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ONSOZ
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_ BUPROPION HIDROKLORUR’UN CESITLI ANALITIK
YONTEMLERLE BIYOLOJIK SIVILARDA VE FARMASOTIK
PREPARATLARDA TAYINi

OZET

Bu calismada Bupropion Hidrokloriir’tin (BUP) farmasdttik tabletlerindeki tayini
icin gelistirilmis olan potansiyometri, kondiiktometri, UV ve II tiirev
spektrofotometri yontemleri ve farmasétik tabletlerindeki tayine ilaveten BUP un
plazmadaki analizi igin gelistirilmis olan ITK ve YPSK ydntemleri
tanitilmaktadir.  Spektrofotometrik  yontemler, valide edilmis ve UV-
spektrofotometri yontemi i¢in saptama siri (LOD) ve tayin alt simrt (LOQ)
degerleri 2.73x10% M ve 8.26x10° M olarak bulunmugtur. IL tiirev
spektrofotometri yontemi icin ise bu degerler sirasiyla 8.20x107 M ve 2.48x10°
M olarak hesaplanmigtir. Daha sonra, etkin maddenin asit, baz, hidrojen peroksit,
kuru ve nemli 1s1, fotokimyasal ve UV 151k ortaminda kararlilifinin arastirildigi
ITK yontemi gelistirilmis ve tam olarak validasyonu saglanmistir. Etanol-
kloroform-glasiyel asetik asit (30:10:1, h/h/h) den olusan hareketli fazin
kullanildig1 yontemin, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 10.41 ng.spot™ ve 34.71
ng.spot ™ olarak hesaplanmustir.

Gelistirilmis olan ITK yéntemi, BUP’un plazmadaki tayinine de uygulanmis ve
ortalama olarak, % 87 dolayinda, oldukca ytiksek bir geri kazanim ve duisiik bagil
standart sapma degerleri ile yiiksek diizeyde kesinlik elde edilmisgtir.

Daha sonra, BUP’un farmasétik tabletlerinde ve ana metaboliti olan HBUP’la
birlikte plazmada tayini icin bir YPSK yoéntemi gelistirilmistir. Yéntem, ITK
yonteminde oldugu gibi tam olarak valide edilmis ve BUP un plazmadaki LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla, 9.09x10® M ve 2.76x107 M olarak hesaplanmustir.
HBUP’un LOD ve LOQ degerleri ise, 4.68x107 M ve 1.42x10° M olarak
bulunmustur.

Sonu¢ olarak, bu calismada BUP’un farmasotik tabletlerindeki tayini i¢in
potansiyometri, kondiikktometri, UV ve IL tiirev spektrofotometri yontemleri gibi
basit, giivenilir, analiz maliyeti diisiik, her laboratuvarda kolaylikla uygulanabilen
klasik analiz yontemleri ve farmasdtik tabletlerindeki tayine ilaveten BUP’un
plazmadaki tayini i¢cin kesinligi, giivenilirlizi ve seciciliginin yam sira duyarli ITK
ve YPSK yontemleri gelistirilmistir. Yontemler, validasyonu saglandiktan sonra
BUP’un farmasotik tabletlerine bagartyla uygulanmis ve tablet icerikleri
farmakopeye uygun bulunmusgtur.

ITK ve YPSK yéntemleri ile plazma analizlerinde de diisiik bagil standart sapma
degerleri ile yiiksek geri kazanim elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: bupropion hidrokloriir, spektrofotometri, ITK, YPSK, tablet
analizi, plazma analizi
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THE DETERMINATION OF BUPROPION HYDROCHLORIDE IN
PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS AND BIOLOGICAL FLUIDS BY
ANALYTICAL METHODS

ABSTRACT

Potentiometric, conductometric, UV-spectrophotometric and second derivative
spectrophotometric methods which are developed for the determination of
Bupropion Hydrochloride (BUP) in pharmaceutical tablets, TLC and HPLC
methods which are developed for the determination of BUP in both
pharmaceuticals and human plasma were described in this study. Two
spectrophotometric methods were validated and the limit of detection (LOD) and
quantitation (LOQ) of UV-spectrophotometry were 2.73x10° M and 8.26x10° M.
Also, these parameters were determined as 8.20x10” M and 2.48x10° M for the
second derivative spectrophotometry, respectively. Then, a stability indicating
TLC method is developed for the determination of BUP in pharmaceutical tablets
in which BUP was subjected to acidic and alkali hydrolysis, oxidation,
photodegradation, dry heat and wet heat treatment and the method was fully
validated. The mobile phase consisted of ethanol-chloroform-glacial acetic acid
(30:10:1, v/v/v) was used and the LOD and LOQ values of the method were found
as 10.41 ng.spot 1 and 34.71 ng.spot ", respectively.

Then, developed TLC method was applied to human plasma samples for the
determination of BUP and high recovery almost about 87 % and high precision
with low % RSD values were obtained.

After all, a HPLC method was developed for the determination of BUP in
pharmaceuticals and in human plasma for the determination of BUP and HBUP,
the major metabolite of BUP. The method was fully validated as shown in TLC
method and the LOD and LOQ values of HPLC method were 9.09x10® M and
2.76x107" M for BUP and also, these parameters were determined as 4.68x107 M
and 1.42x10° M respectively, for HBUP.

As a result, the developed potentiometric, conductometric and spectrophotometric
methods were found to be simple, fast, reliable and cost efficient. These methods
were classical methods which can be used in all laboratories. The TLC and HPLC
methods were both selective and sensitive. Developed methods were fully
validated and the applicability of the methods for the determination of BUP in
pharmaceuticals was demonsrated and the drug content was found to be in the
limits of USP 29 suggestions. Also the applicability of the TLC and HPLC
methods in human plasma were demonsrated and high recoveries were obtained
with the low % RSD values.

Key Words: bupropion hydrochloride, spectrophotometry, TLC, HPLC, tablet
analysis, plasma analysis
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GIRIS ve AMAC

Bupropion hidrokloriir (BUP), fenilaminoketon grubu atipik bir antidepresan
ajandir. BUP un siirekli salim formiilasyonu (Zyban®), FDA tarafindan 1997
yilinda sigarayr biraktirmak i¢in kullanilan ve nikotin igermeyen ilk
farmakoterap6tik olarak kabul edilmistir (George ve O’Malley, 2004).

Literatiirde, BUP’un insan ve cesitli hayvanlarin plazmalarindaki tayinini i¢eren
az sayida caligma bulunmaktadir ve bu ¢alismalar yontem cesitliligi gdstermedigi
gibi, kullanilan sabit ve hareketli fazlar, numune hazirlama basamaklar yoniinden
birbirine benzer niteliktedir (Cooper ve ark., 1984; Suckow ve ark., 1986; Suckow
ve ark., 1997; Zhang ve ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005).
Farmakokinetik c¢alismalar yapmak iizere, plazma Omeklerinde BUP ve
metabolitlerinin analizi i¢in degisik yliksek performansli sivi kromatografisi
(YPSK) yontemleri ve kiitle spektroskopisi detektorlii sivi kromatografisi (SK-
KS) gibi 6zgiin calisma kosullar1 ve pahali cihazlar gerektiren yodntemler
gelistirilmis olmasima karsilik, plazma analizleri i¢in laboratuvarlarda yaygin
olarak kullanilabilecek ve literatiirdekilerden farkli analitik kolon (Cs) ve hareketli
faz iceren ayrica numune hazirlama basamagi daha kisa ve kolay olan bir YPSK
yontemi ve aym amagcla kullanilacak bir ince tabaka kromatografisi (ITK) yéntemi
gelistirilmesi ile ilgili literatiir bilgisine rastlanmamugtir. Ayrica, literatiirde
BUPun farmasttik formlarindaki miktar tayini konusunda c¢aligma
bulunmamaktadir.

Bu c¢aligma ile, BUP’un plazmadaki tayinine olanak saglayacak kolay
uygulanabilen bir ITK yontemi, BUP’un ve ana metaboliti olan
Hidroksibupropionun (HBUP) birlikte tayinini saglayacak, duyarlilig: yiksek bir
YPSK yontemi gelistirilmesi ve ayrica yukarida bahsedilen yéntemlerin yaninda
BUP’un farmasotik tabletlerindeki tayininin spektrofotometri ve potansiyometrik
ve kondiktometrik titrasyon gibi degisik yontemlerle de gerceklestirilmesi
amaclanmgtir. 254 nm’de maksimum absorbans gdsteren BUP ve 214 nm’de
maksimum absorbans gosteren HBUPun plazmada birlikte tayinini
_ saglayabilmek ic¢in, YPSK cihazinda aymi anda degisik dalga boylarimin
goriintiilenmesine olanak saglayan diyot dizisi detektorii kullamilmistir. Ayrica,
literatiirdeki uzun ve zahmetli numune hazirlama basamaklar1 yerine, tek
basamakta plazma proteinlerinin uzaklagtinnlmasimi saglayan, kuvvetli bir asit olan
trikloroasetik asit (TCA) ile c¢oktiirme islemi uygulanmig; bdylece hem plazma
proteinleri ¢oktlirlilmiis hem de BUP’un plazmadaki kararlilifi saglanmistir
(Laizure ve Devane, 1985). Numuneyi deristirme amagli olarak da, ¢oziiclinlin
uzaklastirilmasi liyofilizasyon islemi ile gerceklestirilmigtir.



KAYNAK BILGIsI
Bupropion Hidrokloriir
Fizikokimyasal ozellikleri
Kimyasal adi (DL-2-tert-biitilamino-3’-kloropropiofenon hidrokloriir) olan
BUP’un kapali kimyasal formiilii C;3H;sCINO.HCI ve molekiil agirlhigi 276.2 dir.
BUP’un agik kimyasal formiilii, Sekil 1°de verilmistir. BUP, beyaz kristalli bir
tozdur ve suda ¢ok ¢oziiniir. Tad1 acidir ve oral mukozada lokal anestezi hissi
uyandirir (http-1).
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Sekil 1. BUP’un Acik Kimyasal Formiilii

BUP’un KBr diskinde alinan FT-IR spektrumu Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 2. BUP’un FT-IR Spektrumu

Spektrum incelendiginde 3435°deki yayvan bandin, N-H gerilme titregimine;
2982-2678 araligindaki piklerin amin tuzunun gerilme titresimlerine ait oldugu
distintilmiigtiir. Ayrica dalga sayist 1691 olan kuvvetli bir karbonil grubu (C=0)
gerilme titresimi goriilmektedir. Sirasiyla 1560 ve 1240 cm™ deki piklerin,
aromatik C=C titresimlerine ve tersiyer biitil grubu titregimlerine ait olabilecegi
diistiniilmiistiir. 1000 cm™ in altindaki parmak izi bolgesindeki en belirgin bant,



739 cm” de gorillmiis ve aromatik halkaya bagl klor grubunun gerilme
titresimlerine ait oldugu diistiniilmiistiir.

Farmakolojik ozellikleri
Antidepresan etki

Majoér depresyon; yogun Uziintli, umutsuzluk, karamsarlik, ilgisizlik, suc¢luluk
duygusu, zihinsel yavaslama, konsantrasyon kaybi gibi belirtiler ile,
uykusuzluk/asirt uyku, istahsizlik/agin istah, enerji ve libido azalmasimin yam sira
normal giinlik aktivite ritmi, beden 1sis1 ve pek c¢ok endokrin fonksiyon
degisikliklerinin eslik ettigi ciddi bir hastaliktir. Genel niifus ortaminda yasam
boyu morbidite riski %10’un tistlindedir ve hastalarin %10-15"1 intihar davramsi
gosterir (Bokesoy ve ark., 2000).

Yillardir yapilan yofun arastirmalara karsin, depresyonun altinda yatan
neden/nedenler agiklik kazanamamigtir. En ¢ok kabul géren monoamin hipotezi,
depresyonun beyin monoaminlerinin iglevsel yetersizliginden kaynaklandigini 6n
goriir. Depresyonda eksikligi s6z konusu olan monoaminler, serotonin (SE) ve
noradrenalin (NA)’dir (Bokesoy ve ark., 2000; Kayaalp, 2000).

Dopamin (DA) eksikliginin depresyona katkisinmn simirhi oldugu diigiiniilse de
DA-depresyon iliskisini gosteren calismalar da mevcuttur (Willner, 1983).
Antidepresan etkinlik i¢in serotonerjik aktivite artistmn gerekli oldugu,
noradrenerjik aktivitenin antidepresan etkinin stirekliligini sagladigi, DA nin ise
uyaric1 etkiden sorumlu oldugu benimsenmektedir (Bokesoy ve ark., 2000;
Kayaalp, 2000).

BUP, zayif fakat oldukca secici bir DA geri alim (re-uptake) inhibitériidiir.
Sinaptik aralifa saliverilen DA etkisinin, geri alim mekanizmasi (sinir ucu
tarafindan) ile sonlandirilmasini, bdylece DA eliminasyonunu 6nler. BUP un NA
geri alim inhibisyonundaki rolii ise, DA i¢in olanin yarisi kadardir ve etkin
maddenin serotonerjik sisteme olan ilgisi ¢ok diistiktiir. BUPun etki mekanizmasi
tam olarak agiklanamamistir, fakat noradrenerjik kaynakli  oldugu
digiiniilmektedir. BUP’un antidepresan etkisine DA katkisii gosteren bazi
kanitlar mevcutsa da bunlar ¢ok acik degildir. BUP un antidepresan etkisinin
serotonerjik kaynakli olmadig: bilinmektedir (Ascher ve ark., 1995).

Sigara biraktirma etkisi

Nikotin, ufak molekilli ve lipofilik bir madde olmasi nedeniyle cilt ve
mukozalardan kolayca ve hizli absorbe edilir. Absorbe edilen nikotin, dolasim
yoluyla hizli bir sekilde beyne girer (Kayaalp, 2000).

Nikotin hedef hiicrelerdeki 6zgiil etkilerini, nikotinik tipteki asetilkolin
reseptorlerini (nAkR) aktive etmek suretiyle yapar. Nikotin, sinir u¢larimi kendi
reseptorlerini aktive ederek depolarize eder, bu uglarda voltaja bagimli kalsiyum
kanallarini agar ve bdylece noromediyatér (DA, SE, NA, opioid peptidler ve
digerleri gibi) saliverilmesini artirir.

Nikotinin psikomotor uyarict ve pozitif pekistirici (keyif verici) etkisi,
mezensefalonda ventral tegmental alam uyararak, nikotinik reseptérler araciligi ile
mezolimbik dopaminerjik noéronlarn aktive etmesine ve bdylece nucleus



accumbens ve diger limbik yapilardaki dopaminerjik sinir uglarmdan DA
saliverilmesini artirmasina baglhdir (Kayaalp, 2000).

BUP’un sigara bagimliligi tedavisindeki rolii, DA ve NA geri alim blokajina
baglanmaktadir. Ayrica bu durum, BUP un yiiksek afinite nikotinik asetilkolin
(nAkR) reseptorlerine olan antagonist etkisi ile de iligkili olabilir. Yukarida
aciklandigr gibi, nikotin’in keyif verici etkisinden dopaminerjik yolaklar
sorumludur. Nikotin ve bagimlilik yapan diger maddeler, beyin sapindan =
accumbens’e kadar uzanan DA salgilayici noronlarin aktivitesini artirmaktadir.
BUP’un DA salgilayici noronlarin aktivitesini azaltic1 etkisi gosterilmis ve
boylece bagimlilikla iligkili dongliyti deaktive edip, sigara arzusunu azalttigi
aciklanmistir. Buna ek olarak, BUP’un NA salgilayici ndronlarn aktivitesini
azalttify da bilinmektedir. Bu noradrenerjik etkiler, BUP’un sigara yoksunluk
semptomlarin1 hafifletmesine katkida bulunmaktadir (Johnston ve ark., 2002).
Yukarida verilen literatiir bilgilerine gdre, BUP’un sigarayr biraktirma ve
antidepresan etkilerinin birbirinden bagimsiz oldugu s6ylenebilir.

Farmakokinetik ozellikleri

Saglikli bir goniillitye BUP siirekli salim (SR) tableti uygulanmasindan sonra 3
saat icinde BUP Cpx degerine ulagilir. Her 12 saat i¢in 150 mg lik doz sonrasi,
kararli faz Cpas degeri yaklagik olarak 136 pg.L™ dir (Johnston ve ark., 2002).
BUP karacigerde ii¢c aktif ana metabolitine doniiglir. Bunlar hidroksibupropion
(HBUP), treohidrobupropion (TBUP) ve eritrohidrobupropion (EBUP) dur.
Onceden morfolinol olarak bilinen ana metaboliti HBUP, sitokrom P450
izoenzimi CYP2B6 tarafindan olusturulur. Aktif metabolitlerinin hepsi plazmada
ana bilesige gore daha yiikksek derisimde bulunur. Farelerde yapilan deneylerde
HBUP’un etkisi BUP’a hemen hemen esit diizeyde bulunmustur, diger
metabolitlerin etki giicleri ana bilesigin yarisi ile onda biri arasinda degisir. SR
farmasdtik formlarimin terminal yarn 6émrii 21 saattir. HBUP, TBUP ve EBUP un
yar1 Omiir degerleri sirasiyla 20 saat, 33 saat ve 37 saattir. BUP un proteinlere
baglanma orani ise yaklasik olarak % 84°tiir (Johnston ve ark., 2002).

BUP Analizi Cahismalan

Loboz ve ark., (2005) BUP ve metabolitlerinin (HBUP, TBUP ve EBUP) insan
plazmasindaki tayini i¢in segici ve tekrar edilebilir bir YPSK yoOntemi
geligtirmislerdir. Analiz, Aqua C;3 YPSK kolon iizerinde gerceklestirilmis, 45:55
hacim oraninda metanol ve 0.05 M fosfat tamponun (pH: 5.5) dan olusan bir
hareketli faz kullanilmistir. UV saptama ic¢in kullamilan dalga boylarni, BUP
metabolitleri i¢in 214 nm, BUP ve i¢ standart (IS) timolol maleat igin 254 nm’dir.
Ekstraksiyon geri kazanimi her analit i¢in tekrar edilebilir ve % 55°den fazla
bulunmustur; ayrica giin i¢i ve glinler arasi degigkenlik % 15°den azdir. Tayin alt
smirt BUP i¢in 2.5 ng.mL?, TBUP i¢in 5 ng.mL?, HBUP ve EBUP icin 10
ng.mL™ olarak bulunmustur. Yéntem tek doz BUP’u takiben CYP2B6 aktivitesini
saptamak icin dnerilmektedir.

Diger bir calismada Borges ve ark., (2004) BUP ve metabolitlerinin insan, fare ve
sigan plazmasinda tayini i¢in Chromolith RP 18 (50 mm x 4.6 mm) monolitik
kolonun kullamldigi SK/KS/KS metodu gelistirmislerdir. Ilave edilmis kontrol
plazma kalibrasyon standartlari ve kalite kontrol numuneleri, etil asetat ile
ekstrakte edilerek, 8 mM amonyum asetat ve asetonitril (55:45, h/h) den olusan



hareketli faz 5 mL.dk™ hizla izokratik olarak gecirilmistir. Yontem, BUP ve
TBUP icin 0.25-200 ngmL™’, HBUP icin ise 1.25-1000 ng.mL™* aralifinda
dogrusaldir.

Zhang ve ark., (2003) BUP’un k&pek plazmasindaki tayini i¢in duyarh ve hizli bir
YPSK yontemi gelistirmiglerdir. Ayrica bu yoOntemle, yeni gelistirilen SR
formiilasyonun farmakokinetigi ve biyoesdegerligi arastirilmis ve normal tablet
formu ile karsilagtinlmistir.  Calisma  sirasinda, BUP ve IS’nin
(hidroksietilfludiazepam) plazma numunelerinden ekstraksiyonu, s1vi-sivi
ekstraksiyon ile gerceklestirilmis ve ekstreler, 50 mmol fosfat tamponu (pH:5.5)-
metanol (45:55, h/h)’tin hareketli faz olarak kullanildig: ters faz YPSK ydntemi
ile analiz edilmistir. Yontem BUP i¢in secici olup, kalibrasyon egrileri 1-750
ng.mL" araliginda dogrusal bulunmustur. En diisiik tayin siurt 1 ng.mL™ dir.
Yontem iki formiilasyondaki BUP’un biyoesdegerlik calismasina basariyla
uygulanmigtir.

Suckow ve ark., (1997) BUP’un fenilmorfolinol (HBUP) metabolitinin
enantiyomerlerini ayirmak ve plazmadaki tayinleri icin bir ¢ift agiral-giral sabit faz
sivi kromatografi teknigi gelistirmislerdir. Protein bagl siral sabit faz {izerinde,
fenilmorfolinol (+) ve (-) stereoizomerleri, potasyum fosfat (pH = 6.25) ve % 5°lik
2-propanol’den olusan hareketli faz kullamilarak ayrilmistir. Elie olan tiim
bilesikler, UV saptama kullanilarak 214 nm’de goriintiilenmis ve plazma kaynakli
ya da diger psikotropik ilaglardan gelen herhangi bir bozucu etki gdzlenmemistir.
Gtin i¢i ve giinler arasi degiskenlikler, calisilan derisim araliginda % 6’dan diisiik
olup, fenilmorfolinol tayin alt smur1 125 ng.mL™ dir. 17 hastadan alman plazma
orneklerinin kararli fazdayken, toplam fenilmorfolinol’tin yaklasik % 96°s1 kadar
olacak sekilde, (-) enantiyomer igerdigi bulunmustur. Bu sonuglarin klinik anlami
acik degildir, c¢tnkii Onceki farmakolojik c¢aligmalarin tiimii rasemik
fenilmorfolinol ile yapilmigtir.

Diger bir ¢calismada Munro ve ark., (2001) BUP enantiyomerlerinin ovomukoid
bir sabit faz {izerinde ayrimini arastirmiglardir. Enantiyomerlerin siral ayrimi 10
dakikadan kisa bir siirede gerceklestirilmistir. Iki enantiyomer icin de 0.999°lik bir
korelasyon katsayisi ile, 0.27-53.0 pg.g” (ppm) derisim aralifinda kalibrasyon
egrileri dogrusaldir. Yontemin saptama simiri ve tayin alt siniri, sirasiyla 0.13
ng.g’ ve 0.27 pg.g™ olup, sistem kesinligi % 0.2 dolayindadir.

Laizure ve DeVane’in (1985) calismasinin amaci, ilacin plazma kararliligim
degerlendirmek, BUP ve ana metabolitlerinin farmakokinetik c¢aligmalarini
yapabilmek icin en iyi saklama kosullarimi belirlemektir. Bu amagcla, insan
plazmasina belirli derisimlerdeki BUP ve metabolitleri eklenmis ve karisimlar,
farkl: sicaklik, pH sartlar1 altinda inkiibe edilmigtir. BUP, sicaklik ve pH’ya
bagimli olan logaritmik dogrusal bir bozulma gdstermistir. BUP’un pH 7.4
plazmadaki yan dmrii 22 ve 37°C’lerde sirasiyla, 54.2 ve 11.4 saattir. 37°C’deki
inkiibasyon, pH 2.5°dan 10°a kadar 48 saat icin metabolit derisimleri lizerine
minimum etki géstermistir. Sonuglar gostermistir ki, protein baglanma tayinlerini
ve terap6tik ilag izleme sirasinda ila¢ derisim analizleri i¢in plazma numunelerinin
toplanmasi ve saklanmasim gerektiren caligmalarda ilag bozulmas1 g6z oniinde
tutulmalidir.



Cooper ve ark., (1984) BUP ve ii¢ ana metabolitinin plazmadaki tayini i¢in bir
yontem gelistirmislerdir. Alkali plazmadan n-heptan icindeki % 1.5 izoamil alkole
(b/h) ekstraksiyonunu takiben, asitle geri yikanmis ekstrakt, trimetilsilil ters faz
materyalle kapli kolona enjekte edilmistir. Eliisyon, iyon ¢ifti aja1 ve trietilamin
iceren fosfat tamponu-asetonitril (80:20) hareketli fazi ile yapilmistir. Bilesikler,
UV detektor kullamlarak 214 ve 254 nm’lerde goriintiilenmistir. Yoéntem, BUP
icin yaklasik % 85°lik, metabolitleri icin de % 98’lik bir geri kazanim
saglamaktadir. Tim bilesenler icin giinler arasi tekrar edilebilirlik % 4’1
gecmemektedir. Saptama smiri, BUP i¢in 5 ng.mL™, metabolitleri i¢in ise 100
ng.mL™" dir. Metabolit tayini icin 100 ng.mL " lik siur, kararl: durum ¢alismalari
icin secilen IS derigimi ile belirlenmistir. Tek doz farmakokinetik caligsmalarda,
IS°nin kararli durum derigiminin % 10°u kullanilmis, bu da 10 ng.mL " lik daha
duisiik saptama sinirina imkan saglamistir. BUP ve metabolitleri i¢in kararh durum
plazma seviyeleri, sekiz farkli hasta i¢in gosterilmigtir.

Son ¢alismalar, ti¢ halkali antidepresanlardan farkli yapidaki BUP un belli hayvan
tiirlerinde farkli sekilde metabolize edildigini gostermektedir. Bundan yola
cikarak, Suckow ve ark.’nin (1986) yaptig1 diger bir ¢alismada, hayvan modeli
olarak sican, fare ve kobay kullanilarak BUP metabolizmasi degerlendirilmistir.
BUP ve ana metabolitleri olan BW 306U ve BW A494U’nun farmakokinetik
profilleri, sézii edilen hayvanlara karmn ici yolla 40 mgkg”’ BUP verilmesini
takiben belirlenmistir. BUP ve ana metabolitlerinin farmakokinetik profili, plazma
ve beyin numunelerinden bir sivi kromatografi prosediirti kullamilarak elde
edilmistir. Indirgenmis BUP metaboliti BW A494U icin arastirma, bu metaboliti
hayvanlara karin i¢i yolla uygulayarak ve plazma, beyin numuneleri verilen
dozdan 90 dakika sonra analiz edilerek yapilmigtir. Farmakokinetik verilerin
analizi, BUP’un sicanlarda ¢ok hizli metabolize edildigini fakat herhangi bir
metabolitin birikmedigini gdstermistir. BUP farelerde esas olarak BW 306U’ya
metabolize edilirken, kobayda ise BW 306U’nun yanminda BW A494U’ya da
dontismektedir. Bu hayvanlarda BUP’un plazma/beyin oranlari 6nemli bir
degisiklik gostermemektedir. Fakat metabolitlerin, tiirler arasinda plazma/beyin
orani agisindan dramatik olarak degistigi bildirilmektedir. Siganlarda indirgenmis
" BUP (BW A494U) enjekte edildigi zaman, BW A494U plazma derisiminin
yaklasik % 3’1t BUP olarak tayin edilmigtir. Fare ve kobayda ise, daha diisiik
miktarlar ¢evrilmistir. Bundan yola c¢ikarak, vyapilan c¢alismada BUP
metabolizmasinin degisik hayvan tlirleri arasinda onemli farkliliklar gosterdigi
gosterilmigtir. Kobay, sican ve fareyle kargilastinldiginda insan BUP
metabolizmasini yansitan daha iyi bir model olusturmaktadir.

Diger bir grup calismada ise BUP ve {i¢ metabolitinin farmakokinetigi
incelenmigtir (Laizure ve ark., 1985; Hsyu ve ark., 1997; Stewart ve ark., 2001).
Bu calismalardan birinde, 6 saglikli erkek goniilliiye oral yoldan verilen 200
mg’lik tek doz BUP sonrasi, 21 adet plazma numunesi 56 saat boyunca toplanmus,
Cooper ve ark’nin (1984) gelistirdigi YPSK yontemi ile analiz edilmistir.
Farmakokinetik analizler sonucunda, BUP, TBUP, EBUP ve HBUP un ortalama
yar1 dmiirleri sirasiyla 9.8, 19.8, 26.8 ve 22.2 saat olarak bulunmugtur. TBUP ve
HBUP i¢in egri altinda kalan alanlar ise, BUP i¢in olanin sirasiyla 2.4 ve 10.3
katidir. Bu calisma ile, metabolitlerin sistemik dolasimda yiiksek oranda
bulundugu ve bunun sonucunda metabolitlerin ilacin klinik profilindeki olas:



rollerini agiklayabilmek i¢in ileri diizeyde c¢alismalarmn gereklilii ortaya
konmustur (Laizure ve ark., 1985).

Bir bagka farmakokinetik calismada ise, sigara i¢gme alisgkanlifmin genellikle
ergenlik caginda basladigindan yola ¢ikilarak, BUP’un yaslart 13 ve 18 arasinda
olan 75 ergen goniilliideki tek doz farmakokinetigi incelenmistir (Stewart ve ark.,
2001). Goniilliiler, 37°si sigara icen (18 erkek, 19 bayan) ve 38’si sigara igmeyen
(19 erkek, 19 bayan) olacak sekilde sigara i¢cme durumlarma gore
smiflandmlmistir. 150 mg’lik tek doz BUP tablet alimim takiben 0, %, 1, 2, 3, 4,
6, 8, 24, 48 ve 72 saat sonrasinda plazma numuneleri toplanmigtir. Plazma
numuneleri BUP ve ii¢ metaboliti i¢in kat1 faz ekstraksiyonunu takiben SK/KS/KS
yontemi ile analiz edilmistir. Sigara igme aliskanligimin ve yasin farmakokinetik
parametreler {izerindeki etkisini degerlendirmek icin faktoriyel varyans analizi
kullanilnugtir. Yapilan analizler sonucunda BUP ve HBUP’un farmakokinetik
parametrelerinin sigara icme aligkanligma goére degisiklik gostermedigi, fakat
erkek ve bayan goniilliiler arasinda énemli farklar oldugu bulunmugtur. BUP i¢in
zamana kars1 plazma derisimi egrisi altinda kalan alan (AUCy-) degeri, dagilim
hacmi, maksimum plazma derisimi (Cpas) ve eliminasyon yart Smril (tip)
degerleri bayanlarda erkeklere gore dnemli 6l¢tide (p<0.05) yiiksek bulunurken,
viicut agirligina karsi normalize BUP atilimi (CL/f) bayanlar ve erkekler arasinda
degisiklik gostermemistir. Bayanlar ayrica HBUP igin, erkeklere gére onemli
6lciide (p<0.05) yiksek AUCj—ew ve Chpas degerleri gostermiglerdir. HBUP i¢in
AUC degerinin, BUP icin olana orami ergenlerde yaklagik olarak 4-5 olarak
bulunurken, bu deger oOnceki g¢alismada yetiskinler icin bulunan degerden
diistiktiir. Sonug olarak, bu ¢alisma ile sigara igme durumunun ergenlerdeki tek
doz BUP farmakokinetigini etkilemedigi fakat bayanlarin erkeklere gére BUP ve
ana metaboliti HBUP’un bazi 6nemli farmakokinetik parametreleri ydniinden
farklilik gosterdigi vurgulanmastr.

Literatiirde, 150 mg’lik oral tek doz stirekli salim BUP uygulanmasi sonrasi,
sigara igme durumu bakimindan farkhilik gésteren iki ayr1 grup goniilliide ilag
farmakokinetiginin incelendigi bagka bir ¢alisma daha bulunmaktadir (Hsyu ve
ark., 1997). BUP ve ii¢ metaboliti i¢in farmakokinetik parametreler hesaplanmis
ve BUP i¢in zamana karsi plazma derisimi egrisi altinda kalan alan (AUCj—x)
degeri, maksimum plazma derigimi (Cpaks), Cmaks degerine ulagabilmek igin
gereken zaman (tp.s) ve eliminasyon yari Omrii (t;,) degerleri, sigara icen ve
icmeyenlerde sirasiyla 1164 + 220 ng.s.mL™? ve 1161 + 292 ng.s.mL™’; 144 + 28
ng.mL™ ve 143 + 39 ng.mL""; 3.00 + 0.50 saat ve 2.88 + 0.49 saat; 19 + 5 saat ve
18 + 3 saat olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, sigara icen ve icmeyen veya erkek
ve bayan goniilliller arasinda BUP ve metabolitlerinin farmakokinetigi agisindan
onemli klinik farklar bulunmadig1 belirtilmigtir. Bu durumdan, hasta sigara igme
durumu ve cinsiyetine gére BUP dozunu ayarlamak gerekmedigi sonucu
cikarilmigtir.

Onceden bahsedildigi gibi, USP 29’daki BUP monografinda, BUP safsizlig1 olan
m-klorobenzoik asit tayini icin gelistirilmis bir ITK yéntemi bulunmaktadir. Bu
calismada, dalga boyu olarak 235 nm kullanilmis ve toluen, siklohekzan ve
glasiyel asetik asitten (47:47:6, h/h/h) olusan hareketli faz ile ITK ydntemi
uygulanmistir (USP 29, 2006).



Ayrica literatiirde, BUP’un hiicre dis1 katekolamin diizeylerine olan etkisinin
arastirlldigt mikrodiyaliz caligmalari da bulunmaktadir (Gazzara ve Andersen,
1997; Xi-Ming Li ve ark., 2002; Kusaka ve ark., 2006). Bu calismalarda 6zellikle,
depresyon ve antidepresan etki ile iligkisi bilinen ve sigara bagimlilif ile ilgili
oldugu tahmin edilen beyindeki hypothalamus, frontal cortex ve nucleus
accumbens gibi mezokortikolimbik alanlar secilmistir. Caligmalar sonucunda,
BUP’un bu alanlardaki hiicre dis1t DA ve NA diizeyini artirdigl, SE diizeyini
degistirmedigi bulunmustur. Bu 6zelliklerin, bir antidepresan ve sigara biraktirici
ajan olarak, BUPun klinik etkinligini olusturdugu diistintilmektedir (Xi-Ming Li
ve ark., 2002; Kusaka ve ark., 2006).

Plazma Numunesi Hazirlamak i¢in Kullamilan Yéntemler
Liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)

Liyofilizasyon materyali énce dondurma, sonra siiblimasyon ile su buharim1 disar
cekerek kurutma iglemi olarak tanimlanabilir. Uygulanan y6ntemlere bagl olarak
dondurma iglemi 6nceden yapilabilecegi gibi dogrudan vakum altinda tutarak
materyalin donmasi da saglanabilir.

Bu yéntem oOzellikle mikrobiyoloji alaninda, kiiltiirlerin korunmas: amaci ile
yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Mikroorganizmalar ve basta cesitli asilar
olmak iizere, sperm, eritrosit, plazma, serum, organ naklinde kullamlacak ¢esitli
dokular, enzimler, proteinler gibi pek c¢ok biyolojik materyal bu ydntemle
korunabilmekte ve gida sanayinde pek cok iirlin bu yontem ile elde edilmektedir.
Bunlarin diginda, ¢esitli biyolojik c¢alismalarda ozellikle hastalikli dokularin
saklanmast  gibi  uygulamalarda  dondurarak  kurutma  yonteminden
yararlamlmaktadir (http-2).

Liyofilizasyon islemi genellikle koruma y&ntemi olarak bilinmesine karsin,
doktora tezi kapsaminda yapilan ¢alismalarda, plazma bilesimindeki su ve plazma
proteinlerini ¢oktiirme sirasinda eklenen ¢éziicliyli uzaklastirmak, yani numuneyi
deristirmek amaci ile kullamlmistir. Liyofilizasyon islemi ic¢in Oncelikle
numunenin dondurulmas: gerektifinden ¢6ziicliniin cinsi bilyilkk Onem
tagimaktadir. Omegin plazma proteinlerini ¢dktirmek amaciyla yaygin olarak
kullanilan organik ¢dziiclilerden biri olan metanol, donma noktasinin ¢ok diisiik
olmasi (DN: -98°C) ve -80°C’de dondurulamamasi nedeniyle bu caligmada
kullanilamamistir (http-3). Aym amagla asetonitril kullanilabilir olmasma karsin
(DN: -48°C), etkin maddenin plazmadaki kararliligim saglamak amaciyla organik
coziiciilere gbre daha az miktar1 yeterli olan kuvvetli asitlerden TCA, (%10, a/h)
tercih edilmigtir. Plazma proteinleri ¢tktiirme islemi ve bu amagla kullamlan
ajanlar, asagida genis olarak aciklanmaktadir.



Plazma proteinlerini ¢oktiirme islemi
Prensip

Biyoanalizlerde kullanilan numuneler; endojen makromolekiiller, kiigtik
molekiiller, metabolik tiriinler ve tuzlarin yaninda biiyiik 6l¢iide protein igerirler.
Secici bir yontem gelistirebilmek icin s6zii edilen bilesenlerin numuneden
uzaklastirilmas: gerekmektedir ve ¢ogunlukla seciciligi saglamak i¢in kullanilan
ekstraksiyon yontemleri, optimum ¢dziici ve pH sartlarmi gerektirmekte,
dolayisiyla karmagik ve zaman alict olmaktadir.

Proteinlerin biyolojik numuneden uzaklastirilmasi énemlidir; ¢linkii bu proteinler
kromatografik sisteme verildiginde, hareketli faz icerifinde bulunan organik
¢oziiciiler ve tampon tuzlarn ile etkileserek ¢cokmekte ve bu durum, geri basmel
artirarak analitik kolonun 6mriiniin azalmasina neden olmaktadir.

Proteinleri numuneden uzaklagtirmak amac ile yaygin olarak kullanilan yontem,
organik ¢dziicliler, iyonik tuzlar ve inorganik asitler yardimiyla proteinlerin
¢oktiiriilmesi islemidir. Coktiiriilen kiitle, santrifiijle veya stizerek ayrilmakta ve
stiziinti kullanilarak analiz ger¢eklestirilmektedir (Wells, 2003).

Céktiirticti ajan olarak kullamlan asitler

Trikloroasetik asit (TCA; %10, a/h), perklorik asit (%6, a/h) ve metafosforik asit
(%5, a/h) gibi baz: asitler, belirtilen derisimlerde proteinlerin bazik bdlgelerinin
protonlanmasini saglayarak konformasyonlarini degistirip, izoelektrik noktalarimin
altindaki bir pH’da ¢oziinmeyen tuzlar meydana getirirler. Bilindigi gibi,
izoelektrik nokta protein molekiiliniin yiiksiiz oldugu pH’dir. Bu noktanin
iizerindeki pH’larda protein molekiilii baz olarak hareket ederken, altindaki
pH’larda asit olarak davranir. Izoelektrik noktaya karsilik gelen pH degerinde bir
protein minimum viskoziteye sahiptir ve daha kolay topaklasabilir. Yukarida s6zii
edilen asitler, ¢ok etkili protein ¢Oktiiriicli ajanlardir, fakat genellikle SK ve SK-
KS sistemlerine dogrudan enjekte edilen dayaniksiz molekiiller i¢in sert ve
asindiric olduklan distiniilmektedir. Buna karsin, cok kiiglik miktarlarda yiiksek
verim saglamalar1 nedeniyle, 6zellikle TCA min kullamldigr ¢ok sayida SK ve
SK-KS calismas1 bulunmaktadir (Wells, 2003).

Cokiiriicii ajan olarak kullanilan organik ¢éziiciiler

Organik ¢Oziiciiler, protein ¢ozeltilerinin dielektrik sabitlerini azaltarak protein-
protein etkilesimini artirirlar. Metanol, etanol, asetonitril ve aseton gibi ¢dziicliler
protein ¢oktiirme derecesi bakimindan asitlere gore daha az etkili olmalarina
karsm, bozunmaya neden olmadiklar1 ve daha yumusak ortam sartlar sagladiklarn
igin tercih edilirler. Bu organik ¢oziicliler, SK hareketli fazlariyla gegimlidirler ve
kromatografik sisteme dogrudan enjekte edilebilirler.

Organik ¢oziiciiler arasinda metanol ve asetonitril en siklikla kullanilanlardir.
Metanol, proteini uzaklagtirilacak matriks ile esgit oranda kullamildign zaman
asetonitril kadar etkili olmamasina karsin; beyaz, flokiile bir ¢okelti olusturmakta,
bu da karistirmay: kolaylastirarak stiziintiiniin daha berrak olmasini saglamaktadir
(Wells, 2003).



Coktiriicti ajanlarin kullanilan miktarlart

Proteinlerin etkin sekilde uzaklagtirilmasi i¢in, ¢oktiirticli ajan miktarinin numune
matriksine (plazma gibi) orani 6nemlidir. Asitler, 1 hacim plazmaya kars1 0.2
hacim TCA veya 0.4 hacim HCIO4 gibi diisiik oranlarda yiiksek verim (>% 98)
saglamaktadirlar. Organik ¢o6ziiciiler ise, Cizelge 1°de acgiklandigi gibi daha
yiksek hacimler gerektirmektedir. Proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in 1 hacim
plazma ile 1 hacim asetonitril kullamldigi zaman, % 97.2°lik bir verim elde
edilirken, 1 hacim plazma ile 3 hacim asetonitril kullanildiginda % 99.8 degerinde
maksimum verim olugsmaktadir. Metanol kullamldigi zaman, 1:1 oraninda %
73.4’liik dustik bir verim, 1:3 oraninda ise % 98.9°luk bir verim elde edilmekte,
ancak 1:4 oram ile, % 99.2°lik verime ulagilabilmektedir. Plazmadan proteinlerin
coktiiriilmesi igin en iyl sonuglar, 1 hacim plazmaya kars1 3 hacim asetonitril veya
4 hacim metanol kullamildiginda elde edilmektedir (Wells, 2003).

Cizelgel. Coktiiriicii Ajanlarm, Coktiiriilen Plazma Proteini Oraninda % Bagil Etkinlikleri
(Wells, 2003)

CoOktiiricli  Siiziintiniin 0.6 hacim 1 hacim 2 hacim 3 hacim 4 hacim
pH’s1

Asetonitril 8.5-9.5 45.8 97.2 99.7 99.8 99.8
Aseton 9.0-10 33.6 96.2 99.4 99.2 99.1
Metanol 8.5-9.5 322 73.4 98.7 98.9 99.2
Etanol 9.0-10 41.7 914 98.3 99.1 99.3
%10 TCA 1.4-2.0 99.6 99.5 99.8 99.8 99.8
%10 <1.5 98.9 99.1 99.1 99.1 99.0
HCI10,4

%5 HPO, 1.6-2.7 98.1 98.3 98.4 98.2 98.1

Diger protein ¢oktiiriicii ajanlar

Doymus sulu amonyum siilfat gibi hidrate tuz iyonlari, protein-su etkilesimi i¢in
gerekli olan su molekiillerini azaltarak protein ¢oziiniirliigling disiiriirler. Cinko
ve bakir gibi kuvvetli metal katyon tuzlar, (-) ylklii karboksil gruplan ile
etkileserek proteinin net yiikiinii ve ¢oziiniirliglint degistirirler. Bu metal tuzlari,
cok etkili ¢oktiirtici ajanlar olmalarina karsin, biyoanalizler icin fazla tercih
edilmezler; ¢iinkii ugucu olmayan bu tuzlar SK-KS teknikleriyle gecimli degildir.
Protein ¢oktiirmek amaciyla kullanilan en tipik metal tuzu, 0.5 N NaOH igerisinde
hazirlanan ¢inko stilfat heptahidrat (%10, a/h) dir. Ayrica, ¢inko tuzunun organik
bir ¢6ziict ile kombinasyonunun, organik ¢dziiciiniin (6rn. asetonitril) tek basina
kullanildigi duruma gére daha etkili oldugu gériilmustiir.

Cinko ve bakir tuzlari kromatografik sisteme dogrudan enjekte edilemeyecegi
icin, diger teknikler i¢in numune hazirlama 6n basamagi olarak kullanilabilir.
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Literatiirde bazi yararli ¢oktiirticii ajan kombinasyonlar1 verilmistir. Bunlardan
biri, 1 hacim numune i¢in 1:5 oraninda kullanilmis olan, % 0.1 formik asit igeren
asetonitril ve etanol (9:1) kanisimidir. Bagka bir ¢alismada, ayn1 kombinasyona %
0.1 asetik asit eklenmistir. Ayrica, 1:1 oraninda % 1 asetik asit iceren metanol
veya asetonitril karigimlar da kullamilmistir. Diger drnekler; 1:2 numune-¢oziicii
oraninda kullanilmig olan % 0.1 trifluoroasetik asit iceren asetonitril ve 250 pL
plazma i¢in 200 pl metanol ve 25 pl. HCIO4 karisimidir (Wells, 2003).

Protein ¢oktiirme yonteminin yararlar

Protein ¢oktiirme yontemi, basitlifi ve genis uygulama alani nedeniyle, 6zellikle
plazmadaki kiiciik ilag molekiilleri i¢in tercih edilmektedir. Genellikle, diger
yontemlerin aksine, pH ayarlamasi gerektirmez; ¢iinkii maddenin iyonize olmasi
veya olmamasi ydntemin basarisi icin Snemli degildir. Bu y6ntem ig¢in hizli
olmasi 6nemli bir 6zellik olup, validasyon 6ncesi yontem gelistirmek i¢in ¢ok az
zaman harcanmasin saglar.

Protein c¢oktlirme yontemi, pahali ¢dziici ve ekipman gerektirmedigi gibi her
laboratuvarda kolaylikla uygulanabilir ve analiz maliyeti diigiiktiir. Yéntemin
diger bir 6zelligi, numuneye zarar vermemesidir.

Bu yontem ile, yiiksek oranda (% 99) proteinlere baglanan analitler i¢in % 95°in
tizerinde yiiksek geri kazamim elde edilmektedir. Ayrica, numune izolasyon ve
transfer basamaklar1 gerekmediginden, proteinler c¢ok kiiciik miktardaki
numuneden (20-50 pL. plazma) etkili bir gekilde uzaklastirilmaktadir (Wells,
2003).

Protein ¢oktiirme yonteminin sakincalari

Protein ¢oktiirme yonteminin en 6nemli sakincasi, numuneyi 3 veya daha fazla
oranda seyreltmesidir. Bu nedenle, genellikle analit derisiminin yiiksek oldugu ve
saptama smurmin tayine izin verdifi durumlarda yararlidir. Ancak seyreltme
etkisini Onlemek icin siliziintiiniin azot veya 1s1 uygulamasiyla ugurulmasi
miimkiindiir. Ist uygulamasi, kararli olmayan molekiiller i¢cin miimkiin
olamamaktadir.

Literatiirde ayrica, protein uzaklastirilmasimin tamamlanamadigi durumlarda
(%95-99), diger yontemlere gerek duyulabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle,
¢coktirtici ajan seciminde dikkatli olma gerekliligi ortaya c¢ikmakta ve bu
caligmada kullanilmig olan TCA gibi cok etkili bir ajan gerekmektedir (Wells,
2003).
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GERECLER
Kimyasal Maddeler
Asetonitril

BUP

CBZ

Etanol

Etil Asetat

Glasiyel Asetik Asit
HBUP

HC1 (% 37)

HCIO4 (% 60)
Hidroksi Metil Seliiloz
H,0, (% 30)

1-HSA

Kloroform

Laktoz Monohidrat
Magnezyum Stearat
Metanol

NaOH

NH;

Nigasta

O-Fosforik Asit (% 85)
Petrol Eteri

Polietilen Glikol 4000
Povidon

Sodyum Dihidrojen Fosfat
Talk

TCA

Titanyum dioksit
Wellbutrin® Tablet
Zyban® Tablet

: Merck, Almanya

: GlaxoSmithKline, Tiirkiye
: Sigma, Amerika

: Tekel, Tiirkiye

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: GlaxoSmithKline, Tiirkiye
: Carlo Erba, Italya

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Riedel-de Haen, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: Merck, Almanya

: Sigma, Amerika

: GlaxoSmithKline, Amerika
: GlaxoSmithKline, Tirkiye
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Cihazlar ve Diger Gerecler

Buzdolab: : Arcelik, No Frost&Electronic, Tirkiye
FT-IR Spektrometresi : Perkin Elmer, Spectrum 100, Almanya
Hassas Terazi : Ohaus, E12140, Isvicre

YPSK : Shimadzu, LC-10AT, Japonya

Shimadzu CBM-10A sistem kontrol tinitesi
Shimadzu SPD-M10A detektor

YPSK Kolonu :Agilent Technologies, Zorbax Eclipse XDB-
Cg 4.6 x 150 mm, 3.5um, Amerika

ITK : Camag, Linomat V, Isvigre
Camag ITK III tarayici
Camag siringa

Kondiiktometre : MultiLine, P4, Almanya

pH Metre : Electro-mag, M822, Tiirkiye

Santrifiij : Hettich, EBA 20, Almanya

Spektrofotometre : Shimadzu, UV-2401 PC, Japonya

Su Banyosu : Memmert, WB14, Almanya

ITK Plag: : Merck, silika jel 60F-254, 20x10 cm, 250
um, Almanya

Ultra Saf Su Cihazi : Millipore, Synthesis A 10, Fransa

Ultrasonik Banyo : Ultrasonic, LC30, Almanya

Vorteks Karistirici : Niivemiks, NM110, Tiirkiye

13



YONTEMLER

BUP’un Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemleri ile
Farmaso6tik Tabletlerinde Miktar Tayini

Tablet numune cozeltilerinin hazirlanmast

Tablet numunelerinin hazirlanmasi icin, 150 mg BUP iceren 10 adet Wellbutrin®
tablet agirlig1 tam olarak tartildiktan sonra tabletler havanda toz edilmis ve agzi
siki kapanan ve 1sik gecirmeyen bir kaba konulmustur. Bir tabletin ortalama
agirligr hesaplanarak bu agirhifa karsilik gelen miktar tam tartildiktan sonra,
tizerine 30 mL ultra saf su ilave edilerek iyice karismas: saglanmis ve normalitesi
okzalik asit kullanilarak ayarlanmig olan, 0.1000 N NaOH ile titre edilmistir.

Kondiiktometrik titrasyon ile ilgili deneysel kosullar

150 mg BUP icerdigi bilinen farmasétik tabletlerde kondiiktometrik titrasyon ile
miktar tayini i¢in, hazirlanan tablet numuneleri 0.1000 N NaOH ile titre edilmis
ve eklenen NaOH hacmine karsi, kondiiktometrede okunan iletkenlik degerleri
kaydedilmigtir. Daha sonra buradan hareketle, diizeltilmis iletkenlik degerleri
asagida verilen formiil ile hesaplanmustir.

V+v.
14

Burada, V: ¢ozeltinin baslangic hacmini (mL), v: eklenen titrant hacmini (mL),
V+v/V: diizeltilmis hacim degerini, Ao: kondiktometrede okunan iletkenlik
degerini, A ise diizeltilmis iletkenlik degerini ifade etmektedir.

A=

Ag

Diizeltilmis NaOH hacmine kargi, diizeltilmis iletkenlik degerleri grafige
gecirildiginde birbirini kesen iki dogru elde edilmektedir. Bu iki dogru {izerinden
secilen 5’er noktanin dogrusal regresyon ile dogru denklemlerinin (y=ax+b)
bulunmast ve bulunan iki dogru denkleminin esitlenmesiyle elde edilen x degeri,
doéniim noktasim1 vermektedir. Bulunan doniim noktalart ve bu doniim
noktalarindan yola g¢ikarak tablet icerikleri hesaplanmistir. Ayni deneyler, tablet
yardime1 maddelerinin kondiiktometrik titrasyonu etkilemedigini gostermek icin,
bir kere de tablet matriksi ile yapilmasgtir.

Ayrica hiicre sabiti (k), derisimi ve 6ziletkenlik degeri bilinen standart KCl
¢ozeltisi yardimiyla 6.82x10* cm™ olarak bulunmustur.

Potansiyometrik titrasyon ile ilgili deneysel kosullar

Oncelikle pH metre pH 4, pH 7 ve pH 10 standart tamponlan ile kalibre
edilmistir. Hazirlanan tablet numuneleri 0.1000 N NaOH ile titre edilmis ve
eklenen NaOH hacmine karg:, okunan pH degerleri kaydedilmistir. Bu islem
sirasinda, NaOH’in déniim noktasi civarinda daha sik araliklarla ilave edilmesi ve
eklenen NaOH sonrast pH metrenin sabit bir pH degerini g6stermesi igin
beklenmesi gerekmektedir.

Eklenen NaOH hacmine karsilik gelen pH degerleri grafife gecirildiginde
sigmoidal bir egri elde edilmektedir. Egrinin I. ve II. tiirevi hesaplanarak, eklenen
NaOH hacmine karsi grafige gegirilmis ve doniim noktalari bulunmustur.

Iletkenlik titrasyonlarmda oldugu gibi, deneyler tablet matriksi ile tekrarlanmustir.
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BUP’un UV-Spektrofotometri ve Ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontemleri
ile Farmasdotik Tabletlerinde Miktar Tayini

Deneysel kosullarin hazirlanmast

Cozeltilerin UV ve tlirev spektrumlari, 1 cm’lik kuartz hiicreler icinde, 200-350
nm dalga boyu aralifinda, 1 nm yarik genisligi ve 2 nm tiirev aralifn (AL)
kullamlarak kaydedilmistir.

Spektrofotometrik yontemlerin validasyonu

Spektrofotometrik yontemlerin validasyonu i¢in kesinlik, dogrusallik, duyarlilik
(saptama smur1 ve tayin alt siir1) ve dogruluk calismalart yapilmistir (ICH
Q2(R1), 2005).

Kesinlik (Precision)

Spektrofotometrik tayin i¢in 6ncelikle 3.8x10” M derisimde % 100 metanol igeren
bir stok c¢ozelti hazirlanmistir ve bu ¢ozeltiden gerekli seyreltme yapilarak,
BUP’un 200-350 nm araligindaki UV ve II. tirev spektrumunun kaydedilmesi
icin 5x10° M derisimdeki BUP ¢ézeltisi kullanilmistir. Tiim ¢ozeltiler, hacimce
% 2°lik metanol icerisinde hazirlanmis ve kor olarak hacimce % 2°lik metanol
cozeltisi kullamilmustir. Yontem kesinligi, 4.14x10° M’hk derisimde BUP
kullanilarak giin ici ve giinler aras1 tekrar edilebilirligi belirlemek icin incelenmis
ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Dogrusallik (Linearity)

UV-spektrofotometri yonteminin dogrusalligim incelemek amaciyla, 2.07x107-
7.25x10° M derisim araliginda BUP’un beg ayr ¢ozeltisi hazirlanmug ve birbirini
takip eden ii¢ giin icin 252 nm’deki absorbans degerleri dl¢tilmiistir. II. tiirev
~ spektrofotometrik analizler icin ise, aym kalibrasyon araliindaki ¢dzeltilerin
* 217.4 nm dalga boyundaki minimum absorbans degeri ile 221.8 nm dalga
boyundaki maksimum absorbans degeri 6l¢lilmiis ve bu absorbans degerlerinin
farki alinarak, birbirini takip eden li¢ giin igin iki pik arasindaki uzakliklar
hesaplanmistir.

Saptama s ve tayin alt stmrt (LOD and LOQ)

BUP’un iki farkli spektrofotometrik yontemle saptama simir1 (Limit of Detection,
LOD) ve tayin alt siur1 (Limit of Quantification, LOQ) degerlerinin belirlenmesi
amaciyla, [kalibrasyon  denkleminin  kesim  deZerlerinin  standart
sapmast/kalibrasyon denkleminin e§imi] orani sirasiyla 3.3 ve 10 ile carpilarak
spektrofotometrik yontemlerin saptama smir1 ve tayin alt smir degerleri
hesaplanmaigtir.

Dogruluk (Accuracy)

Yontemlerin dogrulugunu arastirmak i¢in, tableti olusturan etkin madde digindaki
maddelerden olugan bir matriks ortami hazirlanmasi, etkin maddenin bu matrikse
eklenmesi ve yapilan 6l¢lim sonunda matriks ortamindaki yiizde geri kazanimin
belirlenmesi yolu izlenmistir (Shabir, 2003). BUP’un farmasé6tik sekli olan
Zyban® ve Wellbutrin® tablet icin yapilan literatiir arastimasinda, yardime:
madde olarak karmnauba mumu, sistein hidrokloriir, mikrokristalin seliiloz,
hypromellose, magnezyum stearat, polietilen glikol, polisorbat 80, titanyum
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dioksit ve ayrica FD&C boyadan olusan aym tablet icerigi verilmektedir (http-1).
Cizelge 2’de verilen yardimci maddeler; ortalama tablet agirhigi ve BUP igerigi
g6z Online alinarak belirtilen oranlarda karistirilmis ve tablet matriks ¢ozeltisi
hazirlanmagtir.

Cizelge 2. Tablet Matriks Cozeltisini Hazirlamak i¢cin Kullamlan Yardimer Maddeler ve
Yiizdeleri

Kaullanilan Yardimel Maddeler Yiizdeleri (%)
Hidroksi Propil Metil Seliiloz 7
Laktoz Monohidrat 60
Magnezyum Stearat 1
Polietilen Glikol 4000 5
Nisasta 5
Povidon 5

Talk 1
Titanyum Dioksit 1

Matriks ¢6zeltisinin hazirlanmas: sirasinda, standart BUP ¢ozeltisi ile aym analitik
kosullarin saglanmasina 6zen gosterilmistir. Kalibrasyon egrisinin verilen
araliginda bulunan ii¢ farkli derisimdeki standart BUP c¢ozeltisi (2.07x107,
4.14x107, 6.21x10° M) matriks ¢ozeltisine eklenerek karigtirilmis ve Snerilmis
olan spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6l¢timler yapilmistir. BUP icerigine
karsilik gelen absorbans ve absorbans farki degerleri kalibrasyon esitliinde
cozilerek; yiizde geri kazamim, ylizde bagil hata ve tekrar edilebilirlik
- hesaplanmistir. Yiizde bagil hata degerlerinin hesaplanmasi icin,

% BH= [(6l¢iilen derisim-eklenen derisim)/eklenen derisim]x100
esitligi kullanilmagtir.
Tablet numune ¢ozeltilerinin hazirlanmas

150 mg BUP igerdigi bilinen farmasétik tabletlerde miktar tayini i¢in hazirlanan
tablet numuneleri optimum kogullarda analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar,
dogrusallik boliimiinde, iki farkli yontem icin verilen kalibrasyon esitliklerinde
cozilerek BUP igeren tabletlerdeki miktarlar ve karsilik gelen yiizdeleri
hesaplanmstir. Wellbutrin® tablet icin spektrofotometrik yéntemlerle elde edilen
tablet analizi sonug¢larinin, potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon sonuglar
ile karsilagtirilmasi amaciyla, GraphPAD istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak
ANOVA testi yapilmagtir.
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BUP’un ITK Yéntemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini
ITK yontemi ile ilgili deneysel kosullar

Numuneler aluminyum plaklar {izerine, 5 mm genisliginde bantlar halinde, 150
nL.s7 lik sabit bir uygulama hizi ile iki bant arasi uzaklik 9.4 mm olacak sekilde
ayarlanarak uygulanmigtir. Etanol-kloroform-glasiyel asetik asit (30:10:1, h/h/h)
den olusan hareketli faz, kromatografi i¢in 20 mL’lik hacimlerde kullanilmigtir.
Siuirtiklenme, hareketli faz ile doyurulmus 20x10 cm’lik cam tanklarda
gerceklestirilmistir. Tankin hareketli faz ile oda sicaklifinda doygunluk zamani 30
dakika ve maddenin siirliklenme uzunlugu 8 cm olarak belirlenmigtir. Striiklenme
sonrasi, plaklar kurutucu yardimiyla kurutulmus, densitometrik tarama 254 nm’de
doteryum lamba kullamlarak, 20 mm.s’’lik sabit bir tarama hizi ile
gerceklestirilmistir. Yarik boyutlar1 3.00x0.45 mm’dir.

ITK yénteminin validasyonu

ITK yoénteminin validasyonu i¢in kesinlik, dogrusallik, duyarlilik (saptama smir1
ve tayin alt sinri), dogruluk, ozglinlik, saglamlik ve tutarlilik c¢alismalan
yapilmigtir ICH Q2(R1), 2005).

Kesinlik (Precision)

ITK deneyleri icin 6ncelikle metanol icerisinde 1 mg.mL™"’lik BUP stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu ¢ozelti metanol ile 1/10 oramnda seyreltilerek, 100 pg.mL™’lik
cozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti kullanilarak 6, 8 ve 10 plL olmak {izere ii¢ ayri
hacimde uygulama yapilmis, BUP’un 600, 800 ve 1000 ng.spot™’lik derisimlerde
glin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlikleri arastirilmigtir.

Verilen derigimlerde elde edilen pik alami sinyalleri, yontemin kesinliginin
gosterilmesi i¢in istatistiksel olarak degerlendirilmisgtir.

Dogrusallik (Linearity)

100 pg.mL™’lik BUP c¢ozeltisinden 2-10 pL arasinda bes ayri hacimde uygulama
yapilarak, 200-1000 ng.spot” derigim araligindaki BUP ¢ozeltilerinin birbirini
takip eden 3 giinde pik sinyalleri kaydedilmis ve artan BUP derigimleri ile karsilik
gelen pik alani degerleri arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Saptama sinir1 ve tayin alt simirr (LOD and LOQ)

BUP’un ITK ydntemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amaciyla, kor
madde olan metanol bes defa uygulanmis ve sinyal/giiriiltii oram belirlenmigtir.
Bu oran, sirasiyla 3 ve 10 ile carpilarak, hesaplamalar yapilmistir.

Dogruluk (Accuracy)

ITK yénteminin dogrulugunu arastirmak icin, spektrofotometrik yontemlerle aym
yol izlenmis ve matriks ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in, aym1 yardimei maddeler
kullamlmigtir. Kalibrasyon egrisinin verilen aralifinda bulunan {i¢ farkh
derisimdeki standart BUP cozeltisi (600, 800 ve 1000 ng.spot™) matriks
cozeltisine eklenerek karigtirilmis ve ITK yontemi kullanilarak her bir set igin 5
uygulama yapilmak suretiyle optimum kosullarda Sl¢iilmiistiir. BUP icerigine
karsilik gelen pik alani degerleri kalibrasyon esitliginde ¢éziilerek; yiizde geri
kazanmim, dogruluk ve tekrar edilebilirlik hesaplanmistir.
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Dzgiinliik (Specificity)

Yontem oOzgiinligi, standart BUP ve tablet numunesi analiz edilerek
degerlendirilmigtir. Numunenin spektrumu ile standart maddenin spektrumu pik
baslangic noktasi, tepe noktas1 ve bitis noktasi olmak iizere ii¢ ayr1 noktada
karsilastirilmig ve aralarindaki iligki korelasyon degeri ile ifade edilmistir.

Saglamlik (Robustness)

Yontem saglamlify icin; hareketli faz bilesimi, glasiyel asetik asit miktari,
hareketli faz hacmi ve tankin doygunluk siiresinde kiiciik degisiklikler yapilarak,
sonuglar incelenmistir. Degisik bilesimlerde etanol-kloroform-glasiyel asetik
asitten olusan hareketli fazlar (31:9:1 ve 29:11:1, h/h/h) denenmis ve
kromatogramlar elde edilmigtir. Ayrica, hareketli faz icerisindeki glasiyel asetik
asit miktari, hareketli faz hacmi ve tankin doygunluk stiresi sirasiyla 1.0 + 0.5 mL
(0.5, 1 ve 1.5mL), 20+ 2 mL (18, 20 ve 22 mL) ve 30 £ 10 dakika (20, 30 ve 40
dakika) olarak degistirilmistir. Yontem saglamlifi icin 1000 ng.spot™’lik
derisimlerde her parametre i¢in li¢ ayr uygulama yapilmis ve pik alanlarinin %
BSS ve SH degerleri hesaplanmugtir.

Tutarlilik (Ruggedness)

1000 ng.spot*lik derigsimde BUP c¢ozeltisi hazirlanmus, 0. giin ve 6, 12, 24, 48 ve
72 saat sonra olmak tizere degisik zamanlarda analiz edilmigtir. Her zaman dilimi
i¢in tiger uygulama yapilmis ve yontem tutarliligini degerlendirmek amaciyla pik
alanlarimin % BSS degerleri hesaplanmustir.

BUP icin hizlandiriinus kararllik testi

BUP metanol icerisinde ¢oziilerek, 1 mgmL™"’lik bir stok ¢dzelti hazirlanmig ve
bu ¢6zelti hizlandirilmig kararlilik testleri i¢in kullanilmistir. Bu ¢ozelti; asit, baz,
hidrojen peroksit, kuru ve nemli 1s1, fotokimyasal ve UV (254 nm) 151k ile
muamele edilmis, elde edilen sonuglar bozunma firiinlerinin Rf degerleri, BUP
icin ylizde geri kazanim ve % BSS degerleri yoniinden degerlendirilmistir.

Asit ve baz etkisi

2.5 mL stok ¢bzelti tizerine 2.5 mL 1N HCI ve 1N NaOH’den ayr ayn eklenmis
ve bu karisimlar 70°C sicaklikta 30 dakika bekletilmistir. Diger yandan asit ve baz
etkisini kaldumak ve numunenin polaritesini azaltmak i¢in bu prosediire bir
notralizasyon basamag: eklenmistir. 2.5 mL stok ¢ozelti {izerine 2.5 mL 1N HCI
ve IN NaOH’den eklenip, bu kanigimlar 70°C sicaklikta 30 dakika bekletildikten
sonra ¢ozeltiler pH 7°ye 1IN HCI ve 1IN NaOH yardimiyla getirilmistir. Asit ve
bazla muamele, 151k etkisini ortadan kaldirabilmek i¢in karanlik ortamda
gerceklestirilmis ve ITK plaklar tizerine bu nétral ve nétral olmayan ¢ozeltilerden
2 pL uygulanarak (1000 ngspot’), hareketli faz yardumiyla yiiriitiilmiis ve
densitometrik tarama yapilarak, sonuclar elde edilmistir.

Hidrojen peroksit etkisi

2.5 mL stok ¢dzelti iizerine 2.5 mL % 30°luk hidrojen peroksit ¢6zeltisi eklenmis
ve bu ¢dzelti (500 pg.mL™” BUP) hidrojen peroksit fazlasim uzaklagtirmak i¢in 10
dakika stireyle kaynar su banyosunda bekletilmistir. Ayni ¢6zelti daha sonra, 80°C
sicaklikta 1 saat 15 dakika siireyle bekletilerek, ITK plaklar1 {izerine 2 pL
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hacimlerde (1000 ng.spot'lr) uygulanmistir. Deneyler, asit ve bazla muamele
deneylerinde oldugu gibi, 151k etkisini ortadan kaldirabilmek i¢in karanlik ortamda
gerceklestirilmistir.

Kuru ve nemli 151 etkisi

Toz madde 100°C’lik etiivde 2 saat bekletilmis ve kuru 1stya maruz birakilmig
BUP’un metanoldeki stok ¢6zeltisi hazirlanmis ve % oraninda seyreltilerek, 500
pg.ml lik ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerden, ITK plaklan iizerine 2 pL
hacimlerde uygulanarak (1000 ng.spot™) hareketli faz yardimiyla yiiriitiilmiistiir.

Nemli 1s1 etkisi i¢in ise, 500 pg.mL"*lik BUP ¢ozeltisi 1 saat siireyle kaynar su
banyosunda bekletilmis ve 2 pL hacimlerde (1000 ng.spot™) ITK plaklan tizerine
uygulanmasgtir.

Fotokimyasal ve UV 151k etkisi

lacin fotokimyasal kararlilifimi arastirmak igin, stok ¢ozeltiden hazirlanan 500
pg.mL°lik BUP ¢ozeltisi 3 giin siireyle (9:00°dan 17:00°a kadar, toplam 24 saat)
dogrudan giines 1s181na maruz birakilmig, UV etkisini arastirmak i¢in ise, BUP
cozeltisi UV lamba altinda (254 nm)- § saat bekletilmistir. Her iki ¢6zelti de 2 pL.
hacimlerde (1000 ng.spot™) ITK plaklan iizerine uygulanmus ve ortalama pik
alanlar1 hesaplanmaigtir.

Tiim kararlilik ¢alismalarinda, her uygulama sonrasi (1000 ng.spot™) ortalama
BUP pik alan1 bes tekrar sonrast belirlenmistir.

BUP farmasdotik dozaj seklinin kararliiginin arastirilmas

BUP farmasétik dozaj seklinin kararhlifinin  arastinlmasi amaciyla tablet
analizleri bir de son kullanma tarihi gecmis Wellbutrin SR® tabletlerle (150 mg
BUP, LOT: 1J1889, SKT: 05/2003) gerceklestirilmis ve sonuglar BUP igerigi ve
olas1 bozunma olaylarina kars: degerlendirilmistir.

Ilgili safsizhiklarin saptanmasi

Igili safsizliklar1 saptayabilmek i¢in, yiiksek derisimde BUP uygulamasi
yapilmistir. 1 mg.mL™"’lik BUP ¢ozeltisi hazirlanarak, bu ¢6zelti numune ¢ozeltisi
olarak adlandirilmis ve numune ¢ozeltisi 1/10 oraninda seyreltilerek standart
cozelti olusturulmustur. Numune cdzeltisinden 5 pL (5000 ng.spot™), standart
cozeltiden de 1 pL (500 ng.spot’) hacimde olacak sekilde ITK plagma 5’er kez
uygulanmis, elde edilen pik alanlar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tablet numune cozeltilerinin hazirlanmast

Tablet numunelerinin hazirlanmasi i¢in, 150 mg BUP igeren 10 adet Zyban® tablet
agirhg tam olarak tartildiktan sonra tabletler havanda toz edilmis ve agz1 siki
kapanan ve 151k gecirmeyen bir kaba konulmustur. Bir tabletin ortalama agirlhifi
hesaplanip, bu agirhga karsilik gelen miktar fizerinden tartim alinarak metanol ile
¢cozlilmiis ve agzi kapali bir kapta 30 dakika sonike edildikten sonra 5000
devir/dakika da santrifiij edilerek 1 mg.mL""lik stok ¢dzelti hazirlanmistir. Daha
sonra, standart ¢ozeltilerde oldugu gibi metanol ile 1/10 oraminda seyreltilerek,
100 pg.mL™lik numuneler elde edilmistir. Numuneler, plaklara 10 pL’lik
hacimlerde uygulanmig, yiiriitme ve densitometrik tarama islemlerinden sonra
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elde edilen pik alanlari, karsilik geldikleri derisimi belirlemek i¢in kalibrasyon
esitliginde ¢oziilerek tablet icerikleri hesaplanmustir.

BUP’un ITK Yéntemi ile Plazmada Miktar Tayini
Deneysel kosullar

BUP’un farmasétik tabletlerindeki miktar tayini i¢in kullamlan deneysel sartlar
kullamlmigtir. Bos plazma o&rnekleri, Anadolu Universitesi Hastanesi
Laboratuvari’ndan temin edilmis ve analiz edilene kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir.

Ornek hazrlama

Plazma ile c¢alisilirken, girisim yapan maddelerin uzaklagtirilmast i¢in 6ncelikle
plazma proteinlerinin ¢oktiirillmesi gerekmektedir. Bu amacla, metanol gibi
organik bir ¢oktiiriicii ile TCA (% 10) ve HCIO, gibi asitler denenmistir. BUP
¢ozeltisi katilmig olan plazma 6rneklerine, ¢oktiiriicii ajanlardan uygun oranlarda
katildiktan sonra, karisim 1 dakika siireyle vorteks yardimiyla karistirilmis ve 10
dakika stireyle 5000 devir/dakika’da santrifij edilmistir. Olusan c¢okelti
uzaklastirildiktan sonra, iistteki berrak kisimdan aliman ¢ozelti vakum altinda
buharlagtirilmsgtir. Bu iglemin ¢ok uzun stirmesi ve BUP’un plazma igerisinde
yalmz asidik pH’da kararli olup, diger pH’larda 1siya duyarli oldugunun bilinmesi
nedeniyle, ¢dziiclinin ucurulmasi amaciyla liyofilizasyon iglemi tercih edilmistir
(Laizure ve Devane, 1985). Liyofilizasyon isleminde, ¢&ziiciiniin donmug olmasi
gerektiginden, proteinlerin ¢Oktiirilmesi amaciyla metanol kullanilamamis, en
uygun sonuglar, TCA (% 10, a/h) ile elde edilmistir (Wells, 2003). Boylece
BUP’un plazma igerisindeki kararlilig1 da saglanmaigtir.

ITK yénteminin plazmadaki validasyonu

ITK yonteminin plazmadaki validasyonu i¢in dogrusallik, kesinlik, geri kazanim
ve duyarlilik (saptama sinir1 ve tayin alt smiri) caligmalart yapilmistir (Shah ve
ark., 2000).

Dogrusallik (Linearity)

Oncelikle, BUP’un ultra saf su igerisinde 1 mgmL™Vlik stok cozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra, 300 pL plazma 6rmegine bu stok ¢ozeltiden 30 uL
katilarak, plazma proteinleri 170 pL TCA (% 10, a/h) ile ¢oktiiriilmistiir. Alinan
250 pL’lik sliziintii liyofilizasyon isleminden sonra 250 pl. metanol igerisinde
¢ozilerek, 60 pg.mLlik BUP c¢ozeltisi elde edilmistir. ITK plaklarma bu
¢ozeltiden 2-10 pL arasinda degisik hacimlerde uygulanarak, 120-600 ng.spot’
derigim araliindaki kalibrasyon seti belirlenmis ve analizler gerceklestirilmistir.

Kesinlik ve geri kazarmm oran (Precision and Recovery)

Plazmadan mutlak geri kazamim orani, kalibrasyon dogrusunu kapsayan derisim
araliginda 3 farkli derisimdeki (360, 480 ve 600 ng.spot™) standart BUP katilmus
plazma 6rneklerinin 3 farkli glinde, her biri i¢in beser kez olacak sekilde analiz
edilmesiyle belirlenmistir. TCA (% 10, a/h) ile proteinlerin ¢oktiiriilmesi,
liyofilizasyon ve kromatografi islemlerinden sonra pik alanlari, aymi sekilde
hazirlanan aym derisimdeki BUP un sudaki ¢ozeltileri i¢in elde edilen pik alanlar
ile kiyaslanmagtir.
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Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla, aym sekilde hazirlanmis olan 360,
480 ve 600 ngspot’lik derisimlerde BUP katilmis plazma ornekleri
kullanilmigtir. Analizler giin icerisinde 5 kez tekrarlanmis ve gilinler aras: tekrar
edilebilirlik ayn1 plazma 6rnekleri ile 3 farkli glinde c¢alisilarak belirlenmisgtir.

Saptama swrt ve tayin alt simrt (LOD and LOQ)

BUP’un plazmada ITK yéntemiyle saptama sinir1 ve tayin alt st degerlerinin
belirlenmesi amaciyla, [kalibrasyon denkleminin kesim degerlerinin standart
sapmast/kalibrasyon denkleminin egimi] oram1 hesaplanmis ve bu oran, sirasiyla
3.3 ve 10 ile ¢arpilarak, yontemin LOD ve LOQ degerleri hesaplanmustir.

BUP’un YPSK Yoéntemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini
YPSK yontemi ile ilgili deneysel kosullar

BUP ve CBZ (IS)’nin kromatografik ayrimi, Cg kolon {izerinde ve 10 mM 1-
heptansiilfonik asit (1-HSA) igeren metanol/asetonitril/fosfat tamponundan (20
mM, pH 3.0) (40:10:50, h/h/h) olusan hareketli faz kullamilarak yapilmistir. 1.0
mL.dk’lik akis hzinda calisilmis ve diyot dizisi detektorii kullanilarak 254
nm’de saptama yapilmigtir. CBZ, metanol icinde c¢oziilerek hazirlanmig ve
analizlerin timiinde 8.38x10°° M’lik derisimde kullanilmustir.

Gelistirilmis olan YPSK yonteminin sistem uygunlugu, LC10A veritabam
kullamilarak degerlendirilmistir. Enjeksiyon tekrar edilebilirligi, aym c¢ozeltiyi
(7.16x10° M) sekiz defa enjekte ederek, % BSS’min hesaplanmast yoluyla
belirlenmigtir. Sistem uygunluk testleri, BUP piki icin kapasite faktorii, ayinm
(resolution), kuyruklanma faktorli, teorik tabaka sayisi, alikonma zamani ve
enjeksiyon tekrar edilebilirliginin % BSS’s1 gibi parametreleri igermektedir.

YPSK yénteminin validasyonu

YPSK yonteminin validasyonu icin kesinlik, dogrusallik, duyarlilik (saptama
smir1 ve tayin alt smr1), dogruluk, 6zgiinlik, saglamlik ve tutarlilik calismalar
yapilmistir (ICH Q2(R1), 2005).

Kesinlik (Precision)

Ultra saf su icerisinde ve 3.58x10” M ve 3.58x10 M derisimlerde iki ayr1 BUP
stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak
BUP’un 1.79x107, 5.37x10® ve 8.95x10° M derisimlerde ¢dzeltileri hazirlanms
ve giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlikler arastirilmigtir. Verilen derisimlerde
elde edilen alan oranlari, ydéntemin kesinliginin go6sterilmesi igin istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

Dogrusallik (Linearity)

Yontem dogrusalligiu incelemek amaciyla, 3.58x10° M ve 3.58x10° M
derisimlerdeki BUP stok ¢ozeltilerinden 50-300 pL arasmnda yedi ayr hacimde
alinarak, 4.48x107-1.78x10° M derisim arahgmdaki kalibrasyon dogrusu
olusturulmustur. Birbirini takip eden 3 giinde BUP ¢ozeltilerinin pik sinyalleri
kaydedilerek, artan BUP derisimleri ile karsilik gelen pik alan orami (BUP pik
alani/ IS pik alam) degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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Saptama simir1 ve tayin alt simirt (LOD and LOQ)

BUP’un YPSK yontemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amaciyla,
spektrofotometrik yontemler ve ITK yontemi ile aymi yol izlenmistir.

Dogruluk (Accuracy)

Yontemin dogrulugunu arastirmak igin, spektrofotometrik yontemler ve ITK
yontemi ile benzer yol izlenmistir. Kalibrasyon egrisinin verilen araliinda
bulunan ii¢ farkli derisimdeki standart BUP cozeltisi (1.79x10°, 5.37x10° ve
8.95x10° M) matriks ¢ozeltisine eklenerek kanstirilms ve YPSK yontemi
kullamlarak her bir set icin 7 uygulama yapilmak suretiyle optimum kosullarda
olctilmiistiir. BUP igerigine karsilik gelen alan oram: degerleri kalibrasyon
esitliginde c¢oziilerek, yiizde geri kazamim, dogruluk ve tekrar edilebilirlik
degerleri hesaplanmastir.

Ozgiinliik (Specificity)

Yéntem 6zgiinliigiinii incelemek amaciyla, standart BUP ¢ozeltileri (3.58x107 M)
ayr1 ayrt 0.1 N HCI, 0.1 N NaOH ve % 3°lik H,0, icerisinde hazirlanmis ve bu
¢Ozeltiler hem oda sicakliginda hem de 60°C sicaklikta muamele edilmistir. Daha
sonra 15, 30, 45, 60, 90 ve 120 dakika gibi degisik zamanlarda numune alinarak,
IS eklenmis ve son derigimi 8.95x10° M olacak sekilde seyreltildikten sonra,
analiz edilmigtir.

Saglamlik (Robustness)

5.37x10° M derisimde ve ticlii uygulamalarla; pH (2.9 ve 3.1), akis hiz1 (0.9 ve
1.1 mL.dk™), fosfat derisimi (18 ve 22 mM), 1-HSA derisimi (8 ve 12 mM) ve
dalga boyu (252 ve 256 nm) olmak iizere Snemli parametrelerdeki kiigiik
degisiklikler sonucunda pik alan oranlarmmin % BSS ve SH degerleri
hesaplanmistir.

Tutarliik (Ruggedness)

Yontem tutarliligi, gelistirilen metodun 5.37x10° M’lik BUP derisiminde, aym
cihaz ile farkli analizciler tarafindan farkli gilinlerde uygulanmasi ile
gosterilmistir.

Tablet numune cozeltilerinin hazirlanmasi

Zyban® tablet numunelerinin hazirlanmasi icin, ITK ydnteminde belirtilen yol
izlenmigtir. Daha sonra, standart c¢ozeltilerde oldugu gibi ultra saf su ile
seyreltilerek, kalibrasyon egrisinin orta noktasina karsilik gelen derisimde
(5.37x10°° M) numuneler elde edilmistir. Tablet numuneleri s6z edilen optimum
kosullarda analiz edilmis, sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

BUP ve HBUP’un YPSK Yoéntemi ile Plazmada Miktar Tayini
Deneysel kosullar

BUP’un farmasétik tabletlerindeki miktar tayini sirasinda kullanilmis olan YPSK
cihazi ve analitik kolon ile deneyler gerceklestirilmistir. Deneysel sartlar, BUP ve
HBUP’un ayrimma izin verecek sekilde degistirilerek, metanol-asetonitril-fosfat
tamponu (10 mM, pH=3) (40:10:50, h/h/h) ve 20 mM 1-HSA iceren hareketli faz
ile 1 mL.dk" akis huizinda, 254 ve 214 nm dalga boylan kullanilarak analizler
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yapilmis ve bu kosullarda IS olarak tablet analizinde oldugu gibi CBZ (8.3 8x10°
M) kullanilmasgtir.

Ornek hazrlama

Plazma 6mekleri hazirlanirken, ITK ydnteminde belirtildigi gibi TCA (% 10, a/h)
ile plazma proteinlerinin ¢oktiiriilmesi, bu proteinler uzaklastirildiktan sonra
liyofilizasyon islemi ile ¢dziiciinlin ugurulmasi yani numunenin deristirilmesi
islemi uygulanmigtir. Literatiirde en iyi sonucun, 1:0.6 oraninda plazma ve TCA
ile elde edildigi fakat protein ¢coktiirme islemi igin 1:0.2 oraminda TCA’min yeterli
oldugu belirtildigi i¢in, 650 pL plazma tizerine 300 pL. TCA ve toplam hacmi 50
pL olacak sekilde BUP ve HBUP cozeltisi eklenerek, karisum 1 dakika siireyle
vorteks yardimiyla kangstirilmig ve 10 dakika siireyle 5000 devir/dakika’da
santrifiij edilmistir (Wells, 2003). Olusan c¢okelti uzaklastirildiktan sonra,
liyofilizasyon islemi uygulanns ve icerik 60 pl. CBZ (IS) ¢ozeltisi ve 240 pl
metanol icerisinde ¢6ziilerek sisteme enjekte edilmistir.

YPSK yonteminin plazgmadaki validasyonu

YPSK yonteminin plazmadaki validasyonu i¢in dogrusallik, kesinlik, geri
kazanim ve duyarlilik (saptama simir1 ve tayin alt siiri) c¢alismalar1 yapilmagtir
(Shah ve ark., 2000).

Dogrusallik (Linearity)

Yontem dogrusalhfmi incelemek amaciyla, 5.38x10* M ve 5.38x10° M
derisimlerde iki ayr1 BUP stok cozeltisi, aym zamanda 1.22x10™ M ve 1.22x10™
M derisimlerde HBUP stok cozeltileri kullamlmigtir. Cozeltilerin hepsi ultra saf
su igerisinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden BUP ve HBUP un toplam hacmi 50
pL olmak iizere, cesitli derisimlere karsilik gelecek sekilde farkli hacimlerde 650
pL. plazmaya eklenmis ve 300 pL. TCA ile plazma proteinleri ¢oktiirlilmiigtiir.
Stiziintiiden 500 pL alinarak, dondurulmus, liyofilize edilmis ve liyofilizasyondan
sonra 60 pl’si IS ¢ozeltisi olacak sekilde, 300 pL metanolde ¢ozilerek sisteme
enjekte edilmistir. Boylece BUP icin 8.97x107-1.79x10”° M derigim araliginda,
HBUP icin ise, 2.03x10°-5.49x10° M derisim aralifinda kalibrasyon dogrusu
olusturulmugtur. Ayni islem bir kez de plazma yerine ultra saf su kullanilarak
tekrarlanmug ve standart BUP ve HBUP un dogrusalliklar aragtirilmistir.

Birbirini takip eden 3 glinde, plazmaya eklenmis olan BUP ve HBUP
¢ozeltilerinin pik sinyalleri kaydedilerek, artan derisimler ile karsilik gelen pik
alan orani degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Kesinlik ve geri kazanim oram (Precision and Recovery)

Ydntem kesinliginin incelenmesi amaciyla, plazmaya aym anda eklenen BUP’un
1.43x10%, 3.59x10° ve 1.79x10° M derigimlerde, HBUP’un ise 2.03x10%,
4.88x10° ve 6.10x10° M derisimlerde giin i¢i ve giinler aras1 tekrar
edilebilirlikleri arastinnllmig ve elde edilen alan oranlar, yontemin kesinliginin
goOsterilmesi igin istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Saptama smirt ve tayin alt simirt (LOD and LOQ)

Bu amacla, BUP’un YPSK yontemiyle farmasétik tabletlerindeki tayini igin
kullanmilan yontem kullanilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

BUP’un Potansiyometrik ve Kondiiktometrik Titrasyon Yontemleri ile
Farmaso6tik Tabletlerinde Miktar Tayini

Kondiiktometrik titrasyon yonteminin farmasétik tabletlerdeki uygulamast

Diizeltilmis NaOH hacmine karsi, diizeltilmis iletkenlik degerlerinin grafige
gecirilmesiyle, oldukca yiiksek korelasyon katsayisina sahip dogru denklemleri ve
buradan elde edilen dogru denklemlerinin esitlenmesiyle birbirine ¢ok yakin
doéniim noktalan elde edilmigtir (n=6) (Sekil 3).

y=0,116x+1,529

r=0,9996 y=0,674x-1,616

r=0,9996

Diizeltilmis iletkenlik (mS)
w

0 2 4 6 8 10 12
Diizeltilmis NaOH Hacmi (ml.)

Sekil 3. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Kondiiktometrik Titrasyon
Grafigi

Dontim noktalar1 esitlikte yerine konularak tablet icerigi hesaplanmis ve elde
edilen dontim noktalar ile birlikte Cizelge 3°de gosterilmistir.

Cizelge 3. Kondiiktometrik Titrasyon ile Elde Edilen Doniim Noktalar1 ve BUP’un
Farmasétik Tabletlerindeki Miktar Tayini Sonuglari

Doéniim Noktalar (mL) Tablet Igerigi
Ortalama (1=6) 5.86 160.2
SS 0.10 2.70
% BSS 1.74 1.69

Deneyler, secicilifi gdstermek amaciyla tablet matriksi ile tekrarlanip, diizeltilmis
iletkenlik degerleri diizeltilmis NaOH hacmine karsi grafige gecirildiginde,
beklenildigi sekilde sadece eklenen NaOH’den kaynaklanan iletkenlik artis1 ve tek
bir dogru grafigi elde edilmistir. Boylece, iletkenlige tablet yardimci maddelerinin
katkisinin olmadigina ve BUP’un segici olarak titre edildigine karar verilmistir.
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 Potansiyometrik titrasyon yonteminin farmasotik tabletlerdeki uygulamast

Eklenen NaOH hacmine karsi, pH degerleri grafige gecirildiginde S egrisi elde
edilmektedir. Daha sonra pH degerlerinin I. ve II. tiirevleri hesaplanarak, eklenen
NaOH hacmine karg1 grafige gecirilmis ve doniim noktalar1 bulunmustur.
Grafikler, Sekil 4-6’da verilmistir. Grafiklerdeki V (mlL), diizeltilmis hacim
degerlerini gostermektedir.

V (mL)

Sekil 4. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Potansiyometrik Titrasyon
Egrisi

V (mL)

Sekil 5. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Potansiyometrik
Titrasyonunda I. Tiirev Egrisi
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Sekil 6. BUP Tablet Numunesinin (150 mg) 0.1000 N NaOH ile Potansiyometrik
Titrasyonunda II. Tiirev Egrisi

Doniim noktalarn esitlikte yerine konularak tablet igerigi hesaplanmis ve elde
edilen doniim noktalari ile birlikte Cizelge 4°de gosterilmistir.

Cizelge 4. Potansiyometrik Titrasyon ile Elde Edilen Doniim Noktalar1 ve BUP’un
Farmasotik Tabletlerindeki Miktar Tayini Sonuclar

D&niim Noktalar: (mL) Tablet Igerigi
Ortalama (n=5) 6.00 164.9
SS 0.07 1.39
% BSS 1.18 0.84

USP 29, (2006)’da birim etkin madde igerigi i¢in saglanmasi gerekli bulunan
kosullar bildirilmektedir. Farmakopeye gore, 10 adet tablet dl¢iimii yapilmasinin
ardindan etkin madde igeriginin % 90-110 aralifinda bulunmasi gereklidir.
Potansiyometrik ve kondiiktometrik yontemlerle yapilan 6l¢iimlerde, Wellbutrin®
tablet icerigi farmakopenin gerektirdigi aralikta bulunmustur.

Tablet matriksi ile yapilan potansiyometrik titrasyon degerlendirildiginde Sekil
4°deki gibi bir egri elde edilememis; NaOH ilavelerine karsilik okunan pH
degerleri 6nce hafif bir artis gostermis, daha sonra sabit kalmistir. Sonug olarak,
tablet yardimci maddelerinin yapilan potansiyometrik titrasyonu etkilemedigi
sOylenebilir.

BUP’un UV-Spektrofotometri ve Ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontemleri
ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini
Spektroskopik yontemlerin optimizasyonu

Oncelikle UV alandaki calisma dalga boyunu belirlemek icin, 5x10° M BUP
¢Ozeltisinin 200-350 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu kaydedilmistir.
BUP’un 200-350 nm dalga boyu araliinda, % 2 metanol (h/h) iceren ¢dziicli
ortamindaki absorbans spektrumu Sekil 7°de verilmektedir.
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Sekil 7°de goriildiigii gibi, 200-350 nm dalga boyu araliginda BUP*un en yiiksek
absorbans verdigi dalga boylari, 210 ve 252 nm olarak gézlenmis ve olasi
girisimlerden ka¢inmak icin UV alandaki dalga boyu degeri olarak 252 nm
secilmistir.

Tirev spektrofotometri yontemi i¢in ise, alman UV spektrumundan hareketle 1
nm yarik genisligi ve 2 nm tirev araliginda (AA) maddenin I. ve II. tiirev
spektrumlan kaydedilmigtir. BUP’un 200-350 nm dalga boyu araliginda, % 2
metanol (b/h) iceren ¢6ziicti ortamindaki 1. ve II. tiirev spektrumlar1 Sekil 8 ve
9’da verilmektedir.
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Sekil 8. % 2 Metanol icerisindeki Standart BUP (5x10° M) Cozeltisinin 200-350 nm
Arahgmdaki I Tiirev Spektrumu

28



0.018

0.0101

I l \
S i 70
o N\
0.000 \\‘ ,-"’ _
N

L0107 Y,

|
J
0.016

200.0 250.0 300.0 350.0 400.0
Dalga boyu {nm}

Sekil 9. % 2 Metanol icerisindeki Standart BUP (5x10° M) Cozeltisinin 200-400 nm
Araligmdaki IT. Tiirev Spektrumu

Sekil 8°de goriildiigli gibi, 200-3500 nm dalga boyu araligindaki 1. tiirev
spektrumunda 219.2, 239.8 ve 262.4 nm dalga boylarinda sirasiyla —0.112, 0.026,
ve -0.035 absorbans degerleri kaydedilmistirr. Bu absorbans degerleri
kullanilabilecek nitelikte olmasma kargin, II. tiirev spektrumunun daha keskin
pikler vermesi nedeniyle ve literatiirdeki bir ¢alismadan yola c¢ikarak, “pikten
pike” metodu i¢in BUP’un II. tiirev spektrumu dikkate alinmigtir (Tatar ve Saglik,
2002). BUP’un II. tiirev spektrumunda en diisiik ve en yiiksek absorbans verdigi
dalga boylar1 217.4 ve 221.8 nm’de gozlenmis ve bu dalga boylarndaki iki pik
arasi uzaklik Slciilerek degerlendirmeler yapilmistir.

Spektroskopik yontemlerin validasyonu
Kesinlik (Precision)

UV-spektrofotometri ydntemi icin, 4.14x10 M’lik derisimde giin ici ve giinler
arasi kesinlik degerleri sirasiyla 0.80 ve 0.22 dir. IL. tiirev spektrofotometri
yontemi icin ise yine aymi derisimde 1.91 ve 5.53 degerleri elde edilmistir. II.
tirev spektrofotometri yonteminin giinler arasi kesinlik degeri yiiksek olmakla
birlikte diger sonuglar, gelistirilen spektrofotometrik yontemlerle yiiksek diizeyde
tekrar edilebilirlik elde edildigini gostermektedir.

Dogrusallik (Linearity)

BUP’un 2.07x10°-7.25x10™ M derisim araligmdaki bes ayr ¢ozeltisinin iki ayr
spektrofotometrik yontemle analiz sonuglart ve bu yontemler icin yapilan
karsilastirmali istatistiksel degerlendirmeler, Cizelge 5’de verilmektedir.
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Cizelge 5. 2.07x107°-7.25x10"° M Derisim Arabgmdaki BUP’un iki Farkh Spektrofotometrik
Yontemle Dogrusallik Sonuclari '

Parametreler UV-Spektrofotometri II. Tiirev Spektrofotometri
(glin=3, n=5) (glin=3, n=5)

Egim, a 10980 838.2

Kesim, b -0.045 -0.005
Korelasyon Katsayist, r 0.9993 0.9993

Egimin Standart Hatas: 85.92 6.62

Kesimin Standart Hatas1 0.004 0.0003

1.0D (M) 2.73x10° 8.20x107

LOQ (M) 8.26x10°¢ 2.48x10°°

Cizelge 5°de goruldugii gibi yapilan istatistiksel hesaplamalarda, BUP’un
tabletlerdeki miktar tayinine izin verecek olciide, oldukea yiitksek korelasyon
katsayisina sahip, kesim degeri sifira yakin dogrusal esitlikler elde edilmistir.

Saptama surt ve tayin alt sinirt (LOD and LOQ)

UV-spektrofotometri yontemi i¢in, saptama smirt 2.73x10° M ve tayin alt siur
8.26x10° M olarak hesaplanmistir. II. tiirev spektrofotometri yontemi igin ise aynt
sekilde hesaplama yapilarak saptama s 8.20x107 M, tayin alt sir1 2.48x107
M olarak bulunmugtur. Gortildigi gibi, II. tiirev spektrofotometri yontemi ile UV-
spektrofotometri yontemine gére daha diigiik saptama smir ve tayin alt sirina
ulagilabilmisgtir.

Dogruluk (Accuracy)

Kalibrasyon egrisinin verilen aralifinda bulunan fi¢ farkli derisimdeki standart
BUP ¢ozeltisi (2.07x107, 4.14x10°, 6.21x10° M) ic¢in yiizde geri kazamm ve
yuzde bagil hata degerleri, UV-spektrofotometri ve II. tirev spektrofotometri
yontemleri igin sirasiyla Cizelge 6 ve 7°de verilmisgtir.
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Cizelge 6. UV-Spektrofotometri Yontemi ile Standart BUP ve BUP Eklenmis Matriks icin

Dogruluk Sonuglari

Standart BUP Bulunan BUP(M) Geri Kazanim BH BSS
(n=6) (ortalama & SS) (%) (%) (%)
2.07x107 2.06x107 £ 1.29x107 99.43 -0.48 0.63
4.14x107° 4.08x10° £ 3.52x107 98.52 -1.45 0.86
6.21x107 6.13x107° + 3.58x 107 98.65 -1.29 0.58
Matrikse Eklenen Bulunan BUP(M) Geri Kazanim BH BSS
BUP (n=6) (ortalama + SS) %) %) %)
2.07x107 2.10x107 £ 7.44x10°® 101.34 1.34 0.35
4.14x107 4.18x10° £ 1.06x1077 100.94 0.94 0.25
6.21x107 6.21x107° + 1.97x107 99.95 -0.05 0.32

Cizelge 7. II. Tiirev Spektrofotometri Yontemi ile Standart BUP ve BUP Eklenmis Matriks
icin Dogruluk Sonug¢lar:

Standart BUP Bulunan BUP(M) Geri Kazanim BH BSS
(n=6) (ortalama + SS) (%) (%) (%)
2.07x107 2.06x107 + 3.02x107 99.40 -0.60 1.47
4.14x107 4.09x107 + 6.53x107 9%.84 -1.21 1.60
6.21x107 6.08x107° + 4.87x107’ 97.91 -2.09 0.80
Matrikse Eklenen Bulunan BUP(M) Geri Kazanim BH BSS
BUP (0=6) (ortalama + SS) %) %) %)
2.07x107 2.05x107 + 3.82x1077 98.81 -1.19 1.87
4.14x107° 4.09x10° + 6.54x107 98.84 -1.16 1.60
6.21x107 6.30x107 + 7.55x107 101.44 1.44 1.20

Cizelge 6 ve 7’de goriildigti gibi, her iki yontem i¢in dogrulugu gésteren % BH
ve kesinlifi gosteren % BSS degerleri % 2’nin altindadir ve validasyon
kriterlerine uygun bulunmaktadir (ICH Q2(R1), 2005). Sonug¢ olarak, tablet
icerisindeki yardimer maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadigi
sOylenebilir.

Spektroskopik yontemlerin farmasotik tabletlerdeki uygulamasi

BUP tablet igerigi i¢in yapilan karsilagtirmali analiz sonuglari Cizelge 8’de
verilmigtir. Yontemlerin dogrulugunu karsilagtirmak icin Student t-testi,
kesinligini karsilagtirmak icin F-testi yapilarak, sonuclar % 95 6nem diizeyinde
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 8. Iki Farklhi Spektrofotometrik Yontemle BUP’un Farmasotik Tabletlerindeki
Miktar Tayini Sonuclari

UV-Spektrofotometri II. Tiirev Spektrofotometri
(mg) (mg)
Ortalama (n=6) 162.4 161.1
SS 4.72 3.66
% BSS 2.90 2.27
t-Testi (p<0.05) - 0.52
F Testi (p<0.05) - 1.66

Bulunan t- degerinin, tablo ty¢s degerinden (0.52<2.23) ve F- degerinin, tablo Fg gs
degerinden (1.66<5.05) kiiciik oldugu gosterilerek, yontemler arasindaki farkin
dogruluk ve kesinlik agisindan % 95 6nem diizeyinde istatistiksel olarak énemsiz
oldugu bulunmustur. Ayrica, iki farkli spektrofotometrik yontem ile elde edilen
tablet icerigi sonugclari, Wilcoxon testiyle de istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
Hesaplamalar, GraphPAD istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak yapilmig ve Py
degeri 0.6875 olarak bulunmustur. Sonug olarak, Wilcoxon testi de t- ve F- testi
sonucunu desteklemektedir. Ayrica geligtirilen spektrofotometrik yo6ntemlerle
yapilan Glciimlerde, Wellbutrin® tablet icerigi farmakopenin gerektirdigi
araliktadir (USP 29, 2006).

Wellbutrin® tablet icin spektrofotometrik yontemlerle elde edilen tablet analizi
sonuglarmin  potansiyometrik ve kondiiktometrik titrasyon sonuglar1 ile
karsilastirilmasi amaciyla yapilan ANOVA testi sonucunda, yontemler arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigt bulunmustur (F423 = 1.902, p<0.05).

BUP’un ITK Yéntemi ile Farmasétik Tabletlerinde Miktar Tayini
ITK yonteminin optimizasyonu

ITK ydnteminin optimizasyonuna, degisik 6zellikteki ¢oziicii sistemleri denenerek
baslanmustir. Ilk olarak, 3:1 ve 1:1 (h/h) oranlarinda petrol eteri ve etil asetat
karigimi kullanilmig ve bu ¢oziicti sistemleri, BUP’un polar yapisina uygun
olmadif i¢in stiriiklenme gerceklesmemistir. Daha polar hareketli faz olarak, etil
asetat-etanol karisimi 1:1 (h/h) oraninda uygulandiginda, UV lambada uygun Ry
degerinde fakat kuyruklu, dagmik bir leke go6riilmiistiir. Bu durumun maddenin
HCI tuzu olmasindan kaynaklandig: diistiniilerek, karigima 500 pL kadar NHs (%
25°1ik) ilave edilmis ve lekenin seklinin diizeldigi gorilmiistir fakat BUP, bu
hareketli fazda siirtiklendikten sonra, plaklarin ITK tarama cihazinda taranmasi ile
uygun pik sekli elde edilememistir. Daha sonra etil asetat yerine benzer polarite
indisine sahip olan kloroform kullamilarak, kloroform-etanol ¢6ziicii sistemi 1:1,
1:2 ve 2:1 (h/h) oranlarinda denenmigtir. BUP’un bu hareketli fazlarda
stiriiklenmesi ile simetrik bir pik elde edilmesine karsin, kloroformun yiiksek
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oranda (2:1, h/h) kullamildig: sistemde, 0.85 dolayinda ¢ok yiiksek bir R¢ degeri
elde edilmis ve ¢6ziicti piki ile iyi bir ayirim saglanamamistir. Coziicl sisteminde
etanoliin artirtlmas: ile Ry degerinin daha kiigiik degerlere kaydig1 gdzlenmistir.
Uygun Ry deferini elde edebilmek i¢in, kloroform-etanol karisima 1:3 (h/h)
oraninda hazirlanmis ve maddenin asidik ortamdaki kararhligi diistiniilerek, bu
sisteme glasiyel asetik asit ilave edilmigtir. Sonug olarak, en uygun Redegeri (0.56

+ 0.01), en diizgiin pik sekli ve ayirim, etanol-kloroform-glasiyel asetik asit
(30:10:1, h/h/h)’den olusan hareketli faz kullanildiginda ve ITK tanki hareketli faz
ile 30 dakika stireyle doyuruldugunda elde edilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Optimum Kosullarda Standart BUP’un (500 ng.spot’l) ITK Kromatogrami
(Pik 1: BUP)

Yontem optimizasyonunun devaminda, USP 29, (2006)’daki BUP monografinda
m-klorobenzoik asit tayini icin gelistirilmis ITK yénteminin BUP tayini icin
uygun olup olmadigim denemek amaciyla, toluen, siklohekzan ve glasiyel asetik
asit (47:47:6, h/h/h) iceren hareketli faz kullamilarak, 254 nm’de BUP tayini
yapilmig ve Sekil 11°deki kromatogram elde edilmisgtir.
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Sekil 11. USP 29°da Belirtilen Kosullarda ve Toluen, Siklohekzan ve Glasiyel Asetik Asit
(47:47:6, h/h/h) Iceren Hareketli Faz Kullanilarak, 254 nm’de Standart BUP’un (500
ng.spot”) ITK Kromatogrami (Pik 1: BUP)

Sekil 11°de goriildiigli gibi, BUP pikinin R degeri (0.01) tayin i¢in uygun
olmayip, 6lii hacimden aywim saglanamamigtir, b&ylece BUP piki cevresel
sartlardan etkilenebilmektedir. Ayrica, bu yontem ile diizglin bir zemin giiriiltiisii
elde edilememistir. Sonug olarak, USP 29°da belirtilmis olan ITK y6nteminin,
BUP tayini i¢in uygun olmadig1 ve bu amagla kullanilamayacagi s6ylenebilir.

ITK yonteminin validasyonu
Kesinlik (Precision)

Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla, 100 pg.mL™Vlik BUP ¢ozeltisi
kullanmilarak 6, 8 ve 10 pL olmak {izere i¢ ayr hacimde uygulama yapilmis,
BUP’un 600, 800 ve 1000 ng.spot *lik derisimlerde giin ici ve giinler aras: tekrar
edilebilirlikleri aragtirilmistir.

Verilen derisimlerde elde edilen pik alami sinyalleri, yontemin kesinliginin
gosterilmesi i¢in istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Sonuglar, Cizelge 9°da
verilmektedir.

Kesinlik sonuglarina gore, % 2°’den diisik BSS degerleri ile yliksek diizeyde
tekrar edilebilirlik elde edilmis, sadece 600 ng.spot ’lik derisimde giinler aras:
kesinlik % BSS degeri biraz yiiksek bulunmugtur (ICH Q2(R1), 2005).

34



Cizelge 9. BUP’un Giin Ici ve Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik Sonuclar

Gtin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Aras
600 ng.spot™ Kesinlik
I Gin(o=5) ILGin(n=5) TIT. Giin (n=5)
OPA 3997 3424 3687 3806
SS 73.59 40.30 58.64 95.62
% BSS 1.84 | 1.18 1.59 2.51
SH 32.91 18.02 26.22 39.04
Giin Igi Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
800 ng.spot'1 . . N Kesinlik
L Gin (0=5) 1L Gin(n=5) TIL Gin (n=5)
OPA 7079 6936 6500 7007
SS 62.11 81.35 68.34 101.8
% BSS 0.88 1.17 1.05 1.45
SH 27.78 36.38 30.56 32.20
Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
1000 ng.spot” I Giin(v=5) L Giin(n=5) IIL Giin (n=5) oSk
OPA 7666 7969 8211 8042
SS 107.2 T 99.12 82.14 145.9
% BSS 1.40 1.24 1.00 1.81
SH 47.94 44.33 36.74 46.14

Dogrusallik (Linearity)

100 pg.mL™’lik BUP ¢ozeltisinden 2-10 pL arasinda bes ayr1 hacimde uygulama
yapilarak, 200-1000 ng.spot” derigim araligindaki BUP cozeltilerinin birbirini
takip eden 3 giinde pik sinyalleri kaydedilmigtir. Artan BUP derisimleri ile
karsilik gelen pik alani degerleri arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmeye
gore elde edilen sonuglar, Cizelge 10°da verilmektedir.
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Cizelge 10. 200-1000 ng.spot” Derisim Arahgmdaki BUP’un 254 nm’deki Pik Alam
Sinyallerinin Dogrusalhg:

Giin Ici Giinler Arast
1.Giin (n=5) 2.Giin (n=5) 3.Giin (n=5) Tiim Giinler
(n=15)
Egim, a 4.433 6.441 8.481 6.623
Kesim, b 182.8 263.8 -453.0 232.5
Korelasyon
0.9990 0.9993 0.9988 0.9950
Katsayisi,
Effmin Standart 0.1125 0.1318 0.2328 0.2761
Hatas1
Kesimin Standart 77.61 67.22 162.0 134.9

Hatas:

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, literatiirdeki ITK ¢aligmalarina
gore daha yiiksek korelasyon katsayisina sahip dogrusal esitlikler elde edilmistir
(Agrawal ve ark., 2003; Kaul ve ark.,, 2004; Motwani ve ark., 2006;
Venkatachalam ve Chatterjee, 2007).

Saptama suurt ve tayin alt sumir1 (LOD and LOQ)

BUP’un ITK yéntemiyle LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi amaciyla, kor
madde olan metanol bes defa uygulanmis ve sinyal/giirtiltii oram belirlenmistir.
Bu oran, sirasiyla 3 ve 10 ile carpilarak, yontemin LOD ve LOQ degerleri,
strasiyla 10.41 ng.spot™ ve 34.71 ng.spot” olarak bulunmustur.

Dogruluk (Accuracy)

Kalibrasyon egrisinin verilen araliginda bulunan ti¢ farkli derisimdeki standart
BUP ¢ozeltisi (600, 800 ve 1000 ng.spot™) icin yiizde geri kazanim ve yiizde bagil
hata degerleri, Cizelge 11°de verilmistir.
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Cizelge 11. ITK Yonteminin Dogruluk Sonuclar1 (n=5)

Standart BUP Bulunan BUP (ng.spot’)  Geri Kazanim BH BSS
(ng.spot™) (ortalama + SS) (%) (%) (%)
600 611.32:+11.26 101.89 1.89 1.84

800 810.94 = 7.12 101.37 1.37 0.88

1000 1015.85+10.16 101.58 1.58 1.00
Matrikse Eklenen ~ Bulunan BUP (ng.spot’)  Geri Kazanim BH BSS
BUP (ng.spot™) (ortalama + SS) (%) (%) (%)
600 598.83 + 6.29 99.81 -0.19 1.05

800 787.63 + 13.07 98.45 -1.55 1.66

1000 1014.98 = 17.79 101.50 1.50 1.75

Cizelge 11°de gorildugi gibi, dogruluk sonuclari kabul kriteri dahilinde
bulunmugtur ve tablet iceriginde bulunan etkin madde disindaki yardimci
maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadigi séylenebilir (ICH

Q2(R1), 2005).
Ozgiinliik (Specificity)

Yontem 6zglinliigii, standart BUP ve tablet numunesi analiz edilerek bulunmustur.
Numunenin spektrumu ile standart maddenin spektrumu pik baslangi¢ noktasi,
tepe noktas ve bitis noktas1 olmak iizere ti¢ ayr1 noktada degerlendirildiginde, r=
0.9999 gibi oldukea iyi bir korelasyon degeri elde edilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Standart BUP Cozeltisi ve Tablet Numunesinin Spektrum Kargilagtirmasi
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Saglamlik (Robustness)

1000 ngspot™lik derisimde, ticli uygulamalarla hareketli faz bilesiminde,
glasiyel asetik asit miktarinda, hareketli faz hacminde ve tankin doygunluk
stiresindeki kiigiik degisiklikler sonucunda pik alanlarinin % BSS ve SH degerleri
hesaplanmistir. Cizelge 12°de goriildiigii gibi, elde edilen diigitk % BSS degerleri
(<2) yontemin saglamligim gostermektedir (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007).

Cizelge 12. ITK Yonteminin Saglamlik Sonuglar: (n=3, 1000 ng.spot” BUP)

Parametre % BSS SH

1) Hareketli Faz Bilesimi (etanol-kloroform-glasiyel asetik asit)
e 29:11:1 (Wh'h)

1.29 40.20

e 30:10:1 (b/l/h)

e 31:9:1 (MWh/h)
2) Glasiyel Asetik Asit Miktar1 (0.5, 1 ve 1.5mL) 0.74 18.17
3) Hareketli Faz Hacmi (18, 20 ve 22 mL) 0.81 22.93
4) Doygunluk Siiresi (20, 30 ve 40 dakika) 1.20 35.93

Tutarlilik (Ruggedness)

1000 ng.spot™*lik derisimdeki BUP ¢ozeltisinin 0, 6, 12, 24, 48 ve 72 saat sonra,
ticerli analizi ile pik alanlar1 i¢in 1.60 gibi diistik bir % BSS (<2) elde edilmistir.
Sonuglar, yontemin tutarlihigini ve BUP’un analiz boyunca kararli oldugunu
kamtlamaktadir (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007).

BUP i¢cin hizlandirilnugs kararlihk testi

Standart BUP cozeltisi asit, baz, hidrojen peroksit, kuru ve nemli 1s1, fotokimyasal
ve UV (254 nm) 151k ile muamele edilmis ve Sekil 13-16’da goriildiigii gibi
bozunma tirtini pikleri ile standart BUP piki iyi bir sekilde ayrilmistir. Bozunma
Uriinlerinin Ry degerleri, BUP i¢in yiizde geri kazamim ve % BSS degerleri
Cizelge 13°de verilmistir.

Asit ve baz etkisi

Sekil 13a ve 13b’de goriildiigi gibi, asitle muamele edilmis numuneler, nétral
olup olmamalarina gére farkli kromatogramlar gostermislerdir. Nétral numune
kromatograminda, BUP diginda bagka bir pik g6zlenmemesine karsin, notral
olmayan numunenin kromatograminda Ry degeri 0.01 olan bir pik goriilmektedir.
Asit muamelesi sonucu, BUP pik morfolojisi diizgiinlesmekle birlikte; nétral
olmayan numunede BUP piki daha az polar hale gelerek, Ry degeri 0.73°e kaynusg
ve % 88.58 = 0.32 (n=5)’lik bir geri kazanim elde edilmistir. Asitle muamele
edilen numune nétralize edildiginde ise BUP polaritesindeki azalmadan dolayi,
hem Ry degeri (0.70), hem de geri kazamim degerinde (% 79.56 + 1.68, n=5)
degisme gorilmiistiir. Asitle muamele sonucunda Ry degerinde meydana gelen
degisiklikten dolayi, BUP pikinin dogrulanmasina gerek duyulmus ve bu amacla
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notral ve notral olmayan numunelerin spektrumlari, asit ile muamele edilmemis
standart BUP ¢&zeltisinin spektrumu ile karsilastirilmistir (Sekil 13c).
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Sekil 13a. Asit (IN HCI, 70°C Sicakhkta 30 Dakika) ile Muamele Edilmis Notral BUP
Numunesi (1000 ng.spot™) Kromatogram (Pik 1: BUP)

600+
AU |

500+

100+

2000 4

100-

0 : .
297 0.03 0.23 043 0.63 0.83 Rf

Sekil 13b. Asit (1IN HCI, 70°C Sicaklikta 30 Dakika) ile Muamele Edilmis Notral Olmayan
BUP Numunesi (1000 ng.spot™) Kromatogrami (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP)
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Sekil 13c. Asit Muamelesine Tabi Tutulmamis Standart BUP Cozeltisinin Spektrumu ile
Nétral ve Notral Olmayan Numunelerin Spektrumlarimin Karsilastirmas: (1000 ng.spot )
a: Standart BUP, b: Nétral Numune, ¢: Notral Olmayan Numune

Sekil 13c¢’de gortildigii gibi, spektrumlar arasinda herhangi bir fark
bulunamamugtir.

Bazla muamele edilen notral ve notral olmayan numuneler biiyiik ol¢tide
bozunmaya ugramis ve Ry degeri 0.01 olan bir bozunma tirtinii olusmustur (Sekil
14a ve 14b). Numunenin nétralize edildigi durumda, bazik sartlardaki BUP
pikinin Ry degeri (0.69), asidik sartlardaki BUP pikinin R¢ degeriyle (0.70)
neredeyse ayni iken, nétral olmayan numunenin Ry degeri (0.56 = 0.01) standart
BUP c¢ozeltisine gére degismemistir. Asidik kosullarla benzer sekilde, numune
notralize edildiginde BUP geri kazanimi azalmaktadir. Nétral ve nétral olmayan
numunelerin spektrumlari, baz muamelesine tabi tutulmamis standart BUP
¢ozeltisinin spektrumu ile karsilagtirilmig ve spektrumlar arasinda herhangi bir
fark bulunamamistir (Sekil 14c).
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Sekil 14a. Baz (1IN NaOH, 70°C Sicakhkta 30 Dakika) ile Muamele Edilmis Notral BUP
Numunesi (1000 ng.spot ') Kromatogrami (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP)
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Sekil 14b. Baz (1N NaOH, 70°C Sicakhkta 30 Dakika) ile Muame!_e Edilmis Nétral Olmayan
BUP Numunesi (1000 ng.spot ') Kromatogrami (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP)
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Sekil 14c. Baz Muamelesine Tabi Tutulmamis Standart BUP Cozeltisinin Spektrumu ile
Nétral ve Notral Olmayan Numunelerin Spektrumlarinin Karsilastirmasi (1000 ng.spot ™)
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Hidrojen peroksit etkisi

% 30’Iuk HyO, ¢ozeltisi ile muamele edilmis BUP kromatograminda ilave iki pik
goriilmektedir (Sekil 15). Muamele sonucu, BUP pik morfolojisi bozulmusg

0.0

olmasina karsin, geri kazanim ¢ok diisiik degildir (% 83.07 + 2.28, n=5).
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Sekil 15. Hidrojen Peroksit (% 30, h/h; 80°C Sicakhkta 1 Saat 15 Dakika) _ile Muamele
Edilmis BUP Numunesi (1000 ng.spot 1y Kromatogram (Pik 1 ve 2: Bozunma Uriinii, Pik 3:

BUP)
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Kuru ve nemli 151 etkisi

Kuru 151 ile muamele edilmig BUP kromatograminda, R#=0.55 + 0.01 degerindeki
BUP pikinden bagka ilave bir pik goriilmemistir. Buna karsin geri kazamim, %
82.17 £ 0.91 olarak bulunmustur.

Bir saat stireyle kaynar su banyosunda bekletilen BUP numunesinin
kromatograminda da aym sekilde bozunma tirlinii goériilmemektedir.

Forokimyasal ve UV 151k etkisi

8 saat stireyle UV 151k ile muamele edilen BUP numunesinin kromatograminda
0.01 Ry degerinde bir bozunma iirtinii gérillmektedir (Sekil 16). 24 saat giines
1s18inda  bekletilen BUP numunesi kromatograminda ise ilave bir pik
gbriilmemisgtir.
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Sekil 16. UV Isi;mn (UV Lamba Altinda 8 Saat) ile Muamele Edilmis BUP Numunesi
(1000 ng.spot ') Kromatogram (Pik 1: Bozunma Uriinii, Pik 2: BUP)

Hizlandirilmis kararhilik c¢aligmalarinda, her parametre i¢in 5 ayn uygulama
yapilmis, yiizde geri kazamim ve % BSS degerleri hesaplanmistir. Sonug olarak,
en yiiksek geri kazamim degeri, glin 1:18inda bekletilen numune igin elde edilmis
ve BUP’un normal calisma kosullarinda diger ortamlara gore daha kararli oldugu
bulunmustur (Cizelge 13).
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Cizelge 13. Hizlandirilmis Kararlilik Testi Sonuclar: (n=5, 1000 ng.spot 1 BUP)

Kosullar Bozunma Uriinlerinin R¢ Degeri % Geri Kazanom % BSS
1) INHC1 0.01 88.58 0.37
2) 1N HC], nétral numune - 79.56 2.11
3) IN NaOH 0.01 35.14 2.39
4) IN NaOH, nétral numune 0.01 16.02 1.81
5) % 30°luk H,0, 0.01,0.02 83.07 2.74
6) Kuru 1s1 - 82.17 1.11
7) Nemli 151 - 91.55 0.71
8) Isik kararhilig1 (giin 15181) - 94.72 1.14
9) UV (254 nm) 0.01 92.72 0.63

BUP farmasdétik dozaj seklinin kararlihigimin arastirilmast

Wellbutrin SR® tablet numunelerinin kromatograminda, Zyban® tablet
numunelerinin kromatograminda oldugu gibi sadece R degeri 0.56 & 0.01 olan
BUP piki goriilmektedir, herhangi bir bozunma piki olusmamustir. Tablet igerigi
% 109.32 £ 0.71 (n=6, BSS=% 0.65) olup, farmakopenin gerektirdigi aralikta
bulunmustur (USP 29, 2006).

Ilgili safsizliklarin saptanmasi

Numune ¢o6zeltisi ve standart ¢ozeltinin analizi sonucunda, numune ¢6zeltisi
kromatograminda 0.01 ve 0.45°lik Ry degerine sahip, ilave iki pik bulunmustur
(Sekil 17).
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Sekil 17. BUP ve Safsizhklarm Kromatogrami (Pik 1 ve 2: Safsizlik, Pik 3: BUP)
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Cizelge 14°de goriildiigli gibi, safsizlik pikinin alam standart ¢ozeltideki BUP
pikinden oldukea diisiiktiir.

Cizelge 14. Igili Safsizhiklar (n=5)

Derisim (ng.spot™) R¢Degeri Alan

500 0.56 5436.02
5000 0.56 225954
gili safsizlik

5000 0.01 ve 0.45 280.1 ve 241.2

BUP iceren tabletlerde miktar tayini

Validasyonu gdsterilen ITK yonteminin uygulamasi, 150 mg BUP igerdigi bilinen
Zyban® tabletlerde yapilmis ve istatistiksel degerlendirmeler sonucu, tablet icerigi
% 101.48 = 0.86 (n=6, BSS=% 0.85) olarak farmakopenin gerektirdigi aralikta
bulunmustur (USP 29, 2006).

BUP’un ITK Yéntemi ile Plazmada Miktar Tayini
ITK yénteminin optimizasyonu

BUP’un plazmadaki analizi i¢in 6nceden gelistirilmis olan ITK prosediirii
kullamilmigtir. Plazma igerisindeki BUP’un etanol-kloroform-glasiyel asetik asit
(30:10:1, h/h/h) den olusan hareketli fazda stiriiklenmesi ile simetrik bir pik elde
edilmis fakat matriksin degismis olmasi ve numune hazirlama basamagindaki asit
ilavesi (TCA) nedeniyle R¢ degeri ileriye kaymistir (R¢=0.80 £ 0.02, n=5).

Sekil 18a ve 18b’de goriildiigii gibi, ¢oziicii piki (solvent front) tim ITK
calismalarinda oldugu gibi kromatogramin sonundadir. BUP ve ¢oziicii pikinin Ry
degerleri birbirine ¢ok yakin olup, bu durum normal kosullar altinda istenmez.
Cinkii bu kosullarda madde pikinin ¢evre sartlarindan etkilenme derecesi
artmakta ve Ry degerindeki herhangi bir degisme durumunda ¢oziicii piki ile olan
ayirim ortadan kalkmaktadir. Tim calisma boyunca, BUP pikinin Ry degerinde
analizi etkileyecek nitelikte bir kayma ve plazmadan kaynaklanan bir girisim
gbzlenmemigtir (Sekil 18a ve 18b). Dolayisiyla, bu kosullarda yontem
validasyonuna gecilmigtir.
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Sekil 18a. BUP Eklenmemis Plazma Orneginin iTK Kromatogram:
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Sekil 18b. 240 ng.spot” Derisimde BUP Eklenmis Plazma Orneginin iTK Kromatogrami
(Pik 1: BUP)

ITK yonteminin plazmadaki validasyonu
Kesinlik ve geri kazamim oram (Precision and Recovery)

Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla, plazmaya eklenmis 60 pg.mL*’lik
BUP c¢ozeltisi kullanilarak 6, 8 ve 10 uLL olmak {lizere {i¢ ayr1 hacimde uygulama
yapilmis, BUP’un 360, 480 ve 600 ng.spot ’lik derisimlerde giin ici ve ginler
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aras1 tekrar edilebilirlikleri arastirilmistir. Elde edilen sonuclar aym sekilde
hazirlanan, plazma katilmamis standart BUP ¢o6zeltisi sonuglann ile
karsilagtirilarak, geri kazamim oranlari belirlenmistir. Sonuglar, Cizelge 15°de
verilmektedir.

Ortalama olarak % 87 dolayinda, oldukca yiiksek bir geri kazanim elde edilmistir.
BSS degerleri ise, % 1-2 dolayndadir. Sadece 600 ng.spot™*lik derisimde giinler
arasi % BSS degeri daha yiiksek bulunmugtur.

Cizelge 15. BUP’un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazamim Oram (giin=3, n=
4

Derisim (ng.spot™)

Geri kazanim (%) BSS (%)
Eklenen Bulunan (ortalama + SS)

360 318.10+2.70 88.36 0.85

Giin ici 480 421.45+4.90 87.80 1.16
600 516.86 + 7.84 86.14 1.52

360 316.49 £ 8.836 87.91 2.80

Giinler arasi 480 418.23 £ 9.58 87.13 2.29
600 513.68 + 16.23 85.61 3.16

Dogrusallik (Linearity)

Plazmaya katilmis 60 pg.mL’lik BUP cozeltisinden 2-10 pL arasinda alti ayr
hacimde uygulama yapilarak, 120-600 ng.spot’ derisim araligindaki BUP
¢ozeltilerinin birbirini takip eden 3 giinde pik sinyalleri kaydedilmistir. Artan
BUP derigimleri ile karsilik gelen pik alani degerleri arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmeye gore elde edilen sonuclar Cizelge 16’da verilmektedir.

Cizelge 16. Plazma Icerisinde 120-600 ng.spot” Derisim Arahgmdaki BUP’un 254 nm’deki
Pik Alam Sinyallerinin Dogrusallhig:

Giin I¢i Giinler Arasi
1.Giin (n=6) 2.Giin (n=6) 3.Gin (n=g) oo Glinler
(1=18)
Egim, 2 4.997 5.046 5.387 5.155
Kesim, b 78.99 3355 2208 6140
Korelasyon 0.9989 0.9995 0.9990 0.997
Katsayisi, r
Egimin Standart 0.1169 0.0753 0.1190 0.1046
Hatas1
Kesimin Standart 54.61 30.24 47.79 44.42

Hatas
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Cizelge 16°da goriildiigii gibi plazmada yapilmis olmasina kargin, ITK yontemiyle
tablet analizinde bulunan sonugclarla karsilastirilabilir diizeyde, yiiksek korelasyon
katsayisina sahip dogrusal esitlikler elde edilmistir.

Saptama sinir1 ve tayin alt sinirt (LOD and LOQ)

Yéntemin saptama siur1 12.04 ng.spot” ve tayin alt smur1 36.47 ng.spot” olarak
hesaplanmigtir.

BUP’un YPSK Yontemi ile Farmasotik Tabletlerinde Miktar Tayini
YPSK yonteminin optimizasyonu

YPSK prosediirtiniin optimizasyonuna, % 70 oraminda metanol igeren hareketli
faz ile baglanmig fakat uygun pik sekli elde edilememistir. Daha sonra, BUP un
molekiil biiylikligi ve yapisi bakimindan nikotine benzemesi ve pKa’sinin
(pKa=7.9) nikotin molekiiliindeki pirolidin halkasimn pKa’sina (pKa=8.02) yakin
olmasi nedeniyle, nikotin ile yapilan bir caligmadan yola ¢ikilarak, pH’1 3 olan bir
tampon sistemi kullamilmig ve 1-heptan siilfonik asit (1-HSA) ile iyon ¢ifti
olusturulmas: diigiintilmiistiir (Ciolino ve ark., 1999). Ayrica literatiirde, pKa’s1 9
dan kii¢iik olan, primer veya sekonder amin grubu iceren zayif bazik bilesiklerin
YPSK ile analizinde bozuk pik seklini ve kuyruklanmay: diizeltmek i¢in hareketli
fazda organik ¢6ziicli olarak metanol ve asetonitril’in birlikte kullanilmasi
Onerilmektedir (Basc1 ve ark., 1998). Boylece, metanol-asetonitril-fosfat tamponu
(20 mM, pH=3) (40:10:50, h/h/h) ve 10 mM 1-HSA iceren hareketli fazla
calismalara baslanmis ve ilk olarak sonuclar, literatiirde daha kolay iyon cifti
olusturdugu belirtilen asetat tamponu ile karsilagtirlmistir (Yardime:r ve ark.,
2007). Asetat tamponu ile uygun kosullar elde edilememesi ve teorik tabaka sayisi
diiserken kuyruklanma faktériiniin artmasi tizerine, ¢alismalara fosfat tamponu ile
devam edilmigtir.

[k olarak, pH 2.5-5.5 aralifinda, her pH degeri igin iicer enjeksiyon yapmak
suretiyle pH taramasi yapilmistir. pH degerlerine karsi, alikonma zamanlari
grafige gecirildiginde BUP un pH 2.5-3.5 araliginda iyon c¢ifti varligindaki tipik
bazik madde davranmisi gosterdigi, 3.5 dan sonra ise iyon ¢ifti yokmus gibi
davrandif1 gorilmektedir (Ciolino ve ark., 1999). Ayrica artan pH degerlerine
kars1 BUP pikinin teorik tabaka sayist (N) degisim grafigi incelendiginde, teorik
tabaka sayisi, alikonma zamani ile benzer sekilde degismektedir. Alikonma
zaman ve teorik tabaka sayisi g6z 6niine alinarak, optimum pH degeri olarak 3.0
secilmistir (Sekil 19). Ayrica pik simetrisi incelendiginde, pH 3.0 de@erinde
kuyruklanma faktorii en diisiik degerini almig (tailing factor=1.28) ve en simetrik
pikler elde edilmistir.
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Sekil 19. Ahkonma Zamani (RT) ve Teorik Tabaka Sayisimin (N) pH’a Gore Degisim Grafigi
(Kosullar:Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 mM) (40:10:50, h/h/h) ve 10 mM 1-HSA)

Daha sonra, optimum organik ¢oziicli yiizdesini bulabilmek icin, degisik ¢oziicii
sistemleri denenmis ve ilk olarak, asetonitril icermeyen ve 20 mM fosfat tamponu
(pH=3), 10 mM 1-HSA ve % 50 oraninda metanol’den olusan bir hareketli faz
hazirlanmistir. Bu sistemde yapilan analiz sonucunda, toplam organik ¢6ziicii
ylizdesi defismemesine karsin, % 10’luk asetonitril’in yerine metanol’iin
kullamilmasimin BUP'un alikonma zamanim biiyiik olgtide etkiledigi ve 7.3
dakikada gézlenen alikonma zamanimin 10.8 dakikaya kaydig1 goriilmiistiir. Bu
durum, literatlirde belirtilen asetonitril ve metanol’iin birer polarite 6l¢iisii olan
¢cOziiniirlik parametresi (8) ve polarite indisi (P") yoniinden farklilik gésterdigi ve
metanol-su (50:50, h/h) karisimindan olusan bir hareketli faz ile asetonitril-su
(38.5:61.5, Wh) kansimindan olusan bir hareketli fazin ancak izoeluotropik
oldugu gercegini kanitlamaktadir (Lindsay, 1992). Daha sonra, BUP alikonma
zamammn One ¢ekmek ve dolayisiyla genislemis durumda gorillen pik seklini
diizeltmek i¢in 20 mM fosfat tamponu (pH=3), 10 mM 1-HSA ve % 60 oraninda
metanol iceren hareketli faz denenmistir. Bu durumda da IS ve BUP’un alikonma
zamanlari agin gekilde azalmig, ayimm saglanamamis ve dolayisiyla teorik tabaka
sayist azalmistir. Bunun lizerine, toplam organik ¢6ziicti yilizdesi % 50, h/h
degerinde tutulmak suretiyle asetonitril oram1 % 5 ve % 20 arasinda degistirilerek
her bir ¢6ziicti sistemi i¢cin kromatogramlar incelenmis ve % 20 gibi yiiksek
oranda asetonitril igceren hareketli faz kullanildiginda BUP’un alikonma zamam
azalmis olmasina karsin, asetonitril’den kaynaklanan difiizyon nedeniyle BUP pik
taban geniglifinin arttifn ve dolayisiyla teorik tabaka sayisimin azaldigi
bulunmustur. % 45:5 ve % 40:10 oranlarinda metanol-asetonitril igeren hareketli
yakin ve optimum diizeyde bulunmasma karsin, % 40:10 oraninda metanol-
asetonitril iceren hareketli faz, alikonma zamammn daha da diisik olmasi
bakimindan tercih edilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Alikonma Zamani (RT) ve Teorik Tabaka Sayisimin (N) Coziicii Yiizdesine Gore
Degisim Grafigi (Kosullar: Fosfat Tamponu (20 mM, % 50, pH:3) ve 10 mM 1-HSA)

Daha sonra 1-HSA derisimi (0-25 mM) taramasi yapilmig ve metanol-asetonitril-
fosfat tamponun’dan (20 mM, pH:3) (40:10:50, h/h/h) olusan hareketli faza 1-
HSA eklenmedigi zaman piklerin ¢ok fazla 6ne geldigi, IS’nin safsizliklarla
birlestigi ve BUP pikinin 5.2 dakika olan alikonma zamamn ile teorik tabaka
sayisimin azaldign goriilmiistiir. Ayrica, 1-HSA miktan arttikca, kuyruklanma
faktérii azalmakta, alikonma zamam ve dolayisiyla teorik tabaka sayisi
artmaktadir. Tiim degiskenler g6z Oniine alinarak, sonraki deneysel ¢aligmalarda
10 mM’lik derisimde 1-HSA kullanilmasina karar verilmigtir (Sekil 21).
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Sekil 21. Ahkonma Zamam (RT) ve Teorik Tabaka Sayismm (N) 1-HSA Derisimine (mM)
Gore Degisim Grafigi (Kosullar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 mM, pH:3)
(40:10:50, h/h/h))

Optimizasyonun en 6nemli basamaklarindan biri de fosfat tamponu derigiminin,
pik yapist ve alitkonma zamanina etkisinin incelenmesidir ve bu islem 0 ile 50 mM
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aralifinda yapilmigtir (Sekil 22). Fosfat tamponu eklenmedigi zaman, alikonma
zamanlar1 olduk¢a artmakta, yiiksek tampon derisimlerinde ise alikonma
zamanlar: azalmasina kargin, kuyruklanma faktorii artis: ile birlikte oldukga diigiik
teorik tabaka sayisi elde edilmektedir. Ayrica kolonun yiiksek fosfat derisimleri
ile ytiklenmesinin 6nlenmesi durumu da disiiniilerek, 20 mM fosfat derisimine
karar verilmistir.
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Sekil 22. Ahkonma Zamani (RT) ve Teorik Tabaka Sayisimn (N) Fosfat Derisimine (mM)
Gore Degisim Grafigi (Kosullar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (pH:3) (40:10:50,
h/h/h) ve 10 mM 1-HSA)

Yontem optimizasyonunun son basamagi olarak, cihaz ile ilgili bir parametre olan
akis uzi taranmis ve 0.8-1.2 mL.dk™ araliginda yapilan tarama sonuglarina gore,
en uygun sartlar I mL.dk™ akis hiz1 ile saglanmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Abhkonma Zamani (RT) ve Teorik Tabaka Sayisiun (N) Akis Hizma Goére Degisim
Grafigi (Kosullar: Metanol-Asetonitril-Fosfat Tamponu (20 mM, pH:3) (40:10:50, h/h/h), 10
mM 1-HSA)
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Optimizasyon caligmalarinin sonucunda, metanol-asetonitril-fosfat tamponu (20
mM, pH=3) (40:10:50, h/h/h) ve 10 mM 1-HSA iceren hareketli faz ile 1 mL.dk?!
akis hizinda ve 254 nm dalga boyu kullanilarak, analizler yapilmis ve bu
kosullarda IS olarak kullanilan CBZ ve BUP un alikonma zamanlan sirasiyla 4.97
+ 0.02 dakika (n=8, BSS=% 0.46) ve 7.42 = 0.04 dakika (n=8, BSS=% 0.60)
olarak bulunmustur (Sekil 24).
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Sekil 24. Optimum Kosullarda BUP (7.16x10° M) ve CBZ (IS, 8.38x10° M)’nin
Kromatogrami

Sekil 24°de verilmis olan kromatogramdan, degisik parametreler incelenmis ve
sistem uygunluk test sonuglart Cizelge 17°de verilmistir. Sonuglar FDA
kriterlerine gore istenen degerlerle karsilastirildiginda, bu degerlerle son derece
uyumlu olduklar gériilmiistiir (Shabir, 2003).

Cizelge 17. BUP’un Sistem Uygunluk Parametreleri

Parametreler Gozlenen Deger Istenen Deger
Alikonma zamani (dakika) 7.42

Kapasite faktorii (k°) 3.40 >2
Kuyruklanma faktorii (T) 1.28 <2
Aymrm (Rs) 9.15 >2
Teorik tabaka sayis1 (N) 9849 >2000

% BSS (n=8) 0.60 <1
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YPSK yonteminin validasyonu

Kesinlik (Precision)

BUP’un 1.79x10°, 5.37x10° ve 8.95x10° M derisimlerde elde edilen alan

oranlari,

degerlendirilmistir. Sonuglar, Cizelge 18’de verilmektedir.

yontemin  kesinlifinin  gOsterilmesi ic¢in  istatistiksel olarak

Kesinlik sonuglarina gére, % 1-2 dolayinda BSS degerleri ile yiiksek diizeyde
tekrar edilebilirlik elde edilmistir.

Cizelge 18. BUP’un Giin Ici ve Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik Sonuclar

Giin Ici Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
1.79x10° M Kesinlik
L Gin(n=7) ILGin(@=7) I Giin (n=7)
OAO 0.358 0.353 0.337 0.354
SS 0.006 0.004 0.006 0.006
% BSS 1.54 1.07 1.88 1.75
SH 0.002 0.001 0.002 0.002
Giin Ici Ortalama Kesinlik Giinler Aras1
5.37x10°M Kesinlik
1. Giin (n=7) II. Giin (v=7) III. Giin (n=7)
OAO 1.001 1.149 1.141 1.145
SS 0.006 0.010 0.006 0.008
% BSS 0.57 0.85 0.50 0.75
SH 0.002 0.004 0.002 0.002
Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Aras1
8.95x10° M Kesinlik
L Gin(n=7) ILGin(n=7) IIL Giin (o=7)
OAO 1.900 1.783 1.840 1.852
SS 0.016 0.009 0.014 0.036
% BSS 0.84 0.51 0.76 1.97
SH 0.006 0.003 0.005 0.010
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Dogrusallik (Linearity)

4.48x107-1.78x10° M derisim araligindaki kalibrasyon cozeltileri analiz
edildikten sonra istatistiksel degerlendirmeye gore elde edilen sonuclar, Cizelge
19°da verilmektedir.

Cizelge 19. 4.48x107-1.78x10° M Derisim Araligmdaki BUP’un 254 nm’deki Dogrusalligi

Giin I¢i Giinler Arasi
1. Giin (1=7) 2. Giin (n=7) 3. Giin (0=7) e
(»=21)
Egim, a 209400 174000 180200 176800
Kesim, b 0.028 0.054 : 0.027 0.045
Korelasyon 0.9994 0.9993 0.9998 0.9994
Katsayisi, r
Egimin Standart 3190 2927 1289 1609
Hatas:
Kesimin Standart 0.019 0.025 0.011 0.012

Hatas:

Cizelge 19°da goriildiigii gibi, gelistirilmis olan spektroskopik yéntemler ve ITK
yontemine gore daha yiiksek korelasyon katsayisma sahip dogrusal esitlikler elde
edilmistir.

Saptama s ve tayin alt simirt (LOD and LOQ)

BUP’un YPSK yéntemiyle LOD ve LOQ degerleri, sirasiyla 1.34x10° M ve
4.06x10°® M olarak hesaplanmustir.

Dogruluk (Accuracy)

Yontem dogrulugu, deneysel bolimde belirtildigi sekilde aragtirilms ve Zyban®
tablet icindeki yardime1 maddelerin BUP tayininin dogruluguna etkisinin olmadig:
gosterilmigtir (Sekil 25).
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Sekil 25. Optimum Kosullarda BUP ve CBZ (IS)’nin Tablet Analizlerindeki Kromatogrami
(a) BUP Eklenmemis Tablet Matriksi (b) 5.37x10° M BUP Eklenmis Tablet Matriksi (c)

Ticari Tablet

1.79x10°, 5.37x10° ve 8.95x10° M derisimlerdeki BUP c6zeltilerinin matriks
cozeltisine eklenerek karistirilmasi, YPSK yontemi kullanilarak analiz edilmesi ve
BUP igerigine karsilik gelen alan orami degerlerinin kalibrasyon esitliginde
coziilmesiyle hesaplanan yiizde geri kazamim ve yiizde bagil hata degerleri

Cizelge 20°de verilmistir.

Cizelge 20. YPSK Yonteminin Dogruluk Sonuclari (n=7)
Standart BUP (M) Bulunan BUP (M) Geri Kazanim BH BSS
(ortalama + SS) (%) (%) (%)
1.79x10°¢ 1.77x10°% + 2.72x10°® 98.66 -1.34 1.54
5.37x10°8 5.47x107° + 3.10x10® 101.87 1.87 0.57
8.95x10°8 9.01x10° = 7.59x10°® 100.71 0.71 0.84
Matrikse Eklenen Bulunan BUP (M) Geri Kazanim BH BSS
BUP (M) (ortalama + SS) %) %) %)
1.79x10°¢ 1.82x10% + 1.6x10° 101.59 1.59 0.87
5.37x10° 5.47x10° + 4.89x10°® 101.86 1.86 0.89
8.95x10° 9.07x10° + 6.27x10°® 101.35 1.35 0.69

Cizelge 20°de YPSK ydnteminin dogruluk sonug¢larinin kabul edilebilirlik kriteri
dahilinde oldugu ve Zyban® tablet icindeki yardimer maddelerin BUP tayininin
dogruluguna etkisinin olmadigi gériilmektedir (ICH Q2(R1), 2005).
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Ozgiinliik (Specificity)

Ozgiinliik calismas: sonucu elde edilen veriler incelendiginde, BUP’un hem oda
sicakliginda hem de 60°C sicaklikta asit ¢ozeltisi i¢cinde herhangi bir bozunmaya
ugramadif ve 120 dakika boyunca kararli oldugu goriilmektedir (Sekil 26¢). Bu
durum literatiirde gegcen, BUP’un asit kararlilifi verilerini dogrulamaktadir
(Laizure ve DeVane,1985).
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Sekil 26. Optimum Kosullarda BUP ve CBZ (IS)’nin Yéntem Ozgiinliik Sonuclan (a) %
3’liik H,O, Igerisinde Hazirlanmis BUP (b) 0.1 N NaOH I¢erisinde Hazirlanms BUP (c) 0.1
N HCl I¢erisinde Hazirlanmis BUP

Bazla muamele edilen numunelerin kromatogramlari incelendiginde, ¢6ziicii
pikinin oldugu yerde gelen pik haricinde herhangi bir bozunma piki olusmamasina
karsim, (Sekil 26b) oda sicakliginda daha yavas olmak iizere; 60°C sicaklikta hizl
bir sekilde bozunma olmustur (Sekil 27).
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Sekil 27. Oda Sicakhifinda ve 60°C Sicakhkta, Bazla Muamele Karsisinda Zamana Karsi %
BUP Degisim Grafigi
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% 3’lik peroksit ile muamele edilen numuneler, oda sicakliginda herhangi bir
bozunmaya ugramamis, 60°C sicaklikta ise 90 dakikadan sonra % 6-7 oraninda bir
bozunma goriilmiistiir. % 3°lik peroksit ile muamele edilen numunelerin
kromatogramlarinin tiimiinde 1.5 dakikada gelen 3-4 milyon alana sahip bir pik
bulunmaktadir ve bundan bagka herhangi bir yabanci pik olusmamustir (Sekil
26a).

Saglamlik (Robusiness)

Deneysel parametrelerdeki kiiciik degisiklikler sonucunda pik alan oranlarinin %
BSS ve SH degerleri hesaplanmig ve Cizelge 21°de belirtilmistir. Elde edilen
diistik % BSS degerleri (<2) yontemin saglamligim gostermektedir (Dejaegher ve
Vander Heyden, 2007).

Cizelge 21. YPSK Yonteminin Saglamlik Sonuclar1 (n=3, 5.37x10° M BUP)

Parametre % BSS SH

1) Hareketli faz pH’1 (2.9, 3 ve 3.1) 0.90 0.005
2) Akis huzi (0.9, 1 ve 1.1 mL.dk™) 0.75 0.005
3) Fosfat derigimi (18, 20 ve 22 mM) 0.96 0.006
4) 1-HSA derigimi (8, 10 ve 12 mM) 0.91 0.006
5) Dalga boyu (252, 254 ve 256 nm) 1.27 0.008
6) Organik faz yiizdesi (% 48, % 50 ve % 52) 0.71 0.004

Tutarliik (Ruggedness)

Gelistirilen metodun 5.37x10° M’lik BUP derigiminde, aym cihaz ile farkli
analizciler tarafindan ve farkli glinlerde uygulanmasi ile yapilan analizler ve
istatistiksel hesaplamalara gore, sonuglar oldukc¢a tekrar edilebilir bulunmug ve
analizciler arasmnda Onemli bir fark goriilmemistir (Cizelge 22). Ayrica, pik
alanlar1 icin elde edilen diisik % BSS (<2) degerleri, yontemin tutarliligim
kamtlamaktadir (Dejaegher ve Vander Heyden, 2007).

Cizelge 22. YPSK Yonteminin Tutarlihk Sonuclar (n=7, 5.37x10° M BUP)

1. Analizci II. Analizci
O{t‘alama + SS 5.39x10° + 4.20x10® 5 41x10° = 4.94x10°
(0=T)
% BSS 0.78 0.91
t-Testi (p<0.05) 1.18 Tablo tg 5= 2.57
F-Testi (p<0.05) 0.72 Tablo Fg 5= 5.05

BUP iceren tabletlerde miktar tayini

Validasyonu gosterilen YPSK yOnteminin uygulamasi, farmasotik tabletlerde
yapilmig ve analiz sonuglar1 Cizelge 23°de sunulmustur. Tablet bilesenlerinden
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kaynaklanan ve Ol¢limleri etkileyecek hi¢ bir girisim gdzlenmemis ve Zyban®
tablet icerigi farmakopenin gerektirdigi aralikta bulunmustur (USP 29, 2006).

Cizelge 23. Tablet Analizi Sonuclar: (n=9, 5.37x10° M BUP)

BUP (mg) % BUP
Ortalama 152.76 101.84
SS 0.60 0.40
% BSS 0.39 0.39

Ayrica Zyban® tablet icin YPSK ve ITK yontemleri ile bulunan tablet igerigi
sonuglarl, Wilcoxon testi kullanilarak %95°1ik 6nem diizeyinde istatistiksel olarak
karsilagtirilmis ve iki yontem arasinda fark olmadigi bulunmustur (Pg=0.5625).

BUP ve HBUP’un YPSK Yontemi ile Plazmada Miktar Tayini
YPSK yénteminin optimizasyonu

BUP’un farmasotik tabletlerindeki tayini i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin
sonucunda metanol-asetonitril-fosfat tamponu (20 mM, pH=3) (40:10:50, h/h/h)
ve 10 mM 1-HSA iceren hareketli faz ile 1 mL.dk™ akis uzinda ve 254 nm dalga
boyu kullamilarak, analizler yapilmis ve bu kosullarda IS olarak kullanilan
CBZ’nin ve BUP’un alikonma zamanlar sirasiyla 4.97 + 0.02 (n=8, BSS=% 0.46)
ve 7.42 + 0.04 (n=8, BSS=% 0.60) dakika olarak bulunmustur. Daha sonra BUP
ve HBUP’un plazmadaki tayini i¢in HBUP bu sisteme verildiginde, alikonma
zamam 6.7 dakika olarak gbzlenmistir. Ayrica plazmada analiz yapildiginda, 2.
dakikada plazmadan kaynaklanan ¢ok biiyiik bir pik goriilmektedir. HBUP un 254
nm dalga boyunda absorbansinin diisiik olmasi, HBUP analizi i¢in 214 nm dalga
boyunun kullanilmasimi zorunlu kilmaktadir. Bu dalga boyunda saptama
yaparken, 2. dakikada gelen pik 5. dakika’ya kadar genislemekte, bu sartlarda
analizi zorlastirmaktadir. Onceden yapilan optimizasyon calismalarinda, fosfat
tamponu derigiminin azaltimas: ile alikonma zamanlarimn arttifi; ayrica pik
morfolojisinde onemli bir fark olmadigi go6rilmistir. Bu verilerden
yararlanilarak, BUP ve HBUP’un plazmadaki analizi i¢in hareketli faz
olustururken fosfat tamponunun 20 mM yerine 10 mM’lik derisimde kullanilmasi
distintilmiistiir. Béylece maddelerin alikonma zamanlarimin ileriye kaymas: ve
safsizliktan uzaklagmasi planlanmistir. IS, HBUP ve BUP i¢in sirasiyla 5.5, 9 ve
11 dakika olan alikonma zamanlari uygun olmasina karsin, yalnizca plazma
kromatogramlarinda HBUP’dan hemen 6nce gelen ve ondan ayrilmamis olan
biiyiik bir pik goriilmektedir. Alikonma zamanlarini biiylik 6l¢lide degistirmeden,
HBUP ve safsizlik ayrimim saglayabilmek i¢in, 10 mM olan 1-HSA derigimi 15
mM’a c¢ikarilmistir. Bu derisimde bir diizelme kaydedilmesine karsin, iyi bir
aymrim saglanamamistir. Bunun {izerine 20 mM derisimde 1-HSA uygulanmus ve
tim pikler i¢in iyi bir ayirim gerceklestirilmigtir. Sonu¢ olarak, metanol-
asetonitril-fosfat tamponu (10 mM, pH=3) (40:10:50, b/h/h) ve 20 mM 1-HSA
iceren hareketli faz ile 1 mL.dk" akis hzinda, 254 ve 214 nm dalga boylar
kullanilarak analizler yapilmis ve bu kosullarda IS olarak onceki analizlerde

58



oldugu gibi CBZ kullanmilmustir. 254 ve 214 nm dalga boylarmda ayr ayrn bos
plazma 6rneginin, BUP ve HBUP eklenmis plazma 6mmeginin ve aym derigimde

cozeltilerinin

hazirlanmig sulu ortamdaki standart BUP ve HBUP
kromatogramlari alinmig ve Sekil 28-29°da verilmistir.
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Sekil 28. 254 nm’de Kaydedilmis (a) IS Eklenmis Bos Plazma Kromatogrami (b) Standart
BUP (1.79x10° M) ve HBUP’un (6.10x10° M) Kromatogrami (c) BUP (1.79x10° M) ve

HBUP (6.10x10° M) Eklenmis Plazma Kromatogrami
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Sekil 29. 214 nm’de Kaydedilmis (a) IS Eklenmis Bos Plazma Kromatogrami (b) Standart
BUP (1.79x10° M) ve HBUP’un (6.10x10° M) Kromatogrami (c) BUP (1.79x10° M) ve

HBUP (6.10x10”° M) Eklenmis Plazma Kromatogrami
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YPSK yionteminin validasyonu
Kesinlik ve geri kazamm orani (Precision and Recovery)

Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla, hazirlanan ve plazmaya eklenmis
olan BUP’un 1.43x10%, 3.59x10° ve 1.79x10° M derisimlerde, HBUP un ise
2.03x10°%, 4.88x10° ve 6.10x10° M derisimlerde elde edilen alan oranlari,
yontemin kesinliginin gosterilmesi icin istatistiksel olarak degerlendirilmis ve
sonuglar, Cizelge 24 ve 25°de verilmistir.

Cizelge 24. Plazmaya Eklenmis Olan BUP’un Giin I¢i ve Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik
Sonuclan

1.43x10° M Gitn I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
Kesinlik
I Gin(n=6) IL Giin (n=6) IIL Giin (n=6)
OAO 0.1518 0.1477 0.1360 0.1474
SS 0.003 0.003 0.002 0.005
% BSS 1.74 1.90 1.40 3.26
SH 0.001 0.001 0.001 0.001
Giin Ici Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
3.59x10° M Kesinlik
I Giin (1=6) IL Giin (n=6)  IIL Giin (n=6)
OAO 0.3223 0.3295 0.3278 0.3266
SS 0.003 0.006 0.006 0.006
% BSS 1.01 1.82 1.92 1.82
SH 0.001 0.002 0.002 0.001
Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
1.79x10° M Kesinlik
I Giin (n=6) 1L Giin (n=6) L Giin (1=6)
OAO 1.589 1.592 1.510 1.577
SS 0.015 0.012 0.015 0.031
% BSS 0.97 0.77 1.01 1.99
SH 0.006 0.005 0.006 0.008
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Cizelge 25. Plazmaya Eklenmis Olan HBUP’un Giin I¢i ve Giinler Aras1 Tekrar Edilebilirlik
Sonuclart

2.03x10° M Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
Kesinlik

L Giin (n=6) IL Giin(n=6) I Giin (n=6)

OAO 0.046 0.045 0.045 0.045
SS 0.001 0.001 0.001 0.001
% BSS 2.15 2.61 1.67 1.92
SH 0.0004 0.0005 0.0003 0.0002
4.88x10° M Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Aras:
Kesinlik

I Gin (n=6) I Giin (n=6) Il Giin (n=6)

OAO 0.1075 0.1048 0.1120 0.1074
SS 0.002 0.002 0.002 0.003
% BSS 2.10 2.04 1.60 2.86
SH 0.001 0.001 0.001 0.001
6.10x10° M Giin I¢i Ortalama Kesinlik Giinler Arasi
Kesinlik

I. Giin (n=6) II. Giin (n=6) III. Giin (n=6)

OAO 1.068 1.014 1.033 1.042
SS 0.020 0.018 0.012 0.020
% BSS 1.84 1.80 1.22 1.90
SH 0.008 0.007 0.005 0.005

Kesinlik sonuglarina gore, timii % 3°den kiiciik olacak sekilde BSS degerleri ile
yiiksek diizeyde tekrar edilebilirlik elde edilmigtir.

Elde edilen sonuglar, ayni derisimde hazirlanmis sulu ortamdaki standart BUP ve
HBUP c¢ozeltilerinin sonuglar1 ile karsilagtirilarak, geri kazamim oranlar
belirlenmistir. Sonuclar, Cizelge 26 ve 27°de verilmektedir.
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Cizelge 26. BUP’un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazanim Orami (giin=3, n=6)
g

Deris
erigim (M) Geri Kazanim BSS
0,
Eklenen Bulunan (ortalama = SS) (%) (%)
1.43x10° 1.17x10°% = 1.63x10°® 81.88 1.40
Giin I¢i 3.59x10°® 2.65x10° + 5.10x10° 73.79 1.92
1.79x107° 1.45x107 + 1.12x1077 81.10 0.77
1.43x10°¢ 1.16x10° £ 2.21x10°® 81.42 3.26
Ginler 3.59x10° 2.97x10° + 5.40x10° 82.74 1.82
Arasi
1.79x107 1.46x107 + 1.47x1077 81.79 1.99

Cizelge 27. HBUP’un Plazmada Kesinligi ve Geri Kazanim Orani (giin=3, n=6)

Derisim (M) Geri Kazanim BSS

Eklenen Bulunan (ortalama + SS) ) %)

2.03x10°° 1.74x10° +2.90x10°® 85.82 1.67

Gim Igi 4.88x10° 4.50x10° +7.19x10® 92.26 1.60
6.10x10° 5.40x107° £ 6.57x107 88.53 1.22

2.03x10° 1.69x10° + 4.39x10° 83.02 1.92

%ﬂler 4.88x10° 4.49%10°° +9.43x10°8 92,01 2.86

asi

6.10x10° 5.24x10° £9.66x107 . 85.90 1.90

Cizelge 26 ve 27°de goriildiigii gibi BUP i¢in ortalama olarak % 80, HBUP i¢in
ise % 90 dolayinda oldukea yiiksek geri kazamim elde edilmigtir.

Dogrusallik (Linearity)

Oncelikle plazma analizleri ile aym prosediir kullamlarak, sulu ortamda
hazirlanmig standart BUP ve HBUP ¢ozeltilerinin artan derisimlerine karsilik
gelen pik alan oranlann (BUP’un veya HBUP’un pik alani/IS’nin pik alam)
aragtirilmig ve dogrusallik sonuglar1 Cizelge 28 ve 29°da belirtilmistir.
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Cizelge 28. 4.48x107-1.79x10° M Derisim Arabginda Standart BUP’un 254 nm’deki
Dogrusalhg:

Giin I¢i Giinler Arasi
1.Giin (n=6) 2. Giin(n=6) 3. Giin (1=6) Tim Ginler
(n=18)
Egim, a 140500 99830 144000 143500
Kesim, b -0.020 -0.020 -0.067 -0.063
Korelasyon 0.9996 0.9995 0.9998 0.9984
Katsayisi, r
Egimin Standart 1325 1083 940.1 1546
Hatast
Kesimin Standart 0.011 0.009 0.012 0.015
Hatasi

Cizelge 29. 1.02x10°%-6.09x10° M Derigsim Arabgmda Standart HBUP’un 214 nm’deki
Dogrusalhifn

Giin i¢i Giinler Aras
1.Giin(u=6) 2. Gin(@=6) 3.Giin (n=6) Tim Ginler
(2=18)
Egim, a 29180 26970 36560 29740
Kesim, b -0.006 -0.049 -0.050 -0.022
Korelasyon 0.9998 0.9990 0.9996 0.9981
Katsayisi, r
Egimin Standart 187.8 4264 368.2 376.6
Hatasi
Kesimin Standart 0.003 0.011 0.011 0.008
Hatasi

Cizelge 28 ve 29°da goriildiigli gibi, belirtilen derigim araliklarinda sulu ortamda
hazirlanmig BUP ve HBUP c¢ozeltileri icin yiiksek korelasyon katsayilarina sahip,
dogrusal esitlikler elde edilmigtir.

Daha sonra, birbirini takip eden 3 gilinde, plazmaya eklenmis olan BUP ve HBUP
¢ozeltilerinin pik sinyalleri kaydedilerek, artan derigimler ile karsilik gelen pik
alan oranmi degerleri arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirilmis ve elde
edilen sonuglar, Cizelge 30 ve 31°de verilmistir.
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Cizelge 30. 8.97x107-1.79x10"> M Derisim Araligmnda Plazmaya Eklenmis Olan BUP’un 254
nm’deki Dogrusalhg:

Gim Ici Giinler Arasi
1.Gin(@m=6)  2.Gin(n=6) 3.Giin (n=6) Tiim Giinler
(n=18)
Egim, a 106100 101200 96290 104900
Kesim, b -0.004 -0.008 0.043 -0.030
Korelasyon 0.9993 0.9982 0.9991 0.9981
Katsayisi, r
Egimin Standart 1386 2121 1432 1255
Hatasi
Kesimin Standart 0.014 0.018 0.010 0.010
Hatasi

Cizelge 31. 2.03x10°-5.49x10" M Derisim Arahginda Plazmaya Eklenmis Olan HBUP’un
214 nm’deki Dogrusalhgi

Giin Ici Giinler Arasi
1.Giin(n=6)  2.Gin(o=6) 3.Giin (n=6) Tiim Ginler
(=18)
Egim, a 28910 20720 20160 20400
Kesim, b -0.009 0.010 -0.003 0.002
Korelasyon 0.9998 0.9998 0.9986 0.9983
Katsayisi,
Egimin Standart 207.8 1443 380.4 226.8
Hatasi
Resimin Standart 0.006 0.005 0.009 0.006
Hatas:

Saptama simr ve tayin alt sumirt (LOD and LOQ)

BUP’un plazmada YPSK yéntemiyle LOD ve LOQ degerleri, sirastyla 9.09x10®
M ve 2.76x107 M olarak hesaplanmistir. HBUP’un LOD ve LOQ degerleri ise,
4.68x107" M ve 1.42x10° M olarak bulunmustur.
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SONUC ve ONERILER

Bupropion hidrokloriir (BUP), fenilaminoketon grubu atipik bir antidepresan
ajandir. BUP*un siirekli salim formiilasyonu (Zyban®), FDA tarafindan 1997
yilinda kabul edilmis olmasina karsin, BUP tayinini igeren c¢alisma sayist fazla
degildir ve literatiirde BUP un farmasétik formlarindaki miktar tayini konusunda
calisma bulunmamaktadir.

Bu caligmada Oncelikle, BUP’un farmas6tik tabletlerindeki tayini i¢in
potansiyometri, kondiiktometri ve spektrofotometri gibi basit, giivenilir, pahali
cozlicli ve ekipman gerektirmeyen dolayisiyla analiz maliyeti diisiik olan, iyi
bilinen ve siklikla her laboratuvarda kullanilan klasik analiz y6ntemleri
gelistirilmigtir.  Spektrofotometrik yontemler iki tane olup, biri UV-
spektrofotometri digeri ise ikinci tiirev spektrofotometri yontemidir. Belirtilen
yontemler bilindigi gibi secici yOntemler olmayip, bu yontemlerle maddelerin
ayrimi  miimkiin  degildir. Diger yandan, spektrofotometrik yOntemler,
potansiyometri ve kondiikktometri yontemleri ile karsilagtirildiginda onemli
istiinliiklere sahiptir. Ornegin spektrofotometrik bir analiz yaparken 10° M’lik
derigim diizeyinde ve 1 mL’lik hacimde ¢6zelti kullanilmaktadir. Potansiyometrik
ve konditktometrik yontemlerde ise, her analiz icin bir tablet agirligina esdeger
miktarda standart madde gerekmekte ve daha az standart madde kullamildiginda
uygun potansiyometrik ve kondiiktometrik efriler elde edilememektedir. Asiri
miktarda standart BUP kullammmindan kaynaklanan yiiksek analiz maliyetini
Oonlemek icin, potansiyometri ve kondiiktometri yOntemlerinde validasyon
yapilmamis ve spektrofotometrik yontemler, validasyonu yapilmig daha giivenilir
ve daha duyarli yontemler olarak kabul edilmistir. Diger yandan, potansiyometri
ve kondiiktometri yontemlerinde spektrofotometrik yontemlerin aksine, bulanik
cozeltilerle calisilabildigi icin tablet ¢cozeltilerini siizmeye gerek duyulmamakta ve
bu durum zamandan kazanc saglamaktadir.

Daha sonra, etkin maddenin kararlilifinin aragtinldigi ve yontemin BUP
tabletlerine uygulandigi, 6nceden bahsedilmig olan yontemler gibi basit, giivenilir,
analiz maliyeti diisiik ayni zamanda secici ve spektrofotometrik yontemlerden
daha duyarh bir ITK yéntemi gelistirilmistir. USP 29, (2006) BUP monografinda
bulunan, BUP safsizlif1 m-klorobenzoik asit igin kullamlmis olan ITK y6ntemi,
BUP tayini i¢in uygulanmis ve yOntemin uygun olmadi§ni ve bu amacla
kullamlamayacag1 gosterilmistir. Bu yonden yapilan calisma orjinallik 6zelligi
tagimaktadir. ITK yénteminin YPSK yontemi ile karsilastirildiginda en bityik
istlinl{igli, numunenin dogrudan uygulanabilmesi ve saflastirma basamaklarina
gerek duyulmamasidir. Ayrica ¢ok az miktarda hareketli faz yardimiyla, ¢ok
sayida numunenin analizi aym anda yapilabilmektedir (Agrawal ve ark., 2003;
Kaul ve ark., 2004; Motwani ve ark., 2006; Venkatachalam ve Chatterjee, 2007).
Omnegin, YPSK yontemi ile calisirken tek bir analiz icin yaklasik 30-40 dakika
harcanmakta bu da 30-40 mL hareketli faz harcanmasina karsilik gelmektedir.
ITK yonteminde ise 20 mL hareketli faz kullamilarak, tek bir plak fizerine 20
uygulama yapilabilir. Ayrica, ITK yénteminde YPSK ydnteminin aksine, kolonun
yikanmasi ve sartlandirilmasi asamalarina gerek yoktur. Bu durum, zamandan
onemli bir kazan¢ saglamaktadir. Belirtilmis olan tistiinliiklerine karsin, duyarlilik
YPSK yontemindeki kadar yiiksek degildir. Ayrica, uygulama ve tarama cihaz
tarafindan yapilmasina kargin, maddenin hareketli faz yardimiyla plak iizerinde
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yuriitiilmesi asamasinin disarida analizci tarafindan yapiliyor olmasi ve
kromatografi basamaklarmin arka arkaya analizci tarafindan takip edilmesi,
analizci kaynakli hatalara sebep olabilmektedir. Yiiksek duyarlilik ve otomasyona
sahip YPSK y6nteminde ise bu durum s6z konusu degildir. Gelistirilmis olan ITK
yontemi, BUP’un plazmadaki tayinine de uygulanmis ve kesinlik, dogrusallik,
geri kazanim, saptama smuri ve tayin alt siurim kapsayan validasyon
parametreleri plazmada gosterilmistir. Ortalama olarak % 87 dolayinda, olduk¢a
yiksek bir geri kazamm ve digiik bagil standart sapma degerleri ile yiiksek
diizeyde kesinlik elde edilmistir, fakat BUP ve HBUP’un birlikte tayinini
saglamak i¢in gerekli duyarlilik saglanamamustir.

ITK y6nteminden sonra literatiirdeki bir ¢alismadan yola cikarak ve BUP*un zayif
bazik yapism da gbz Onilinde bulundurarak, BUP’un farmasétik tabletlerinde
tayini i¢in bir YPSK y&ntemi gelistirilmigtir (Ciolino ve ark., 1999). Y&ntemin
optimizasyon asamasimda her parametre ayri ayn ele alinmis ve parametrelerdeki
degisikliklerin BUP pikinin teorik tabaka sayis1 ve alikonma zaman tizerine etkisi
grafiklerle aciklanmistir. Bu optimizasyon calismalarindan, plazmadaki tayin
siirecinde de biiyilkk ol¢iide yararlamilmistir. Yéntem; ITK yontemi ile tablet
analizinde oldugu gibi kesinlik, dogrusallik, saptama sinir1 ve tayin alt smiri,
dogruluk, 6zgiinliik, saglamlik ve tutarlilik yéniinden tam olarak valide edildikten
sonra, farmasétik tablet analizine uygulanmistir.

Onceden deginildigi gibi, literatiirdeki BUP’un plazmada tayinini iceren
calismalar az sayidadir ve birkagi SK-KS yontemi ile olmak iizere, YPSK y6ntemi
ile gerceklestirilmigtir. FarmasGtik tablet analizi i¢in gelistirilmis olan YPSK
yontemi, plazmadaki analizler icin yeniden diizenlenmistir. Bu yontem, farkli
analitik kolon (Cg) ve hareketli faz icermesi ayrica tek agsamali protein ¢oktiirme
basamag: ve sulu fazin ugurulmas: amaci ile liyofilizasyon isleminin uygulanmasi
yoniinden literatiirdeki diger yontemlerden farklidir ve orjinallik tasimaktadir
(Cooper ve ark., 1984; Suckow ve ark., 1986; Suckow ve ark., 1997, Zhang ve
ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005). Boylece numune
hazirlama basamagi daha kisa ve kolay hale getirilmis, BUP’un ve ana metaboliti
olan HBUP’un yiksek duyarhilikla birlikte tayini saglanmigtir. Validasyon
parametreleri incelenmis ve BUP i¢in ortalama olarak % 80; HBUP igin ise % 90
dolayinda geri kazamim elde edilmistir. Bu degerler, Loboz ve ark., (2005) min
yaptigi YPSK calismasinda BUP ve HBUP igin verilen % 62.9 ve % 62.3
degerlerine gdre oldukca yiiksek, Cooper ve ark., (1984) nin gelistirdigi YPSK
yontemiyle BUP ve HBUP ic¢in verilen % 82 ve % 95 degerleri ile
karsilastinlabilir diizeydedir. Zhang ve ark., (2003) nin yaptifi ¢alismada ise
plazmadan BUP geri kazanimi % 87.3 olarak bulunmus, fakat bu caligma ile
HBUP tayini gergeklestirilmemisgtir.

Geligtirilmis olan YPSK yontemi ile BUP’un tabletlerindeki analizi igin
hazirlanan standart ¢ozeltilerde, BUP icin 4 ng.mL” ve 12 ngmL ’lik saptama
smir1 ve tayin alt smir elde edilmistir. Yontemin plazmadaki saptama siniri ve
tayin alt siir ise srasiyla BUP icin 25 ve 76 ng.mL™; HBUP icin 120 ve 362
ng.mL" olarak bulunmustur. BUP*un plazmadaki analizleri i¢in literatiirde verilen
YPSK calismalarinin 1-5 ngmL™ diizeyindeki; SK/KS/KS calismalarimn ise
0.25-1.25 ngmL" diizeyindeki saptama simrlarma ulagilamamig, ancak standart
cozeltilerle ¢alisildiginda YPSK calismalarimin duyarliliima ulasmak miimkiin
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olmugstur (Cooper ve ark., 1984; Hsyu ve ark., 1997; Stewart ve ark., 2001; Zhang
ve ark., 2003; Borges ve ark., 2004; Loboz ve ark., 2005). Plazmada HBUP i¢in
bulunan saptama sinir1, Loboz ve ark., (2005) nin gelistirdigi YPSK yoéntemiyle
HBUP icin verilen 10 ngmL"’lik saptama smir1 degerine gore yiiksek iken,
Cooper ve ark., (1984) min calismasindaki 100 ng.mL"’lik saptama smr ile
karsilagtirilabilir niteliktedir. Munro ve Walker; (2001) i gelistirdikleri siral
ayirma yonteminde, BUP i¢in 0.13 pg.ml? ve 0.27 pg.mL’1 olarak verilen
saptama sinir1 ve tayin alt sinir1 degerleri, mevcut YPSK yéntemine gore oldukca
yiiksek diizeydedir.

Rutin analizlerde en O6nemli parametrelerden biri de analiz siiresidir. Analiz
stiresinin kisaligi, hem zamandan kazang¢ saglamakta hem de analiz maliyetini
diistirmektedir. Gelistirilmis olan YPSK yo6ntemi ile tabletlerdeki analizler 8
dakikadan Once tamamlanmakta, plazma analizlerinde ise IS, HBUP ve BUP
piklerinin ayrimu sadece 13 dakika stirmektedir. Bu siireler, literatiirdeki YPSK
yontemlerinin 20 ve 25 dakikalik analiz siirelerine gére oldukca kisadir.
Dolayisiyla, gelistirilmis olan YPSK yontemi analiz siiresi bakimindan sozii
edilen yontemlere iistiinliikk tasimaktadir (Cooper ve ark., 1984; Loboz ve ark.,
2005).

Ayrica geligtirilmig olan yontemlerin timii, tablet 1 1ger1g1 bakimindan birbiri ile
istatistiksel ~ olarak kargilastirilmistr.  Wellbutrin®  tablet icerigi icin
. potansiyometrik, kondiiktometrik ve spektrofotometrik yontemler arasimnda
- yapilan ANOVA testi sonucu (Fs25=1.902, p<0.05) ve Zyban® tablet icerigi icin
ITK ve YPSK yontemleri arasinda yapilan Wilcoxon testi sonucu (Py=0.5625>
P=0.05) farkli yontemlerle elde edilen sonug¢lar arasinda istatistiksel bir fark
bulunmadig1 goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, gelistirilmis olan potansiyometrik, kondiktometrik ve
spektrofotometrik yontemler rutin farmasétik analizlerde; YPSK basta olmak
fizere ITK ve YPSK yontemleri ise hem rutin farmasétik analizlerde hem de
biyoesdegerlik ve biyoyararlamm caligmalarinda bagariyla kullanilabilecek
niteliktedir.
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