edildikten sonra, dedektore gelir ve kromatogramda sinyal bir pik olarak
goriilir. Bu sinyalin ¢ikis zamani alikonma zamani (tr) olarak adlandirilir ve nitel
analizler igin belirleyici rol oynar. Numune igeriginde bulunan her bir analit farkli
alikonma zamanlarina sahiptir. Hareketli faza ait piklerin ¢iktigi zaman ise 6lU zaman
veya 6lu hacim (to) olarak adlandirlir (Fanali ve ark., 2013 ve Kromidas, 2005). Ol
zamani belirlemek i¢in ters faz s1vi kromatografik yontemlerde urasil, potasyum bromiir

gibi polarlig1 ¢ok yiiksek olan bilesikler kullanilmaktadir.

88



Kromatografik ve diger ayirma yontemlerinde, yontemin yeterli dogruluk ve
kesinlikte oldugunu belirtebilmek igin Uluslararast 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. Bu
testlerin gergeklestirilmesiyle kromatografik bir sistemin analize ne 6l¢iide uygun oldugu
kanitlanmis olur. Ayrica sistemde akis hizindan, pH’den, hareketli faz bilesiminden
kaynakli en ufak bir farklilik icin, sistem uygunluk testlerinin bu yeni sistem icin tekrar
g6zden gecirilmesi gerekmektedir (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 2.9. YBSK cihazindan alinmis 6rnek bir kromatogram

Bir kromatogramin yorumlanmasinda ve SUT parametrelerini (Cizelge 2.11)
karsilayip karsilamadiginin gosterilmesinde temel olarak alikonma zamani ve pik
genisliginden faydalanilir. Asagidaki ¢izelgede Amerikan Farmakopesi tarafindan
tanimlanan SUT parametreleri hesaplama yontemleri ve kabul edilebilirlik smirlart

gbsterilmistir (USP 37, 2014),
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Cizelge 2.11. SUT parametreleri ve agiklamalari

SUT parametresi Semboli Kabul edilebilirlik smnir1 Formalu Aciklama
t, -t
Kapasite faktor k 1<k<10 k=-=R 0
L tri
e _k2 _tRz _tRo
Secicilik faktori o a>1 o =—-=—
k1 tR1 - tRO
t,—t
Rs=1,18x _(-t)
WO,S + WPO,S
Ayrim giicii Rs Rs >15 Rs=2x t, —t)
W, +W, :
W2 Wi
Rs=(1/4) V N x[(or-1)/a] X [ka/(1+k2)] <wi> <W
B
Kuyruklanma faktorii T 2< A =—
A
L A+B
Pik asimetrisi As 0,95<As<2 T=
2A Pik
t 2 S W Yiiksekligi
: _ 0
Teorik tabaka say1st N N > 2000 N =16/ =R (% 5)
SS Genel ayrimlarda < 1,5
Pik alaminin tekrar edilebilirligi % BSS % BSS<1,5 Biyolojik numunelerde <5

%BSS = — %100
X

Eser element analizinde 5 - 15
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Cizelge 2.11 incelendiginde, tr bilesene, to, kolonda tutunmayan tire ait
alikonma zamanlaridir. k degerinin biiyiik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu
i¢in kolon boyunca yavas ilerledigini belirtmektedir. k ¢ok kiigiikse, bilesik, ¢oziicii
pikinden ayrilamaz; k ¢ok bulyirse analiz siresi ¢ok uzun surer. Segicilik (o),
kullanilan sabit faz ve hareketli fazin 6zelligine bagh olarak degisiklik gosterir ve

daima 1’den biiytiktiir.

Kolonun en 6nemli parametresi teorik tabaka sayisidir. Kolondan ¢ikan pikin
sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’ nin sayisal
degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina drnegin,
akis hizi, sicaklik, kolon kalitesi, dolumun tek bi¢imliligi gibi gesitli faktorlere de
baglidir.

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve c¢ozici etkinliginin ortak etkisi
ayirma giicii (rezoliisyon) kavramiyla ifade edilir. Ayirma giiciiniin hesaplanmasinda,
kapasite faktorii, tabaka sayis1 ve se¢icilik kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki

pik icin R degeri 1,5 iken tam ayrimin gerceklestigi kabul edilir.

Kuyruklanma ve asimetri faktorii incelenen madde pikinin egriligini, herhangi
bir tarafa dayali olup olmadigini veya keskinligini belirleyebilmek amaci ile kullanilan
bir faktordir. Uzun sire kullanilan kolonlarda Kuyruklanma daha g¢ok goriiliir.
Asimetri Faktorii (As) de pik omuzlanmasi veya kuyruklanmasini gosteren bir diger
degerdir. Pik asimetrisi, pikin taban yiliksekliginin % 10’u civarindan, kuyruklanma

faktorii ise % 5’1 civarindan Ol¢iiliir.

Bir kromatografik yontemde analizi yapilan madde piki alaninin veya
yiiksekliginin, calisilan kosullardaki tekrarlanabilirligi de yontemin kesinliginin bir

diger ifadesidir. Analizi yapilan madde ¢0zeltisinin en az 5-6 defa sisteme ard1 ardina
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verilmesinden sonra elde edilen pik alanlar1 veya yiiksekliklerinin bagil standart

sapmasi (% BSS) hesaplanarak gosterilir.

2.2.4. Kromatografik Analizlerde Yontem Gegerlik Testleri

Arastirma gelistirme ve kalite kontrolde kullanilan tiim analiz teknik ve
uygulanmalarmin, dogru, tekrarlanabilir, hassas ve belirlenen parametreler icerisinde
Olciilebilir olmas1 etkin ve giivenilir bir kalite kontrol sistemi i¢in ¢ok Onemlidir.
Yontem gecerliligi (validasyon) bu ozelliklerin uluslararasi standartlarda oldugunu
gosterdigi i¢in glinimuzln en 6nemli konulardan biri olmustur (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).

Analitik yontemler, ilag etken maddelerin, saf hallerinin, farmasotik preparatlar
icerisinde ve/veya biyolojik numunelerden analizlerinde kullanilan yontemlerdir. Bu
yontemler kullanilirken ilag saf halde olabilir veya bunun yani sira metabolitleri ile
cesitli safsizliklan ile birlikte bulunabilirler. Bu islemlerin yapilabilmesi igin iyi
karakterize edilmis, giivenilir sonuglarin elde edilebilecegi tamamen gegerli olacak
analitik yontemlerin gelistirilmesi sarttir. Gelistirilmis olan rutin bir analizi
etkileyecek pek ¢ok faktor vardir. Bu faktorlere ornek olarak, analizi yapan kisi,

yapilanlarin zamanlamast, kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar vb. verilebilir.
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2.2.4.1. Validasyonun Genel Islemleri

Validasyon herhangi bir analitik islemin glivenilirligini ortaya koymak icin de
kullanilir ve bir laboratuvarin analitik verilerinin giivenilir oldugunu anlayabilmek i¢in
o laboratuvarda kullanilan yontemlerin validasyonu sarttir (Ozkan, 2012).
Validasyonun gecerliligi i¢cin asagida belirtilen islemlerin ve tanimlamalarin yapilmasi
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).

v" Cihaz/Ekipman Kalite Kontrolii: Bu kontrole biitiin cihazlarin donanimsal ve
yazilimsal kontrolleri yapilir,

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

v' Ayirma yontemlerinin validasyonu igin gerekli olan ve ¢aligma sirasinda,
giinler arasinda ve numunelerin analizleri sirasinda uygulanan Sistem

Uygunluk Testleri (SUT) ve ilgili parametrelerinin saptanmasi.

ICH (International Council on Harmonization: Uluslararast uyum konseyi) ve
Farmakopeler tarafindan stabilite, islem analizleri, tamima, saflik, ila¢ 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 oOnerilmis ve kabul edilmistir.
Validasyon, tek bagina bir yontemin uygulanmast i¢in digiinilmemelidir. Bir analitik
yontem kullanimi siiresince her zaman ve her yerde gecerliligini korumalidir. Bir
analiz yontemi, etkinlik parametreleri ile karakterize edilir. Bu etkinlik degerleri ¢esitli
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).
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2.2.4.2.  Validasyon Karakteristikleri

Asagidaki sekilde (Sekil 2.10.) farkli kilavuzlara gore yapilmasi gereken

validasyon parametreleri listelenmistir.

Sp ICH
-
Segicilik Segicilik
. J N
s - . -~
Dogrusallik ve arahk Dogrusallik
. S
4 - i ™
Dogruluk Aralik
Py
i ™
- ™
Kesinlik LPapsiellilis
' i ™\
r 1 - -
Kesinlik
Teshis sinir1
3
- - Tekrar edilebilirlik ]
Tayin alt sinir1 I_ Orta kesinlik ]
. S
f - I_ | Tekrarlanabilirlik ]
Saglamhk - S
- d Teshis sinir1
2 ™
Kararhhk S »
b 7 Tayin alt simir1
' i ™\
Stabilite

Sekil 2.10. USP ve ICH’e gore gergeklestirilmesi gereken validasyon parametreleri.
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2.2.4.2.1. Segicilik

S1v1 kromatografik bir yontemin segiciligi, analizi yapilacak numunede var olan
ve analizi yapilacak maddeyle girisim yapabilecek diger bilesenlerin (safsizlik,
bozunma drtnleri veya ortamdan gelebilecek) yaninda analiz edilmek istenilen
maddenin Olcilebilme kabiliyetidir. Kromatografik sistemlerin validasyonu igin
birinci derecede onemli bir parametredir ¢iinkii se¢iciligin olmadig1 bir yontemde

baska hicbir parametrenin dnemi yoktur.

Ozellikle stabilite tayini (kisa veya uzun siireli stabilite ile hizlandirilmis
bozunma c¢aligsmalar1) c¢alismalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir
parametredir. Segicilik yeterli diizeyde degilse, yontemin dogrusalligi, dogrulugu ve

kesinligi hakkinda bir yanlis bilgiler elde edilir.

SUT parametrelerinden biri olan secicilik katsayisi (o) ve ayirim giicii (Rs)
degeri kromatografik c¢alismalarda bize se¢icilik hakkinda bilgi vermektedir.
Segiciligin saptanabilmesi i¢in birkag farkli yol izlenebilir:

v BUtUn bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler (benzer
maddeler, dozaj sekli igerisindeki yardime1 maddeler gibi)ayn1 anda kolona
enjekte edilir ve gelistirilen yontemle analiz edilir ve ayirim giicii degerlerine
bakilir (Rs > 2,0 olmalidir).

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

v Kullanilan FDD dedektorii ile yazilim vasitasiyla pik safliklart 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; Gordg, 2007; Grdinic ve Vukovic, 2004; Gumustas ve Ozkan,
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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).

2.2.4.2.2. Dogrusallik ve Arahk

Dogrusallik analit derisimi veya igeriginin bir fonksiyonu olarak ortaya konan
sinyallerin grafiksel olarak gézlemlenmesiyle degerlendirilir. Egim (m), kesisim (n)

ve korelasyon (r) veya tanimlayicilik (R?) katsayis1 dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Bunlar analit derigsiminin 0lgiilen sinyallere karsi regresyon analizleri
kullanilarak matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisi 0,999

ve lizerinde ise saglanmis demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derisimin
hazirlanmast ve analiz sonuglarinin hazirlanan ¢ozelti derisimlerine karsi grafige
gecirilmesi gerekir. Grafige gegirilen noktalar eklenen egilim ¢izgisi lizerine denk
gelmeli veya ¢ok yakinindan ge¢melidir. Béylelikle r veya R? degerleri de 1’e
yaklasmis olacaktir. Bu islemler raporlanirken egim ve kesisim degerlerinin %

BSS’leri veya standart hatalar1 da hesaplanarak verilmelidir.

Aralik, dogrulugu ve duyarlig1 yeterli kabul edilen bir yontemin gegerli oldugu
alt ve tist sinirlar arasinda yer alan derisim aralig1 olarak adlandirilmaktadir. Her nicel

yontemde caligma araligi mutlaka belirlenmelidir. Genellikle ¢aligmalarda en iyi
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performansi veren g¢alisma araligi hedeflenen seviyelerin % 50’si ile % 150’si
arasindadir (Ozkan, 2012; Gumustas ve Ozkan, 2011 ve Ozkan ve ark., 2015). Calisma

aralig1 secilen yontemin karakteristigine gore degisebilir.

2.2.4.2.3. Teshis Smir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Simir1 (TAS, LOQ)

Bir numune iginde 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 kiigiik 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

yapilamadigi en diislik seviyenin saptanmasina kadar devam eder.

Ikinci ydntem icin yapilan deneylerden elde edilen kromatogramlardaki
sinyal/gliriilti oranlar1 kullanilir. Bunun i¢in analitin bilinen diisiik derisimdeki
cozeltilerinden elde edilen cevaplar, sahit (kor) ¢ozelti cevaplar ile karsilastirilir.
Sinyalin giiriiltiiye oraninin 3 oldugu derisim TS ve 10 oldugu derisim TAS olarak
kabul edilir (Sekil 2.11.).
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S/N=1

5/N=3

Sekil 2.11. Sinyal/Giiriiltii oraninin sekilsel ifadesi (Ozkan ve ark., 2015).

10xs
_3.3xs e TAS =
m m

Esitlik 2.2°de s standart sapmay1, m ise ilgili kalibrasyon dogrusunun egimini ifade

TS (Esitlik 2.2.)

etmektedir. Bu esitlikler ayn1 zamanda egri fonksiyonuna bagli olarak TS, TAS ve
duyarhilik arasindaki iliskiyi de gostermektedir (Gumustas ve Ozkan, 2011 ve Ozkan,
2012).

2.2.4.2.4. Kesinlik

Analiz i¢in gelistirilen sivi  kromatografik yontemin gercek calisma
kosullarindaki tekrarlanabilirliginin Sl¢iistidiir (Sekil 2.12.). Sonuglar ylizde bagil
standart sapma (% BSS) olarak raporlanir.
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Kesinlik ti¢ seviyede incelenir:
v" Enjeksiyonlar arasi tekrarlanabilirlik (tekrar edilebilirlik),
v" Orta kesinlik,
v' Tekrar elde edilebilirlik

Kisa stirelerde ayn1 numune veya ¢ozeltiler kullanilarak ayni sartlar altinda elde
edilen kesinlik parametresi tekrarlanabilirlik olarak ifade edilir. Kromatografik
caligmalarda 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.

Orta kesinlik, laboratuvar ici deneysel farkliliklari belirtir. Caligmalar arasi,
deneyler arasi veya giin i¢i kesinlik olarak da tanimlanabilir. Analit ¢ozeltisi ayni
giinde ve/veya farkli analizciler tarafindan hazirlanir. Hazirlanan ¢ozeltilerin her
birinden en az 3’er defa 6l¢iim yapilir. Sonuglar %BSS kullanilarak ifade edilir ve %
BSS < 2 olmalidir. Eger biyolojik numunelerle ¢alisiliyorsa bu kesinlik derecesini

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

Tekrar elde edilebilirlik, kromatografik yontemlerin farkli sartlarda, farkli
giinlerde, farkli laboratuvarlardaki kullanimimin kesinligini belirtir. Tekrar elde
edilebilirlik kriteri % BSS < 2 olmalidir. Ancak safsizlik veya eser madde analizlerinde

bu oran % 10-15’e kadar kabul edilebilir seviyededir.
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2.2.4.2.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, validasyon ¢alismalarinin en zor ve en kilit par¢asidir. Analiz sonucu
elde edilen degerin gercek (referans) degere yakinhiginin oOlgisiidir (Sekil 2.12.).
Sonuglar ortalama % geri kazanim cinsinden ifade edilir. Ortama ilave edilen saf
analitin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildiginin gostergesidir. Geri
kazanim ¢alismalar1 en az 3 degisik derisim i¢in yapilir; bunlar genellikle hedef
degerin % 25, % 50 ve % 100’iine esdeger olacak derisim degerleri se¢ilerek kullanilir.
Segilen herbir derisim degeri i¢cin minimum 5 tekrarli analiz yapilmalidir ve bunun
sonucunda geri kazanim sonuglar1 % 100’Une kadar yakinsa yontemin o kadar dogru

oldugu diisiiniiliir.

Dogruluk bir takim yaklasimlarla saptanip, gosterilebilir. Bunlar:
Kesin dogrusallik ve segicilik,
Elde edilen sonuglarin, gegerli ve bagimsiz baska bir yontem ile kiyaslanmasi,

Analizi yapilacak gercek numuneye uygulanmasi,

D N N NN

[lag numunesine veya matris ortamina etken maddeyi standart ekleme ile ilave

edip, geri kazaniminin bulunmasidr.

Kor matriks ortamina analizi yapilan maddenin ilavesi: Matriks etkisi olan
numunelerle ¢alisildigi zaman tercih edilir. Analitin bos ortama farkli derisimlerde
eklenmesiyle gergeklestirilir. Bu analizlere 6rnek olarak ilag etken madde analizleri
i¢in, etken madde igermeyen fakat yardimec1 maddelerin oldugu ortam kullanilabilir.
Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er 6lglim yapilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % BSS ve/veya
% bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber raporlanir.
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Referans standart bir yontem kullanarak sonuglarin kiyaslanmasi: Gelistirilen
analiz yontemi ile 3 farkli derisimde, 3’er 6l¢iim alinir ve bu degerler % geri kazanim
degerlerine cevrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Her iki yonteme ait analiz
sonuclar istatistiksel olarak kiyaslanir. Bu islem yapilirken Student ¢ ve F testleri
kullanilir. ¢ testi ile iki yontemle elde edilen sonuglarin ortalamalar: 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 kiiciikveya bu
degere yakin ise gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem kadar
hassas oldugu kanisina varilir. Sonuglarin ortalamalari, agagidaki esitliklerde goriilen
% bagil standart sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber

verilir.

% BSS = %xlOO o BH - G%T_Xxloo (Esitlik 2.3.)

Esitlik 2.3°de, GD: Gergek Deger, SS: Standart Sapma ve X : Ortalama Degeri ifade

eder.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Bos bir matriks bulunmayan
durumlarda bu yontem siklikla tercih edilir. Analizi yapilacak maddenin bilinen ve
degisik miktarlar1 matriks igerisinde yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha dnce
tayin edilmis aym maddenin iizerine ilave edilir. Asil numunedeki etken madde
derisimi deney verilerinden matematiksel olarak hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100
oraninda madde ilave etmek iyi bir yaklasimdir. Genellikle, katki maddelerinin ve
yardimc1 maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin ortalamalari, %

BSS ve/veya % BH ile beraber raporlanir.
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OEEO

Dogruve Kesin Dogru fakat Kesin degil Dogru degilfakat Kesin  Dogru ve Kesin degil

Sekil 2.12. Kesinlik ve dogruluk parametrelerinin sekilsel ifadesi

2.2.4.2.6. Saglamhk

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak
degisimlerden etkilenmeden kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢ozicu
yuzdesi, pH, iyonik gli¢, dalga boyu, akis hiz1 ve sicaklik gibi etkenlerdir (ICH Q2B,
2005).

2.2.4.2.7. Tutarhhk

Tutarlihik, kullanilan yontemin gercek 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
tiretim serilerinin degistirilmesi gibi normal analiz kosullarinin degistirilmesi, ayni
marka ve modele sahip yeni bir kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir. Ozellikle
yontemin farkli bir laboratuvarda gergeklestirildigi durumlarda bu parametre son

derece onemlidir ve elde edilen sonuglar % BSS degeri ile ifade edilir (Ozkan, 2012).
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2.2.4.2.8. Stabilite

Bu parametre genellikle ¢alisilan analitlerin kararliligr 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 firiinlerinin etken madde yaninda tayin edilebildiginin bir
gostergesidir. 4 farkli sekilde stabilite ¢alismalar1 yapilabilmektedir:

v' Kisa siireli stabilite
v" Uzun sireli stabilite
v Dondurma-¢6zme stabilitesi

v' 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 sdreli 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-¢ozme stabilitesi ii¢ déngii iizerinden gergeklestirilir. Ug farkli
derisimdeki ¢ozeltiler istenilen sicaklikta 24 saat siire ile dondurulur. Daha sonra
kendiliginden ¢6ziilmesi i¢in beklenir ve bu islem 2 defa daha tekrarlandiktan sonra

analiz yapilarak sonuglar karsilastirilir.

Hizlandirilmis bozunma c¢aligsmalar1 kullanilarak etken maddenin hizli bir

bicimde bozulmasi saglanir ve bu sayede safsizliklarin veya bozunma sonucu olusan
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tiriinlerin analize etkisi incelenir. Bu ¢alismalarda incelenen parametreler Cizelge

2.12’de tablolanmustir.

Cizelge 2.12. Hizlandirilmis bozunma kosullar1 ve uygulanis bicimleri

Bozunma Uygulams
kosulu bigimi Agiklama
Cozelti Sabit sicaklikta tutulabilen su banyosuna yerlestirilen analit ¢ozeltisi 10
oC’lik artiglarla 0,5-1 saat siire ile bekletilir ve analizi yapilir.
Sicaklik
Belirli miktarda madde tartilir ve sicakligi ayarlanmis etiive yerlestirilir. 6
Kat1 o . o
ve 24 saat sonra ¢ozilerek analiz edilir.
% 75 ve daha yuksek oranlardaki nemde tutulan belirli stirelerde tutulan
Nem Kat1 A . o
maddenin ¢6zeltisi hazirlanarak analiz edilir
254 nm veya 365 nm altinda bekletilen numuneler 6 ve 24 saat sonra analiz
edilir.
Kati ve
Isik Cozelti
1,2 milyon liikks saatlik floresan 151k altinda 25 °C ve % 60 nem altinda
bekletilen numuneler analiz edilir.
Asit hidrolizi Cozelti 0,1 M ve 1,0 M HCI ¢ozeltisinde hazirlanan madde belirli siirelerle analiz
edilerek kontrol edilir.
Baz hidrolizi Cozelti 0,1 M ve 1,0 M NaOH ¢ozeltisinde hazirlanan madde belirli stirelerle analiz
edilerek kontrol edilir.
o o P S
Yiikseltgeme Cozelti % 3 ve % 30 oraninda H202 ¢ozeltisinde hazirlanan madde belirli siirelerle

analiz edilerek kontrol edilir.
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddelerin Saflig1

Tez kapsaminda kullanilan Biitoksamin (BUT), izoksuprin (1ZO), Klenbuterol
(KLB), Klenpenterol (KLP), Ritodrin (RIT), Simbuterol (SIM), Terbutalin (TER) ve
Tulobuterol (TUL) Sigma Aldrich (Minih, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Kromatografik sonuclara dayanarak maddeye ait sinyallerin haricinde bir sinyal
gbdzlemlenmemistir. Maddelere ait sinyallerin spektrumlar1 da incelenmis ve literatiir
verileriyle kiyaslanmistir. Bu yiizden herhangi ek bir saflastirilmaya gerek

duyulmadan maddeler oldugu gibi deneylerde kullanilmistir.

3.2. Butoksamine Ait Sonuclar

BUT (Sekil 3.1.)’¢ ait galismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkli

kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karigimlart kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Biitoksamine ait molekiil sekli
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3.2.1. Butoksamine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Cahismalar

Polar organik hareketli fazlar ile analizlere baglanmis bu sayede analiz siiresini
kisaltip daha etkin ayrimlar elde edilmesi planlanmistir. Metanol, asetonitril, etanol ve
izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildigi calismalarda BUT enantiyomerlerine
ait ayrim gozlenmemistir. Bunun {izerine herbir ¢6ziicii i¢in ayr1 ayr1 asidik (% 0,1
formik asit (FA) ilavesiyle), bazik (% 0,1 dietilamin (DEA) ilavesiyle) ve de hem
asidik hem de bazik (% 0,1 formik asit ve % 0,1 dietilamin) katki maddeleri eklenerek
analizler tiizerine etkisi incelenmistir. Bahsedilen polar organik hareketli faz

kosullarinda hi¢bir ayrim gerceklesmemistir.

3.2.2. Butoksamine Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar

Polar organik fazlar kullanilarak ayrim gerceklestirilememesi sonucunda
normal faz ¢oziiciiler ile ayrimlarin yapilmasi ongoriilmistiir. Normal faz ¢oziicii
karisimi olarak n-hekzan ve izopropanolin (IPA) farkli oranlarda (90:10; 80:20;
70:30; (h/h)) hazirlanan karigimlari kullanilmistir. Hig bir katki1 eklenmeden sadece n-
hekzan ve izopropanol ile yapilan analizlerde pik sekilleri ¢ok yayvan olmakla birlikte
bozulmustur. Bu karigimlara ayr1 ayr asidik (% 0,1 formik asit ilavesiyle), bazik (%
0,1 dietilamin ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 formik asit ve % 0,1
dietilamin) katki maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5 pL
enjeksiyon hacmi, 225 nm dalga boyunda dakikada 1 mL akis hizinda
gerceklestirilmistir. Enantiyomerik alikonma sirasinda degisim olup olmadigini
gormek i¢in fraksiyonlama yapilmisg, elde edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi
standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir (Sekil 3.2 - 3.7). Sonuclara ait sistem

uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.1°de sunulmustur.
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Sekil 3.2. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya).
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Sekil 3.3. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA  (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.4. Kolon: Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA

(80:20:0,1);

(yukaridan agagiya).
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Sekil 3.5. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3

(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1);

50 60

(yukaridan asagiya).
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um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
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Sekil 3.6. Kolon: Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA  (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.7. Kolon: Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1);
n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.1. BUT igin normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.

80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:FA)

80:20:0,1 (n-hekzan:1PA:DEA)

80:20:0.1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)

Kolon
t t2 N1 N2 Rs a t 2 N1 N2 Rs o t1 t2 N1 N2 Rs a
Cellulose 1 10,54 13,54 2868 2334 314 130 6,03 6,68 6891 8020 219 111 916 11,89 2637 2825 3,39 1,30
Cellulose 2 54,00 69,12 4572 5536 437 1,28 16,85 19,72 3272 9484 288 1,17 4361 5283 5640 6194 3,68 121
Cellulose 3 6,58 7,63 2787 684 126 1,16 4,68 5,93 7354 3454 4,05 127 5,60 6,43 3524 918 1,35 1,15
Cellulose 4 122,90 14530 5446 5264 3,05 1,18 34,75 3895 6965 7297 241 112 7438 8594 6611 6872 2,95 1,16
Amylose 1 6,06 7,07 4664 4209 256 1,17 517 5,45 4315 4654 0,90 106 6,05 7,13 4843 4275 2,77 1,18
Amylose 2 21,19 21,77 - - - 1,00 6,51 6,85 9267 5391 0,69 103 1756 1894 5384 6733 1,47 1,08

“Kirmuzi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.2.3. Butoksamine Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar

Normal faz kosullarinda ayrimlar gergeklestirildikten sonra sulu organik faz
karisimlar1 ile de ayrimlar gerceklestirilmeye c¢alisilmistir. Bu baglamda, metanol
(MeOH) ile belirli oranlarda su (% 3 - 40) karistirilarak ve bu karigimlara % 0,1 DEA
ilave edilerek alt1 farkli kolonda analizler yapilmistir. Analizler sonucunda sadece
Cellulose 1 kolonunda ayrim gergeklesmis, diger kolonlarda ise enantiyomerler
ayrilmayarak kolonu beraber terketmislerdir. Analize ait diger kosullar ise, 25 °C
sicaklik, 0,7 pL enjeksiyon hacmi, 225 nm dalga boyunda ve dakikada 0,5 mL akis
hiz1 olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 3.8 ve 3.9). Sonuclara ait sistem uygunluk testi

parametreleri Cizelge 3.2°de tablolanmustir.
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Sekil 3.8. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(97:3:0,1); (95:5:0,1); (90:10:0,1) (yukaridan agagiya).
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Sekil 3.9. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H>O:DEA
(85:15:0,1); (80:20:0,1); (70:30:0,1); (60:40:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.2. BUT i¢in sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.

Hareketli faz bilesimi Cellulose 1
(MeOH/H.O/DEA) t1 2 N1 N2 Rs o
97/3/0,1 7,61 7,93 15114 15641 1,26 1,04
95/5/0,1 7,76 8,11 14843 15331 1,37 1,05
90/10/0,1 8,27 8,80 14057 14419 1,85 1,06
85/15/0,1 9,57 10,45 13677 14053 2,68 1,09
80/20/0,1 10,66 11,89 13102 13227 3,13 1,12
70/30/0,1 17,76 21,55 4634 4158 3,18 1,21
60/40/0,1 39,75 51,61 4018 3571 3,97 1,30
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3.3. Izoksuprine Ait Sonuclar

1ZO’ya (Sekil. 3.10) ait ¢alismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkli
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz
karigimlart kullanilarak gergeklestirilmistir.

HO
CH; CHj

”/'\/O
OH

Sekil 3.10. izoksuprine ait molekiil sekli

3.3.1. lizoksuprine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

IZO igin de polar organik hareketli fazlar ile analizlere baglanmig bu sayede
analiz siiresini kisaltip daha keskin pik sekilleri elde edilmesi diistiniilmiistiir. Metanol,
asetonitril, etanol ve izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig1 calismalarda 1ZO
enantiyomerleri birbirlerinden higbir kosulda (asidik (% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (%
0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) katki

maddeleri eklenerek) ayrilmamislardir.

3.3.2. lizoksuprine Ait Normal Faz ile Yapilan Cahsmalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz
coziiciiler ile ayrimlarin yapilmasi 6ngoriilmiistiir. Normal faz ¢oziicii karisimi olarak

farkli oranlarda (90:10; 80:20; 70:30; (h/h)) n-hekzan ve IPA Kkarisgimlari
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hazirlanmistir. Ayrica karisimlara ayri ayri asidik (% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1
DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) katki
maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5uL enjeksiyon hacmi,
225 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile gergeklestirilmistir. Enantiyomerik
alikonma sirasinda degisim olup olmadigini gérmek i¢in fraksiyonlama yapilmis elde
edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmigtir
(Sekil 3.11 - 3.16). Sonuglara ait sistem uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.3’de

sunulmustur.
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T
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Sekil 3.11. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.12. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.13. Kolon: Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1);  n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1);  n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.14. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20:); n-
hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1);  n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1);  n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.15. Kolon: Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20); n-
hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA

(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.16. Kolon: Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20); n-
hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.3. 1Z0 i¢in normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglart.

80:20 (n-hekzan:IPA)

80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:FA)

80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:DEA)

80:20:0.1:0,1 (n-hekzan:1PA:FA:DEA)

Kolon
t t N1 N2 Rs a ty t N1 N2 Rs a ty t N1 N2 Rs a t t N1 N2 Rs a
Cellulosel 831 831 = = = 100 1236 1352 663 3154 081 109 822 822 = = = 100 1459 1557 = = 090 105
Cellulose2 1571 1898 4808 5666 34 121 2533 3711 3461 4655 603 146 1453 1453 = = = 100 2220 2918 6668 5047 510 131
Cellulose3 1330 1330 = = = 101 961 10,75 4897 5221 197 112 1510 1698 9345 7437 271 113 1107 1193 7776 6827 159 108
Cellulose4 3081 4295 4819 4750 564 139 4356 6190 5071 4606 601 142 943 1019 5997 6999 155 108 2471 4655 7318 5336 11,77 188
Amylosel 826 1440 4601 3751 858 174 644 736 3459 3334 193 114 863 1561 4485 3668 901 181 755 7,70 - - - 1,01
Amylose2 660 713 6355 6193 152 108 1065 1065 = = = 10 679 738 9977 8065 195 109 1046 1068 - - - 1,01

“Kirmuzi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.3.3. lizoksuprine Ait Sulu Organik Faz Karisinu ile Yapilan Calismalar

Normal faz kosullarinda ayrimlar gergeklestirildikten sonra sulu organik faz
karisimlari ile de analizler optimize edilmeye ¢alisilmistir. Metanolin belirli oranlarda
su (% 0 - 30) ile karistirilmasi ve bu karisimlara % 0,1 DEA ilave edilmesiyle 6 farkli
kolonda analizler yapilmistir. Analizler sonucunda Cellulose 1, Cellulose 2 ve
Cellulose 4 kolonlarinda ayrim gerceklesmis, diger kolonlarda ise enantiyomerler
ayrilmamustir. Analize ait diger kosullar ise, 25 °C sicaklik, 0,4 pL enjeksiyon hacmi,
225 nm dalga boyunda ve dakikada 0,5 mL akis hizi olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil
3.17 - 3.20). Sonuclara ait sistem uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.4’de

sunulmustur.
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Sekil 3.17. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(100:0:0,1); (95:5:0,1); (90:10:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.18. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(85:15:0,1); (80:20:0,1); (70:30:0,1); (60:40:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.19. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (90:10:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.20. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (85:15:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).

122



Cizelge 3.4. 170 i¢in sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.

Hareketli faz Cellulose 1 Cellulose 2 Cellulose 4

bilesimi

(MeOH/HZO/DEA) t NI N2 Rs o & t NI N R « &t b NI N2 Rs @
100/0/0,1 6,79 6,79 - S = 1,00 = = . = - - - - - - - -
97/3/0,1 7,03 7,03 - - - 1,00 - - = = = = - - - - - -
95/5/0,1 7,04 7,04 - - - 1,00 6,76 693 17562 15406 0,79 1,03 345 353 13115 12781 0,65 1,02
90/10/0,1 746 7,60 16294 10784 053 1,02 658 6,76 12204 8693 063 1,03 346 357 15340 14617 095 1,03
85/15/0,1 789 810 10182 8583 0,65 1,03 6,88 7,09 11753 10230 0,96 1,03 - - - - - -
80/20/0,1 8,32 8,60 11199 10157 0,86 1,03 - - -- = - = = = = - - -
70/30/0,1 131 13,99 4622 4266 1,09 1,07 1237 1417 5795 4986 2,48 1,15 11,09 13,13 10563 9527 4,19 1,18
60/40/0,1 2275 2487 3745 3520 134 1,09 - - - - - - - . . . . .
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3.4. Klenbuterole Ait Sonuclar

KLB’ye (Sekil. 3.21) ait ¢alismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkli
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karigimlari kullanilarak gergeklestirilmistir.

OH

H
Cl N7<
H2N
Cl

Sekil 3.21. Klenbuterole ait molekiil sekli

3.4.1. Klenbuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

KLB icin de dncelikle polar organik hareketli fazlar ile analizlere baslanmis bu
sayede analiz siiresini kisaltip daha keskin pik sekilleri elde edilmesi diistiniilmiistiir.
Metanol, asetonitril, etanol ve izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig:
caligmalarda 1ZO enantiyomerleri birbirlerinden higbir kosulda (asidik (% 0,1 FA
ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA
ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek) ayrilmamislardir.

3.4.2. Klenbuterole Ait Normal Faz ile Yapilmis Calismalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz

coziiciiler ile ayrimlar gerceklestirilmistir. Normal faz ¢o6ziicii karigimi olarak farkli
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oranlarda (95:5; 90:10; 80:20; 70:30; (h/h)) n-hekzan ve IPA Kkarisimlari
hazirlanmistir. Hareketli faz opitimizasyonuna ait enantiyomerlerin ayriminin
saglandigi kromatogramlar asagida gosterilmistir (Sekil 3.22 - 3.26) Ayrica
enantiyomerlerin ayrildigi hareketli faz kosullarinda karigimlara ayr1 ayr1 asidik (%
0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (%
0,1 FA ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25°C
sicaklik, SuL enjeksiyon hacmi, 215 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile
gerceklestirilmistir (Sekil 3.27 - 3.31). Enantiyomerik alikonma sirasinda degisim olup
olmadigini gérmek i¢in fraksiyonlama yapilmis elde edilen saf enantiyomerlerden bir
tanesi standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir. Sonuglara ait sistem uygunluk

testi parametreleri Cizelge 3.5 - 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.22. Kolon: Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); (90:10:0,1:0,1); (95:5:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.23. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pum); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); (90:10:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.24. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); (90:10:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.25. Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); (90:10:0,1:0,1); (95:5:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.26. Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); (95:5:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.27. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(90:10:0,1);  n-hekzan:Ipa:DEA (90:10:0,1);  n-hekzan:Ipa:FA:DEA (90:10:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya).
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Sekil 3.28. Kolon: Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(90:10:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (90:10:0,1); (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.29. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA
(90:10:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (95:5:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (90:10:0,1:0,1); (yukaridan
asagiya).
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Sekil 3.30. Kolon: Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20:); n-
hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA

(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.5. KLB i¢in, kolon olarak Amylose 1, hareketli faz olarak 80:20; n-hekzan:IPA,
(h/h) kartsiminin farkl katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢calismalarinda elde edilen sistem

uygunluk testi sonuglart.

Amylose 1
Hareketli Faz Bilesimi
t t N1 N2 Rs o
80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:FA) 5,61 6,61 4084 3875 258 118
80:20:0,1 (n-hekzan: IPA:DEA) 5,56 5,56 - - - 1,00
80:20:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA) 5,84 6,80 3469 3889 231 116

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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Sekil 3.31. Kolon: Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(90:10:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (90:10:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (90:10:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya).
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Cizelge 3.6. KLB i¢in, hareketli faz olarak n-hekzan:IPA:DEA:FA karisiminin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari.

80:20:0,1:0,1 90:10:0,1:0,1 95:5:0,1:0,1

t t2 N1 N2 Rs a t1 t2 N1 N2 Rs a 1 2 N1 N2 Rs a
Cellulose 1 7,56 7,56 = = = 1,01 1555 16,40 3802 2929 0,77 1,06 43,14 46,16 6165 2711 1,05 1.07
Cellulose 2 25,51 27,29 4517 3370 1,05 1.07 5937 6212 5802 4499 0,81 1,05 - - - - = -
Cellulose 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Cellulose 4 26,72 28,62 4413 2829 1,01 1,07 57,69 6159 6801 5623 1,28 1.07 = = = - - -
Amylose 1 5,84 6,80 3469 3889 231 116 1337 16,68 3568 3207 319 125 4325 56,11 3614 3131 3,73 1,30
Amylose 2 10,96 10,96 - - - 1,01 - - - - - - 76,51 82,23 5757 5485 1,35 1,07

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

Cizelge 3.7. KLB igin, 90:10 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkli katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk
testi sonuclari.

90:10:0,1 (n-hekzan:1PA:FA) 90:10:0,1 (n-hekzan:1PA:DEA) 90:10:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)

t1 t N1 N2 Rs o t t2 N1 N2 Rs o t t N1 N2 Rs o
Cellulose 2 93,58 110,29 4699 3523 259 1,18 1192 1285 - - - - 59,37 62,12 5802 4499 0.81 1.05
Cellulose 3 13,99 14,63 - - - - 549 592 10646 9684 1,89 1,08 - - - - - -
Cellulose 4 = = = = - - 11,45 11,82 - - - - 57,69 61,59 6801 5623 1,28 1,07
Amylose 1 13,77 17,49 3695 3329 350 127 891 8091 - - - 1,00 13,37 16,68 3568 3207 3,19 1,25
Amylose 2 31,70 31,70 - - - 1,00 7,68 809 17336 16841 167 1,05 26,85 27,36 - - - -

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.4.3. Klenbuterole Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar

Normal faz kosullarinda ayrimlar gergeklestirildikten sonra sulu organik faz
karisimlar1 ile de analizler optimize edilmeye c¢alisilmigtir. MeOH’nin ile belirli
oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirilmasi ve bu karigimlara % 0,1 DEA ilave edilmesiyle
6 farkli kolonda analizler yapilmistir. Analizler sonucunda, Cellulose 2 ve Cellulose 4
kolonlarinda ayrim gerceklesmis fakat taban tabana bir ayrim olmamistir. Diger
kolonlarda ise enantiyomerler ayrilmamistir. Analize ait diger kosullar ise, 25 °C
sicaklik, 0,1 pL enjeksiyon hacmi, 215 nm dalga boyunda ve dakikada 0,5 mL akis
hiz1 olacak sekilde ayarlanmuistir (Sekil 3.32 ve 3.33). Sonuglara ait sistem uygunluk

testi parametreleri Cizelge 3.8’de sunulmustur.
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Sekil 3.32. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.33. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.8. KLB i¢in sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.

Hareketli faz Cellulose 4 Cellulose 2
bilesimi
(MeOH/H:ODEA) vy, N. N2 Rs @« & t NL N2 Rs a
95/5/0,1 732 7,32 16701 - - 100 699 699 8761 - - 1,00
70/30/0,1 136 14,1 13713 13228 111 104 1359 145 6587 6011 127 1,07
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3.5. Klenpenterole Ait Sonugclar

KLP’ye (Sekil. 3.34.) ait ¢alismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkli
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karigimlart kullanilarak gergeklestirilmistir.

o DK
CHs
HsC CH
HoN 3 ®
Cl * HCI

Sekil 3.34. Klenpenterole ait molekiil sekli

3.5.1. Klenpenterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Caliymalar

KLP icin polar organik hareketli fazlar ile analizler gergeklestirilmis olup
analizlerde metanol, asetonitril, etanol ve izopropanol hareketli faz olarak
kullanilmigtir. Calismalarda, KLP enantiyomerlerinin birbirlerinden ayrimlari, asidik
(% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik
(% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) kosullarda saglanamamustir.

3.5.2. Klenpenterole Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz

coziiciiler ile ayrimlarin yapilmasi 6ngoriilmiistiir. Normal faz ¢oziicii karisimi olarak
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farkli oranlarda (90:10; 80:20; 70:30; (h/h)) n-hekzan ve IPA karisimlar
hazirlanmistir. Ayrica karisimlara ayri ayri asidik (% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1
DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) katk:
maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5 pL enjeksiyon hacmi,
215 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile gergeklestirilmistir. Enantiyomerik
alikonma sirasinda degisim olup olmadigini gérmek i¢in fraksiyonlama yapilmig elde
edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir
(Sekil 3.35. - 3.37.). Cellulose 1, Cellulose 3 ve Amylose 2 kolonlarinda
enantiyomerler birbirlerinden tam olarak ayrilmamigslardir. Sonuglara ait sistem

uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.35. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Sekil 3.36. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20); n-
hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.37. Kolon: Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pum); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.9. KLP i¢in normal faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari

80:20:0,1 (n-hekzan:1PA:FA)

80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:DEA)

80:20:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)

Kolon
t t N1 N2 Rs t1 t2 N1 N2 Rs a t1 t2 N1 N2 Rs a
Cellulose 2 31,83 41,29 2062 1566 2,74 494 507 8508 7163 0,61 103 1962 24,08 4520 3514 3,36 1,24
Cellulose 4 29,83 39,28 5536 3122 4,17 567 6,11 - - 050 1,03 20,21 24,69 4893 3877 3,26 1,22
Amylose 1 540 6,13 4420 3899 2,04 531 551 5623 3535 0,63 104 545 6,10 3796 3782 1,71 1,12

“Kirmizi ile igaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.5.3. Klenpenterole Ait Sulu Organik Faz ile Yapilan Calismalar

Sulu organik faz karisimlari ile analizler optimize edilmeye calisilmistir.
MeOH’nin belirli oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirtlmasi ve bu karigimlara % 0,1
DEA ilave edilmesiyle 6 farkli kolonda analizler yapilmistir. Analizler sonucunda,
Cellulose 2 ve Cellulose 4 kolonlarinda ayrim gerceklesmis fakat taban tabana bir
ayrim olmamuistir. Diger kolonlarda ise enantiyomerler ayrilmamaistir. Analize ait diger
kosullar ise, 25 °C sicaklik, 0,3 pL enjeksiyon hacmi, 215 nm dalga boyunda ve
dakikada 0,5 mL akis hiz1 olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 3.38 ve Sekil 3.39).

Sonuglara ait sistem uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.10’da tablolanmustir.
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Sekil 3.38. Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli fazz MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.39. Kolon: Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: MeOH:H,O:DEA
(95:5:0,1); (70:30:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.10. KLP i¢in sulu polar organik faz kosullarina ait sistem uygunluk testi sonuglari.

Hareketli faz bilesimi Cellulose 2 Cellulose 4
(MeOH/H2O/DEA) t 1% N1 N2 Rs «a t © N1 N2 Rs a
95/5/0,1 720 720 16/01 - - 100 36 366 166 - - 100
70/30/0,1 182 192 4%4 4650 112 107 7B 7S 11743 11431 086 103
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3.6. Ritodrine Ait Sonugclar

RIT’a (Sekil. 3.40) ait ¢alismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkli
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz
karigimlart kullanilarak gergeklestirilmistir.

OH

A
HO OH

Sekil 3.40. Ritodrine ait molekiil sekli

3.6.1. Ritodrine Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

Polar organik hareketli fazlar ile analizlere baglanmis bu sayede analiz siiresini
kisaltip daha etkin ayrimlar elde edilmesi planlanmistir. Metanol, asetonitril, etanol ve
izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig1 caligmalarda RIT enantiyomerlerine ait
ayrim gézlenmemistir. Bunun {izerine her bir ¢oziicii i¢in ayr1 ayr1 asidik (% 0,1 formik
asit (FA) ilavesiyle), bazik (% 0,1 dietilamin (DEA) ilavesiyle) ve de hem asidik hem
de bazik (% 0,1 formik asit ve % 0,1 dietilamin) katki1 maddeleri eklenerek analizler
tizerine etkisi incelenmistir. Bahsedilen polar organik hareketli faz kosullarinda higbir

ayrim gerceklesmemistir.

3.6.2. Ritodrine Ait Normal Faz ile Yapilan Calismalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz
coziiciiler ile ayrimlarin yapilmasi 6ngoriilmiistiir. Normal faz ¢oziicii karisimi olarak

farkli oranlarda (90:10; 80:20; 70:30; 65:35; 60:40; 55:45; (h/h)) n-hekzan ve IPA
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karigimlari hazirlanmistir. Ayrica karigimlara ayri ayri asidik (% 0,1 FA ilavesiyle),
bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1
DEA) katki maddeleri eklenerck analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5 pL
enjeksiyon hacmi, 225 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile
gerceklestirilmistir. Enantiyomerik alikonma sirasinda degisim olup olmadigini
gormek i¢in fraksiyonlama yapilmis elde edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi
standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir (Sekil 3.41 - 3.50). Cellulose 1 ve
Amylose 2 kolonlarinda enantiyomerler birbirlerinden tam olarak ayrilmamislardir.
Katki maddelerinin degisik hareketli fazlardaki etkisi Sekil 3.41 - 3.47 arasinda
gosterilmektedir. Bununla birlikte hareketli faz bilesiminin etkisi de Sekil 3.48 - 3.50
arasindaki kromatogramlarda ifade edilmektedir. Sonuclara ait sistem uygunluk testi

parametreleri Cizelge 3.11 - 3.13 ‘te verilmistir.
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Sekil 3.41. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pum); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.42. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.43. Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.44. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pum); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (65:35:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (65:35:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (65:35:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.45. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (65:35:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (65:35:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (65:35:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.46. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (60:40:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (60:40:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (60:40:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.47. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (60:40:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (60:40:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (60:40:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.11. RIT i¢in normal faz kosullarna ait katki maddelerinin farkli hareketli faz bilesimleri iizerine etkisini gdsteren sistem uygunluk testi
sonugclari.

Cellulose 2 Cellulose 4 Amylose 1
Hareketli Faz
t t N1 N2 Rs o t t N1 N2 Rs o t t N1 N2 Rs o
60:40:0,1
’ 7,59 8,93 1900 1241 156 1,18 1236 15,74 17 1554 2,44 1,27 - - - - - -
(n-hekzan:IPA:FA) ' ' & ' ' > 9 155 ' '
60:40:0,1
(n-hekzan: IPA:DEA) 5,82 599 11033 1479 041 1,03 6,32 6,47 7015 1560 0,31 1,02 - - - - - -
60:40:0,1:0,1
T 7,82 9,58 2889 1880 2,40 1,23 1348 17,41 1943 1532 2,61 1,29 - - - - - -
(n-hekzan:IPA:FA:DEA)
65:35:0,1
' 9,77 12,39 2058 1838 2,59 1,27 18,64 23,85 812 904 1,80 1,28 - - - - - -
(n-hekzan:IPA:FA)
65:35:0,1
' 10,04 12 284 127 2,14 12 17,84 21 7 47 1,4 1,2 - - - - - -
(n-hekzan:IPA:DEA) ' = Gt . ' = ' 159 =2 & 48 =
65:35:0,1:0,1
T 9,06 11 2747 2 287 127 1551 2 222 1717 11 1 - - - - - -
(n-hekzan:IPA:FA:DEA) 3 e 2EE 4 3.5 0,66 8 3, 33
70:30:0,1 1400 18,20 2175 1743 2,87 130 2561 3551 1889 1679 3,39 1,39 6,05 7,50 198 348 0,87 1,24
(n-hekzan:1PA:FA)
70:30:0,1
(n-hekzan:IPA:DEA) 1291 16,24 2683 2246 2,81 126 1969 2525 1965 1751 2,64 1,28 4,18 5,51 1098 1748 2,59 1,32
70:30:0,1:0,1
e 17,23 23,34 2613 2096 3,60 1,35 2842 3898 2198 1760 3,43 1,37 4,71 6,87 1065 1609 3,41 1,46
(n-hekzan:IPA:FA:DEA)
80:20:0,1 i i i i ) ) : : i i i ) ) ) i i i i
(n-hekzan:IPA:FA)
80:20:0,1
' 2241 251 704 2 1 1,12 2 2 1714 14 1,11 1,12 12,56 754 1487 1 1,2
(n-hekzan:IPA:DEA) 41 2516 3704 2899 165 112 2636 2938 08 111 112 99 12, 5 8 89 126
80:20:0,1:0,1 5028 7533 3502 3257 576 150 8802 12871 2774 2377 471 146 866 1540 955 1264 471 1,78

(n-hekzan:IPA:FA:DEA)
“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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Sekil 3.48. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA:FA
(60:40:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (65:35:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA
(70:30:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.49. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA:FA
(60:40:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (65:35:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA
(70:30:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.12. RIT igin Cellulose 2 ve Cellulose 4 kolonlarda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karisiminin farkli bilesimleri kullanilarak ortaya ¢ikan sistem uygunluk

testi sonuglari

Cellulose 2 Cellulose 4
Hareketli Faz
t1 t2 N1 N2 Rs o t1 t2 N1 N2 Rs o
60:40:0,1:0,1 782 9,58 2889 1880 2,40 1,23 1348 17,41 1943 1532 2,61 1,29
65:35:0,1:0,1 9,06 1153 2747 2000 2,87 1,27 1551 2066 2228 1717 3,11 1,33
70:30:0,1:0,1 1723 23,34 2613 2096 3,60 1,35 2842 3898 2198 1760 3,43 1,37
80:20:0,1:0,1 50,28 75,33 3502 3257 5776 150 8802 128,7 2901 2342 4,73 146

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

7.044

11.339°

11.851

27.075

33.453

Sekil 3.50. Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:lpa:DEA (60:40:0,1);
n-hekzan:lpa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.13. RIT icin Cellulose 3 kolonda, hareketli faz olarak n-hekzan:IPA:DEA
karigiminin farkl bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk testi sonuglari

Cellulose 3
Hareketli Faz
t t N1 N2 Rs o
60:40:0,1 7,04 7,04 - - - 1,00
70:30:0,1 11,34 11,85 3063 2636 0,59 1,05
80:20:0,1 27,07 33,45 4061 4403 3,43 1,24

“Kirmuzi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.6.3. Ritodrine Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Cahismalar

RIT i¢in sulu organik faz karisimlar ile analizler optimize edilmeye ¢alisilmistir.
Metanolin belirli oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirilmasi ve bu karigimlara % 0,1
DEA ilave edilmesiyle 6 farkli kolonda analizler yapilmistir. Analizler sonucunda,

kullanilan kolonlar ile ayrim gergeklesmemistir.

3.7. Simbuterole Ait Sonuclar

SIM’e (Sekil. 3.51.) ait ¢aligmalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkl
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karisimlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

., OH

H3C—|—N CN

CHs
NH>

Sekil 3.51. Simbuterole ait molekiil sekli

3.7.1. Simbuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Caliymalar

SIM i¢in de oncelikle polar organik hareketli fazlar ile analizlere baslanmistir.
Metanol, asetonitril, etanol ve izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig
calismalarda SIM enantiyomerleri birbirlerinden higbir kosulda (asidik (% 0,1 FA
ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA
ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek) ayrilmamislardir.
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3.7.2. Simbuterole Ait Normal Faz ile Yapilan Caliymalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz
¢oziicliler ile ayrimlarin yapilmasi 6ngdriilmiistiir. Normal faz ¢oziicli karigimi olarak
farkli oranlarda (80:20; 70:30; 60:40; (h/h)) n-hekzan ve IPA karisimlar
hazirlanmistir. Ayrica karisimlara ayri ayri asidik (% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1
DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) katki
maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5 uL enjeksiyon hacmi,
225 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile gergeklestirilmistir. Enantiyomerik
alikonma sirasinda degisim olup olmadigini1 gérmek icin fraksiyonlama yapilmais elde
edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir
Enantiyomerlerin ayrimina ait kromatogramlar Sekil 3.52 - 3.58 arasinda
gosterilmektedir. Sonuclara ait sistem uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.14 ve

3.15 ’te sunulmustur.
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Sekil 3.52. Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1);
n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.53. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:lpa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

8.142

4.302

Sekil 3.54. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.55. Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1);
n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) ; n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.56. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.57. Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.58. Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:lpa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.14. SIM i¢in, 70:30 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkli katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari

70:30:0,1 (n-hekzan:IPA:FA) 70:30:0,1 (n-hekzan:IPA:DEA) 70:30:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)

Kolon t t2 N1 N2 Rs o t t2 N1 N2 Rs o 1 2 N1 N2 Rs a
Cellulose 1 812 887 1392 1177 0,68 1,08 - - - - - 1,00 7,94 8,57 2365 1934 0,91 1,08
Cellulose 2 2297 24775 3130 1422 083 108 4,76 491 4139 3734 051 1,03 24,55 24,55 = = = 1,00
Cellulose 3 741 801 3140 1057 0,80 1,08 10,07 - - - - 1,00 7,21 7,76 5220 1864 0,98 1,08
Cellulose 4 24,71 25,38 2168 2456 0,63 1,05 7,06 - - - - 1,00 24,95 24,95 - - - 1,00
Amylose 1 10,50 10,50 = = = 1,00 = = = = = 1,00 5,09 5,61 3466 3141 1,40 1,10
Amylose 2 11,47 14,07 2439 2678 258 123 870 949 17065 8206 2,32 1,09 11,55 14,35 3815 3391 3,23 1,24

“Kirmizi ile igaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

Cizelge 3.15. SIM igin, 80:20 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karigiminin farkli katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari

80:20:0,1 (n-hekzan:1PA:FA) 80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:DEA) 80:20:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)

Folon t1 2 N1 N2 Rs o t t2 N1 N2 Rs a t t2 N1 N2 Rs o
Cellulose 1 15,52 15,52 - - - 100 784 818 4056 3884 0,65 1,04 14,79 16,31 3089 2842 1,32 1,10
Cellulose 2 28,06 37,71 592 544 174 1,37 1150 11,50 - - - - 54,30 58,14 3776 4777 1,11 1,07
Cellulose 3 9,68 9,68 = - - 1,00 756 803 8340 8185 1,35 1,06 13,26 15,30 7522 715 1,43 1,15
Cellulose 4 28,51 36,37 1078 1224 206 1,30 10,88 11,02 - - - 1,02 56,75 56,75 - - - 1,00
Amylose 1 12,57 20,86 1911 1207 4,66 1,78 666 6,89 4684 3764 055 1,03 8,42 9,70 3534 3483 2,08 1,15
Amylose 2 11,13 12,33 1456 1224 1,15 1,16 9,02 9,02 = = = 1,00 21,95 27,48 4794 5491 4,01 1,25

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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3.7.3. Simbuterole Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar

SIM igin sulu organik faz karisimlari ile analizler optimize edilmeye
calistlmistir. Metanoltun belirli oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirtlmasi ve bu
karisimlara % 0,1 DEA ilave edilmesiyle 6 farkli kolonda analizler yapilmistir.

Analizler sonucunda, kullanilan kolonlar ile ayrim ger¢eklesmemistir.

3.8. Terbutaline Ait Sonuclar

TER’e (Sekil. 3.59.) ait ¢aligmalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen 6 farkl
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karigimlart kullanilarak gergeklestirilmistir.

OH
H

HO Nj<

OH

Sekil 3.59. Terbutaline ait molekiil sekli

3.8.1. Terbutaline Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

TER icin de Oncelikle polar organik hareketli fazlar ile analizlere baglanmistir.
Metanol, asetonitril, etanol ve izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig
caligmalarda TER enantiyomerleri birbirlerinden hi¢bir kosulda (asidik (% 0,1 FA
ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA
ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek) ayrilmamislardir. Bunun tzerine normal

faz kullanarak enantiyomerlerin ayrimi optimize edilmeye ¢aligiimistir.
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3.8.2. Terbutaline Ait Normal Faz ile Yapilan Caliymalar

Normal faz ¢oziicii karisimi olarak farkli oranlarda (80:20; 70:30; 60:40; (h/h))
n-hekzan ve IPA karigimlar1 hazirlanmistir. Ayrica karisimlara ayri ayri asidik (% 0,1
FA ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1
FA ve % 0,1 DEA) katk1 maddeleri eklenerek analizler 6 farkli kolon ile 25 °C sicaklik,
5 pL enjeksiyon hacmi, 225 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile
gerceklestirilmistir. Enantiyomerik alikonma sirasinda degisim olup olmadigini
gormek i¢in fraksiyonlama yapilmis elde edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi
standart ekleme yoluyla 2 katina ¢ikartilmistir. Analizler de Cellulose 1, Amylose 1 ve
Amylose 2 kolonlarinda hic¢bir ayrim olmamis ve enantiyomerler kolonu birlikte terk
etmiglerdir. Cellulose 3’te ise enantiyomerler tam olarak ayrilamamustir. Cellulose 2
ve Cellulose 4’e ait kromatogramlar Sekil 3.60 - 3.63 arasinda gosterilmektedir.

Sonuglara ait sistem uygunluk testi parametreleri Cizelge 3.16 ve 3.17 ’te verilmistir.

40.301
44.130

18.417

16.914

26.773
29.064

]
I

Sekil 3.60. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:lpa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.61. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (70:30:0,1); n-
hekzan:lpa:DEA (70:30:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.16. TER igin, 70:30 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisimmin farkli katki maddeleri
kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk testi sonuglar

Cellulose 2 Cellulose 4
Hareketli Faz

t1 t2 N1 N2 Rs o t1 t2 N1 N2 Rs o

70:30:01 (FA) 4030 4413 78 1096 069 110 4050 5449 2382 2088 345 135
70:30:0,1 (DEA) 1690 1842 2338 1463 080 110 1771 17,71 = - - 100

70:30:01:01(FA.DEA) 2677 2906 982 1362 070 110 2977 3489 2412 2549 197 117

“Kirmuzi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar: arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

156



21.675

40 ™
35 'C;
30 <
25 N
20
15
10
5 T T T R T T T
maug] 10 u 20 30 40 50 60 70 80 min
357 ™
N~ <
30 N~ (o]
: o
259 g o
207 N
153
107
=
4 5 10 15 20 25 30 35 40 5 m
mAU:
157 <t
<
107 [Te)
) »
. ® R
1 N~
0 .
—
5] N~
107
157 T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 min

Sekil 3.62. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(65:35:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (70:30:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

29.771
34.890

75.249

Sekil 3.63. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(70:30:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.17. TER igin Cellulose 2 ve Cellulose 4 kolonda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karisiminin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari.

Cellulose 2 Cellulose 4
Hareketli Faz
t1 t2 N1 N2 Rs a t1 t2 N1 N2 Rs o
65:35:0,1:0,1 - - - - - - 2414 32,74 2455 2225 3,63 1,36

70:30:0,1:0,1 26,77 29,06 982 1362 0,70 1,10 29,77 34,89 2412 2549 1,97 117
80:20:0,1:0,1 5854 71,78 1801 1784 2,15 123 60,02 7525 3143 3236 3,18 1,25

“Kirmuzi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

157



3.8.3. Terbutaline Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Calismalar

TER icin sulu organik faz karisimlari ile analizler optimize edilmeye
calistlmistir. Metanoltun belirli oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirtlmasi ve bu
karisimlara % 0,1 DEA ilave edilmesiyle alti farkli kolonda analizler yapilmistir.

Analizler sonucunda, kullanilan kolonlar ile ayrim ger¢eklesmemistir.

3.9. Tulobuterole Ait Calismalar

TUL’a (Sekil. 3.64.) ait calismalar gere¢ ve yontem kisminda belirtilen alt1 farkls
kiral kolon kullanilarak polar organik faz, normal faz ve sulu organik hareketli faz

karisimlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cl OH H

K
Sekil 3.64. Tulobuterole ait molekiil sekli

3.9.1. Tulobuterole Ait Polar Organik Faz ile Yapilan Calismalar

TUL icin oncelikle polar organik hareketli fazlar ile analizlere baslanmistir.
Metanol, asetonitril, etanol ve izopropanoliin hareketli faz olarak kullanildig
calismalarda TUL enantiyomerleri birbirlerinden higbir kosulda (asidik (% 0,1 FA
ilavesiyle), bazik (% 0,1 DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA
ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek) ayrilmamislardir.
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3.9.2. Tulobuterole Ait Normal Faz ile Yapilan Caliymalar

Polar organik fazlar kullanilarak enantiyomerler ayrilamadigi i¢in normal faz
¢oziicliler ile ayrimlarin yapilmasi 6ngdriilmiistiir. Normal faz ¢oziicii karisimi olarak
farkli oranlarda (90:10; 85:15; 80:20; (h/h)) n-hekzan ve IPA karisimlar
hazirlanmistir. Ayrica karisimlara ayri ayri asidik (% 0,1 FA ilavesiyle), bazik (% 0,1
DEA ilavesiyle) ve de hem asidik hem de bazik (% 0,1 FA ve % 0,1 DEA) katki
maddeleri eklenerek analizler alt1 farkli kolon ile 25 °C sicaklik, 5 puL enjeksiyon
hacmi, 225 nm dalga boyunda, dakikada 1 mL akis hiz1 ile gergeklestirilmistir.
Enantiyomerik alikonma sirasinda degisim olup olmadigimi gormek igin
fraksiyonlama yapilmis elde edilen saf enantiyomerlerden bir tanesi standart ekleme
yoluyla 2 katina c¢ikartilmigtir Enantiyomerlerin ayrimina ait kromatogramlar Sekil
3.65 - 3.71 arasinda gosterilmektedir. Belirlenen kosullarda Amylose 2 ve Cellulose 3
kolonlarla taban tabana ayrim saglanamamistir. Sonuglara ait sistem uygunluk testi

parametreleri Cizelge 3.18 ve 3.19 ’da sunulmustur.
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6.733
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6.267

T T T T T T T
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Sekil 3.65. Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.66. Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.67. Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.68. Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.69. Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); n-
hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Cizelge 3.18. TUL igin, 80:20 (n-hekzan:IPA, (h/h)) karisiminin farkl katki maddeleri kullanilarak yapilmis ¢alismalarinda elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari

80:20:0,1 (n-hekzan:1PA:FA) 80:20:0,1 (n-hekzan:IPA:DEA) 80:20:0,1:0,1 (n-hekzan:IPA:FA:DEA)
Kolon

t1 t N1 N2 Rs o t 2 N1 N2 Rs o t1 2 N1 N2 Rs a
Cellulose 1 610 673 6% 860 24 110 - - - - - - 568 627 7602 8865 22 110
Cellulose 2 22,83 2456 5839 729 147 1,08 6,69 7,04 7654 17123 1,20 1,05 18,89 2049 6617 7878 172 108
Cellulose 3 = > = > s = - - - - - = = = = > > >
Cellulose 4 3559 41,00 5529 6766 2,76 115 6,82 7,72 6032 11273 2,80 1,13 26,81 29,53 5389 7185 1,90 1,10
Amylose 1 72 873 5831 42 386 14 - - - - - - 645 806 5633 4933 400 1%
Amylose 2 10,46 10,99 7917 7232 1,09 1,05 - - - - - - 9,59 10,03 8148 8394 1,03 1,05

"Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktar1 arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.
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Sekil 3.70. Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (85:15:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(90:10:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 3.71. Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(80:20:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (85:15:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA
(90:10:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

Cizelge 3.19. TUL icin Amylose 1 ve Cellulose 1 kolonda, hareketli faz olarak n-
hekzan:IPA:DEA:FA karigiminin farkli bilesimleri kullanilarak elde edilen sistem uygunluk
testi sonuglari.

Amylose 1 Cellulose 1
t t2 N1 N2 Rs o t t2 N1 N2 Rs o
80:20:0,1:0,1 702 873 563 4933 40 125 568 627 7602 8 22 110
85:15:0,1:0,1 830 1061 5230 4724 429 128 708 776 7259 7866 253 112
90:10:0,1:0,1 1270 1584 462 42 371 15 g4 914 %47 17501 226 108

“Kirmizi ile isaretlenen sonuglarda, standart ekleme yapilarak miktari arttirilan enantiyomerin yeri belirtilmektedir.

Hareketli Faz
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3.9.3. Tulobuterole Ait Sulu Organik Faz Karisimi ile Yapilan Cahismalar

TUL icin sulu organik faz karisimlari ile analizler optimize edilmeye
calistimistir. MeOH’nin ile belirli oranlarda su (% 0 - 30) ile karistirilmasi ve bu
karisimlara % 0,1 DEA ilave edilmesiyle 6 farkli kolonda analizler yapilmistir.

Analizler sonucunda, kullanilan kolonlar ile ayrim ger¢eklesmemistir.

3.10. Farmasotik Dozaj Sekillerinin Analizi icin Yontem Gelistirilmesi

Goriintilleme c¢aligmalar1 tamamlanan ve enantiyomerik alikonma siralart
belirlenen etken maddelerden sadece KLB, RIT ve TER’in dozaj sekilleri piyasadan
temin edilebilmistir. Bu maddelerin analizleri i¢in optimizasyon c¢alismalar
gerceklestirildikten sonra optimize edilen kosullar kullanilarak yontem gegerlilik
testleri ICH kilavuzuna gore yapilmistir. Yontem gecerlilik  testlerinin
tamamlanmasinin ardindan piyasadan temin edilebilen dozaj sekillerine gelistirilen

yontemler uygulanmaistir.

3.10.1. Klenbuterol Analizi i¢cin Calismalar

3.10.1.1. Optimizasyon Caliymalar:

Goruntuleme ¢alismalar1  gergeklestirilirken gere¢ ve yontem kisminda
bahsedilen 6 adet kiral kolon ile farkli hareketli faz gesitleri ve bilesimleri kullanilarak

optimizasyon ¢alismalar1 baglatilmistir. Polar organik fazlar ile yapilan denemeler
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sonucunda enantiyomerlerin ayrimi gerceklesmemistir. Organik faza su ilavesiyle
yapilan ¢aligmalarla da istenilen enantiyomerik ayrim saglanamadigi i¢in normal faz
¢oziici karigimlari ile analizler yapilmistir. Hareketli faz bilesimini olusturmak igin
izopropanol ile % 70’ten 95’¢ kadar degisen oranlarda n-hekzan iceren karigimlar
hazirlanmistir. Bu karisimlara enantiyomerlerin ayrildigi hareketli faz kosullarinda
ayr1 ayri asidik (% 0,1 FA), bazik (% 0,1 DEA) ve hem asidik hem de bazik (% 0,1
FA ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek bunlarin da ayrima etkisi incelenmistir.
B6lim 3.4.2°de bu kisimla ilgili detayli bilgi verilmistir. Denenen kolonlar iginde kisa
zamanda en etkin ayrimi saglayan kolon Amylose 1 (250 x 4,6 mm; 5 um) oldugu igin
diger denemeler bu sabit faz lizerinde yogunlagmistir. Asidik ve bazik katki
maddelerinin etkisi de arastirilmis ve esit miktarda asit ve bazi ayni anda igeren
hareketli faz ile yapilan ¢aligmalarda ¢ok daha keskin pik sekilleri elde edilmistir. Bu
asamadan sonra hareketli faz ylizdesinin optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda ¢oziicii
bilesimi olarak % 20 izopropanol kullanildiginda analiz siiresinin agik bir sekilde
kisaldig1 goriilmekte fakat kisalan analiz siiresi ile birlikte ayrim giiclinde de azalmalar
gdzlenmektedir. Izopropanol orant % 10 olarak kullanildiginda ise analiz siiresi
neredeyse 2,5 kat artmaktadir. Bu yiizden optimum hareketli faz olarak 85:15:0,1:0,1
(h/h/h/h), n-hekzan:izopropanol:FA:DEA igeren hareketli faz bilesimi ile analizlerin

yapilmasi uygun bulunmustur.

Kolon limitleri de g6z Oniine alinarak sicakligin enantiyomerlerin alikonmasi
Uzerine etkisi de incelenmistir. Bu amagla kolon sicakligi 25-45 °C arasinda
degistirilerek analizler yapilmistir. Beklendigi gibi sicakligin artmasiyla bilesiklerin
alikonma siireleri azalmis pik sekilleri daha simetrik hale gelmistir. Bu sebeplerden
0trd 40 °C galisma sicakligi olarak belirlenmistir. Sistemin basinci goz Oniine alinarak
akis hiz1 dakikada 1,0-1,7 mL olacak sekilde degistirilmis ve bu sayede analiz
siiresinin daha da kisaltilmasi amaglanmigtir. Sicakligin arttirilmasi sonucunda
hareketli faz viskozitesinin azalmasiyla birlikte sistem basinct diismiistiir. Basincin
diismesi ile de akis hizinin arttirilmasi, kolon ve sistem i¢in bir sorun olusturmamustir.
Sistemin ve kolonun sinirlar1 6l¢iisiinde akis hizi dakikada 1,5 mL olacak sekilde

optimize edilmistir.
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Dalga boyu se¢imi yapilirken bilesigin UV spektrumu incelenmis ve kullanilan
¢oziiclilerden ve dozaj seklinin yardimci maddelerinden en az girisimin olacagi
diisiiniilen dalga boyu olarak 240 nm se¢ilmistir. Enjeksiyon hacminin optimizasyonu
i¢cin yapilan caligmalarda ise 2 - 10 pL araligindaki hacimler sisteme verilmis, ancak
yiiksek enjeksiyon hacminin kolonda asir1 yiiklemeye baglh kuyruklanmaya sebep

oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle enjeksiyon hacmi 5 pL olarak belirlenmistir.

Optimize edilen tiim kosullar Cizelge 3.20°de 6zetlenmis, bu kosullar altinda

yapilan analize ait sistem uygunluk testi sonuglari da verilmistir. (Cizelge 3.21).

Cizelge 3.20 KLB analizi i¢in belirlenen optimum kosullar

Parametreler Optimum Sartlar
Kolon Amylose 1 (250 x 4,6 mm; 5 um)
Mobil faz kompozisyonu (h/h/h/h) n-Hekzan:IPA:FA:DEA, (85:15:0,1:0,1)
Sicaklik (°C) 40
Akis hizi (mL dk?) 15
Enjeksiyon hacmi (uL) 5
Dalga boyu (nm) 240

Cizelge 3.21. KLB analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglari

Klenbuterol

Parametreler =7 =
Alikonma zamam (dk.) 4,65 5,60
Kapasite faktori (k) 0,90 1,24
Ayirma gticl (Rs) - 2,60
Kolon etkinligi (N) 3277 3123
Segicilik (o) - 1,44
Kuyruklanma fakt6ru (T) 1,02 1,01
Simetri faktori 1,00 0,99
% BSS (alilkonma zamani icin) 0,06 0,03

" Enantiyomer
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3.10.1.2. Klenbuterol Enantiyomerlerinin Analizi igin Yontem Gegerlilik

Testleri

Yontem gecerlilik testleri gere¢ ve yontem bashgi altinda (Bolim 2.2.4)
anlatilan prosediirlere gore yapilmistir. Bu dogrultuda oOncelikle miktar tayini
calismalar1 i¢in kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve her iki enantiyomer igin 4,0-
300,0 pg mL?' (n=8) derisimleri araliginda dogrusallik saptanmistir. KLB
enantiyomerleri i¢in ayr1 ayri, derisimin bir fonksiyonu olarak pik alanlarinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen dogru denklemleri ve tamimlayicilik katsayisi (R?) degerleri

asagidaki gibidir.

y=3,0198 x -5,0114; (R?>=0,999) (n=8) (Enantiyomer 1)
y=3,0206 x -9,0224; (R?>=0,999) (n=8) (Enantiyomer 2)

Optimize edilen kosullar altinda bazi standart madde c¢ozeltilerini igeren
kromatogram Sekil 3.72’de verilmistir. Bu verilerle elde edilen kalibrasyon grafigi ve

denklemi Sekil 3.73’te gosterilmistir.
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Sekil 3.72. KLB standartlarina ait, degisen derisimlerde elde edilen kromatogram: hareketli
faz (a), 10 pg mL! (b), 40 pg mL"' (¢), 100 pg mL' (d), 300 png mL! (e).
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1. Enantiyomer 2. Enantiyomer

1000 1000
900 900
800 800
700 700
600 600
500 500
400 400

y = 3,0206x - 9,0224

300 y= 3,0198x - 5,0114 300 .
200 R2=0,999 500 R?=0,999
100 100
0 0
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

Sekil 3.73. KLB enantiyomerlerine ait 4-300 pg mL"' derisim araliginda elde edilen
kalibrasyon grafikleri ve denklemleri.

Optimize edilen kosullar kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigine ait
regresyon analizi sonuglari ve hesaplanan yontem gegerlilik testi parametreleri Cizelge
3.22’de 6zetlenmistir. Teshis ve tayin alt sinir1 hesaplarinda Boliim 2.2.4’te bahsedilen
Esitlik 2.2 kullanilmastir.

Cizelge 3.22. KLB enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem
gegerlilik testi sonuglari.

Klenbuterol
Parametreler

EN 1 EN 2
Dogrusal aralik (ug mL™?) 4-300 4-300
Egim 3,020 3,021
Kesisim -5,011 -9,022
Tammlayicihik katsayisi (R?) 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 3,86 x 102 3,84 x 102
Kesisimin standart hatasi 5,190 5,170
Teshis simir1 (ug mL™) 0,237 0,252
Tayin alt simir1 (ug mL™Y) 0,718 0,760
Gun igi tekrar edilebilirlik (% BSS)* 0,155 0,102
Giinler aras tekrar edilebilirlik (% BSS)” 0,169 0,131

* 5 deger lizerinden hesaplanmugtir.
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3.10.1.3. Gelistirilen Yontemin Klenbuterol iceren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasi

Surup formiilasyonundan (Ventipulmin ®) KLB’nin miktar tayini igin B6lum
2.1.6’da agiklanan prosediir dogrultusunda g¢ozeltiler hazirlanarak optimize edilen
kromatografik kosullar altinda analizleri ger¢eklestirilmistir (Sekil 3.74) Elde edilen
piklerin altinda kalan alan degerleri kalibrasyon denkleminde yerlerine yazilmis ve

surup igerisindeki KLLB miktar1 hesaplanmustir.
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Sekil 3.74. KLB dozaj sekline ait geri kazanim sonuglarini igeren kromatogram: % 25 (a),
% 50 (b), % 100 (c).

Ayrica surup igerisinde bulunan katki maddelerinin (gliserin, poli etilen glikol
4000, vs.) gelistirilen kromatografik yontem {izerine etkisinin arastirilmasi amaciyla
geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla yapilan geri kazanim c¢aligmalarinda
standart ekleme yontemi kullanilmistir. Bilinen miktarlarda hazirlanmis olan surup
formiilasyonu ¢ozeltisi lizerine bilinen miktarlarda hazirlanan standart KLLB ¢ozeltileri
farkli oranlarda (% 25 - 100) ilave edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.23’te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.23. KLB igeren Ventipulmin® surup ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularinin
sonuclari.

Parametreler EN1 EN 2
Etiket miktar1 (ug mL™1) 25,00 25,00
Bulunan miktar (ug mL1)* 24,82 24,80
% Bagil standart sapma 1,56 2,01
% Bagil hata 0,18 0,20
ilave edilen standart (ug mL™?) 6,25 12,50 25,00 6,25 12,50 25,00
Bulunan miktar (ug mL1) * 6,13 12,57 25,12 6,31 12,63 25,22
% Geri kazamm* 98,06 100,58 100,46 100,98 101,10 100,88
% Bagil standart sapma 1,95 0,66 0,71 2,02 1,83 0,75
% Bagil hata 1,94 -0,58 -0,46 -0,98 -1,10 -0,88

* 5 deger Uzerinden hesaplanmistir.

3.10.2. Ritodrin Analizi icin Calismalar

3.10.2.1. Optimizasyon Calismalari

Goriintiileme ¢alismalart  gergeklestirilirken gere¢ ve yontem kisminda
bahsedilen 6 adet kiral kolon ile farkli hareketli faz gesitleri ve bilesimleri kullanilarak
optimizasyon ¢aligmalar1 baglatilmistir. Polar organik fazlar ile yapilan denemeler
sonucunda enantiyomerlerin ayrimi gerceklesmemistir. Organik faza su ilavesiyle
yapilan ¢aligmalarla da istenilen enantiyomerik ayrim saglanamadigi i¢in normal faz
¢Oziicii karisimlar ile analizler yapilmistir. Hareketli faz bilesimini olusturmak igin
izopropanol ile % 55’ten 90’a kadar degisen oranlarda n-hekzan igeren karigimlar
hazirlanmistir. Bu karigimlara enantiyomerlerin ayrildigi hareketli faz kosullarinda
ayr1 ayr1 asidik (% 0,1 FA), bazik (% 0,1 DEA) ve hem asidik hem de bazik (% 0,1
FA ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek bunlarin da ayrima etkisi incelenmistir.

Bolim 3.6.2°de bu kisimla ilgili detayli bilgi verilmistir. Denenen kolonlar iginde
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Cellulose 2, Cellulose 3 ve Cellulose 4 (250 x 4,6 mm; 3 um) kolonlarda ayrimlar
analiz i¢in uygun bulunmustur. Analiz siireleri degerlendirildiginde kisa zamanda en
etkin ayrimi saglayan kolon Cellulose 2 (250 x 4,6 mm; 3 um) oldugu icin diger

denemeler bu sabit faz lizerinde yogunlagmustir.

Asidik ve bazik katki maddelerinin etkisi de arastirilmis ve esit miktarda asit ve
baz1 ayn1 anda i¢eren hareketli faz ile yapilan ¢caligmalarda ayrim giicii degerleri daha
yiiksek ¢iktig1 ve daha keskin pik sekilleri elde edildigi i¢in hareketli faz i¢erisine hem
asit hem de baz ilave edilmistir. Bir sonraki adimda hareketli faz yiizdesinin
optimizasyon ¢aligsmalar1 yapilmis sonucunda ¢6ziicii bilesimi olarak %45 izopropanol
kullanildiginda analiz siiresinin acik bir sekilde kisaldigi goriilmekte fakat kisalan
analiz siiresi ile birlikte ayrim giiciinde de azalmalar gdzlenmektedir. [zopropanol
orani %20 olarak kullanildiginda ise analiz secilen hareketli faz bilesimine gore 6 kat
daha uzun siirede tamamlanmaktadir. Bu yizden optimum hareketli faz olarak
65:35:0,1:0,1 (h/h/h/h), n-hekzan:izopropanol:FA:DEA igeren hareketli faz bilesimi

ile analizlerin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

Kolon limitleri de géz oniline alinarak sicakligin enantiyomerlerin alikonmasi
tizerine etkisi de incelenmistir. Bu amagla kolon firmi sicakligi 25-45 °C arasinda
degistirilerek analizler yapilmistir. Beklendigi gibi sicakligin artmasiyla bilesiklerin
alikonma siireleri azalmis pik sekilleri daha simetrik hale gelmistir. Bu sebeplerden
0tird 40 °C galisma sicakligi olarak belirlenmistir. Sistemin basinci goz oniine alinarak
akis hiz1 dakikada 1,0-1,7 mL olacak sekilde degistirilmis ve bu sayede analiz
siresinin daha da kisaltilmasi amacglanmistir. Sicakligin arttirllmas: sonucunda
hareketli faz viskozitesinin azalmasiyla birlikte sistem basinci diigsmiistiir. Basincin
diismesi ile de akis hizinin arttirilmasi kolon ve sistem i¢in bir sorun olusturmamustir.
Sistemin ve kolonun sinirlar1 6l¢iisiinde akis hizi dakikada 1,5 mL olacak sekilde

optimize edilmistir.

171



Dalga boyu se¢imi yapilirken bilesigin UV spektrumu incelenmis ve kullanilan
¢oziiclilerden ve dozaj seklinin yardimct maddelerinden en az girisimin olacagi
diisiiniilen dalga boyu olarak 225 nm se¢ilmistir. Enjeksiyon hacminin optimizasyonu
icin yapilan ¢alismalarda ise 2-10 pL araligindaki hacimler sisteme verilmis, ancak
yiiksek enjeksiyon hacminin kolonda asir1 yiiklemeye bagli kuyruklanmaya sebep

oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle enjeksiyon hacmi 5 pL olarak belirlenmistir.

Optimize edilen tim kosullar Cizelge 3.24’de 6zetlenmis, bu kosullar altinda

yapilan analize ait sistem uygunluk testi sonuglari da tablolanmistir (Cizelge 3.25.).

Cizelge 3.24. RIT analizi i¢in belirlenen optimum kosullar

Parametreler Optimum Sartlar
Kolon Cellulose 2 (250 x 4,6 mm; 3 pm)
Mobil faz bilesimi (h/h/h/h) n-Hekzan:IPA:FA:DEA, (65:35:0,1:0,1)
Sicaklik (°C) 40
Akis hizi (mL dk?) 15
Enjeksiyon hacmi (uL) 5
Dalga boyu (nm) 225

Cizelge 3.25. RIT analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglari

Ritodrin

Parametreler =7 =
Alikonma zamamn (dKk) 6,06 7,50
Kapasite faktori (k) 1,63 2,26
Ayirma guci (Rs) - 2,87
Kolon etkinligi (N) 2234 2851
Segicilik (o) - 1,38
Kuyruklanma fakt6ru (T) 1,30 1,27
Simetri faktori 0,79 0,78
% BSS (alikonma zamani icin) 0,08 0,08

" Enantiyomer
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3.10.2.2. Ritodrin Enantiyomerlerinin Analizi igin Yontem Gegerlilik Testleri

Yontem gecerlilik testleri gere¢ ve yontem bashg: altinda (Bolim 2.2.4)
anlatilan prosediirlere gore yapilmistir. Bu dogrultuda oOncelikle miktar tayini
caligsmalari i¢in kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve her iki enantiyomer i¢in 5,0 -
500,0 pg mL?' (n=7) derisimleri araliginda dogrusallik saptanmustir. RIT
enantiyomerleri i¢in ayri1 ayri, derisimin bir fonksiyonu olarak pik alanlarinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen dogru denklemleri ve tanimlayicilik katsayis1 (R?) degerleri

asagidaki gibidir.

y=4,6600 x -1,2836; (R?>=0,999) (n=7) (Enantiyomer 1)
y=4,5747 x -1,0181; (R?>=0,999) (n=7) (Enantiyomer 2)

Optimize edilen kosullar altinda bazi standart madde c¢ozeltilerini igeren
kromatogram Sekil 3.75’te verilmistir. Bu verilerle elde edilen kalibrasyon grafigi ve

denklemi Sekil 3.76°da gosterilmistir.
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Sekil 3.75. RIT standartlarina ait, degisen derisimlerde elde edilen kromatogrami: hareketli faz

(a), 5 pgmL™" (b), 25 pg mL" (c), 100 pg mL™" (d), 250 pg mL™" (e).
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1. Enantiyomer 2. Enantiyomer

2500 2500
2000 2000
1500 1500

1000 1000 =4,5747x - 1,0181
R?2=0,999
500 500
0 0
0 200 400 600 0 200 400 600

Sekil 3.76. RIT enantiyomerlerine ait 5-500 pg mL! derisim araliginda elde edilen kalibrasyon
grafikleri ve denklemleri.

Optimize edilen kosullar kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigine ait
regresyon analizi sonuglari ve hesaplanan yontem gecerlilik testi parametreleri Cizelge
3.26°da 6zetlenmistir. Teshis ve tayin alt sinir1 hesaplarinda Boliim 2.2.4°te bahsedilen
Esitlik 2.2 kullanilmastir.

Cizelge 3.26. RIT enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem
gegcerlilik testi sonuglari.

Ritodrin
Parametreler

EN 1 EN 2
Dogrusal aralik (ug mL™?) 5-500 5-500
Egim 4,660 4,575
Kesisim -1,283 -1,018
Tammlayicihik katsayisi (R?) 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 4,13 x 107 2,48 x 102
Kesisimin standart hatasi 8,904 5,355
Teshis simir1 (ug mL™) 0,578 0,630
Tayin alt simir1 (ug mL™Y) 1,735 1,891
Guin ici tekrar edilebilirlik (% BSS)” 0,650 1,058
Giinler aras tekrar edilebilirlik (% BSS)” 1,765 1,923

* 5 deger lizerinden hesaplanmugtir.
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3.10.2.3. Gelistirilen Yéntemin Ritodrin Iceren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasi

Ampul formilasyonundan (Pre-Par ®) RIT in miktar tayini icin Bolim 2.1.6°da
aciklanan prosediir dogrultusunda ¢ozeltiler hazirlanarak optimize edilen
kromatografik kosullar altinda analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.77.) Elde edilen
piklerin altinda kalan alan degerleri kalibrasyon denkleminde yerlerine yazilmis ve

ampul dozaj sekli igerisindeki RIT miktar1 hesaplanmaistir.
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Sekil 3.77. RIT dozaj sekline ait geri kazanim sonuglarini i¢eren kromatogram: % 25 (a), %
50 (b), % 100 (c).

Ayrica ampul dozaj sekli icerisinde bulunan safsizliklarin ve katki maddelerinin
(sodyum metabisiilfit, sodyum kloriir, asetik asit, sodyum hidroksit) gelistirilen
kromatografik yontem (zerine etkisinin arastirillmasi amaciyla geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Bu amagla yapilan geri kazanim caligmalarinda standart
ekleme yontemi kullanilmistir. Bilinen miktarlarda hazirlanmigs olan ampul
formiilasyonu ¢ozeltisi lizerine bilinen miktarlarda hazirlanan standart RIT ¢6zeltileri
farkli oranlarda (% 25 - 100) ilave edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.27°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.27. RIT igeren Pre-Par ® ampul ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularinin
sonuclari

Parametreler EN1 EN 2
Etiket miktar1 (mg mL™?) 50,0 50,0
Bulunan miktar (mg mL"1)" 49,63 49,44
% Bagil standart sapma 1,01 0,71
% Bagil hata 0,73 1,11
ilave edilen standart (ug mL™) 12,50 25,00 50,00 12,50 25,00 50,00
Bulunan miktar (ug mL1)* 12,66 25,21 51,80 12,66 25,29 51,67
% Geri kazamm” 101,31 100,82 103,61 101,30 101,17 103,33
% Bagil standart sapma 1,17 1,27 0,44 1,85 1,99 0,53
% Bagil hata -1,31 -0,82 -3,61 -1,30 -1,17 -3,33

* 5 deger lizerinden hesaplanmistir.

3.10.3. Terbutalin Analizi icin Calismalar

3.10.3.1. Optimizasyon Calismalari

Gorilintiileme caligmalar1  gerceklestirilirken gere¢ ve yontem kisminda
bahsedilen 6 adet kiral kolon ile farkli hareketli faz gesitleri ve bilesimleri kullanilarak
optimizasyon caligmalar1 baslatilmistir. Polar organik fazlar ile yapilan denemeler
sonucunda enantiyomerlerin ayrimi gergeklesmemistir. Organik faza su ilavesiyle
yapilan ¢aligmalarla da istenilen enantiyomerik ayrim saglanamadigi i¢in normal faz
¢oziicli karigimlar ile analizler yapilmistir. Hareketli faz bilesimini olusturmak icin
izopropanol ile % 60’tan 80’e kadar degisen oranlarda n-hekzan igeren karigimlar
hazirlanmistir. Bu karisimlara enantiyomerlerin ayrildigi hareketli faz kosullarinda
ayri ayri asidik (% 0,1 FA), bazik (% 0,1 DEA) ve hem asidik hem de bazik (% 0,1
FA ve % 0,1 DEA) katki maddeleri eklenerek bunlarin da ayrima etkisi incelenmistir.
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Bolum 3.8.2°de bu kisimla ilgili detayli bilgi verilmistir. Denenen kolonlar i¢inde
Cellulose 2 ve Cellulose 4 (250 x 4,6 mm; 3 pum) kolonlarda ayrimlar analiz i¢in uygun
bulunmustur. Analiz stireleri degerlendirildiginde en etkin ayrimi saglayan kolon
Cellulose 4 (250 x 4,6 mm; 3 um) oldugu igin diger denemeler bu sabit faz tizerinde

yogunlagmistir.

Asidik ve bazik katki maddelerinin etkisi de arastirilmis ve sadece asit ilave
edildiginde ayrim giicii 1,5 kat artmistir fakat analiz siiresi de 1,5 kat uzamistir. Esit
miktarda asit ve bazi ayn1 anda igeren hareketli faz ile yapilan g¢aligmalarda
enantiyomerler kabul edilebilir 6l¢iide ayrildigi ve analiz siiresini kisalttigi icin
hareketli faz igerisine her iki katki maddesi de ilave edilmistir. Bir sonraki adimda
hareketli faz yiizdesinin optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve ¢oziicii bilesimi olarak
% 30 izopropanol kullanildiginda ayrimin glicinin arttigi gdzlenmistir. Izopropanol
orani % 20 olarak kullanildiginda ise analiz segilen hareketli faz bilesimine gore gok
daha uzun siirede tamamlanmaktadir. Bu ylizden optimum hareketli faz olarak
70:30:0,1:0,1 (h/h/h/h), n-hekzan:izopropanol:FA:DEA igeren hareketli faz bilesimi

ile analizlerin gerceklestirilmesine karar verilmistir.

Kolon limitleri de géz oniline alinarak sicakligin enantiyomerlerin alikonmasi
Uzerine etkisi de incelenmistir. Bu amagla kolon sicakligi 25-45 °C arasinda
degistirilerek analizler yapilmistir. Beklendigi gibi sicakligin artmasiyla bilesiklerin
alikonma siireleri azalmis pik sekilleri daha simetrik hale gelmis ve pikler arasindaki
ayrim bir miktar artmistir. Bu sebeplerden 6tiri 40 °C g¢alisma sicakligi olarak
belirlenmistir. Sistemin basinci géz Oniline alinarak akis hiz1 dakikada 1,0 - 2,0 mL
olacak sekilde degistirilmis ve bu sayede analiz siiresinin daha da kisaltilmasi
amaglanmistir. Sicakligin  arttirilmast  sonucunda hareketli faz viskozitesinin
azalmasiyla birlikte sistem basinci diismiistiir. Basincin diigsmesi ile de akis hizinin
arttirtlmasi1 kolon ve sistem i¢in bir sorun olusturmamustir. Sistemin ve kolonun

sinirlar 6l¢iisiinde akis hizi dakikada 1,9 mL olacak sekilde optimize edilmistir.
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Dalga boyu se¢imi yapilirken bilesigin UV spektrumu incelenmis ve kullanilan
¢oziiclilerden ve dozaj seklinin yardimct maddelerinden en az girisimin olacagi
diisiiniilen dalga boyu olarak 225 nm se¢ilmistir. Enjeksiyon hacminin optimizasyonu
i¢cin yapilan caligmalarda ise 2 - 10 pL araligindaki hacimler sisteme verilmis, ancak
yiiksek enjeksiyon hacminin kolonda asir1 yiiklemeye bagli kuyruklanmaya sebep

oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle enjeksiyon hacmi 5 pL olarak belirlenmistir.

Optimize edilen tim kosullar Cizelge 3.28’de 6zetlenmis, bu kosullar altinda

yapilan analize ait sistem uygunluk testi sonuglari da tablolanmistir (Cizelge 3.29).

Cizelge 3.28. TER analizi igin belirlenen optimum kosullar

Parametreler Optimum Sartlar
Kolon Cellulose 4 (250 x 4,6 mm; 3 pm)
Mobil faz bilesimi (h/h/h/h) n-Hekzan:IPA:FA:DEA, (70:30:0,1:0,1)
Sicaklik (°C) 40
Akis hizi (mL dk™) 1,9
Enjeksiyon hacmi (uL) 5
Dalga boyu (nm) 225

Cizelge 3.29. TER analizine ait optimum kosullardaki sistem uygunluk testi sonuglari

Terbutalin

Parametreler =T =5
Alikonma zamam (dKk) 14,89 19,28
Kapasite faktori (k) 1,99 2,85
Ayirma glicl (Rs) - 3,19
Kolon etkinligi (N) 2569 2505
Segicilik (o) - 1,44
Kuyruklanma fakt6ru (T) 1,49 1,38
Simetri faktori 0,71 0,75
% BSS (alikonma zamani icin) 0,11 0,28

" Enantiyomer
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3.10.3.2. Terbutalin Enantiyomerlerinin Analizi i¢in Yontem Gegcerlilik Testleri

Yontem gecerlilik testleri gere¢ ve yontem bashgr altinda (Bolim 2.2.4)
anlatilan prosediirlere gore yapilmistir. Bu dogrultuda oncelikle miktar tayini
calismalari i¢in kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve her iki enantiyomer icin 10,0 -
500,0 pg mL?' (n=8) derisimleri araliginda dogrusallik saptanmistir. TER
enantiyomerleri i¢in ayri1 ayri, derisimin bir fonksiyonu olarak pik alanlarinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen dogru denklemleri ve tanimlayicilik katsayis1 (R?) degerleri

asagidaki gibidir.

y=1,5039 x -5,365; (R?>=0,999) (n=8) (Enantiyomer 1)
y=1,5032 x -10,685; (R?>=0,999) (n=8) (Enantiyomer 2)

Optimize edilen kosullar altinda bazi standart madde c¢ozeltilerini igeren
kromatogram Sekil 3.78’de verilmistir. Bu verilerle elde edilen kalibrasyon grafigi ve

denklemi Sekil 3.79°da gosterilmistir.

Dedektor Cevabi

Zaman (dk)

Sekil 3.78. TER standartlarina ait, degisen derisimlerde elde edilen kromatogramu:
Hareketli faz (a), 100 pg mL™"' (b), 200 pg mL"' (¢), 300 g mL"' (d), 400 pg mL™" (e).
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1. Enantiyomer 2. Enantiyomer

800 800
700 700
600 600
500 500
400 400
300 - - 300
Y 353i$§9§3365 y = 1,5032x - 10,685
200 ’ 200 R? = 0,9996
100 100
0 0
0 200 400 600 0 200 400 600

Sekil 3.79. TER enantiyomerlerine ait 10-500 pg mL™ derisim araliginda elde edilen
kalibrasyon grafikleri ve denklemleri.

Optimize edilen kosullar kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigine ait
regresyon analizi sonuglari ve hesaplanan yontem gecerlilik testi parametreleri Cizelge
3.30°da 6zetlenmistir. Teshis ve tayin alt sinir1 hesaplarinda Boliim 2.2.4°te bahsedilen
Esitlik 2.2 kullanilmistir.

Cizelge 3.30. TER enantiyomerlerinin kalibrasyon grafigine ait regresyon analizi ve yontem
gecerlilik testi sonuglari.

Terbutalin
Parametreler

EN 1 EN 2
Dogrusal arahk (ug mLt) 10-500 10-500
Egim 1,504 1,503
Kesisim -5,365 -10,685
Tammlayicihik katsayisi (R?) 0,999 0,999
Egimin standart hatasi 2,06 x 102 1,29 x 1072
Kesisimin standart hatasi 5,710 3,570
Teshis simir1 (ung mL™) 1,196 2,517
Tayin alt simir1 (ug mLY) 3,589 7,552
Gun igi tekrar edilebilirlik (% BSS)* 0,683 0,742
Giinler arasi tekrar edilebilirlik (% BSS)” 0,757 1,835

* 5 deger lizerinden hesaplanmugtir.
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3.10.3.3. Gelistirilen Yontemin Terbutalin iceren Farmasotik Dozaj Sekline

Uygulanmasi

Tablet formiilasyonundan (Bricanyl Durules ®) TER’in miktar tayini igin Bolim
2.1.6’da agiklanan prosediir dogrultusunda g¢ozeltiler hazirlanarak optimize edilen
kromatografik kosullar altinda analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.80.) Elde edilen
piklerin altinda kalan alan degerleri kalibrasyon denkleminde yerlerine yazilmis ve

ampul dozaj sekli igerisindeki TER miktar1 hesaplanmistir.
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Sekil 3.80. TER dozaj sekline ait geri kazanim sonuglarini igeren kromatogram: % 25 (a),
% 50 (b), % 100 (c).

Ayrica tablet dozaj sekli icerisinde bulunan safsizliklarin ve katki maddelerinin
gelistirilen kromatografik yontem {izerine etkisinin arastirilmasi amaciyla geri
kazanim c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amacla yapilan geri kazanim c¢alismalarinda
standart ekleme yontemi kullanilmistir. Bilinen miktarlarda hazirlanmis olan tablet
formiilasyonu ¢dzeltisi lizerine bilinen miktarlarda hazirlanan standart TER ¢ozeltileri
farkli oranlarda (% 25 - 100) ilave edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.31°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.31. TER dozaj sekline ait geri kazanim sonuglarini igeren kromatogram: % 25 (a),

% 50 (b), % 100 (c).

Parametreler EN1 EN 2
Etiket miktar1 (mg mL™?) 5,00 5,00
Bulunan miktar (mg mL"1)" 4,98 5,13
% Bagl standart sapma 1,38 0,81
% Bagil hata 0,35 -2,65
ilave edilen standart (mg mL™) 1,25 2,50 5,00 1,25 2,50 5,00
Bulunan miktar (mg mL™%)* 1,22 2,43 4,95 1,23 2,47 4,86
% Geri kazamm” 97,31 97,23 99,12 98,73 98,94 97,14
% Bagil standart sapma 1,27 0,29 0,65 0,99 0,75 0,55
% Bagil hata 2,69 2,77 0,88 1,27 1,06 2,86

* 5 deger lizerinden hesaplanmistir.
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4. TARTISMA

4.1. Tez Kapsamindaki Bilesiklerin Enantiyomerlerinin Ayrimi

Tez galismasi kapsaminda kiral beta agonist tirevi maddeler sinifina dahil olan
bltoksamin (BUT), izoksuprin (1Z0O), klenbuterol (KLB), klenpenterol (KLP), ritodrin
(RIT), simbuterol (SIM), terbutalin (TER) ve tulobuterol (TUL) etken maddelerinin
kiral davranislarn yiiksek basarimli sivi kromatografi teknigi (YBSK) ile alt1 farkli

polisakkarit temelli kiral kolon (Sekil 4.1) kullanilarak incelenmistir.
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Lux Amylose-1 Lux Amylose-2 Lux Cellulose-3
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Lux Cellulose-1 Lux Cellulose-2 Lux Cellulose-4
Cellulose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) Cellulose tris(3-chloro-4-methylphenylcarbamate)  Cellulose tris(4-chloro-3-methy|phenylcarbamate)

Sekil 4.1. Kullanilan sabit fazlarin kimyasal yapilari

Hareketli faz olarak polar organik ¢dziiciiler, sulu polar organik karigimlar (ters
faz) ve normal faz ¢oziicii karisimlart farkli bilesimlerde kullanilmistir. Ayrica
hareketli faza eklenen asidik ve bazik katkilarin enantiyomerlerin ayrimina olan etkisi
de arastirilmistir. Bu kosullar kullanilarak yapilan analizler ile enantiyomerlerin
ayrildigr en uygun kosullar bulunmustur. Polar organik faz (metanol, asetonitril,
izopropanol, etanol) ve bunlara ilave edilen asidik, bazik katkilar kullanilarak
gerceklestirilen analizlerde (her bir madde i¢in 96 farkli kosul) higbir ayrim elde
edilememistir. Bunun iizerine normal faz kosullarinda (n-hekzan ve izopropanolin

farkli bilesimleri kullanilarak) yapilan analizler (madde basina en az 24 farkli kosul)
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sonucunda segilen kiral maddelerin ayrimlart asidik ve bazik katkilarin ilavesiyle
gerceklestirilmistir. Sulu organik faz kullanildiginda (metanol ve farkli oranlarda su
ile dietilamin karigimi) ise baz1 maddeler i¢in ayrim saglanmis fakat maddelerin cogu
ayrilmamistir. Kullanilan sabit ve hareketli fazlarda taban tabana (Rs > 1,50) ayrimi
saglanan madde sayilar1 ve kolonlarin basarisi Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.2°de
Ozetlenmistir. Cizelge ve sekilden de anlasilacagi gibi kolonlarin, tez kapsaminda
kullanilan maddelerin enantiyomerlerini ayirma basarist Lux Cellulose 2 > Lux
Cellulose 4 = Lux Amylose 1 > Lux Amylose 2 > Lux Cellulose 3 > Lux Cellulose 1
seklindedir.

Cizelge 4.1. Kullanilan sabit fazlarin enantiyomerleri ayirma basarisi

Kolon n-hekzan:1IPA n-hekzan:IPA n-hekzan:1IPA Polar_ Ters Enéyamymgnmer
FA DEA FA/DEA Organik Faz Sayis
Cellulose 1 2 1 2 2 3
Cellulose 2 7 2 6 8
Cellulose 3 2 4 1 - 4
Cellulose 4 7 4 6 1 7
Amylose 1 6 2 6 - 7
Amylose 2 1 3 2 - 4

H Cellulose 1 ®Cellulose 2 ®Cellulose 3 ®MCellulose 4 ®Amylose 1 ™ Amylose 2

Sekil 4.2. Kiral sabit fazlarin enantiyomerleri ayirma basarisi.
Hareketli faz olarak sulu polar organik faz kullanmak enantiyomerlerin ayrimina
bazi1 avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlarin basinda analizlerin kisa siirede

tamamlanmasi gelmektedir. Ayrica ¢ok yiiksek sinyal/giiriiltii oran1 ve yiiksek etkin
tabaka sayilarina ulasilabilmektedir. Birgok polar analitin de polar ¢ozuculerde,
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normal faz ¢dziiciilerine oranla daha iyi ¢ozlindiigli bilinmektedir. (Chankvetadze,

2013a ve Jibuti ve ark., 2012).

Bu avantajlar1 elde etmek amaciyla yapilan caligmalarda metanol ve su
karisiminin kullanildigi sulu polar organik hareketli fazlarda enantiyomerik ayrima ait
basar1 yiizdesi normal faza gore ¢ok diisiik kalmistir (Cizelge 4.1). Yine de ayrim
yapilabilen kosullar literatiir verilerini destekler niteliktedir. Biitoksamin i¢in normal
faz kosullar ile ters faz kosullarinda secicilik degerleri ¢ok yakin olan iki analiz
karsilastirildiginda, sulu polar organik ¢oziicii karisimi kullanilan analizlerde ayrim
gucunun daha da artarak etkin tabaka sayilarinin 2 katina ¢iktigi goriillmektedir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. BUT, Cellulose 1 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA
(80:20:0,1) (iist); MeOH:H>O:DEA (85:15:0,1) (alt)

Calismalarin ikinci asamasinda ise rasemik halde bulunan etken maddeler
kullanilarak saf enantiyomerler elde edilmistir. Rasemik karigimlardan saf
enantiyomerlerin ~ fraksiyonlarma ayrilmasi1 i¢cin de YBSK tekniginden
faydalanilmistir. Sekiz bilesik i¢in analiz siiresinin kisa ve ayrim giicliniin yiiksek
oldugu kosullar kullanilarak enantiyomerler saf bir gsekilde elde edilmistir.
Enantiyomerlerin safliginin kontrolii de optimize edilmis kosullar altinda toplanan
fraksiyonlarin sisteme yeniden enjekte edilmesiyle saglanmistir (Sekil 4.4)

(Chankvetadze, 2013a; Chankvetadze 2013b ve Thormann ve ark., 2014).
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Sekil 4.4. [ZO’ya ait fraksiyonlama 6rnegi: Kolon: Lux Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um),
hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA, (80:20:0,1), 25 °C, 2 mL dk! akis hiz1.

Tez c¢alismasinin  {iglincli  asamasinda ise  fraksiyonlarma ayrilan
enantiyomerlerden miktar bilinen bir karisim olusturularak ayrimin gergeklestigi sabit
faz ve hareketli faz kosullarinda analizler tekrar edilmistir. Enantiyomerlerden birinin
miktart digerinin iki katina ¢ikarilarak yapilan bu analizlerin asil amaci, kiral sabit faz
uzerinde bulunan polisakkarit temelli kiral segicinin polisakkarit ¢esidinin, bu yapiya
baglanan fonksiyonel gruplarin g¢esidinin, baglanma pozisyonlarinin, hareketli faz
turdndn ve bilesiminin, asidik ve bazik katki maddelerin enantiyomerik alikonma
sirasina olan etkilerinin belirlenmesidir (Chankvetadze, 2013a; Lammerhofer, 2010 ve
Lomsadze ve ark., 2012).
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Sekil 4.5. Fraksiyonlama sonrasinda yapilan klenbuterol analizine ait kromatogram: Amylose
1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA:DEA, (90:10:0,1:0,1), 25°C, 1 mL
dk! akis hiz1. Madde karisimi 1.enantiyomer:2,enantiyomer, 2:1 (alan/alan).

Enantiyomerlerin analizi sirasinda, bir enantiyomerin digeri ile yer degistirmesi
(enantiyomerik tersinirlik), anlasilmasi giic olan kiral etkilesim mekanizmasi i¢in

molekiiler diizeyde baz1 tahminlerin yapilmasini saglayabilmektedir. Bunun yani sira
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enantiyomerlerin ayrim sirasinin saptanmasi pratikte de bizim i¢in biiyiik 6nem arz
etmektedir. Ozellikle ila¢ endiistrisinde enantiyomerik safsizliklarin insan sagligina
cok ciddi etkileri oldugu bilinmektedir (Chankvetadze, 2013a; Lammerhofer, 2010 ve
Lomsadze ve ark., 2012). Bu olaylarin en basinda ise binlerce insani etkileyen
talidomit trajedisi yer almaktadir. Sadece kiral bilesikler i¢in degil, kiral olmayan
bilesiklere ait safsizlik analizlerinin de ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir (Gumustas ve
ark., 2013, ve Gumustas ve ark., 2014a). Ila¢ etken maddelerde bulunan safsizliklarin
cok daha hassas, dogru ve kesin bir sekilde tayininin yapilmasi i¢in safsizligin etken
maddeden daha 6nce kolondan ayrilmasi tercih edilir. Bunun bir diger agiklamasi da
kromatografik ¢alismalarda elde edilen piklerin genellikle kolondan kuyruklanmais bir
sekilde ayrilmalaridir. Ornegin, bir enantiyomerik safsizligim % 1 oldugunu ve daha
ge¢ alikondugunu diisiindiigiimiizde, bu safsizligi ana enantiyomer yaninda tayin
etmek kuyruklanma yiiziinden imkansiz bir hal alacaktir. Eger bu enantiyomer birinci
pik olarak kolondan ayrilmig olsaydi tayinini yapmak c¢ok daha kolay olacakti
(Lammerhofer, 2010 ve Okamoto, 2002). Ayrica pilot liretimler i¢in tercih edilen
preparatif ¢aligmalarda enantiyomerlerin alikonma siralarinin belirlenmesi ile birlikte
enantiyomerik safsizligin, etken maddeden c¢ok daha kolay bir sekilde ayrilarak
bertaraf edilebildigi rapor edilmistir (Chankvetadze, 2013a ve Okamoto, 2002). Bu
nedenlerden dolay1 tez kapsaminda kullanilan alt1 farkli polisakkarit temelli kolonun
hareketli faz c¢esidinin ve hareketli faza ilave edilen asidik ve/veya bazik katki

maddelerinin enantiyomerik alitkonma sirasina etkileri izerinde de durulmustur.

Calismalarda kullanilan alt1 kolondan dort tanesi seliiloz, iki tanesi amiloz
tirevidir. Ayrica bes kolon polisakkarit karbamat temelli iken bir tanesi benzoat
temelli yapiya sahiptir (Cellulose 3). Karbamat tiirevi olanlardan iki tanesi fenil
fonksiyonel gruplar1 iizerinde metil gruplarini igerirken geri kalan ii¢ tanesi fenil
fonksiyonel grubu iizerinde klor ve metil gruplarinin karigimlarini icermektedir. Kiral
secicilerdeki bu cesitlenme degisik hareketli fazlar ve katki maddelerini igeren
sistemlerde 1yi bir ayrim yapilmasini saglamaktadir. Dolayisiyla bu kisimda oncelikle
polisakkarit yapisinin enantiyomerik tersinirlige olan etkileri tartigilacak daha sonra

polisakkarit tiirevinin (karbamat tiirevinin benzoata karsi) etkileri incelenecektir.
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Bununla birlikte karbamat yapilarina baglanan gruplarin ve bu gruplarin baglandigi
pozisyonlarin tersinirlik tizerine etkileri gosterilecektir. Son olarak da hareketli fazda
bulunan izopropanol yiizdesi ile asidik ve bazik katki maddelerinin eklenmesinin

enantiyomerik tersinirlige olan etkisi tartisilacaktir.

4.1.1. Polisakkarit Turuntn Etkisi

Tez kapsaminda kullanilan kolonlar dogal polissakkaritlerden (Sekil 4.6)
olusmustur. Polisakkartiler molekiil bakimindan dogrusal olup, zincir seklinde
molekiillerden olugsmaktadir. Yap1 tast olan glikoz anhidrit birimleri birbiri ile 1-4
glukozidik baglartyla baglanmistir. 1,4 baglanma seklini a tizerinden gerceklestirirse
amiloz, P iizerinden gerceklestirirse seliiloz adin1 almaktadir. Bu baglanma sekilleri

polisakkaritlerin ve tiirevlerinin ikincil yapilarindaki degisimlere de sebep olmaktadir.

CH,OH CH,OH CH,OH OH on
. K OH OH OH HO 0 d
0 o] o} o] OH
OH OH OH OH n
Sekil 4.6. Dogal polisakkaritlerden amiloz (sol), seliiloz (sag)

Calisilan beta agonist tiirevlerinde kolonun kimyasal yapisina bagh
degisikliklerden dolay1 karsilasilan enantiyomerik tersinirlikler Cizelge 4.2°de
Ozetlenmistir. Amylose 1 ve Cellulose 1 kolonlar polisakkarit formunun farkli olmasi
disinda tamamen ayn1 fonksiyonel gruplara sahiptir. Literatiir de yapilan ¢aligmalarda
polisakkarit formunun degismesiyle enantiyomerik tersinirligin goriildiigii ¢alismalar
mevcuttur (Mskhiladze ve ark., 2013; Gegenava ve ark., 2014; Chankvetadze, 2013a
ve Mosiashvili ve ark., 2013). Tez kapsaminda ¢alisilan bilesiklerden 1IZO bu
enantiyomerik tersinirligin goriildiigii orneklerdendir. Isaretlenmis enantiyomer
Amylose 1 kolonda daha once alikonurken Cellulose 1 kolonda tam tersi

gerceklesmistir (Cizelge 4.2).
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Cellulose 3 kolonun benzoat tiirevi, diger seliiloz yapidaki kolonlarin da fenil
karbamat tiirevi oldugu diistiniildiigiinde polisakkarit tiirevlerinin degistirilmesiyle
enantiyomerik tersinirlik KLB ve SIM 6rneklerinde karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki
etken madde i¢in de isaretlenmis enantiyomer, kolonu digerinden sonra terk etmistir.
Sekil 4.7°de KLB enantiyomerlerine ait 6rnek gortlmektedir.

mAU

607 E’, m
503 © ™
407 %-0 %
307
207
107
o
40 60 80 100 120 140 m
mAU m
250 o~
(o))
200 < :
o)) Lo
150 <
Lo
100 7
50

6 8 10 12 14 min

Sekil 4.7. KLB, Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm) (iist); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA
(95:5:0,1), Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pum) (alt); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA
(90:10:0,1).

Fenil fonksiyonel grubuna baglanmuis siibstitiientlerin enantiyomerik tersinirlige
sebep olabilecegini gosteren orneklerle de karsilasilmigtir. Amiloz temelli karbamat
tirevi kolonlardan Amylose 1’de fenile iki adet metil grubu bagliyken, Amylose 2’de
metil ve klor baghidir. BUT, 1ZO, SIM ve TUL 0Orneklerinde enantiyomerik tersinirlik
goriilmistiir. Asagidaki sekilde TUL’a ait 6rnek verilmistir (Sekil 4.8).

mAY ﬁ
50] o g
N~ N~

“ o n-Hekzan/IPA/FA

30 a: 1,24

20] 80:20:0,1

o 6 8 10 12 14 16 18 min
mAY m

10.999

n-Hekzan/IPA/FA

20 a: 1,05 80:20:0,1

>10.45

8 10 12 14 16 18 min

Sekil 4.8. TUL, Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um) (iist); Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 pum)
(alt); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1); 25 °C, 1 mL dk™.
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Literatiirlerde rastlanan bir diger enantiyomerik tersinirlik 6rnegi de Cellulose 2
ve Cellulose 4 kolonlar arasinda goriilmektedir (Gegenava ve ark., 2014). Bu kolonlar
kimyasal olarak tamamen ayn1 yapidadirlar. Tek farklar1 fenile baglanmis klor ve metil
gruplarinin  yer degistirmesidir. Yaptigimiz caligmalarda bu kolonlarla yapilan

analizlerde enantiyomerik tersinirlige rastlanilmamistir.

Cizelge 4.2. Her bir analite gore enantiyomerik tersinirligin goriildiigii kolonlar.

isaretlenmis Enantiyomer Onde Isaretlenmis Enantiyomer Sonda Analit

Cellulose 1, Cellulose 3, Amylose 1 Cellulose 2, Cellulose 4, Amylose 2 Bitoksamin

Cellulose 1, Cellulose 2, Cellulose 3,

Amylose 1 Cellulose 4, Amylose 2 Izoksuprin
Cellulose 1, Cellulose 2, Cellulose 4, Cellulose 3 Klenbuterol
Amylose 1, Amylose 2

Polisakkarit yapisina bagl tersinirlik gozlenmemistir Klenpenterol
Cellulose 2, Cellulose 3,Cellulose 4 Amylose 1 Ritodrin
Cellulose 1, Cellulose 2, Cellulose 4, Amylose 1 Cellulose 3, Amylose 2 Simbuterol

Polisakkarit yapisina bagli tersinirlik gézlenmemistir Terbutalin
Cellulose 1, Amylose 1 Cellulose 2, Cellulose 4, Amylose 2 Tulobuterol

4.1.2. Hareketli Fazin Etkisi

Calismalar boyunca ii¢ farkli hareketli faz g¢esidi kullanilmistir. Kullanilan
hareketli fazlar igerisinden enantiyomerik tersinirligin incelenmesi, ayrim basar1 orani
en yliksek olmasi sebebiyle normal faz kosullarinda gergeklesmistir. Genel olarak
bakildiginda hareketli faz hidrokarbon temelli ¢6ziiclisiine (n-hekzan) ilave edilen
polar modifiye edicinin (2-propanol) miktar1 enantiyomerik tersinirligin goriilmesine
yol agmamustir. Fakat analiz siiresi ve maddelerin ayrim gii¢lerine ¢ok ciddi etkiler
gostermistir. Bu Orneklerden RIT icin Cellulose 2 kolon kullanilarak yapilan
analizlerde polar modifiye edici olan IPA’y1 azaltmak ayrim giiciinii 2 kattan daha da

fazla arttirirken, analiz siiresini 7 kat uzatmistir (Sekil 4.9). Buna benzer bir diger
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ornek tlim kimyasal yapis1 ayni olup sadece fenile bagli siibstitiientlerinin yeri degisik
olan Cellulose 4 ile yapilmis RIT analizinde goriilmiistiir. Siibstitiientlerin baglanma
yerleri degistigi anda analiz siiresi neredeyse Cellulose 2 kolonun analiz suresine gore
2 kat daha uzamistir (Sekil 3.49). Ayn1 madde i¢in Cellulose 3 kolon kullanildiginda
% 40 IPA igeren ¢ozeltide maddeler birleserek kolonu terk ederken, % 30 IPA igeren
cozelti kullanildiginda enantiyomerlerin Rs degeri 0,59 olmaktadir. IPA miktar1 %
20’ye diistiriildiigiinde ise ayrim gilicii 6 katina ¢ikarak maddelerin ayrimi
gerceklesmistir (Sekil 3.50). Simbuterol i¢in yapilan ¢aligmalar incelendiginde azalan
IPA miktar1 ile yine ayrim giiciine olan etki agikc¢a goriilmektedir (Cizelge 3.14 ve

Cizelge 3.15). Buna benzer diger drnekler bulgular bolimiinden incelenebilir.

< AN
(V] [e0]
© Ts)
N~ > n-Hekzan/IPA/DEA/FA
0: 1,23 60:40:0,1:0,1
0 (e}
n AN
o 0
@ p n-Hekzan/IPA/DEA/FA

a: 1,27 65:35:0,1:0,1

n-Hekzan/IPA/DEA/FA
70:30:0,1:0,1

50.286

n-Hekzan/IPA/DEA/FA
80:20:0,1:0,1

a: 1,50

75.331

T T
70 80 min

Sekil 4.9. RIT, kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-
hekzan:Ipa:DEA:FA (60:40:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (65:35:0,1:0,1); n-
hekzan:Ipa:DEA:FA (70:30:0,1:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA:FA (80:20:0,1:0,1) (yukaridan
asagiya).
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4.1.3. Hareketli Faza Eklenen Asidik ve Bazik Katki Maddelerinin Etkisi

Asidik ve/veya bazik katki maddelerinin hareketli faza eklenmesi
enantiyomerlerin ayrilmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Mskhiladze ve ark.,
2013). Literatiirde bunlarin 6rnegine ¢ok sik olmamakla birlikte rastlanilmaktadir. Bu
ylizden asidik ve/veya bazik katki maddelerinin enantiyomerik ayrima ve
enantiyomerik alikonma sirasina etkisinin arastirilmasi 6nemli bir konu baslhigi
olmaktadir (Jibuti ve ark., 2012 ve Chankvetadze 2013a). Enantiyomerlerin alikonma
siralarmin degisimi yukarida bahsedildigi gibi kiral segicilerin degistirilmesiyle
miimkiin olmaktadir. Ancak hangi kolonlarin kullanilacaginin tahmin edilmesi
polisakkarit KSF’lerin enantiyomerik alikonma mekanizmasi tam aydinlatilamadigi
i¢in, su anki bilgi birikimiyle ¢cok miimkiin olmamaktadir. Bununla birlikte bu degisimi
saglamak icin en az iki kolona ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu acidan bakildiginda bu
durum fazladan maliyetler getirmektedir. Katki maddeleri ile degisen segiciligin ve
enantiyomerik alikonma siralarinin tespit edilmesi sayesinde tek bir kolonda sadece

katki maddesi degistirilerek enantiyomerik tersinirlige ulasmak miimkiin olmaktadir.

Bazik analitlerin analizi yapilirken eklenen asidik katki maddelerinin segiciligi
azaltacagi beklenebilecek bir durum olabilir. Ayrica hareketli faza ilave edilen bazik
katki maddelerinin KSF yiizeyindeki enantiyosegici olmayan asidik bolgelerle
kuvvetli  etkilesimleri maskeleyecegine inanilmaktadir. Bu durum da
enantiyoseciciligin artigina yol agmaktadir (Ye ve Stringham., 2001). Buna ek olarak
illave edilen bazik katki maddeleri bazik analitlerin  iyonlagmasim
baskilayabilmektedir. Boylece bu analitlerin polisakkarit temelli KSF’ler tzerindeki
hidrofobik gruplar ile etkilesimi de pekistirilmektedir (Mosiashvili ve ark., 2013).
Asidik katki maddelerinin bazik katki maddeleri iizerine ilave edilmesi bu etkileri yok
edebilmekte olup, hareketli faza higbir katki maddesi ilave edilmemis gibi bir etkiye
sebep olmaktadir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, enantiyomerik alikonmanin
daha karmasik oldugu ve sadece maskeleme etkileriyle agiklanamayacagi da

anlasilmistir.
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Yapilan tez calismalar1 sirasinda yukaridaki agiklamalarin tam tersi durumlarla
karsilagilmistir. Asidik katki maddesi olan formik asitin % 0,1 oraninda ilavesiyle ¢cogu

kosulda seciciligin ¢ok ciddi bir sekilde arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.10. SIM, Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).

Tim maddeler i¢in yapilan analizler gibi SIM ve KLP analizinde de DEA bazik
katk1 maddesi igeren ¢oziicliye esit miktarda FA ilave edilmistir. Sekil 4.10 ve
4.11°deki sonuglara gore bazik katki maddesi ile birbirinden ayrilamayan
enantiyomerler Gzerine asidik katki maddesi olarak esit miktarda FA ilavesiyle
ayrilmislardir. Benzer etkiler analizi yapilan diger maddelerde de karsimiza ¢ikmistir
(BUT (Sekil 3.6), 1ZO (Sekil 3.12 ve 3.16), KLB (Sekil 3.30), KLP(Sekil 3.37 ve
4.11), RIT (Sekil 3.46 ve 3.47), SIM (Sekil 3.54 ve 4.10), TER (Sekil 3.61), TUL
(Sekil. 3.66)). Ye ve Stringham’1n yaptiklar1 ¢calismalarinda bu durumu bazik analit ve
asidik katki maddesi arasinda ger¢eklesen iyon g¢iftleri olusumuna ve KSF yiizeyindeki
enantiyose¢ici olmayan bolgelerin asidik katki maddesi tarafindan maskeleme etkisine

dayandirmiglardir (Ye ve Stringham, 2006).

193



mAU

257

n-Hekzan/IPA/FA

209 a: 1,30

159 80:20:0,1

107

5]

o 30 20 50 60 70 80 %0 min
mAU

200

150 a: 1,24 n-Hekzan/IPA/DEA/FA

100 80:20:0,1:0,1

50

o A

10 20 30 40 50 min

mAU-

400

200 a: 1,01 n-Hekzan/IPA/DEA

200 80:20:0,1

100

0‘O 5 10 15 20 25 min

Sekil 4.11. KLP, Kolon: Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya).

Tek basina hareketli faza eklenmis olan bazik katki maddesi analiz siiresini,
secicilikte neredeyse hi¢ azalma olmaksizin, bazi1 6rnekler i¢in ciddi bir bigimde
kisaltmistir (Sekil 3.3, 3.42, 4.12, 4.13). Fakat daha 6nce de bahsedildigi gibi tek
basina eklenen bazik katki maddesi secicilikte diisiislere hatta ayrim olmamasina
sebep olmustur. Sekil 4.12°de TULa ait kromatogramdan da goriilecegi gibi sadece
% 0,1 oraninda DEA eklendigi zaman analiz siiresi 6 kat ve Sekil 4.13’teki BUT

analizinde ise 4 kat kisalmistir.
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Sekil 4.12. TUL, Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1) (yukaridan asagiya).
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Sekil 4.13. BUT, Cellulose 4 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1) (yukaridan asagiya).

Bu etkilesimlerin yani sira sadece bazik katki maddesi kullanildiginda ayrimin
saglanabildigi (Sekil 3.31 ve 4.14) veya se¢iciligin ¢ok ciddi oranda arttig1 (Sekil 4.15)

orneklerle de karsilagilmistir.
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Sekil 4.14. 170, Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1);
n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1) (yukaridan agagiya).
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Sekil 4.15. 120, Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1);
n-hekzan:Ipa:DEA (80:20:0,1) (yukaridan asagiya).
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Asidik ve bazik katki maddelerinin beraber kullanildig1 kosullarin genelinde tek
basina asidik katki maddesi kullanilan analizlere oranla siire kisalmis ve etkin tabaka
sayilarinda artig goriilerek pik sekilleri daha da keskin hale gelmistir (Sekil 4.10 ve
4.11). Bulgular kisminda bulunan neredeyse tiim ¢izelgelerden ve sekillerden bu
durum rahatlikla goriilebilmektedir. Bazi istisnai durumlarda (Sekil 3.27) analiz suresi

yartya diiserken seciciligin kayboldugu durumlarla da karsilasilmistir.

Bagka bir istisnai durum ise yukarida bahsedilen tek basina bazik katki maddesi
kullanildiginda enantiyomerik ayrim gergeklesirken, bazik katki maddesi ile asidik
katki maddesinin bir arada bulundugu durumlarda se¢iciligin kaybedilmesi olmustur
(Sekil 3.4, 3.15, 3.16). Klenbuterol analizinde Amylose 2 kolon kullanildiginda

karsimiza ¢ikan bu duruma ait kromatogram asagida verilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. KLB, kolon: Amylose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:DEA
(90:10:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (90:10:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

Asidik ve bazik katki maddelerinin ayirma etkisi disinda, enantiyomerik
tersinirlige sebep olup olmadigi da arastirilmistir. Sekil 4.17°de SIM analizine ait
sonuglar incelendiginde Cellulose 2 kullanilan kosullarda hareketli faza % 0,1
oraninda FA ilavesi ile isaretlenmis enantiyomer kolonu ilk olarak terk etmistir. Tek
basina % 0,1 oraninda DEA ilave edildigi zaman her iki enantiyomer de birleserek
kolondan ayrilmistir. FA ve DEA katki maddelerinin her ikisinin de ayni anda ilave
edildigi hareketli faz kullanildiginda isaretlenmis enantiyomer yer degistirerek

kolonda daha ¢ok alikonmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. SIM, Cellulose 2 (250 x 4.6 mm; 3 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA

(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA  (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan asagiya).

1ZO analizi incelendiginde (Sekil 4.18) Cellulose 3 kolon kullanilarak yapilan
analizde FA ilave edilmis hareketli faz ile isaretli enantiyomerin kolonu once terk
ederken, sadece DEA ilavesi yapilan kosulda tersinirlik gostererek isaretli
enantiyomerin kolondan daha once ¢iktigi goriilmektedir. DEA Uzerine ilave edilen

esit miktarda FA ilavesi ile isaretli enantiyomer tekrar yer degistirerek kolondan sonra
ayrilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. 170, Kolon: Cellulose 3 (250 x 4.6 mm; 3 pm); hareketli faz: n-hekzan:Ipa:FA
(80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1); n-hekzan:Ipa:FA:DEA (80:20:0,1:0,1)
(yukaridan agagiya).
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Ayni madde ile Amylose 1 kolon kullanilarak yapilan ¢alismada higbir katki

maddesi ilave edilmemis kosulda isaretli enantiyomer kolonu ilk sirada terk

etmektedir. % 0,1 oraninda FA ilavesiyle enantiyomerik sirada tersinirlik gézlenerek,

isaretli enantiyomerin kolondan daha gec¢ alikonuldugu goriilmiistiir. % 0,1 oraninda

DEA ilavesi tek basina yapildiginda, hi¢ bir katki eklenmemis hareketli fazin

kullanildigr siralama degismemis, aksine secicilik daha da artmistir. Her iki katki

maddesinin esit miktarlarda ilave edildigi kosulda ise enantiyomerler birleserek

kolonu neredeyse beraber terk etmislerdir (Sekil 4.19).

mAU

—
©
1757 N
150 fe'e) N~
125: %
100 <
757 i
507
257

n-Hekzan/IPA
80:20

mAU
1407

—
<
120 <
100 ©

25 30 35 40 min

n-Hekzan/IPA/FA
80:20:0,1

o
©

n-Hekzan/IPA/DEA
80:20:0,1

n-Hekzan/IPA/FA/DEA
80:20:0,1:0,1

12

Sekil 4.19. 1ZO, Kolon: Amylose 1 (250 x 4.6 mm; 5 um); hareketli faz: n-hekzan:Ipa (80:20);

n-hekzan:Ipa:FA (80:20:0,1);
(80:20:0,1:0,1) (yukaridan asagiya).

n-hekzan:Ipa:DEA  (80:20:0,1);

n-hekzan:Ipa:FA:DEA
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4.2. Optimize Edilen Kosullarin Piyasa Preparatlarina Uygulanmasi

Calismalarin son asamasinda ise farmasotik dozaj sckilleri temin edilen
bilesiklerin (KLB, RIT ve TER) enantiyomerlerinin analizlerinin yapilmasi igin akis
hiz1, sicaklik, dalga boyu gibi diger parametreleri optimize edilmistir. ilgili maddelerin
piyasadaki preparatlarindan (Ventipulmin®, Pre-par® ve Bricanyl durules®) analizleri
icin SUT ve yontem gecerlilik testleri tamamlanmis, duyarli ve segici metotlar

gelistirilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Calisilan bilesiklerin analizlerine ait SUT ve yontem gegerlilik testi sonuclari.

° z SUT parametreleri Yontem gecerlilik testi parametreleri

c

o O o

x T Kolon b 5 P 5

= @ o Dogrusallik Kesinlik  Dogruluk

(T = Rs o N (ug mL) TS TAS (BSS %) %
98,1-

KLB  Amylosel 6 2,6 14 3277 4-300 02 07 0,15 1011
100,8-

RIT Cellulose2 8 2,9 14 2234 5-500 0,5 1,7 0,8 1036
97,14-

TER  Cellulose4 20 3,2 14 2570 10-500 1,2 3,6 0,7 99 12

4.3. Literatiir Calismalan ile Karsilastirma

Literatiir arastirmalari sonucunda polisakkarit temelli kiral sabit fazlar
kullanilarak yapilan 3 adet ¢calisma bulunmustur. Bu ¢calismalar IZO (Chankvetadze ve
ark., 2002) RIT (Konda ve ark., 2010) ve TER (Ye ve Stringham, 2006) igin
gerceklestirilmistir (Cizelge 1.7). Yapilan analizlerin higbirinde kiral sabit faz
cesidinin etkisi, hareketli faz etkisi ve hareketli faza eklenen asidik ve bazik katki

maddelerin etkisi incelenmemistir.
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Amylose 1 kolonun esdegeri sayilan Chiralpak AD (250 mm x 4,6 mm) kolon
kullanilarak yapilan YBSK ¢alismasinda UV dedektor ile 1ZO analizi yapilmastir.
Analiz siiresi bakimindan tez ¢aligmasinda yapilana gore 2 kat daha uzun siiren analize
ait yontem gecerlilik testi ¢aligmalar1 gergeklestirilmemistir. Karsilastirma yontemi
olarak kullandiklar1 KE yontemi ile detayli bir optimizasyon kosullarinin belirlendigi
caligmada optimize edilen kosullara ait analiz siiresi de tez calismasindan 2 kat daha
uzun siirmiistiir. Bu yontem ic¢in de yontem gegerlilik testleri yapilmamistir. Lux
Cellulose 1 kolonun esdegeri sayilan Chiral Cel OD-RH (150 mm x 4,6 mm, 5 pum)
kolon kullanilarak, floresan dedektor ile yapilan RIT analizinde kullanilan kolonun tez
kapsaminda kullanilandan daha kisa oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen 2 kat daha
uzun slirede ve daha dar bir dogrusallik ile yaptiklart analiz sonuglarinda kesinlik ve
dogruluk degerleri de tez ¢alismasindan daha diigik bulunmustur (Cizelge 1.7).
Amylose 1 kolonun esdegeri sayilan Chiralpak AD (250 mm x 4,6 mm, 10 pm)
kullanilarak gergeklestirilen TER analizinde, UV dedektor kullanilarak analiz 13
dakikada tamamlanmistir. Enantiyomerler arasindaki ayrim giiciinll tez ¢alismasina
gore yar1 yartya daha diisiik bulmuslardir. Ayrica ¢calismada yontem gecerlilik testleri

yapilmamigtir.

Bu caligmalarin haricinde miktar tayini iizerine farkli tekniklerin ve sartlarin
kullanildigr c¢alismalar Cizelge 1.7°de Ozetlenmistir. Calismalarin = geneline
bakildiginda detayli bir yontem gegerlilik testi yapilan ¢aligmanin ¢ok az oldugu
goriilmistiir. Luo ve ark., tarafindan SK-KS/KS yontemi kullanilarak yapilan TER
analizinde ¢ok hassas bir dedektor olan KS dedektoriintin kullanildigi durumda bile
tez caligmasina gore hassasiyeti 3 kat arttirabilmislerdir (Luo ve ark., 2010). 18
dakikada tamamladiklar1 analize gore tez ¢alismasi sonuglarinin daha dogru ve kesin
oldugu da goriilmektedir. Kim ve ark., tarafindan TER i¢in yapilan bir baska analizde
KE ve YBSK yontemleri karsilastirmali olarak kullanilmistir (Kim ve ark., 2001). 13
dakikada tamamlanan TER analizinde enantiyomerler arasindaki ayrim giicii tez
caligmasinin yaris1 olarak rapor edilmistir. Rapor edilen diger sonuglara gore tez

caligmasinin daha dogru ve kesin oldugu goriilmiistiir. Song ve ark., ve Abou-Basha
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ve ark., tarafindan yapilan KLB analizlerinde analiz siireleri tez ¢alismasindan 2 kat
daha uzundur (Abou-Basha ve Aboul-Enein, 1996 ve Song ve ark,. 2003). Segicilik
degerlerinin hemen hemen tez calismasi ile ayni oldugu analizlerde yontemlerin
kesinligi ve dogrulugu tez calismasindan daha diisiik olarak raporlanmistir. TS
degerleri Song ve ark., tarafindan yapilan analizle esdeger bulunmasina karsin Abou-

Basha ve ark., tarafindan yapilan ¢aligma daha hassas olarak raporlanmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda kiral beta agonist tirevi maddelerden, BUT, 120, KLB, KLP,
RIT, SIM, TER ve TUL etken maddelerinin kiral davraniglari incelenmistir.

Alt1 farkli polisakkarit temelli kolonun kullanildigi YBSK c¢alismalarinda
hareketli faz olarak polar organik faz, sulu polar organik faz ve normal faz ¢ozici
karisimlar1 farkli bilesimlerde kullanilmistir. Ayrica hareketli faza eklenen asidik
ve/veya bazik katki maddelerinin enantiyomerlerin ayrimina olan etkisi ile birlikte

enantiyomerik alitkonma siralarinin degisimi de arastirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda polar organik fazlarla ayrim saglanmazken normal
faz ¢Oziciilerin ayrima potansiyeli, su igeren polar organik faza gore daha yiiksek
bulunmustur. Cellulose 1 (iki analit), Cellulose 2 (bir analit) ve Cellulose 4 (bir analit)
kolonlarin sulu polar organik faz ile ayrimlarda diger kolonlara gore tistiinliik sagladig:
ve toplamda ii¢ analitin ayrimi i¢in kullanilabilecegi de gézlemlenmistir. Normal faz
kosullarinda Cellulose 2 (sekiz analit), Cellulose 4 (yedi analit) ve Amylose 1 (yedi
analit) kolonlar ile daha ¢ok analitin enantiyomerleri birbirinden ayrilmistir. Bununla
birlikte tez kapsaminda ¢alisilan sekiz bilesigin de ayrimi farkli kolonlar kullanilarak

normal faz kosullarinda basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Ayrimlar gerceklestirildikten sonra fraksiyonlarina ayrilan enantiyomerlerden
miktar1 bilinen bir karigim olusturularak Kiral sabit fazin kimyasal yapisinin, hareketli
faz tdrnln ve bilesiminin, asidik ve/veya bazik katki maddelerin enantiyomerik

alikonma sirasina olan etkileri de arastirilmistir.
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Maddelerin neredeyse hepsinde kiral segici degistiginde enantiyomerlerin yer
degistirmeleri gozlemlenmistir. Hareketli fazin bilesiminin enantiyomerik alikonma
siras1  lizerine etkisi de arastirllmis, polar ¢oziicii bilesiminin  de8ismesiyle
enantiyomerlerin alikonma sirasinda yer degistirme olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica
asidik ve/veya bazik katki maddelerin ilavesinin enantiyomerik alikonmaya etkileri de
tez kapsaminda arastirilmis ve asidik ve/veya bazik katki maddelerinin enantiyomerik
alikonma sirasinda etkisi oldugu tespit edilmistir. Ornegin SIM analizinde Cellulose 2
kolonun kullanildig1 asidik ortamda isaretlenen enantiyomer kolonu 6nce terk ederken
bazik ortamda enantiyomerler kolonu birleserek beraber terk etmiglerdir. Asit ve bazin
esit miktarda ilavesi soz konusu oldugunda ise isaretleme yapilmayan enantiyomer
kolondan 6nce ayrilmistir. Aynt madde icin tam tersi bir durum Cellulose 1 kolonda

gbzlenmistir.

Bu sonuglar 1s181nda calisilan maddelerin enantiyomerik alikonma sirasina etki
eden faktorler 6nem sirasina gore;

v Kiral sabit fazda kullanilan polisakkarit tirl (seliloz veya amiloz
temelli olusu),

v' Polisakkarite baglanan fonksiyonel gruplarin tiirii (karbamat veya
benzoat tiirevi olusu),

v Fenil gruplarina baglanmis siibstitientlerin tiiri ve baglanma
pozisyonlart,

v Asidik ve/veya bazik katki maddelerinin etkisi seklinde siralanmistir.

Ayrica tez kapsaminda yapilan mekanistik caligmalara ek olarak piyasa
preparatt temin edilebilen beta agonist maddelerin analizleri i¢in de ydntem
gelistirilerek bu bilesiklere ait analizlerin yontem gegerlilik testleri de ICH kilavuzuna
gore gerceklestirilmistir. KLB, RIT ve TER ig¢in elde edilen optimum kosullar sirasiyla
Cizelge 3.20, 3.24 ve 3.28’de Ozetlenmistir. Optimize edilen kosullarn SUT
parametreleri hesaplanarak (Cizelge 3.21, 3.25 ve 3.29) ICH kilavuzundaki referans

degerlere uygun olduklar1 belirlendikten sonra bu kosullar altinda gergeklestirilen
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analizlere ait kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. KLLB, RIT ve TER i¢in dogrusal
aralik sirastyla 4 - 300 pg mL?, 5 - 500 pg mL ve 10 - 500 pug mL™ olarak bulunmus
ve her bir kalibrasyon denklemine ait R? degeri 0,999 ve iizeri olarak hesaplanmustir.
Elde edilen diger sonuglar ile yontem gecerlilik parametrelerine ait veriler Cizelge
3.22, 3.26 ve 3.30°da verilmistir. Yontem gegerliligi ispatlanan analizler piyasada
bulunan farmasétik dozaj sekillerine uygulanmis ve yiliksek geri kazanim degerleri
elde edilmistir (Cizelge 3.23, 3.27 ve 3.31). Elde edilen degerler % 97,23 - 103,6
arasinda degismektedir. Yiiksek geri kazanim degerleri gelistirilen yontemlerin temin
edilen ilaglar igerisinde bulunan yardimci maddeler ve olasi safsizliklardan
etkilenmedigini gostermektedir. Yapilan miktar tayini c¢alismalarinin literatlrde
bulunan c¢alismalardan farkli yonleri;
v' FDD dedektorlii YBSK sistemi kullanilmis olmasi,

v" Farkli polisakkarit temelli kiral segiciler kullanilmasidir.

Sonug olarak gelistirilen yontemlerin piyasa preparatlarina da uygulanabilirligi
gosterilerek kalite kontrol ve arastirma gelistirme laboratuvarlarinda kullanilabilecek
secici, duyarli, hizli, hassas ve kolay yOontemler gelistirilmesi ile de literatiire katki

saglanmstir.

Elde edilen enantiyomerlerin kesin konfigiirasyonlarin belirlenmesi ile
mekanizma aydinlatma calismalar1 daha da anlam kazanacaktir. Enantiyomerler saf
olarak elde edildikten sonra her bir enantiyomer iizerinde yapilacak toksikolojik ve
farmakokinetik ¢aligmalarin in-vitro ve in-vivo ortamlarda gergeklestirilmesiyle, aktif
enantiyomer belirlenerek aktif olmayanlarin ve toksik etki gdsteren enantiyomerlerin
ortamdan uzaklastirilmasi saglanabilecektir. Bu da saf enantiyomerik ilag tretimi i¢in

onemli bir adim atilmasini saglayacaktir.
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OZET

Beta Agonist Ila¢ Etken Maddelerin Kiral Davramslarinin Incelenmesi

Tez kapsaminda sekiz kiral beta agonist tiirevi etken maddenin enantiyomerlerinin
ayrimu alt1 farkli polisakkarit temelli kiral YBSK kolonu ile ¢esitli polar organik faz, normal
faz ve sulu polar organik faz ¢oziiciileri kullanilarak calisilmistir. Analitlere ait
enantiyomerlerin basaril bir sekilde ayriminin yani sira, ¢alismada asil vurgulanan nokta kiral
secici ve hareketli faz bilesimlerinin hatta hareketli faza ilave edilen asidik veya bazik katki
maddelerinin enantiyomerlerin alikonma sirasina olan etkilerinin arastirilmasidir.
Enantiyomerlerin alikonma sirasinin tersinirligi oldukea ilgi ¢ekici bir konudur. Bu baglamda
polisakkarit tiirli (selilloz veya amiloz), tiirevlerin tipi (karbamat veya benzoat yapilarini
icermesi), fenil karbamatlar lizerindeki fonksiyonel gruplar ve baglandiklari konum ayrica
hareketli fazin bilesimindeki polar ¢oziiclnin (2-propanol) miktar1 ve formik asit ve
dietilamin gibi katki maddelerinin alikonma sirasi lizerine etkisi incelenmistir. Buna ek olarak
gelistirilen yontemler, piyasadan temin edilebilen dozaj sekillerinin (klenbuterol, ritodrin ve
terbutalin) analizi igin yontem gegerlilik testleri kapsaminda YBSK kullanilarak tamamen
valide edilmistir. Gelistirilen yOntemlerin tekrar edilebilir ve uygulanabilir oldugu
gosterilmistir. Yiiksek geri kazanim degerleri gelistirilen yontemlerin temin edilen ilaglar
icerisinde bulunan yardimci maddeler ve katki maddelerinden etkilenmedigini gostermektedir.

Anahtar Sozcukler: Enantiyomer alitkonma sirasi, enantiyomer ayrimi, kiral beta agonist,
polisakkarit temelli kiral sabit fazlar, YBSK.
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SUMMARY

Investigation of Chiral Behaviors of Beta Agonist Active Pharmaceutical Ingredients

Scope of this thesis, the separation of enantiomers of eight chiral beta agonist
derivatives was studied on six different polysaccharide-based chiral HPLC columns with
various polar organic phase, normal-phase and aqueous polar organic phase eluents. Along
with the successful separation of analyte enantiomers, the emphasis of this study was on the
effect of the chiral selector and mobile phase composition as well as of the effect of acidic and
basic additives on the elution order of enantiomers. The interesting phenomena is reversal of
enantiomer elution order function of the polysaccharide backbone (cellulose or amylose), type
of derivative (carbamate or benzoate), nature and position of the substituent(s) in the
phenylcarbamate moiety. Furthermore, the polar modifier composition of the mobile phase (2-
propanol), and the effect of additives like formic acid and diethyl amine were investigated on
this perspective. In addition, the determination of the active pharmaceutical ingredients that
can be found from the market (clenbuterol, ritodrine and terbutaline) were fully validated by
evaluation of the validation parameters by using HPLC. The developed methods were
demonstrated to be highly feasible and reproducible. High percentage recovery suggested that
the optimized methods were free from the interferences of the commonly used excipients and
additives in the formulations of the supplied drugs.

Keywords: Chiral beta agonist, enantiomer elution order, enantiomer separation, HPLC,
polysaccharide based chiral stationary phases
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