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OZET
GRANISETRONUN CESITLI ANALITIK YONTEMLERLE MIKTAR TAYINi

Biisra OZYUREK
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Arin Giil DAL

Granisetron hidrokloriir (GRA) antiserotonerjik antiemetik bir ilagtir ve
kemoterapi sonrasi emezisi Onlemesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada GRA’nin
farmasotik preparatlarindan tayini i¢in bir kapiler elektroforez (KE) yontemi ve yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (YPSK) yontemi gelistirilmistir. Yontemlerde ig
standart (IS) olarak metoprolol siiksinat (MTP) kullanilmistir. KE yo6nteminde
deteksiyon foto diyot dizisi detektorle (DAD) 205.5 nm’de ve ayrim 75 um i¢ ¢apa ve
40 cm efektif uzunluga sahip kapiler ile saglanmistir. Optimum kosullar calisma
tamponu olarak 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 22.5 kV potansiyelin uygulanmasi
ile elde edilmistir. Bu kosullar altinda GRA ve IS nin gé¢ zamanlari sirasiyla 6.71 dk ve
6.94 dk olarak gozlenmistir. YPSK yonteminde deteksiyon fliioresans detektorle
uyarma ve yayma dalga boyu sirasiyla 223 ve 340 nm olacak sekilde saglanmistir.
Ayrim i¢in Cs fenil kolon (3.0x150.0 mm, 5.0 pm i¢ ¢ap) ve hareketli faz olarak 30 mM
asetat tamponu:metanol (7:3, h/h) (pH 4.0) sistemi 0,85 mL/dk akis hizinda
kullanilmistir. Bu yontemde GRA ve IS’nin alikonma zamanlar sirasiyla 4.57 dk ve
2.95 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontemlerin gecerliligi dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve saglamlik parametreleri ile incelenmistir.
Yontemlerin tayin simirlart KE igin 4,30x107 M ve YPSK igin 2,04x10® M olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen iki yontem de GRA’nin tablet ve ampullerinden tayinine
basar1 ile uygulanmis ve igeriklerinin USP39’a uygun oldugu bulunmustur. Gelistirilen

yontemler GRA nin rutin analizleri i¢in 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Granisetron, Kapiler elektroforez, Yiiksek performansli sivi

kromatografisi, Tablet, Ampul



ABSTRACT
DETERMINATION OF GRANISETRON BY VARIOUS ANALYTICAL METHODS

Biisra OZYUREK
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2018
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Arin Giil DAL

Granisetron hydrochloride (GRA) is an antiserotonergic antiemetic drug and is
used to prevent emesis after chemotherapy. In this study a capillary electrophoresis
(KE) and a high performance liquid chromatographic (YPSK) method were developed
for the determination of GRA in pharmaceutical formulations. Metoprolol succinate
(MTP) was used as an internal standard (IS) in the methods. In KE method, detection
was achieved by diode array detection at 205.5 nm and separation was achieved by a
capillary of 75 um i.d. and 40 cm effective length. Optimum conditions were found as
20 mM phosphate buffer (pH 2,75) and applied voltage of 22.5 kV. Under these
circumstances, the migration times for GRA and IS were 6.71 min and 6.94 min
respectively. In YPSK method, detection was achieved by fluorescence detector with an
excitation wavelength of 223 nm and an emission wavelength of 340 nm. For the
separation a Ce phenyl column (3.0x150.0 mm, 5.0 um i.d.) and as a mobile phase 30
mM acetate buffer:methanol (7:3, v/v) (pH 4.0) system was used at a flow rate of 0,85
mL/min. In this method retention times for GRA and IS were 4.57 min 2.95 min,
respectively. The validation of the developed methods were examined by linearity,
precision, accuracy, sensitivity, stability, specificity and robustness parameters. The
limits of quantification of the methods were 4,30x107 M for KE and 2,04x108 M for
YPSK method. Both of the developed methods were successfully applied to GRA
tablets and ampoules and the contents were found to be in the limits of USP39. The

developed methods are proposed for the routine analyses of GRA.

Keywords: Granisetron, Capillary Electrophoresis, High Performance Liquid
Chromatography, Tablet, Ampoule.



ONSOZ

Bu c¢alismada Granisetron hidrokloriiriin  (GRA) kapiler elektroforez (KE)
yontemi ile yontem bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Ayni1 zamanda bu yontem
ile karsilastirilmas1 amaciyla da bir yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK)
yontemi gelistirilmistir.

Yiiksek lisans tezim boyunca bana ilgiyle yardim eden ve her alanda benden
yardim ve desteklerini esirgemeyen tez hocam Yrd. Dog. Dr. Arin Giil DAL’a,

Analitik Kimya Anabilim Dali’nda bulunan, benimle tiim bilgi ve birikimleri
paylasan hocalarima ve ¢aligma arkadaslarima,

Hayatimin her alaninda yanimda bulunan ve her kosulda bana yardim ve destek
olan sevgili aileme,

Tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIK ILKE ve KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durum saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Biisra OZYUREK
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1. GIRIS

GRA antiserotonerjik antiemetik bir ilagtir. Bu maddenin vagal aferent néronlarda
ve santral sinir sisteminin (SSS) ilgili bolgelerinde bulunan 5-hidroksitriptamin (5-HT3)
reseptorlerini aktive ettigine ve mekanizmanin bu sekilde isledigine inanilmaktadir
(http-1). Kanser ilaglar1 ve radyoterapinin yaptigi emezisin Onlenmesi ve tedavisi
amactyla kullanilmaktadir (Kayaalp, 2009).

GRA’nin miktar tayini i¢in yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla sivi kromatografisine
bagli mordtesi (UV) / DAD (Capacio vd., 1993; Chen vd., 2017; Heda vd., 2011;
Hewala vd., 2010; Hewala vd., 2011; Souri vd., 2011; Rao vd., 2012), fliioresans (Allen
vd., 1994; Boppana, 1995; Huang vd., 1998; Kudoh vd., 1994; Maksic vd., 2016;
Pinguet vd., 1996; Wada vd., 1998) ve kiitle spektrometresi (Boppana vd., 1996; Jiang
vd. 2006; Nirogi vd., 2006; Woo, 2006; Xiang vd., 2007; Zhao vd., 2015; Zhou vd.,
2014) detektorleri ile yapilmistir. Bu calismalar disinda birince derece tiirev
spektrofotometrik yontemle (Hewala vd., 2013), katodik adsorptif siyirma voltametrisi
yontemi ile (Jain ve Sharma, 2012) ve yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi
(HPTLC) yontemi ile (Prabu vd., 2010) de analizler gergeklestirilmistir.

KE yontemi iletken sivi bir ortamdaki elektriksel olarak yiiklii par¢acik ya da
molekiillerin, elektrik alan etkisiyle bir kapiler icerisinde hareket etmesine dayanan bir
yontemdir. Elektrik alan1 altinda elektroozmoza bagli olarak tampon ve notr molekiiller
de kapiler igerisinde hareket etmektedirler. KE’nin diger ayirim ydntemlerine gore
yiiksek verimlilikte olmasi, ¢ok kiigiik hacimlerde orneklerle calisilabilmesi, reaktif
sarfiyatinin az olmasit ve hizli aymrim yapabilmesi gibi Ustlinliikleri bulunmaktadir
(Baker, 1995). GRA’nin miktar tayinine yonelik ¢aligsmalar incelendiginde KE yontemi
ile herhangi bir analizine rastlanmamustir.

YPSK yontemi, kolonun kiiciik dolgu maddeleriyle doldurulup yiiksek basing
altinda hareketli faz gegirilmesi ile bilesenlerin ayrimimin yapildigi bir kromatografi
yontemidir (Gilindiiz, 2002). YPSK en yaygin kullanilan analitik ayirma teknigidir.
Duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan veya
sicaklikla bozunabilen bilesiklerin uygun bir sekilde ayrilmasi gibi istiinliikleri ile en
yaygin kullanilan yontemdir (Hamilton ve Sewel, 1982).

Bu c¢alismada KE yontemi kullanarak GRA igeren tablet ve ampul farmasotik
preparatlarinda GRA igerik tekdiizeliginin tayin edilmesi i¢in hizli, kolay ve segici bir

yontem gelistirilmesi ve gelistirilen yontemin gecerliliginin gosterilmesi amag¢lanmistir.
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Ayn1 zamanda bir YPSK yontemi gelistirip, bunu GRA igeren tablet ve ampul
preparatlarina uygulayarak iki yontem arasinda karsilastirma yapilmasi hedeflenmistir.
Gelistirilen bu iki yontem i¢in de gegerliliklerinin gosterilmesi amaciyla dogrusallik,
kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve saglamlik parametreleri
incelenmistir. Her iki yontemin de farmasotik preparatlara uygulanmasi ile elde edilen
sonuclar USP39°da belirtilen igerik tekdiizeligi sinirlari ile karsilagtirilmistir. Son olarak
gelistirilen yontemler, dogruluk ve kesinlikleri agisindan istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Antiserotonerjik Antiemetik ilaclar

Bulanti1 ve kusma, mediiler retikiiler olusumda bulunan ve baslica ili¢ alandan
gelen uyarilarin  koordinasyonundan sorumlu kusma merkezi tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlar:

I. Vagal, vestibiilo-serebellar ve spinal-viseral afferentlerden gelen periferik
uyarilar

ii. SSS’nin yiiksek merkezlerinden gelen uyarilar

iii. Area postremadaki kemopreseptor tetikleme bolgesi.

Serotonin ya da diger adiyla 5-HT3’e ait reseptorler, area postrema, niikleus
traktiis solitaryiis ve daha yliksek yogunluklarda olmak iizere vagal aferent liflerin
baslica sonlanma bolgesi olan beyin kokiinde rastlanmistir. Sitotoksik ilaglar ve
radyoterapinin bagirsak mukozasindaki hasarli enterokromafin hiicrelerinden serotonin
salinimima yol acgarak bulanti ve kusma yaptigina, bu maddenin de vagal aferent
noronlarda ve SSS’nin ilgili bolgelerinde bulunan 5-HT3 reseptdrlerini aktive ettigine ve
mekanizmanin bu sekilde igledigine inanilmaktadir (http-1).

Serotonin 5-HT3 reseptor blokorleri dort cesittir. Bunlar viserlerde vagal aferent
uclarindaki periferik ve area postremada ndron veya sinir uglarindaki santral 5-HT3
reseptorlerini bloke ederek etki gosterirler. Kanser ilaglar1 ve radyoterapinin yaptigi
emezisin 6nlenmesi ve tedavisi amaciyla kullanilirlar. Tasit tutmasinda etkili degillerdir

(Kayaalp, 2009).

2.2. Granisetronun Farmakolojik Ozellikleri

Kanserli hastalarda emezisin olumsuz etkisi nedeniyle tedavi uygulanamayabilir
ve bu sebeple de tedavi firsatinin kagirilmasina yol agabilmektedir. Bu nedenle kanser
tedavisinin uygulanabilmesi i¢in emezisin Onlenmesi 0nem kazanmaktadir. Kanser
ilaclarin yaptig1 li¢ tip emezis bulunmaktadir:

Akut emezis: ilacin ilk dozunun uygulamasindan sonra bazi ilaglarda 1-2 saat,
bazilarinda daha geg, fakat 24 saat i¢cinde ortaya ¢ikmaktadir.

Gecikmis emezis: Ilacin uygulanmasindan en az 24 saat, genellikle 2. ve 3.

giinlerde en geg 5. giinde ortaya ¢ikan bulant1 kusma halidir.



Beklentisel emezis: Genellikle ilaglar birkag kiir uygulandiktan sonra, verilmis
olan ilaglarin yaptig1 emetojenik etkilerine ruhsal olarak kosullanma sonucu ortaya
¢ikan durumdur.

Antiserotonerjik antiemetik ilaclar temelde akut emezise etki ederler. Gecikmis
emezise etkileri azdir. Beklentisel emezisi kosullandirmay:1 ortadan kaldirarak ikincil
olarak oOnleyebilirler. Genelde erkeklerdeki emezise kadinlardakine gore daha
etkilidirler.

5-HT3 reseptor blokorleri kanser ilaglar1 ve radyoterapinin yaptigi emezis disinda
postoperatif emezis hari¢ etkili degillerdir ya da diger emetik tedavi yontemleri daha
uygun oldugundan dolay1 gereksizlerdir. Bu nedenler diisiik maliyetli antiemetiklerden
cevap alinamadig: takdirde kullanilirlar.

GRA kusma basladiktan sonra kullanildiginda daha etkili bir ilagtir. En sik
goriilen yan etkisi konstipasyon ve bas agrisidir (Kayaalp, 2009).

2.3. Granisetronun Farmakodinamik Ozellikleri

GRA, hem periferik sinir sistemini hem de SSS’deki 5-HT3 reseptorlerini gliglii
ve selektif bir sekilde antagonize eder. GRA’nin 5-HT3 reseptorlerine olan afinitesi
diger serotonin reseptorlerine olan afinitesine gére 4.000-40.000 kat daha yiiksektir.
Abdominal viseral afferentler baslica bulanti detektoérleridir. Diger yandan traktiis
solitaryiis niikleusu, ¢ogu kokeninin bagirsaktan alan vagal afferentlerin iizerinde
bulunan 5-HT3s reseptorleri bakimindan zengindir. Medulla oblongatada yer alan area
postrema da 5-HT3 reseptorlerinin yogunlugu daha disiiktiir.

Antineoplastik ilaglar ve radyoterapiye bagli bulanti ve kusmanin 6énlenmesinde
GRA’nin, serotoninin etkilerini antagonize ederek yarar sagladigi ve bunu ince
bagirsagin iist boliimiindeki abdominal vagal afferentlerde bulunan 5-HT3 reseptorleri

diizeyinde gergeklestigi diisiiniilmektedir (http-2).

2.4. Granisetronun Farmakokinetik Ozellikleri

2.4.1. Emilim

GRA oral ya da parenteral yolla uygulanabilir. Intravenéz yoldan verildiginde

kanser hastalarinda terminal yar1 6mrii 9-12 saat ve saglikli goniillilerde 5-7.7 saattir.



Oral yoldan verildiginde ise saglikli goniillilerdeki yari omrii 6.23 saattir, kanser

hastalarinda oral yoldan verildiginde yar1 6mrii ile ilgili veri bulunmamaktadir (http-2).

2.4.2. Dagihm

Dagilim hacmi ve total klirensi viicut agirligina gore ayarlandiginda,
farmakokinetigi ¢ocuk ve yetiskin kanser hastalarinda benzerlik gosterir. Plazma ve
eritrositler arasinda serbestge dagilima ugrar. Besinlerle birlikte verilmesi egrinin
altinda kalan alan degerini yaklasik olarak %35 kadar diisiiriir. Saglikli goniilliilerde ag
karnina alindiginda maksimum konsantrasyonunun %30 kadar yiikseldigi gosterilmistir.
GRA’nin plasentay1 asip agsmadig1 veya anne siitiine ge¢ip gecmedigi bilinmemektedir
fakat hayvanlarda yapilan c¢alismalar teratojenik etkilerinin olmadigini ortaya
koymustur. GRA’nin proteinlere yaklasik %65 oraninda baglandigi bildirilmistir (http-
2).

2.4.3. Metabolizma ve atihm

GRA karacigerde N-demetilasyon ve oksidasyona ugrar. Yapilan in vitro
aragtirmalar GRA’nin primer metabolizma yolaginin ketokonazol tarafindan inhibe
edildigini ortaya koymustur. Bu nedenle sitokrom P-450 sistem yolag: ile metabolize
olmaktadir. Hayvanlarda yapilan incelemelerde metabolitlerinin farmakolojik aktivite
gosterecegi ortaya konmustur.

GRA’nm verilen bir dozunun yaklasik %12’si idrar yoluyla degismeden atilir.
Metabolitlerinin de %49’u idrar, %34’ diski ile atilmaktadir. Renal ya da hepatik

hastalig1 olan hastalarda doz ayarlamasi gerekmez (http-2).

2.5. Kullanilan Yontemler

2.5.1. Kapiler elektroforez

Iletken sivi1 bir ortamdaki elektriksel olarak yiiklii pargacik ya da molekiillerin
elektrik alan etkisiyle hareket etmesine elektroforez denir. Elektroforezde bir tiipilin
uclar1 elektrolit veya calisma tamponu adi verilen bir sulu tampona daldirilmig olarak
bulunmaktadir. Calisma tamponu ile dolu kaplar gii¢ kaynagina bagli halde bulunur.
Farkl1 boyut ve yiiklerdeki molekiiller farkli hizlarda yiik/kiitle oranina gore gog¢ ederler.



Elektrik alanmi altinda elektroozmoza bagli olarak tampon ve nétr molekiiller de tiip
icerisinde hareket etmektedirler.

Elektroozmotik akis ise, madde ¢ozeltisinin yaninda c¢alisma tamponunun da
elektrik alaninin etkisi altinda kapiler icinde hareket etmesidir. Elektroozmotik akisin
yonii negatif yiiklii katoda dogrudur. Boylece de giris vialinden, kapilere, detektore ve
¢ikis vialine dogru akis olur. Katyonlar elektroozmotik akistan daha hizli hareket
ederek, notr maddeler elektroozmotik akis ile ayn1 hizda ve anyonlar ise elektroozmotik

akistan daha hizli hareket ederler. Elektroozmotik akis Sekil 2.1.’de gosterilmistir.

U ~ |7 ~1/7 ~7
Si Si Si Si
= = = =

O O O O
® ® ® ®

ANOT @ @ @ @ KATOT

ELEKTROOZMOTIK AKIS ——

Sekil 2.1. Kapiler elektroforez yonteminde elektroozmotik akis semasi (http-3)

Pozitif yiiklii katyonlar katoda yani negatif yiiklii elektrota, negatif yiiklii anyonlar
ise anoda yani pozitif yiikli elektroda goc¢ ederler. Go¢ hizlar1 iyonlarin yiik/kiitle
oranina baglidir. Ayni yiike sahip iyonlardan kiiciik bir iyon, kendisinden biiylik bir
iyona gore daha hizl1 go¢ eder. Notr molekdiller elektrik alanindan etkilenmezler.

Ayrilan molekiiller kapiler sonuna yerlestirilen bir detektdr yardimi ile analiz
edilirler. Detektor ¢iktisi, zamana karst detektor yanitinin bir grafigidir ve buna
elektroferogram adi verilir.

Elektroforezde bilesiklerin iletken ortam icinde zonlar halinde hareket ettigi
diistintiliir. Fakat kapilere bir bilesik girdiginde bir miktar dagilma ve dolayisiyla
zonlarin yayilmasi s6z konusu olur. Bu dagilma gog¢ yoniine paralel, go¢ yoniine dik
veya termal dagilma seklinde olabilir. Elektrik alan uygulanmasi, iletken ¢ozeltide Joule
1sinmasina neden olur. Kapilerin daha sicak olan merkezindeki molekiiller daha soguk

olan kapiler duvarina yakin molekiillere goére daha hizli go¢ ederler. Go¢ yoniine paralel

6



ve go¢ yoniine dik dagilma, zon yayilmasi iizerine az etkilidir. Fakat termal dagilma,
zon yayilmasinda biiylik paya sahiptir. Termal dagilmay1 azaltmak i¢in tampona bir jel
gibi stabilite edici ajan eklenmesi, kapilerin c¢evrilerek kullanilmasi ya da kapilerin
capinin azaltilmasi uygulanmalidir.

KE’nin ana bilesenleri ornek, giris ve ¢ikis vialleri, kapiler, detektor, yiiksel
voltajli giic kaynag ile bilgisayar gibi bir bilgi isleme cihazidir. KE sisteminin ana

bilesenleri Sekil 2.2.’de sunulmustur.
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1
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1 I[ DETEKTOR I
o= e ““K“J
ml =
Giris viali Ornelk viali Calsas viali
[ SSEsE 1

(e18]e?
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Sekil 2.2. Kapiler elektroforez sisteminin sematik gosterimi (Baker, 1995)

Elektroforez, giris viali, kapiler ve ¢ikis vialinin bir elektrolit ile doldurulmasiyla
gerceklesmektedir. Genellikle sulu bir tampon ¢o6zeltisi elektrolit olarak kullanilir.
Kapiler girisi 6rnek vialinin i¢ine yerlestirilir, 6rnek koyulur ve daha sonra kapiler girisi
tekrar giris vialine alinir ve giris ve ¢ikis viali arasina elektrik alan1 uygulanir. Coziinen
maddeler, kapiler boyunca gb¢ ederler ve detektorler tarafindan tespit edilirler. Detektor
cikislar1 bilgisayara gonderilir ve ¢ikan veriler bir elektoferogram olarak goriintiilenir.

Cozlinen maddeleri kapiler icinde farkli hizlarda hareket ettikleri i¢cin detektor
onlinde farkli zamanlarda gecerler. Elektroferogramda, ayrilmis bilesikler, pikler

halinde farkli gé¢ zamanlarinda goriintirler.



KE’nin diger ayirim yontemlerine gore yiiksek verimlilikte olmasi, ¢ok kiiglik
hacimlerde Orneklerle g¢aligilabilmesi, reaktif sarfiyatinin az olmasi ve hizli ayirim

yapabilmesi gibi iistiinliikleri bulunmaktadir (Baker, 1995).

2.5.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Klasik sivi kromatografisinde kolonun iist kismindan numune ve hareketli faz
ilave edilir. Hareketli faz kolondan asagiya inerken numunedeki bilesenlerin bantlar
halinde ayrilmalar1 saglanir. Bantlarin iyi ayrilmamalar1 durumunda daha uzun kolonlar
kullanilmaktadir. Bu ayrilma ise ¢ok uzun bir siirede ger¢eklesmektedir. Alternatif
olarak da kolondaki dolgu maddesi kiigiiltiilebilmektedir. Bu islem uygulandigi zaman
da ayirim ¢ok uzun bir siirede gerceklesmektedir. Bu siireyi kisaltmak i¢in kolon uygun
biiyiikliikteki dolgu maddeleriyle doldurulmaktadir ve kolonun iistiinde yiiksek basing
uygulanmaktadir. Bunun sonucunda da kisa silirede gergeklesen ayirimlar
gozlemlenmektedir. Boylece, kolonu kiigiik dolgu maddeleriyle doldurup yiiksek basing
altinda yapilan kromatografi tiirlerine YPSK denilmektedir. Buna gore, YPSK’ye eski
kromatografi tiirlerinin iyilestirilmis ve hizlandirilmis sekli denilebilmektedir (Giindiiz,
2002).

YPSK en yaygm kullanilan analitik ayirma teknigidir. Duyarliligi, kantitatif
tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla bozunabilen
bilesiklerin uygun bir sekilde ayrilmasindan dolayr en yaygin kullamilan yontemdir
(Hamilton,1982).

YPSK cihazinin ana bilesenleri hareketli faz kaplari, pompa, enjektor, kolon,
detektor ve bilgisayar gibi bir kayit cihazidir. Sekil 2.3.’te cihazin sematik gdsterimi
verilmistir.

YPSK yontemi niikleik asitler, terpenoitler, pestisitler, antibiyotikler, steroitler,
proteinler, amino asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, metalorganik bilesikler ve

bazi inorganik maddelere uygulanabilmektedir (Giindiiz, 2002).
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Sekil 2.3. Yiiksek performansii st kromatografi sisteminin sematik gosterimi (http-4)

2.6. Granisetronun Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

GRA suda ¢ozliinmeyen beyaz veya kirli beyaz renklerinde bir katidir (http-1).
Kimyasal olarak molekiil agirligi (serbest baz) 312,4 g/mol’diir. Kimyasal adi endo-N-
(9-metil-9-azabisiklo [3.3.1] non-3-il)-metil-1H-indazol-3-karboksamit hidroklorid’dir.
Kapali kimyasal formiilii C18H24N4O.HCl’dir ve agik kimyasal formiilii Sekil 2.4.’te
verilmistir (http-2).

) i %N o
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Sekil 2.4. Granisetron hidrokloriiriin agik kimyasal formiilii



2.7. Granisetronun Miktar Tayinine Yonelik Yapilmis Calismalar

Hewala, Bedair ve Shousha, (2013, s. 234) GRA, GRA’nin hidrolitik bozunma
tiriinleri ve parenteral dozaj formlarinda koruyucu olarak bulunan benzil alkoliin miktar
tayinlerini GRA tabletleri ve ampullerinde birince derece tiirev spektrofotometrik
yontemle gerceklestirmislerdir. Calisma 290 nm’de yiiritiilmiistir. Calismada GRA
metanolde ¢oziilmiis ve uygun derisimlere metanol:0,1 M HCI (20:80) karisimi ile
seyreltilmigtir. Gelistirilen yontemin spesifikligi, dogrusalligi, se¢iciligi, dogrulugu,
kesinligi ve saglamlig1 gosterilmistir. Yontemde GRA icin gozlenebilme siir1 0,1356
pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemde elde edilen sonuglar t ve F testleri ile
bir YPSK yontemi ile karsilagtirilmistir.

Jain ve Sharma (2012, s. 443) GRA’nin farmasétik formiilasyonda ve biyolojik
matriksten tayini icin katodik adsorptif siyirma voltametrisi ile bir yontem
gelistirmislerdir. Calismada GRA metanolde ¢oziildiikten sonra uygun derisimlere 0,2
M fosfat tamponu ile seyreltilmistir. -1.3 ile -1.5 V arahiginda asili civa damlasi
elektrotta GRA’ya ait bir indirgenme piki gozlenmistir. GRA’nin insan plazmasina
eklenmesiyle elde edilen Orneklerden ekstraksiyonu i¢in kati faz ekstraksiyonu
kullanmilmistir.  Gelistirilen yontemin gegerliligi; sistem uygunlugu, spesifiklik, geri
kazanim, dogrusallik, tekrarlanabilirlik ve tutarlilik parametreleri ile gosterilmistir.
Yontemde GRA’nin gozlenebilme sinir1 farmasotik formiilasyonda 13,63 ng/mL ve
insan plazmasinda 11,75 ng/mL olarak bulunmustur.

Prabu, Selvamani ve Latha (2010, s. 1445) GRA’nin tabletlerden miktar tayini
icin hizli ve tekrarlanabilir bir HPTLC yontemi gelistirmis ve bu yontemi valide
etmislerdir. Calismada GRA metanolde ¢oziilmiistiir. Yontemde sabit faz olarak 20x10
cm boyutlarinda silika jel 60F254 ve hareketli faz olarak kloroform:metanol (8:2)
kullanilmistir. Densitometrik tayin 301 nm’de gergeklestirilmistir. Bu kosullar altinda
GRA i¢in Rf degeri 0,45+0,02 olarak gozlenmistir. Yontemin gecerliligi dogrusallik,
kesinlik, saglamlik, duyarlilik, spesifiklik, dogruluk ve geri kazanim parametreleri ile
gosterilmigtir.  Yontemin gozlenebilme smirt 50 ng/bant olarak hesaplanmistir.
Gelistirilen yontemin 2,24 mg GRA igeren tabletlerin analizine basar1 ile uygulandigi
bildirilmistir.

Rao vd. (2012, s. 229) GRA’nin aktif farmasétik bilesenlerine ve farmasotik dozaj
formlarina degisen dalga boyuna sahip UV detektére baghh YPSK ile bir yontem
gelistirmiglerdir. Calismadan 5 pm partikiil boyutunda 250 mmx4,6 mm boyutlarinda
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Gemini NX C18 kolon kullanilmigtir. Hareketli faz olarak 0,01 M sodyum hidrojen
fosfat tamponu (pH 7,5) ve asetonitril (80:20, h/h) kullanilmistir ve akis hiz1 1,5 mL/dk
olarak belirlenmistir. Dalga boyu olarak 305 nm’de calisilmistir. Standart ¢ozelti
konsantrasyonu hareketli fazin seyreltilmesiyle hazirlanan ¢ozeltiyle stok ¢ozeltiden
hazirlanmistir. Caligmanin validasyonu dogrusallik, goézlenebilme ve tayin simniri,
dogruluk ve tekrarlanabilirlik parametreleriyle gosterilmistir. Yontemin dogrusal oldugu
aralik 2-10 pg/mL olarak tespit edilmistir. Yontemin tayin smiri1 0,4553 pg/mL ve
gbzlenebilme sinir1 0,1502 pg/mL olarak bulunmustur.

Capacio vd. (1993, s. 151) GRA’nin kobay plazmasindan tayini igin bir YPSK
yontemi gelistirmislerdir. Yontemde UV detektor kullanilmistir ve dalga boyu 305 nm
olarak tespit edilmistir. Calismada GRA suda ¢oOziilmiistir. Ayrim 100x4,6 mm
boyutlarinda ve 5 pm partikiil capina sahip C18 kolonda gerceklesmistir. Hareketli faz
olarak asetonitril:0,025 M sodyum asetat (pH 4,2) (40:60) sistemi 1 mL/dk akis hizinda
kullanilmistir. Alikonma zamani 3.44 dk olarak bulunmustur. Kullanilan sistemde GRA
icin elde edilen gozlenebilme sinir1 0,019 ng/uL olarak tespit edilmistir. Yontemin
validasyonu kesinlik, duyarlik, dogruluk ve kararlilik parametreleri ile gosterilmistir.

Heda vd. (2011, s. 696) GRA ve deksametazonun kombine preparatlarindan tayini
icin bir YPSK yontemi gelistirmiglerdir. Deteksiyon 242 nm’de UV detektorde
gerceklestirilmistir.  Calismada etkin  maddeler etanol:PEG 400:su (20:20:60)
karisiminda  ¢oziilmistiir. Ayrim  250x4,6 mm boyutlarinda siyano kolonda
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak asetonitril:trietilamin tamponu (100 mM, pH
3,0) (25:75) sistemi 2 mL/dk akis hizinda kullanilmigtir. Bu kosullar altinda GRA nin
alikonma zamani 3.057 dk olarak gozlemlenmistir. Yontemin gecerliligi dogrusallik,
dogruluk ve kesinlik parametreleri ile gosterilmis ve gézlenebilme siirt GRA i¢in 1,69
pug/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin sistem uygunlugu kuyruklanma
faktorii ve teorik tabaka sayisi ile gosterilmistir.

Souri vd. (2011, s. 443) GRA ve bozunma firiinlerinin miktar tayini igin UV
detektor kullanarak bir YPSK yontemi gelistirmiglerdir. Calismada GRA suda
¢ozlilmiistlir. Yontemde dalga boyu olarak 305 nm kullanilmistir ve ayirim 250x4,6 mm
boyutlarinda ve 4 um partikiil ¢apina sahip C8 kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli
faz olarak asetonitril:25 mM KH2PQO4 (75:25, h/h) sistemi kullanilmistir. Bu kosullar
altinda GRA i¢in alikonma zamani 3.5 dk olarak bulunmustur. Yontemin gegerliligi

dogrusallik, sistem uygunluk testleri, dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve geri kazanim
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parametreleri ile gosterilmistir. Yontemin GRA igin gozlenebilme sinirt 0,05 pg/mL
olarak bulunmustur. Asidik, bazik, notral, oksidatif, 1s1 ve UV 15181 kosullar1 altinda
GRA’nin bozunma ¢alismalar1 incelenmistir. GRA’nin asidik, bazik ve oksidatif stres
kosullarinda bozundugu gézlemlenmistir. Gelistirilen yontem GRA tabletlerine ve in
vitro dissoliisyon ¢aligmalarina uygulanmistir.

Chen vd. (2017, s. 137) infiizyon ¢ozeltilerinde DAD’a bagli YPSK yontemi ile
dekzametazon, ondansetron, GRA, tropisetron ve azasetronun miktar tayinini
gerceklestirmislerdir. GRA’nin 6l¢iimii icin 302 nm dalga boyu kullanilmistir.
Calismada tiim antiemetik ilaglar suda ¢oziilerek kullanilmigtir. Ayrim 150%x4,6 mm
boyutlarinda ve 5 um partikiil ¢apina sahip C18 kolonda gergeklesmistir. Asetonitril:50
MM KH2POg:trietilamin (25:74:1; h/h; pH 4.0) sistemi hareketli faz olarak 1 mL/dk akis
hizinda kullanilmistir. Bu kosullar altinda GRA igin alikonma zamanmi 5.97 dk olarak
belirlenmistir. Yontemin gegerliligi spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
duyarlilik parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde GRA i¢in gozlenebilme sinir1 0,06
mg/L olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem ile hazirlanan infiizyon ¢dzeltilerinin
fizikokimyasal kararliliklar1 incelenmistir.

Hewala vd. (2010, s. 184) GRA, benzil alkol ve bunlarin ana bozunma iirtinlerinin
parenteral dozaj formlarindan tayini i¢in bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Calisma
210 nm’de DAD ile gergeklestirilmistir. Incelenen maddeler asetonitril:su (1:1)
sisteminde ¢Ozlinmiistiir. Yontemde ayirim i¢in 250x4,6 mm boyutlarinda ve 5 pm
partikiil capinda C8 kolon kullanilmistir. Hareketli faz olarak pH’t 4,8 olan
asetonitril:0.05 M potasyum dihidrojen fosfat:trietilamin (22:100:0.15) kullanilmustir.
Hareketli fazin akis hizt 2 mL/dk olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda GRA igin
alikonma zamani 9.5 dk olarak gozlenmistir. Gelistirilen yontemin validasyonu
spesifiklik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik parametreleri ile gdsterilmis ve GRA i¢in
gozlenebilme siir1 0,29 pg/mL olarak bulunmustur.

Hewala vd. (2011 s. 1447) GRA, metil paraben, propil paraben, sodyum benzoat
ve bunlarin baglica bozunma {irlinlerinin oral farmasdotik preparatlardan tayini i¢cin DAD
kullanarak bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Deteksiyon 240 nm’de
gerceklestirilmistir. Calismada tiim maddeler ve i¢ standart olarak kullanilan etil
paraben asetonitril:su (1:1, h/h) sisteminde ¢6ziilmiis ve seyreltmeler hareketli faz ile
yapilmistir. Ayrim i¢in 100x4,6 mm boyutlarinda ve 3,5 um partikiil capina sahip C18
kolon kullanilmistir. Hareketli faz olarak asetonitril:0,05 M KH2PO4 (3:7, h/h) ¢ozeltisi,
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pH’1 3,0’a ayarlanarak kullanilmistir. Bu kosullar altinda GRA i¢in alikonma zamaninin
1 dk’dan daha kisa oldugu ve tiim analizin 8 dk siirdiigii bildirilmistir. Gelistirilen
yontemin gegerliligi  spesifiklik, dogruluk, dogrusallik, kesinlik ve saglamlik
parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde GRA igin gozlenebilme smir1 1,2927 pg/mL
olarak bulunmustur. Calismada ayrica hesaplanan sistem uygunluk degerleri de
sunulmustur. Gelistirilen yontem GRA’nin oral damla ve ¢oOzeltilerine basari ile
uygulanmustir.

Maksic vd. (2016, s. 93) GRA ve onun iki bozunma iriiniiniin tayini igin
hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Deteksiyon UV
detektorle 303 nm’de gerceklestirilmistir. Ayrim igin 100x4,6 mm boyutlarinda, 5 pm
partikiil c¢apma sahip siilfoalkilbetain gruplar1 ile tiirevlendirilmis silika kolon
kullanilmistir. Hareketli faz olarak asetonitril:amonyum asetat (pH 3,3) (94.7:5.3, h/h)
sistemi 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Bu kosullar altinda GRA igin alikonma
zaman1 8.399 dk olarak gozlenmistir. Yontemin gegerliligi segicilik, dogrusallik,
dogruluk ve kesinlik parametreleri ile gosterilmistir. Gelistirilen yontem GRA
preparatlarina ve ¢esitli kosullar altindaki bozunmasinin incelenmesine uygulanmistir.

Allen vd. (1994, s. 159) GRA’nmn intravendz kullanimi sonrast saglikli
insanlardan alman idrar ve plazma Orneklerinden farmakokinetik ve tolerabilitesini
O0lcmek amaciyla florimetrik detektor iceren bir YPSK yontemi gelistirmislerdir.
Calisgmada 10 pm partikiil ¢apina sahip 25 cmx4,6 mm boyutlarinda siyano kolon
kullanilmigtir. Hareketli faz olarak metanol:sodyum asetat tamponu (0,05 M, pH 6,0)
(97:3) kullanilmigtir ve akis hizt 1,0 mL/dk olarak belirlenmistir. Plazma ve idrar
ornekleri -70°C’de saklanmistir. YoOntemin validasyonu dogrusallik, duyarlilik,
dogruluk ve tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmistir. GRA’nin 100 ng/mL’ye
kadar dogrusal oldugu tespit edilmistir ve gozlenebilme smiri 0,1 ng/mL olarak
bulunmustur.

Huang vd. (1998, s. 251) GRA’nin fare kan ve beyin mikrodiyalizatlarindan tayini
icin florimetrik detektorle bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Yontemde uyarma dalga
boyu olarak 305 nm ve yayma dalga boyu olarak 360 nm kullaniimistir. Calismada
ayrim 150x4,6 mm boyutlarinda ve 5 um partikiil ¢apma sahip CI18 kolonda
gerceklestirilmistir. Calismada 25 mM asetat tamponu (pH 4,8):asetonitril (72:28, h/h)
hareketli faz olarak kullanilmistir. Bu kosullar altinda GRA i¢in alikonma zamani 5.7

dk olarak bulunmustur. Yontemin validasyonu ig¢in spesifiklik, duyarlik, dogrusallik,
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kesinlik ve dogruluk parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde tayin sinir1 0,5 ng/mL
olarak tespit edilmistir.12 dk’da bir toplanan kan ve beyin mikrodiyalizatlarinin analizi
sonucunda GRA’’nin farelerde kan beyin bariyerini astig1 sonucuna varilmistir.

Pinguet vd. (1996, s. 99) GRA’nin insan plazmasindan tayini igin florimetrik
detektorle bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Yontemde uyarma dalga boyu olarak
305 nm ve yayma dalga boyu olarak 365 nm kullanilmistir. Calismada GRA ve IS suda
¢Ozililmiistir. Maddenin plazmadan ekstraksiyonu igin sivi-sivi  ekstraksiyonu
kullanilmigtir. Caligmada ayrim 250x4,6 mm boyutlarinda ve 10 um partikiil ¢apina
sahip C18 kolonda gergeklestirilmistir. Yontemde hareketli faz olarak asetonitril:fosfat
tamponu (pH 4,5, 15:85, h/h) kullamilmistir. Bu kosullar altinda GRA ve IS igin
alikonma zamanlar1 sirastyla 6.64 ve 3.60 dk olarak gozlemlenmistir. Gelistirilen
yontemin gegerliligi dogrusallik, spesifiklik, kararlilik, kesinlik, dogruluk ve duyarlilik
parametreleri ile gosterilmistir. Yontemin tayin smir1 0,3 ng/mL olarak tespit edilmistir.
Gelistirilen yontem insan plazmasina eklenen GRA 6rneklerine uygulanmistir.

Kudoh vd. (1994, s. 205) GRA ve metabolitinin insan plazmasindan tayini i¢in
flioresans detektor ile bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Yontemde uyarma dalga
boyu olarak 310 nm ve yayma dalga boyu olarak 420 nm kullanilmistir. Calismada tiim
maddeler suda ¢oziilmiistiir. Ayrim i¢in 15%3,2 mm boyutlarinda 6n kolona baglh
250%4,6 mm boyutlarinda ve 5 um partikiil ¢capina sahip C18 kolon kullanilmistir.
Hareketli faz olarak %1 oraninda tetra-n-biitii amonyum hidroksit i¢eren 0,1 M
amonyum asetat tamponu (pH 4,7) ve metanol (7:3, h/h) kullanilmistir. Hareketli fazin
akis hizi 1 mL/dk olarak bildirilmistir. Bu kosullar altinda GRA i¢in analiz siiresi 10
dk’nin altinda gozlenmistir. Calismada gelistirilen yontemin dogrusalligi, dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi gosterilmistir. Yontemde GRA igin gozlenebilme sinir1 42 pg/mL
olarak hesaplanmustir.

Wada vd. (1998, s. 535) GRA’nin kanser hastalarinin serum, idrar, plevral
eflizyon gibi biyolojik sivilarindan YPSK yontemi ile tayinini gerceklestirmislerdir.
Calismada fliioresans detektoriin uyarma dalga boyu 290 nm, yayma dalga boyu 365
nm’ye ayarlanarak kullanilmistir. Kullanilan kolon 250%4,6 mm boyutlarina, 10 um
partikiil ¢apina sahiptir. Hareketli faz olarak asetonitril:0,1 M asetat tamponu (pH 3,5)
(7:3) kullanilmistir ve akis hizi 1 mL/dk’dir. Calismada iki farkli IS kullanilmistir ve
alikonma siireleri sirasiyla IS’ler i¢in 4.5 ve 9.5 dk, GRA i¢in 11.3 dk olarak

belirlenmistir. GRA i¢in tayin simirmin 0,25 ng/mL oldugu gozlemlenmistir. Yontemin
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gecerliligi  dogrusallik, kesinlik, tekrarlanabilirlik, dogruluk ve geri kazanim
parametreleriyle gosterilmistir.

Boppana, (1995, s. 195) GRA ve metabolitinin fliioresans ve elektrokimyasal
detektor kullanarak YPSK yontemi ile plazmadan tayinini ger¢eklestirmistir. Yontemde
uyarma dalga boyu olarak 305 nm ve yayma dalga boyu olarak 360 nm kullanilmustir.
Calismada GRA suda ¢oziinmiis ve 4°C’de 4 ay siire ile kararli oldugu gézlemlenmistir.
GRA ve metabolitinin plazmadan ekstraksiyonu icin kat1 faz ekstraksiyonu
uygulanmistir. Hareketli faz olarak asetat tamponu (0.1 M, pH:4,7):asetonitril (405:95,
h/h) sistemi, iyon ¢ifti olusturan bilesenlerin asetat tamponuna katilmasiyla
kullanilmistir. Hareketli faz 0,3 mL/dk akis hizinda kullanilmigtir. Ayirim 150%2.1 mm
boyutlarinda C8 kolonda gergeklestirilmistir. Bu kosullar altinda fliioresans detektoriin
kullanildig1 yontemde GRA i¢in alikonma zamani 20 dk olarak bulunmustur. Y6ntemin
validasyonu dogrusallik, kesinlik, dogruluk, kararlilik ve segicilik parametreleri ile
gosterilmistir. Yontemin tayin sinir1t GRA igin 0,25 ng/mL olarak gozlemlenmistir.

Xiang vd. (2007, s. 174) plazmadan GRA tayini i¢in kiitle spektrometresine bagh
stvi kromatografisi (LC-MS) ile bir yontem gelistirmislerdir. Yontemde GRA’nin zayif
sinyallerini artirmak i¢in sinyal artirma teknigi kullanilmistir. Ayirim 250%4,6 mm
boyutlarinda ve 5 um partikiil capina sahip siyano kolonda gergeklestirilmistir.
Hareketli faz olarak 0,05 M amonyum asetat tamponu (pH 6,9): metanol (15:85, h/h)
sistemi 1 mL/dk akis hizinda gerceklestirilmistir. Yontemde GRA i¢in alikonma zamani
12 dk olarak bulunmustur. Yontemin gecerliligi dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
duyarlilik parametreleri ile gosterilmistir. Kullanilan teknikle GRA i¢in elde edilen
gozlenebilme sinir1 0,01 ng/mL olarak gézlemlenmistir.

Woo, (2006, s. 778) yaptig1 caligmada farelerde GRA’nin nazal uygulanmasin
takiben plazmadan tayini i¢in bir LC-MS yontemi gelistirmistir. Calismada 150%2,1
mm boyutlarinda ve 3 pm partikiil capina sahip C18 kolon kullanilmistir. Calismada IS
olarak ondansetron kullanilmistir. Hareketli faz olarak su:asetonitril:10 mM amonyum
asetat (27/23/50, h/h/h) (pH 3,5) karisimi 0,2 mL/dk akis hizinda kullanilmistir.
Analizdeki alikonma siireleri sirasiyla GRA ic¢in 4.6 dk, IS icin 5.5 dk olarak
belirlenmistir ve tiim analiz 12 dk boyunca silirmiistiir. Gelistirilen yontemin spesifikligi,
geri kazanimi, kesinligi, dogrulugu, stabilitesi ve duyarliligi incelenmistir. Yontemin

gbzlenebilme sinir1 1,55 ng/mL olarak bulunmustur.
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Boppana, Miller-Stein ve Schaefer, (1996, s. 227) GRA ve metabolitinin kdpek
plazmasindan tayini icin tandem (dizili) kiitle spektrometresine bagli bir sivi
kromatografi (LC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Calismada GRA ve metaboliti
suda ¢Oziilmiistir. Ayrim 151 mm boyutlarinda 6n kolona bagli 50x4,6 mm
boyutlarinda ve 5 pm partikiil ¢apina sahip C8 kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli
faz olarak 0,05 M amonyum asetat (pH 5,0) ve asetonitril (73:27, h/h) ¢ozeltileri
kullanilmistir. Yontemde toplam analiz siiresi 6 dk’dir. Gelistirilen yontemin
validayonu dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve secicilik parametreleri ile gosterilmistir.
Yontemde alt tayin sinirt GRA ve metaboliti i¢in 0,05 ng/mL olarak gézlemlenmistir.

Zhao vd. (2015, s. 149) GRA’nin insan plazma ve idrar 6rneklerinden LC-MS/MS
yontemi ile bir miktar tayini yontemi gelistirmislerdir. Yontemde 3,5 pm partikiil
capinda 3,0 mmx50 mm boyutlarinda C18 kolon kullanilmistir. Hareketli faz olarak 0,2
mM amonyum format ve %0,14 formik asit (pH 4,0) igeren su:asetonitril (8:2)
kullanilmistir ve akis hiz1 0,2 mL/dk’dir. GRA’nin alikonma zamani 4.1 olarak tespit
edilmistir. Plazma ve idrar ornekleri -80°C’de dondurularak saklanmistir. Y&ntemin
gecerliligini gdstermek amaciyla secicilik, gozlenebilme ve tayin siniri, dogruluk,
dogrusallik ve kararlilik parametreleri incelenmistir. Calismanin dogrusal oldugu
araliklar 2-2000 ng/mL olarak bulunmustur.

Zhou vd. (2014, s. 1597) GRA’nin insan plazmasindan tayini i¢in bir LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Calismada GRA metanolde ¢oziilmistiir. Ayrim igin 75%2
mm boyutlarinda ve 4 pm partikiil ¢apina sahip C18 kolon kullanilmistir. Hareketli faz
olarak 5 mM pH 4,0 amonyum format:metanol (300/316, h/h) kullanilmistir. Bu
kosullar altinda GRA i¢in alikonma zamani1 1.08 dk olarak gozlenmistir. Calismada
toplam analiz siiresi 2.5 dk’dir. Yontemin validasyonu secicilik, duyarlilik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik ve kararlilik parametreleri ile gosterilmistir. Yontemde alt tayin sinirt
0,1 ng/mL olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem saglikli bireylerden alinan plazma
orneklerine uygulanarak GRA’nmin  karsilagtirilmali  farmakokinetik  caligmasi
yapilmugtir.

Jiang vd. (2006, s. 464) insan plazmasindan GRA tayini i¢in bir LC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Calismada GRA metanolde ¢oziilmiistiir. Ayrim 50x4,6 mm
boyutlarinda 5 um partikiil ¢capina sahip C18 kolonda gercgeklestirilmistir. Yontemde
hareketli faz olarak asetonitril-su (10 mM amonyum asetat ve % 0,5 asetik asit i¢eren)
(40:60, h/h) sistemi 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. GRA ve IS’nin plazmadan
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ekstraksiyonu i¢in sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilmistir. Calismada her 6rnek i¢in analiz
stresinin 2 dk oldugu belirtilmistir. Yontemin validasyonu secicilik, duyarlilik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, ekstraksiyon geri kazanimi ve kararlilik parametreleri
ile gosterilmistir. Yontemin tayin smirt 0,02 ng/mL olarak bildirilmistir. Gelistirilen
yontem insan plazmasina ve biyoesdegerlik ¢alismasina uygulanmastir.

Nirogi vd. (2006, s. 888) GRA’nin insan plazmasindan miktar tayini i¢in bir LC-
MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Calismada 5 um partikiil ¢apina sahip 150 mmx4,6
mm boyutlarinda C18 kolon kullanilmustir. izokratik olan hareketli faz %0.03 formik
asit:asetonitril (30:70, h/h) icermektedir ve akis hiz1 1,0 mL/dk’dir. Ornek hazirlamada
stvi-stvi  ekstraksiyonu yontemi kullanmiglardir. Yontemde stok GRA ve IS’nin
¢oziiclisi olarak metanol kullanilmistir ve seyreltmeleri su:metanol (50:50, h/h) ile
yapilmistir. Stok ¢ozeltiler -50°C’de dondurularak saklanmistir. Calismanin analiz
stiresi 2 dk’dir. Yontemin validasyon c¢alismalart dogrusallik, dogruluk, geri kazanma,
tekrarlanabilirlik ve kesinlik parametreleriyle gosterilmistir. Kalibrasyon egrisi 0,1-20
ng/mL araliginda dogrusaldir. Caligmada alt tayin sinir1 %5’den az standart sapma ile

birlikte 100 pg/mL olarak belirlenmistir.

17



3. GERECLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Borat : Sigma-Aldrich, Almanya
CH3:COOH : Merck, Almanya
CH3COONa : Merck, Almanya
Granisetron HCI : LGC Standards, Almanya
H3PO4 : Sigma-Aldrich, Almanya
HCIO4 : Sigma-Aldrich, Almanya
Metanol : Merck, Almanya
Metoprolol siiksinat : LGC Standards, Almanya
NaOH : Merck, Almanya
NaH2PO : Sigma-Aldrich, Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 : Argelik, No Frost&Electronic, Tiirkiye
C6 kolon : Phenomenex, A.B.D.

C18 kolon : Phenomenex, A.B.D.

Filtre : Macherey Nagel, Almanya

Filtre kagidi : Lubiteche Tecnologies, Cin

Hassas terazi : Mettler Toledo, Isvigre

Kapiler : Agilent Technologies, A.B.D.

Kapiler elektroforez . Agilent Technologies, CE7100, A.B.D.
Otomatik pipet : Eppendorf, Almanya

pH metre : Mettler Toledo, Isvicre
Spektrofotometre : Shimadzu, UV-2401, Japonya

Ultra saf su cihazi : Millipore, A.B.D.

Ultrasonik banyo : Sonorex, Almanya

Vorteks karistiric : Jeio Tech, Kore

YPSK : Agilent Technologies, 1260 Infinity, Almanya
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4. YONTEMLER

4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanisi

Gelistirilecek yontemlerde kullanilmak iizere oncelikle GRA i¢in uygun ¢oziicii
arastirilmistir. Bu amagla GRA’nin suda ve metanolde stok cozeltileri (10° M
diizeyinde) hazirlanmis ve gerekli seyreltmeler yine bu ¢ozeltilerle yapilarak analiz
edilmistir. Yapilan 6n denemelerde suda ¢oziilen GRA’ nin daha iyi sonuglar verdigi ve
metanolde ¢oziilen GRA’nin analiz sonuglarinda herhangi bir iyilesme gozlenmedigi
i¢cin ¢calismada GRA’nin suda ¢6ziilmesine karar verilmistir.

KE’de tekrarlayan analizlerde zemin gilriiltiistinde gdzlenen sorunlari
azaltabilmek amaci ile GRA’nin seyreltmelerinin ¢alisma tamponu ile yapilmasi
Ongoriilmiistiir. Bu amagla ¢esitli oranlarda seyreltilen ¢alisma tamponu, seyreltme
¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Yapilan analizlerde en iyi sonuglar, 1/10 oraninda suyla
seyreltilen ¢alisma tamponunun kullanilmasi ile elde edilmistir.

YPSK da ise boyle bir sorunla karsilagilmadigi i¢in seyreltmeler su ile yapilmistir.
Yontemin giivenilirligini arttirmak i¢in uygun bir IS arastirilmistir. Bunun i¢in pek ¢ok
maddenin analizi yapilmis ve en uygun sonuglar MTP ile elde edilmigstir. MTP her iki
yontem i¢in suda ¢oOziilerek kullanilmis ve seyreltmeleri GRA ile ayni sekilde

yapilmugtir.

4.2. UV Spektrofotometri

KE yo6nteminde kullanilacak dalga boyunu belirlemek amaci ile GRA’ nin suda ve
metanolde c¢ozeltileri hazirlanarak (10° M diizeyinde) 200-400 nm araliginda
spektrumlar1 kaydedilmistir. Bu aralikta GRA’nin en yiiksek absorbans verdigi dalga

boylar1 belirlenmistir.

4.3. Kapiler Elektroforez Yontemi

4.3.1. Cihazla ilgili kosullar

Yontemde optimizasyon siiresince deteksiyon foto diyot dizisi detektoriin ayn
anda birden fazla dalga boyu ile ¢aligmaya olanak saglamasi nedeni ile 205.5 nm ve
207.5 nm’de gerceklestirilmistir. Ayrim i¢in 75 pum i¢ capa sahip 40 cm efektif
uzunlukta (48.5 cm toplam) kapiler kullanilmistir. Kapilerin sartlanmasi i¢in ilk
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kullaniminda 30 dk 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi, 10 dk 0,1 M NaOH
¢ozeltisi, 10 dk distile su ve 10 dk ¢calisma tamponu ile yikanmaistir.

Cihazin her agilisinda kapiler 10 dk 0,1 M perklorik asit (HCIO4) ¢ozeltisi, 10 dk
distile su ve 10 dk calisma tamponu ile yikanmustir. Orneklerin analizleri arasinda
sartlandirma sirasiyla 2 dk 0,1 M HCIO4 ¢ozeltisi, 2 dk distile su ve 2 dk ¢alisma
tamponu ile yikama olacak sekilde saglanmistir. Cihazin giinliik kullanimi sonrasinda
ise kapiler sirasiyla 10 dk 0,1 M HCIO4 ¢ozeltisi ve 5 dk distile su ile yikadiktan sonra 2
dk hava cekilerek birakilmistir.

4.3.2. Calisma tamponu

Calisma tamponu hazirlanabilmesi i¢in monosodyum fosfattan (NaH2POs) 639,3
mg tartim almmistir. Bu tartim 50 mL’ye distile su ile tamamlanarak 100 mM
diizeyinde ana stok hazirlanmistir. Tamponun suda tam olarak ¢oziinmesi i¢in 10 dk
ultrasonik banyoda bekletilmigtir. Gerekli seyreltmeler su ile yapildiktan sonra
calisilacak uygun derisimdeki tamponun pH ayari seyreltik fosforik asit (HsPOs) ile
yapilmustir. Calisma tamponu 0,45 pm’lik filtre ile siiziildiikten sonra cihaza verilmistir.

Hazirlanan ¢alisma tamponu 1/10 oraninda distile su ile seyreltilmistir. Bu derisim
stok olarak hazirlanan GRA ve MTP ¢ozeltileri lizerinden yapilan tim seyreltmelerde

¢Oziicii olarak kullanilmistir.

4.3.3. Optimizasyon ¢calismalar:

KE yonteminde kullanilmak iizere GRA’dan 3,55 mg tartim alinarak 10 mL’ye
distile su ile tamamlanmstir (1,01x10° M). Maddenin tam olarak ¢dziinmesi i¢in 6nce
vortekste karigtirllmigtir. Daha sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Hazirlanan ¢ozelti aliiminyum folyoya sarilarak, 4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.
Gerekli seyreltmeler bu ¢ozelti tizerinden yapilmistir.

IS olarak kullanilmak tizere MTP’den 2,02 mg tartim alinarak 10 mL’ye distile su
ile tamamlanmistir (3,0880x10* M). Maddenin tam olarak ¢oziinmesi igin &nce
vortekste karigtirllmigtir. Daha sonra 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Hazirlanan ¢ozelti alliminyum folyoya sarilarak, 4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Gerekli seyreltmeler bu ¢ozelti tizerinden yapilmustir.
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KE yo6nteminin optimizasyonu i¢in tamponu derisimi, pH, organik ¢6ziicli orani
ve potansiyel parametreleri incelenmistir. Enjeksiyon siiresi ve basinci cihazin kullanim

kilavuzunda 6nerildigi sekilde 10 s siire ile 50 mbar olarak sabit tutulmustur.

4.3.3.1. Tampon derisimi

Y ontemdeki uygun tampon derisimini ayarlamak amaciyla pH’1 3,00 olan 10 mM,
15 mM ve 20 mM derisiminde 3 farkli fosfat tamponu hazirlanmistir. Bu ¢alisma
tamponlar1 ile 25 kV potansiyel altinda GRA’nin 3’er analizi gerceklestirilmistir. Pik
morfolojileri ve alikkonma zamanlar1 degerlendirilerek uygun derisimdeki fosfat

tamponuna karar verilmistir.

4.3.3.2. pH

Calisilan yontem i¢in uygun pH’m belirlenmesi amaciyla ¢alisma 10 mM fosfat
derisiminde pH’lar sirasiyla 2,50, 2,75 ve 3,00 olan ¢alisma tamponlari1 hazirlanmstir.
Bu c¢alisma tamponlar1 ile 25 kV potansiyel altinda GRA’nin 3’er analizi
gergeklestirilmistir. Pik morfolojileri ve alikonma zamanlar1 degerlendirilerek yeterli

ayrimin saglandig1 uygun pH secilmistir.

4.3.3.3. Potansiyel

Analitik parametrelerin belirlenmesinden sonra aletsel parametrelerden olan
potansiyelin optimum kosulunun belirlenmesi icin 22.5 kV, 25 kV ve 27.5 kV
potansiyel altinda GRA’nmin 3’er enjeksiyonu gerceklestirilmistir. Bu analizler
sonucunda gozlenen alikonma zamanlar1 degerlendirilerek calisma potansiyeline karar

verilmistir.

4.3.4. Validasyon ¢alismalari

KE’de gelistirilen yontemin gegerliliginin gdsterilmesi amaciyla yontemin
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve saglamlik
parametreleri incelenmistir. Validasyon hesaplamalar1 i¢in pik normalizasyon oranlari
(PNO) (Pik Normalizasyonu = Alan madde / Alikonma zamani madde / Alan 1s / Alikonma
zamani is) kullanilmistir. Validasyon calismalar1 boyunca IS nin son derisimi 6.18x107

M olacak sekilde kullanilmaistir.
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4.3.4.1. Dogrusallik

Calisma araliklar1 boyunca dogrusal bir iligki olup olmadiginin incelenmesi igin
GRA’nin 2,99x10° M ve 4,88x10° M araliginda 13 farkli derisimi hazirlanmustir.
(2,99x108 M, 4,98x10° M, 6,22x108 M, 7,78x10% M, 1,30x107 M, 2,16x107 M,
3,60x107 M, 4,50x107 M, 7,50x107 M, 9,38x107 M, 1,17x10° M, 2,93x10° M ve
4,88x10° M). Bu 13 farkl1 derisimin cihazda 2’ser analizi gerceklestirilmistir.

Calisilabilecek dogrusal aralik belirlendikten sonra yontemin kalibrasyonu ig¢in
GRA’nm 4,50x107 M, 5,62x107 M, 7,03x107" M, 8,79x107" M, 1,05x10° M ve
1,75x10° M derisimlerde 6 farkli ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve

giinler aras1 olmak iizere 6’sar analizi gerceklestirilmistir.

4.3.4.2. Kesinlik
Yéntemin kesinliginin gosterilmesi amaciyla 7,03x107 M derisiminde GRA nin 3

farkli giinde 6’sar kez analizi gergeklestirilmistir.

4.3.4.3. Dogruluk
Yontemin dogruluk calismasinin  gergeklestirilmesi igin GRA ¢ozeltisinden
4,50x107 M, 8,79x107 M ve 1,75x10° M derisimlerde 3 ayr1 set hazirlanmistir. Bu
setlerin giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere 6’sar kez analizi gergeklestirilmistir.
Yontemin farmasotik  preparatlarin - matriks ortamlarindaki  dogrulugunun
belirlenmesi amaci ile tablet ve ampul matriksleri hazirlanmistir. Her iki farmasotik
preparat i¢in, matriks ortamina 3 farkli derisim diizeyinde GRA eklenmis ve her bir

cozelti 3 kez analiz edilerek istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

4.3.4.4. Duyarhihik
Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinin standart

sapmas1 ve egimi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.

4.3.4.5. Kararlilik
Yontemin kararlilik calismast icin 8,14x107 M derisimde GRA’min taze
hazirlanmis, +4°C’de 24 saat bekletilmis ve aliiminyum folyo ile saril1 halde -18°C’de 1

ay bekletilmis ¢ozeltileri 3’er kez analiz edilerek sonuglar karsilagtirilmastir.
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4.3.4.6. Saglamhik

Yontemin saglamlik parametresinin incelenmesi ig¢in optimizasyon parametreleri
tizerinde kiiciik degisiklikler yapilmistir. Tiim parametrelerin incelemesi sirasinda
5,09x107" M derisiminde GRA ¢ozeltisi kullanilmistir.

Optimum kosullar altinda karar verilen dalga boyu 205.5 nm +1.5 nm
degistirilerek 3’er analiz gergeklestirilmistir.

Tampon derisimi 20 mM olarak belirlenen yontemin tampon derisimi =1 mM
degistirilerek 3’er kez analiz gerceklestirilmistir.

Tampon derisiminin 2,75 olarak belirlenen pH’1 £0.05 birim degistirilerek 3’er

analiz yapilmistir.

4.4. YPSK Yontemi

4.4.1. Cihaz ile ilgili kosullar

YPSK yonteminde deteksiyon fliioresans detektorle saglanmistir. Ayrim igin 150
x 3.0 mm boyutunda ve 5,0 um partikiil ¢apina sahip C6 fenil bagl silika kolon
kullanilmistir.

Cihazin ilk acilis yikamasinda kolondan 6nce %50 metanol daha sonra da %40
metanol gecirilmistir. Her analiz Oncesinde de kolondan 20 dk hareketli faz

gecirilmistir. Kapanis yikamasi ise kolondan 20 dk %40 metanol gegirilerek yapilmistir.

4.4.2. Hareketli fazin hazirlamsi

Yontemde hareketli fazin hazirlanmasi igin sodyum asetattan (CH3COONa) 1.36
g tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Tam
olarak karigabilmesi ¢ozelti 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Stok ¢ozeltiden
gerekli seyrelteler su ile yapilarak pH ayar asetik asit (CH3COOH) ile saglanmistir. Bu
karisim vakum altinda filtre edilerek iizerine meziirde istenilen miktarda hacmi Slgiilen
metanol eklenmistir. Hazirlanan hareketli faz daha sonra 15 dk ultrasonik banyoda

bekletildikten sonra analize baglanmustir.

4.4.3. Optimizasyon ¢calismalari
YPSK yonteminde kullanilacak olan GRA ve MTP c¢ozeltileri, KE yontemi igin

hazirlanmis olan stok ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yapilarak elde edilmistir.
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YPSK yonteminde optimizasyon calismalari i¢in dalga boyu, hareketli fazdaki
tampon derigimi, hareketli fazin pH’1, hareketli fazdaki organik ¢6ziicii oran1 ve akis

hiz1 parametreleri incelenmistir.

4.4.3.1. Dalga boyu

Yontem i¢in uygun uyarma ve yayma dalga boylarimin belirlenmesi i¢in 220-310
nm, 220-360 nm, 300-360 nm, 250-310 nm ve 250-360 nm’lerde GRA’nin %30
metanol iceren 40 mM asetat tamponu (pH 4,5) hareketli faz1 ile 0,85 mL/dk akis hizi
altinda 3’er analizi gergeklestirilmistir. Uygun pik morfolojisine ve pik alanlarina gore

dalga boyuna karar verilmistir.

4.4.3.2. Hareketli fazdaki tampon derisimi

Hareketli fazdaki uygun tampon derisimini belirlemek amaciyla %30 metanol
iceren ve pH’s1 4,5 olan 30 mM, 40 mM ve 50 mM derisimlerde 3 farkli asetat tamponu
hazirlanmistir. Bu calisma tamponlart ile GRA’nin 0,85 mL/dk akis hiz1 altinda 3’er
analizi gerceklestirilmistir. Uygun pik morfolojisi ve alikonma zamanina bakilarak

calisilacak uygun asetat tamponu derigimine karar verilmistir.

4.4.3.3. Organik ¢oziicii orant

Hareketli fazin organik ¢dziicli oranina karar verebilmek amaciyla 30 mM asetat
tamponu iceren pH’st 4,5 olan ,%20, 30 ve 40 (h/h) oranlarinda metanol bulunan
hareketli fazlar hazirlanmistir. Bu hareketli fazlarla GRA’nin 0,85 mL/dk akis hizi
altinda 3’er kez analizi gergeklestirilmistir. Alikonma zamani ve PNO’ya gore optimum

organik ¢dziicii oranina karar verilmistir.

4.4.3.4. pH

Calisma yonteminin optimum pH’sinin belirlenmesi amaciyla %30 metanol iceren
30 mM asetat tamponunn pH’lar sirasiyla 4,0, 4,5 ve 5,0’e ayarlanmistir. Bu hareketli
fazlar ile GRA’nin 0,85 mL/dk akis hiz1 altinda 3’er enjeksiyonu gerceklestirilmistir.
Uygun pik morfolojisi ve alikonma zamanina bakarak yontemin uygun pH’1

belirlenmistir.
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4.4.3.5. Akis hiz

Yontemin aletsel parametrelerinden olan akis hizinin optimizasyonu i¢in hareketli
faz olarak %30 metanol iceren 30 mM asetat tamponu (pH 4,0) ile 0,80, 0,85 ve 0,90
mL/dk akis hizinda GRA’nin 3’er analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen piklerin

uygun morfolojisine ve alikonma zamanlarina bakilarak akis hizi tayin edilmistir.

4.4.4. Validasyon

Optimizasyonu gerceklestirilen YPSK yonteminin gegerliliginin gdsterilmesi i¢in
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve saglamlik
parametreleri incelenmistir. Validasyon hesaplamalari igin PNO kullanilmistir.
Validasyon calismalar1 boyunca IS’nin son derisimi 1,28x107 M olacak sekilde

kullanilmustir.

4.4.4.1. Dogrusallik

Caligma araliklar1 boyunca dogrusal bir iliski olup olmadiginin incelenmesi igin
GRA’nm 5,65x107 M ve 1,10x10° M araliginda 13 farkli derisimi hazirlanmstir.
(5,65x107 M, 3,40x107 M, 1,13x107 M, 9,40x10% M, 7,50x10® M, 6,03x108 M,
3,60x10° M, 1,80x10®° M, 1,03x10® M, 8,27x10° M, 5,51x10° M, 3,31x10° M ve
1,10x10° M). IS olarak kullanilan MTP’nin son derisimi 6,18x10® M olacak sekilde
sisteme verilmistir. Bu 13 farkli derisimin cihazda 2’ser analizi gerceklestirilmistir.

Calisilabilecek dogrusal araligi belirlendikten sonra kalibrasyon i¢in GRA’nin
2,41x10® M, 3,62x10® M, 6,03x10® M, 7,54x10® M, 9,42x10® M, 1,13x107 M ve
3,40x107 M derisimlerde 7 farkli ¢dzeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin giin igi ve

giinler aras1 olmak iizere 6’sar analizi gerceklestirilmistir.

4.4.4.2. Kesinlik
Yéntemin kesinliginin incelenmesi amaciyla 7,54x10® M derisiminde GRA’nin 3

farkli giinde 6’sar kez analizi gergeklestirilmistir.

4.4.4.3. Dogruluk

YPSK yonteminde dogruluk calismasi i¢in GRA ¢dzeltisinden 2,40x10% M,
7,50x10® M ve 3,40x107 M derisimlerde 3 ayr1 set hazirlanmistir. Bu setlerin giin igi

ve giinler arasi olmak iizere 6’sar kez analizi gergeklestirilmistir.
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Yontemin farmasotik  preparatlarin matriks  ortamlarindaki  dogrulugunun
belirlenmesi amaci ile tablet ve ampul matriksleri hazirlanmistir. Her iki farmasotik
preparat i¢in, matriks ortamina 3 farkli derisim diizeyinde GRA eklenmis ve her bir

¢oOzelti 3 kez analiz edilerek istatistiksel degerlendirmeleri yapilmastir.

4.4.4.4. Duyarhilik
Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinin standart

sapmasi ve egimi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir.

4.445. Kararlihk
Yontemin kararlilik calismasi igin 8,14x10% M derisimde GRA’nin taze
hazirlanmis, +4°C’de 24 saat bekletilmis ve aliiminyum folyo ile sarili halde -18°C’de 1

ay bekletilmis ¢ozeltileri 3’er kez analiz edilerek sonuglar karsilagtirilmastir.

4.4.4.6. Saglamhik
YPSK yonteminde saglamlik parametresinin incelenmesi ic¢in optimizasyon
parametreleri tizerinde kiigiik degisiklikler yapilmistir. Tiim parametrelerin incelemesi
sirasinda 8,14x10® M derisiminde GRA ¢ozeltisi kullanilmustir.
pH’1 4,0 olarak belirlenen hareketli fazin pH’1 £0.05 birim degistirilerek 3’er
analiz gergeklestirilmistir.
30 mM olarak belirlenen hareketli fazdaki tampon derisimi +1 mM degistirilerek
3’er kez galisma gergeklestirilmistir.
Organik ¢oziici oram1 %30 (h/h) olan hareketli fazin metanol orami +%]l
degistirilerek 3’er analiz yapilmigtir.
0,85 mL/dk olarak belirlenen akis hizi £0,5 mL’dk degistirilerek 3’er defa analiz
gergeklestirilmistir.

4.5. Yontemlerin Uygulanmasi
4.5.1. Tablet

Gelistirilen yontemlerin GRA acisindan uygulanabilirligini géstermek amaciyla,

GRA’nin farmasotik preparatlardan tablet formundan analizi gerceklestirilmistir. Bu
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amagla eczanelerden saglanan ve 1 mg GRA igerdigi bilinen Kytril® (Roche, Tiirkiye)
tabletleri analizi gergeklestirilmistir.

Analiz i¢in 10 adet tabletin tartimi yapilmis ve ortalama tablet agirlig1 103,76 mg
bulunmustur. Bu tabletler havanda toz edilerek, bir adet tabletin agirligina denk gelecek
miktarin tartim1 alinmistir. Bu tartim 10 mg suda ¢oziildiikten sonra vortekste ve 10 dk
su banyosunda karistirilmigtir. Daha sonra bu karisim 10 dk 4000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismindan istenilen miktar alinarak, filtre edilip, gerekli
seyreltmeler 1/10 oraninda suyla seyreltilmis ¢aligma tamponu ile yapilmistir. GRA nin
son derisimi belirtilen dogrusal aralikta olacak sekilde, ti¢ farkli derisimde hesaplanarak
hazirlanmastir.

Elde edilen son derisimler sirasiyla KE yontemi icin 1,72x 10% M, 8,61x107 M ve
5,74x107 M, YPSK yontemi igin 1,94x107 M, 7,74x10®8 M ve 4,13x10® M olacak
sekilde yapilmistir. Her derisime ait ¢ozeltinin cihazlarda 3’er analizi

gerceklestirilmistir ve PNO’ya gore istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

4.5.2. Ampul

Gelistirilen yontemlerin GRA acisindan uygulanabilirligini géstermek amaciyla,
GRA’nin farmasoétik preparatlardan ampul formundan analizi gerceklestirilmistir. Bu
amagla eczanelerden saglanan ve 3 mg GRA icerdigi bilinen Kytril® (Roche, Tiirkiye)
ampullerin analizi gerceklestirilmistir.

Analiz i¢in ampul ¢ozeltisi filtre edilmistir. Bunun icerisinden istenilen miktarda
madde alinarak gerekli seyreltmeler 1/10 oraninda suyla seyreltilmis ¢alisma tamponu
ile gergeklestirilmistir. GRA’nin son derisimi belirtilen dogrusal aralikta olacak sekilde,
tic farkli derisimde hesaplanarak hazirlanmistir.

Elde edilen son derisimler sirastyla KE yontemi icin 1,44x10°¢ M, 9,60x107 M ve
6,40x107 M, YPSK yontemi igin 1,92x107 M, 7,68x10®% M ve 4,61x10®° M olacak
sekilde yapilmistir. Her derisime ait c¢ozeltinin cihazlarda 3’er analizi

gerceklestirilmistir ve PNO’ya gore istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.
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5. BULGULAR VE YORUM

5.1. UV Spektrofotometri

GRA’nm en yiiksek absorbans verdigi dalga boyunun belirlenebilmesi i¢in suda
ve metanolde ¢o6ziilmiis GRA’ya ait spektrumlar 200-400 nm’de kaydedilmis ve bu

spektrumlar sirasiyla Sekil 5.1. ve 5.2.’de sunulmustur.

0353 T T T T

Abs.

0,160

0,033 I I I I
200,00 200,00 400,00

Sekil 5.1. Suda ¢oziilmiis GRA 'nin 200-400 nm arasinda elde edilmis spektrumu
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0,362

0,164
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-0,033
200,00 300,00 400,00
nm.

Sekil 5.2. Metanolde ¢oziilmiis GRA 'nin 200-400 nm arasinda elde edilmis spektrumu

Bu ¢oziiciilerle elde edilen spektrumlarda gozlenen en yiiksek absorbans degerleri

ve dalga boylar1 Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. GRA 'nin UV spektrumunda gozlenen veriler

Coziicii Dalga Boyu (nm) Absorbans
205.50 0.321
Su
302.50 0.101
207.50 0.329
Metanol
301.50 0.096

Literatiirde detektor olarak UV detektor veya DAD kullanan c¢alismalarda
genellikle 305 nm (Capacio, 1993; Souri, 2011; Rao, 2012) veya bu dalga boyuna ¢ok
yakin dalga boylar1 (Chen, 2017; Maksic, 2016) ile deteksiyon saglanmistir. GRA
analizinin yapildig1 iki calismada 240 nm (Hewala, 2011) ve 242 nm (Heda, 2011)
kullanilmistir fakat bu caligmalarda GRA yaninda bagka maddelerin de analizleri

yapildig1 i¢in kullanilan dalga boyu burada gergeklestirilen UV spektrofotometrik analiz
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sonuclarindan farklidir. Bu ¢alismada 300 nm civarinda gozlenen absorbanslar oldukca
diisiik oldugu icin ve calisgmada yalniz GRA’nin analizi hedeflendigi i¢in kapiler
elektroforetik deneylerde kullanilmak tizere 205.5 nm ve 207.5 nm ¢alisma dalga boyu

olarak sec¢ilmistir.

5.2. Kapiler Elektroforez Yontemi

KE yonteminde deteksiyon DAD detektoriin 205.5 nm ve 207.5 nm’lere
ayarlanmast ile saglanmistir. Ayrim i¢in 75 pm i¢ ¢apa sahip 40 cm efektif ve 48,5 cm
toplam uzunlukta kapiler kullanilmistir. Kapiler sicakligi tiim ¢alisma boyunca 25°C’ta
sabit tutulmustur. Orneklerin hepsi cihazin kullanim kilavuzunda &nerildigi sekilde 10 s
siire ile 50 mbar basing altinda sisteme verilmistir. YOntemin optimizasyonu ve
validasyonu saglandiktan sonra gelistirilen yontem GRA’nin farmasétik preparatlarina

uygulanmigtir.

5.2.1. Optimizasyon
Optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla yontemde tamponu derisimi, pH,
calisma tamponundaki organik ¢oziicii oran1 ve uygulanan potansiyel parametreleri

incelenmistir.

5.2.1.1. Tampon derigimi

GRA’nin analizi i¢in Oncelikle borat tamponu hazirlanarak bazik ortamdaki
davranigt incelenmistir. Bu amagla 10 mM borat tamponu (pH 9,00) ile 25 kV
potansiyel altinda GRA analiz edilmistir. Sekil 5.3. ve 5.4.’te sirasiyla su ve metanolde
¢oziilmils GRA’nin (10® M diizeyinde) 205.5 nm ve 207.5 nm’de elde edilen

elektroferogramlari verilmistir.
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[ *DPDLA Sg=2064 Re=360,100 (BUSRAGRACOO00A D)
[T *DADLB Sg=2084 Ref=360,100 (BUSRAGRACDO00R.D)

207.5 nm

205.5 nm

T T T T T
1 2 3 a 5 L

Sekil 5.3. Suda ¢oziilmiis GRA 'min 205.5 ve 207.5 nm’de elde edilmis elektroferogramlari

(] "DADI A Sigr=206.4 Ref-=360,100 (BLSRAGRACD0007 D)
(] *DADLB, Sg=208.4 Ref=360,100 (BUSRAGRAODODO7.0)

o 207.5nm
N 205.5 nm

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 mir

Sekil 5.4. Metanolde ¢éziilmiis GRA 'nin 205.5 ve 207.5 nm’de elde edilmis elektroferogramlart

GRA bazik dzellikte bir bilesiktir ve literatiirde pKa degerleri 9.0 (http-5; Maksic,

2016) veya 10.5 (http-6) olarak bildirilmistir. Bu analizler sonucunda da beklenildigi

gibi bazik 6zellige sahip olan GRA, elektroozmozdan 6nce gelmistir.

GRA’nin tamamen iyonize olmasini saglamak amaci ile asidik bir tamponla

calismanin uygun olacagr Ongdriilmiistiir. Bu amagcla pKai degeri 2.12 olan fosfat

tamponu se¢ilmistir. Uygun tampon derisimini belirlemek i¢cin 10 mM, 15 mM ve 20

mM derisimde 3 ayn1 fosfat tamponu (pH 3,00) hazirlanmis ve GRA bu calisma
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tamponlart ile 3’er kez analiz edilmistir. Sekil 5.5.te bu analizlere ait

elektroferogramlar goriilmektedir.

] "DADIA Sig=206,4 Ref=380, 100 (BUSRAGRATOE )
(] *DADIA Sig=006,4 Ref=360.100 (BUSRAGRACOOSLD)
(5] *DADI A Sig=006,4 Ref=360,100 (BUSRAGRACOO096.0)

T T T T T T T
1 2 3 ) 5 6 7 mir

Sekil 5.5. Calisma tamponu derisimi incelemesi

Sekil 5.5.’ten de goriildiigii gibi tampon derisimindeki degisiklik, go¢ zamanlarini
onemli miktarda etkilememistir. Bu durum diisiik pH’larda elektroozmotik akisin
azalmasi ile ilgilidir. Tampon derisimi incelemesi sonucunda en diisiik derisim olan 10

mM fosfat tamponunun kullanilmasina karar verilmistir.

5.2.1.2. Coziicii ve dalga boyu

Bu asamaya kadar olan tiim analizlerde GRA’nin c¢oziiciisii ve deteksiyonun
saglanacag1 dalga boyu arastirilmistir. Ayrimin saglanacagi tampon ve derisime karar
verildikten sonra kullanilan dalga boylarma gore farkli ¢oziiclilerde elde edilen analiz
sonuglart karsilastirilmistir. Sekil 5.6.’da 205.5 nm’de suda ve metanolde ¢oziilen
GRA’ya ait pikler verilmistir. Sekil 5.7.’de ise 207.5 nm’de suda ve metanolde ¢oziilen

GRA’ya ait elektroferogramlar verilmistir.
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Sekil 5.6. 205.5 nm de suda ve metanolde ¢oziilmiis GRAya ait elektroferogramlar

[] DADLB, Sig=208,4 Ref=360,100 (BUSRAGRAOO0045.D)
[ DADIB, Sig-208.4 Ref=360,100 (BUSRAGRACODLLD)
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Sekil 5.7. 207.5 nm’de suda ve metanolde ¢oziilmiis GRA ya ait elektroferogramlar

Sekil 5.6. ve 5.7.den goriildiigii iizere her iki dalga boyunda da suda ¢oziilen

GRA’ya ait piklerin gé¢ zamanlar1 erken, pik alanlari biiyiik ve pik morfolojileri daha

diizglindiir. Bu nedenle ¢alismanin geri kalan kisminda GRA’’nin yalniz suda ¢6ziilmiis

cozeltilerinin kullanilmasia ve sudaki en yiliksek absorbans verdigi dalga boyu olan

205.5 nm ile deteksiyonun saglanmasina karar verilmistir.
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5.2.1.3. pH

Calisma tamponu pH’min, GRA’nin elektroforetik davranisi tizerine etkisini
incelemek amaci ile pH’1 2,50, 2,75 ve 3,00 olan 10 mM fosfat tamponu hazirlanmistir.
Bu 3 farkli tamponun KE’de 3’er defa analizi gergeklestirilmistir. Sekil 5.8.’de bu

analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.

] "DPD1A Sg2064 ReF=360,100 (BUSRAGRACOIA0D)
[ *DAD1A Sge2064 Ref=360,100
[ *DADIA Sg-206.4 Ref=360,100 (BUSRAGRACDIL0D)

T T T T
3 4 5 6

Sekil 5.8. Calisma tamponu pH inin incelenmesi

Yapilan tekrarli analizler sonucunda tiim pH’larda elde edilen piklerin kabul
edilebilir diizeyde oldugu gozlenmistir. Pik morfolojileri ve gd¢ zamanlar1 acisindan

calisilacak tamponun pH’1min 2,75 olmasina karar verilmistir.

5.2.1.4. Uygulanan potansiyel

Aletsel parametrelerden olan uygulanan potansiyelin optimizasyonu i¢in GRA nin
27.5 kV, 25 kV, 225 kV ve 20 kV potansiyel altinda 3’er kez analizi

gergeklestirilmistir. Sekil 5.9.’da bu analizlere ait elektroferogramlar verilmistir.
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Sekil 5.9. Uygulanan potansiyelin incelenmesi

KE’de miimkiin olan en yiiksek potansiyelin uygulanmasi ile en kisa siirede
ayrimlar saglanabilir. Yapilan analizlerde de en kisa analiz siiresi 27.5 kV potansiyel
altinda elde edildigi icin calisma potansiyeli olarak 27.5 kV’a karar verilmistir.
Incelenen parametreler sonucunda GRA’nin 10 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 27.5
kV potansiyel altinda analiz edilmesi ile en uygun kosullarin saglandig1 goriilmiis ve

Sekil 5.10.°da bu kosullarda analizi gerceklesen GRA’ya ait elektroferogram

sunulmustur.

[ DOIASIIRRFSIDEERIGRIRA)

T T T T T
(4] 1 2 3 4 5 it

Sekil 5.10. Optimum kosullar altinda analizi gergeklesen GRA 'ya ait elektroferogram
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5.2.1.5. I¢ standart

Calismanin optimum kosullar1 belirlendikten sonra yontemin giivenilirligini
arttirmak amaci ile bir IS arastirilmistir. Incelenen maddeler arasinda en uygun gog
zaman1 ve pik morfolojisine MTP’nin sahip oldugu goriilmistiir. Sekil 5.11.’de GRA

i¢cin uygun olan kosullarda analiz edilen MTP’ye ait elektroferogram goriilmektedir.

[] DUASIHREIIABEIRUER)
A
121
1
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064
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 i

Sekil 5.11. Optimum kosullar altinda analizi ger¢eklesen MTP 'ye ait elektroferogram

Bu sekilde IS’ye ait pik gozlendikten sonra IS’nin GRA ile bir karigimi
hazirlanmus (her ikisi de 10°® M diizeyinde) ve optimum kosullarda analiz edilmistir.

Sekil 5.12°de bu analize ait elektroferogram verilmistir.
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Sekil 5.12. Optimum kosullar altinda GRA ve MTP 'ye ait elektroferogram

Sekil 5.12.°den de goriildiigli gibi GRA i¢in belirlenen optimum analiz
kosullarinda IS ve GRA’nin yeterli ayrimi saglanamamistir. Maddelerinin ayrimini
saglamak amac1 ile tampon derisiminin arttiritlmasi ongoriilmiistiir. Bu amagla 15 mM
derisimde fosfat tamponu (pH 2,75) hazirlanarak 27.5 kV potansiyel altinda GRA ve IS

analiz edilmistir. Bu analizlerden birine ait elektroferogram Sekil 5.13.’te sunulmustur.

[] DUASyIHRESIDABEIRURED

T T T T T T T T T
0 ® 1 15 2 ) 3 H 4 45 it

Sekil 5.13. 15 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 27.5 kV potansiyel altinda GRA ve MTP ye ait

elektroferogram
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15 mM fosfat derisimi ile de istenen ayrim saglanamamistir. Bu durumda
uygulanan potansiyelin  disiiriilmesi ile piklerin  birbirinden ayrilabilecegi
Ongoriilmiistiir. Bu amagla 15 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ile 25.0 kV potansiyel
altinda GRA ve IS analiz edilmistir. Sekil 5.14’te bu analizlerden birine ait

elektroferogram verilmistir.

[ DUASHIRRFSIERIGRIED

Sekil 5.14. 15 mM fosfat tamponu (pH 2,75 ve 25.0 kV potansiyel altinda GRA ve MTP 'ye ait

elektroferogram

Bu analizde gd¢ zamanlarimin artmasi ile pikler bir miktar daha birbirinden
ayrilmis fakat yine de yeterli ayrim saglanamamastir.

Ayrimi tyilestirmek ve gerekli Rs degerine ulasabilmek i¢in uygulanan potansiyel
22.5 kV’a diistiriilerek GRA ve IS tekrar analiz edilmistir. Sekil 5.15.’te bu analizlerden

birine ait elektroferogram verilmistir.
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Sekil 5.15. 15 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 22.5 kV potansiyel altinda GRA ve MTP ’ye

ait elektroferogram

Bu analiz sonucunda da hesaplanan Rs degeri 1,5’un altinda kalmigtir. Bu nedenle
uygulanan potansiyelin 20.0 kV’a diisiiriilerek analizin tekrarlanmasi ongoriilmiistiir.

Sekil 5.16.’de bu analizlerden birine ait elektroferogram sunulmustur.

Sekil 5.16. 15 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 20.0 kV potansiyel altinda GRA ve MTP’ye

ait elektroferogram

39



Bu analiz sonucunda hesaplanan Rs degeri (1,54) ile yeterli ayrim saglanmis olsa
da yiiksek derisimdeki GRA analizlerinde bu Rs degerinin diisebilecegi diisiiniilerek
ayrimin biraz daha iyilestirilmesi gerektigi ongoriilmiistiir. Bu amagla 20 mM fosfat
tamponu (pH 2,75) hazirlanarak analiz 20 kV potansiyel altinda tekrarlanmstir. Sekil

5.17.’de bu analizlerden birine ait elektroferogram sunulmustur.

Sekil 5.17. 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 20.0 kV potansiyel altinda GRA ve MTP ’ye

ait elektroferogram

Bu analiz sonucunda yapilan hesaplamalarda Rs degerinin 2.40 oldugu
bulunmustur. Fakat Sekil 5.17.den de goriildiigli gibi analiz siiresi daha Onceki
analizlere gore ¢ok artmugtir.

Analiz stiresini biraz kisaltabilmek amaci ile uygulanan potansiyelin 22.5 kV’a
yiikseltilmesi Ongoriilmiistir. 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ile 22.5 kV altinda

analiz edilen GRA ve IS’ye ait elektroferogram Sekil 5.18.’de sunulmustur.
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Sekil 5.18. 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 22.5 kV potansiyel altinda GRA ve MTP ’ye

ait elektroferogram

Analiz sonucunda 6ngoériildiigii sekilde analiz stiresi kisalmis ve hesaplanan Rs

degeri 2.25 diizeyinde bulunmustur.

5.2.1.6. Organik ¢oziicii

Calisma tamponunda organik ¢6ziici bulunmasinin ayrima katkisini aragtirmak
amaci ile %10 (h/h) oraninda metanol iceren 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75)
hazirlanmistir. Bu tampon ile 22.5 kV potansiyel altinda analiz edilen GRA ve IS’ye ait

elektroferogram Sekil 5.19.’da sunulmustur.
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Sekil 5.19. %10 metanol igeren 20 mM fosfat tamponu (pH 2,75) ve 22.5 kV potansiyel altinda
GRA ve MTP ye ait elektroferogram

Calisma tamponunda organik ¢dziicli bulunmasina katki saglamadigi aksine analiz
stiresini uzattif1 gozlenmistir. Bu nedenle ¢aligma tamponunda organik c¢oziici
bulunmamasina karar verilmistir.

Boylelikle KE yonteminin optimum ayirma kosullari 20 mM fosfat tamponu (pH
2,75) ile 22.5 kV potansiyel altinda 6rneklerin analiz edilmesi seklinde bulunmustur. Bu
kosullar altinda GRA ve MTP igin elektroforetik hareketlilik sirasiyla 2,14x10* ve
2,07x10* cm%/ Vs olarak hesaplanmastir.

5.2.2. Validasyon

Optimum kosullar belirlendikten sonra gelistirilen yontemin gecerliliginin
gosterilmesi amaciyla yontemin dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik,
spesifiklik ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Yontemin sistem uygunlugunu

gostermek amact ile N, Rs, As ve %BSS parametreleri hesaplanmuigtir.

5.2.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusalliginin incelenmesi amaciyla 2,99x10% ve 4,88x10° M
araliginda GRA’nin 13 farkli derisimi incelenmistir. PNO kullanilarak yapilan

hesaplamalar sonucunda ydntemin 4,98x10%-4,88x10° M araliginda dogrusal oldugu
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ve y = 3793087x — 0,287 esitligine sahip yiiksek korelasyonlu (r = 0,9968) bir dogru

elde edilmistir. Sekil 5.20.’de yontemin dogrusal araligini gésteren dogru sunulmustur.

12

10

PNO
[+)]

0,00E+00 1,00E-06 2,00E-08 3,00E-08 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06
Derisim (M)

Sekil 5.20. KE yontemi ile GRA 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi

Yéntemin dogrusal oldugu araliktan hareketle 4.50x107-1.75x10° M derisim
araliginda kalibrasyon setleri hazirlanmistir. Bu araliktaki 6 derigimin giin i¢i ve giinler
aras1 analizleri sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge

5.2.”de verilmistir.

Cizelge 5.2. GRA 'nin kapiler elektroforez yontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1

Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin I1I (n=6)
a 3485951 3219656 3607476 3437694
b -0,06 0,14 -1,704 -0,11
r 0,9989 0,9987 0,9963 0,9964

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi
Cizelge 5.2.’den de gorildiigii gibi hem giin i¢i hem de giinler aras1 yapilan

istatistiksel degerlendirmelerde yiiksek korelasyon katsayisina sahip dogrular elde

edilmistir.
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5.2.2.2. Kesinlik
Kesinlik calismast icin hazirlanan 7,03x107 M GRA ve 6,18x107 M MTP

derigimlerinin 3 ardisik giinde 6’sar analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin

istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 5.3.’te sunulmustur.

Cizelge 5.3. GRA 'nin kapiler elektroforez yontemi ile kesinlik verileri

Giinler arasi
Tiim Giinler (n=18)

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

Ort 2,316 2,326 2,294 2312
ss 0,029 0,042 0,044 0,039
%BSS 1,29 1,83 1,92 1,70
GA (%095) +0,14 +0,21 +0,22 +0,29

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

Degerlendirmeler sonucunda tiim %BSS degerlerinin %2’nin altinda bulunmus

olmasi gelistirilen yontemin kesinliginin bir gostergesidir.

5.2.2.3. Duyarhilik

Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinin egimi ve ss’1
kullanilmistir. GRA i¢in yontemin gdzlenebilme smir1 1,30x107 M (45,0 ng/mL) ve
tayin sir1 4,30x10" M (150,2 ng/mL) olarak hesaplanmustir.

5.2.2.4. Dogruluk
Dogruluk analizi i¢in 4,50x107, 8,79x107 ve 1,75x10® M derisimlerde GRA ve

IS c¢ozeltileri hazirlanmis giin i¢i ve giinler aras1 olmak iizere 18’er kez analizi

gerceklestirilmistir. Yapilan istatiksel degerlendirmeler Cizelge 5.4.’te sunulmustur.

Cizelge 5.4. GRA 'min kapiler elektroforez yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 4,50x107 8,79x107 1,75%10°
o Bulunan (Ortss)  457x107£8,62x10°  8,62x107£9,64x10°  1,74x10%£1,55x103
S % Geri Kazanm 101,67 98,12 99,08
En % BH 1,67 -1,87 0,91
" oeBss 1,88 1,11 0,89
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Cizelge 5.4.(Devam) GRA 'min kapiler elektroforez yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 4,50x107 8,79x107 1,75%10°8
& Bulunan (Ortkss)  4,67x107+3,78x10°  8,67x107+1,37x10* 1,72x10+1,90x10°8
% % Geri Kazamm 103,88 98,65 98,53
Eﬂ % BH 3,88 -1,34 -1,46
" oSS 0,81 1,58 1,10
Eklenen (M) 4,50x107 8,79x107 1,75%10
%‘ Bulunan (Ortzss) 4,66x107£7,90x10°  8,80x107+1,60x10® 1,75x10+3,30x108
< % Geri Kazamim 103,77 100,14 100,22
E" % BH 3,77 0,14 0,22
= % BSS 1,69 1,82 1,88
__ Eklenen (M) 4,50x107 8,79x107 1,75%10
E Bulunan (Orttss)  4,63x107+8,31x10°  8,70x107+1,47x10° 1,73x10+2,56x10°8
E % Geri Kazamm 103,06 98,97 99,28
5) % BH 3,06 -1,02 0,71
é % BSS 1,79 1,69 1,47

: Deney sayist, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

=

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda %geri kazanim degerlerinin tiim
derisim diizeyleri i¢in %98,12 ile %103,88 araliginda bulundugu ve %BSS degerlerinin
%?2’nin altinda oldugu gozlenmistir. Bu degerler ile gelistirilen yontemin 1yi bir kesinlik
ve dogruluga sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Yontemin matriks ortamlarindaki dogrulugunun arastirilmasi amaci ile tablet ve
ampul matrikslerine 3 farkli derisim diizeyinde GRA eklenerek analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda yapilan istatistiksel degerlendirmeler

Cizelge 5.5. ve 5.6.’da sunulmustur.

Cizelge 5.5. Tablet matriks ortamina eklenen GRA 'min kapiler elektroforez yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) (n=3) 6,71x107 8,38x107 1,05%x10®
Bulunan (Ortztss) 6,62x107+3,7x10° 8,8x107+2,4x10° 1,04x10%+1,8x108
% Geri Kazanim 98,91 100,07 99,78

% BH -1,08 0,07 -0,21

% BSS 0,55 0,28 1,80

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, BH: Bagil hata
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Cizelge 5.6. Ampul matriks ortamina eklenen GRA 'nin kapiler elektroforez yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) (n=3) 6,71x107 8,38x107 1,05x10°
Bulunan (Ortsss) 6,63x107+9,4x10° 8,4x107+5,47x10° 1,06x10°6+4,28x107
% Geri Kazanim 98,86 100,34 101,73

% BH -1,14 0,34 1,73

% BSS 1,42 0,65 0,40

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, BH: Bagil hata

Cizelge 5.5. ve 5.6.’dan goriildiigii gibi her iki matriks ortaminda da %geri
kazanim degerleri %100 diizeyinde ve %BSS degerleri %2’ nin altinda bulunmustur. Bu
veriler ile gelistirilen yontemin bu matriks ortamlarinda da iyi bir dogruluk ve kesinlige

sahip oldugu sonucuna varilmstir.

5.2.2.5. Spesifiklik

Yontemin spesifikliginin gdsterilmesi amaci ile yontemin uygulanacagi tablet ve
ampul formlarinin matriks ortamlar1 analiz edilmistir. Sekil 5.21. ve 5.22.°de sirasiyla

tablet ve ampul matrikslerine ait elektroferogramlar goriilmektedir.

[] DOASHTRARFEEDAORIGHIER)
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Sekil 5.21. Tablet matriks ortamina ait elektroferogram
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Sekil 5.22. Ampul matriks ortamina ait elektroferogram

Elde edilen elektroferogramlardan matriks ortamlarmin GRA analizini etkileyen

herhangi bir girisime neden olmadig1 goriilmiistiir.

5.2.2.6. Kararhilik

Yontemin kararlilik c¢alismasi i¢in -18°C’de karanlikta 1 ay bekletilmis ve
+4°C’de karanlikta 24 saat bekletilmis GRA ¢ozeltileri analiz edilerek sonuglar taze
hazirlanmis GRA c¢ozeltilerinin sonuclar1 ile karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 5.7.”de verilmistir.

Cizelge 5.7. GRA 'nin kapiler elektroforez yontemi ile kararliik verileri

Taze ¢ozelti 24 saat lay
Ort (n=3) 2,829 2,747 5,881
ss 0,022 0,026 0,080
% BSS 0,79 0,95 1,36
% Geri kazamim 102,16 99,33 208,03

Ort: Ortalama, n: Deney sayis, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Hesaplanan %geri kazanim ve %BSS degerleri sonucunda GRA’nin kisa
p g g

donemde kararli oldugu fakat uzun déonemde kararli olmadigi anlasilmistir. Bu nedenle
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calismada analizler disinda GRA karanlikta ve +4°C’de saklanmis ve GRA’nin ana stok

¢ozeltisi iki haftadan daha uzun siire kullanilmamastir.

5.2.2.7. Saglamhk

Yontemin gecerliligini gostermek i¢in yapilan saglamlik ¢alismalarinda tampon
derisimi, pH, dalga boyu ve uygulanan potansiyel parametrelerinde kiigliik degisimler
yaparak bunlarin istatistiksel olarak yontemi nasil degistirdigi incelenmistir.
Parametrelerdeki degisikliklerin istatistiksel olarak degerlendirmeleri Cizelge 5.8.’de

sunulmustur.

Cizelge 5.8. GRA 'nin kapiler elektroforez yontemi ile saglamlik verileri

Tampon Derisimi Dalga Boyu

Tampon pH’1 Orttss (n=3) %BSS
(mM) (nm)

Optimum
2,75 20 205.5 1,37+0,01 0,90

Kosullar
1. Kosul 2,70 20 205.5 1,29+0,01 0,90
2. Kosul 2,80 20 205.5 1,41+0,01 0,71
3. Kosul 2,75 19 205.5 1,39+0,02 1,07
4. Kosul 2,75 21 205.5 1,52+0,02 1,54
5. Kosul 2,75 20 207 1,50+0,02 1,52
6. Kosul 2,75 20 204 1,37+0,02 1,83

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma

Elde edilen ortalamalar ve %BSS degerleri sonucunda yontemin saglamligini
gostermek amaci ile yapilan kiigiik degisikliklerin yontemi etkilemedigi ve Onerilen

yontemin saglam bir yontem oldugu sonucuna varilmastir.

5.2.2.8. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen yontemin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile hesaplanan

parametreler ve kabul siirlar1 Cizelge 5.9.’da verilmistir.

48



Cizelge 5.9. GRA 'min kapiler elektroforez yontemi ile sistem uygunluk testleri

N %BSS Rs As
Hesaplanan Deger 45024 0,25 2,40 0,978
Kabul Sinirt >2000 <%l1 >1,5 0,95<As<1,2

N: Tabaka sayis1, %BSS: Pik yanitinin % bagil standart sapmasi, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktorii

Gelistirilen elektroforetik yontemde asidik ortamda ¢alisilmis ve dolayist ile
elektroozmotik akisin etkisi ortadan kaldirilmistir. Bu nedenle sistem uygunluk testleri
arasinda elektroozmozun go¢ zamanini kullanarak yapilan kapasite faktorii (k') ve
secicilik faktorii (o) hesaplanmamistir. Bunlarin disinda hesaplanan tiim sistem
uygunluk parametrelerinde kabul kriterleri saglanmis ve gelistirilen yontemin sistem

uygunlugu gosterilmistir.

5.3. YPSK Yontemi

Gelistirilen KE yontemini karsilastirmak amaci ile sivi kromatografik bir yontem
gelistirilmistir. Bu yontemde GRA’nin dogal fliioresansindan yararlanmak amaci ile
deteksiyon fliioresans detektorle saglanmistir. KE yonteminde IS olarak kullanilan
MTP’nin de fliioresans verici Ozellikte olmasi nedeniyle bu yontemde de IS olarak
secilmistir. Yontemin optimizasyonu ve validasyonu saglandiktan sonra gelistirilen
yontem GRA’nin farmasotik preparatlarina uygulanmistir ve sonuglar KE yontemi ile

karsilastirilmistir.

5.3.1. Optimizasyon
YPSK yonteminde optimum kosullar1 belirlemek icin sabit faz, dalga boyu,
hareketli fazdaki derisimi, pH, organik ¢oOziicii yiizdesi ve akis hizi parametreleri

incelenmistir.

5.3.1.1. Sabit faz

Ayrim i¢in 6nce 5,0 um partikiil ¢apina sahip 3,0x50 mm boyutlarinda C18 kolon
kullanilmistir. Fliioresans detektoriin uyarma ve yayma dalga boylar sirasi ile 300 nm
ve 360 nm’ye ayarlanmistir. Hareketli faz olarak %40 metanol iceren 20 mM asetat
tamponu (pH 4,5) 0,5 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Bu kolonla gergeklestirilen

GRA analizine ait kromatogram Sekil 5.23°te sunulmustur.
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Sekil 5.23. C18 kolon ve asetat tamponu ile GRA 'nin analizine ait kromatogram

Bu analiz sonucunda GRA’ya ait pikte kuyruklanma oldugu gézlenmistir. YPSK
ile gerceklestirilen analizlerde, bazik oOrnekler icin silika bazli kolon dolgu
materyallerinin pik sekillerinde kuyruklanmalara neden oldugu bilinmektedir. GRA da
pKa 9 degeri ile olduk¢a bazik bir maddedir. Bu kuyruklanmanin oniine gegebilmek
amaci ile fenil bagl C6 kolon ile analiz gergeklestirilerek pik morfolojisi incelenmistir.
Bu dolgu maddesi ile daha diizgiin pik morfolojisi elde edilince ayni kosullarda IS nin
analizi de gercgeklestirilmistir. 150 x 3,0 mm boyutunda ve 5,0 pm partikiil capina sahip
C6 fenil bagl silika kolon, hareketli faz olarak %30 metanol iceren 40 mM asetat
tamponu (pH 4,5) ile 0,85 mL/dk akis hizinda incelenmistir. GRA ve IS’nin analizine

ait kromatogram Sekil 5.24’te sunulmustur.
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Sekil 5.24. C6 fenil bagh silika kolon ile GRA ve IS analizine ait kromatogram

Kullanilan bu sabit faz ile maddelerin pik morfolojilerinin diizglin oldugu ve
uygun alikonma zamanlarina sahip oldugu goriilmiis ve caligmada bu sabit fazin

kullanilmasina karar verilmistir.

5.3.1.2. Dalga boyu

GRA’nin uygun uyarma ve yayma dalga boylarini belirlemek amaci ile ¢esitli
dalga boylarinda analizleri gergeklestirilmistir. incelenen 5 farkli dalga boyu ciftine ait

veriler Cizelge 5.10°da verilmistir.

Cizelge 5.10. GRA 'min ¢esitli dalga boylarinda analiz verileri

Dalga boyu ("m)  GRA Alikonma GRA IS Alikonma IS
Uyarma Yayma Zaman (dk) Pik Alam Zaman (dk) Pik Alam
220 310 - - 3.546 23,748
220 360 5.491 25,988 3.46 1,336

300 360 5.444 26,995 - -
250 310 - - 3.419 1,4549
223 340 5.421 14,87 3.416 5,262

o1



GRA igin literatiirde siklikla kullanilan 305-360 nm (Boppana, 1996; Huang,
1999) ve 305-365 nm (Pinguet, 1996) dalga boylarina yakin olarak 300-360 nm
denenmis ve literatiir ile uyumlu olacak sekilde yiiksek pik alam1 gézlenmistir. Fakat
IS’nin bu dalga boylarinda fliioresans sinyali gdzlenememistir. ki maddenin de
sinyalinin gozlendigi, pik alan1 ve pik morfolojisine gore en uygun calisilabilecek
uyarma ve yayma dalga boylari sirasiyla 223-340 nm olarak belirlenmis ve galigmaya
bu dalga boyuyla devam edilmistir. Sekil 5.25.’de bu dalga boylarinda elde edilen

kromatogram verilmistir.

(| AOABZZE-RDPPHNGIE)

Sekil 5.25. GRA 'nin optimum dalga boyundaki analizine ait kromatogram

5.3.1.3. Hareketli fazdaki tampon derigimi

Hareketli fazdaki tampon derisimini belirlemek i¢in %30 metanol igeren 30 mM,
40 mM ve 50 mM asetat tamponu (pH 4,5) hazirlanmis ve GRA ve IS nin analizleri
gerceklestirilmistir. Hareketli fazlarin akis hizlar1 0,9 mL/dk’da sabit tutulmustur. Sekil

5.26.’da bu analizlere ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 5.26. Hareketli fazdaki tampon derigiminin incelenmesi

Incelenen tiim tampon derisimleri igin diizgiin pik morfolojileri ve uygun
alikonma zamanlar1 elde edilmistir. Hareketli fazdaki tampon derisiminin artmasiyla
alitkonma zamanlarinda bir miktar artis oldugu gozlenmistir. Tampon derisimini arttirma
ile ayrima bir katki ya da pik morfolojisinde bir iyilesme gozlenmedigi i¢in en diisiik
derisim olan 30 mM asetat tamponunun hareketli faz bilesiminde kullanilmasina karar

verilmistir.

5.3.1.4. Organik ¢oziicii yiizdesi

Hareketli fazdaki tampon derisimine karar verildikten sonra organik ¢oziicii
olarak kullanilacak olan metanoliin hareketli fazdaki oranina karar verebilmek i¢in %20,
%30 ve %40 oranlarinda metanol iceren 30 mM asetat tamponu (pH 4,5) seklinde
hareketli fazlar hazirlanmistir. Hareketli fazlarin akis hizlart 0,9 mL/dk’da sabit
tutulmustur. Bu analizler sonucu elde edilen kromatogramlar sirasi ile Sekil 5.27., Sekil

5.28. ve Sekil 5.29.’da sunulmustur.
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Sekil 5.27. %20 metanol i¢eren hareketli faz ile GRA ve MTP ye ait kromatogram

[] ROABZZERRDREED)

Sekil 5.28. %30 metanol igeren hareketli faz ile GRA ve MTP ye ait kromatogram
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Sekil 5.29. %40 metanol iceren hareketli faz ile GRA ve MTP ye ait kromatogram

Elde edilen sonuglardan %20 metanol kullanilan hareketli faz ile alikonma
zamanlarmin ¢ok arttigi gozlenmistir. %40 metanol kullanilan hareketli fazda ise
piklerin alikonma zamanlarinin azaldig1 fakat aym1 zamanda piklerin ayrilmasimin da
azaldign gdzlenmistir. Incelenen organik ¢dziicii oranlari arasinda en uygun sonuglar
%30 metanol igeren hareketli faz ile elde edilmis ve galismaya bu organik ¢oziici

yiizdesiyle devam edilmistir.

5.3.1.5. pH

Tampon derisimi ve organik ¢oziicii orami belirlenen hareketli fazin pH’ i
belirlemek i¢in %30 metanol igeren 30 mM asetat tamponunun pH’1 4,0, 4,5 ve 5,0’e
ayarlanarak GRA ve IS’nin analizleri gerceklestirilmistir. Hareketli fazlarin akis hizlar
0,9 mL/dk’da sabit tutulmustur. Sekil 5.30.°da analizler sonucu elde edilen

kromatogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 5.30. Hareketli faz pH inin incelenmesi

Analiz sonucu elde edilen verilerde incelenen tiim pH’larda piklerin keskin
oldugu, alikonma zamanlarinin ve piklerin ayrilmasinin kabul edilebilir diizeyde oldugu
gozlenmistir. En kisa analiz siiresinin gézlendigi pH olan pH 4,0’lin hareketli faz pH’1

olarak se¢ilmesine karar verilmistir.

5.3.1.6. Akis hizt

Hareketli fazin optimum akis hizinin belirlenmesi amaciyla GRA’nin %30
metanol i¢eren 30 mM asetat tamponu (pH 4,0) seklinde belirlenen hareketli fazi ile
0,80, 0,85 ve 0,90 mL/dk akis hizlarinda analizleri ger¢eklestirilmistir. Sekil 5.31.’de bu

analizler sonucu elde edilen kromatogramlar verilmistir.

56



[ ] *ADIA Be23 Er30(@I2I6B0GRED)
[ *ADLA Be23 En30(@I2I6B0GREE0)
[ *ADIA Be23 En3D(@I2I6B0GRED)

15

_ 0.80mL/dk

_ 085mLidk

Q5+

0.90 mL/dk

Sekil 5.31. Akis hizinin incelenmesi

Incelenen akis hizlarmin hepsinde GRA igin uygun alikonma zamanlar1 ve pik
morfolojileri elde edilmistir. Toplam analiz siiresi de géz Oniinde bulundurularak
hareketli fazin akis hizinin 0,85 mL/dk olarak secilmesine karar verilmistir.

Incelenen parametreler sonucunda YPSK yéntemi i¢in optimum calisma kosullari;
deteksiyonun 223-340 nm uyarma ve yayma dalga boylarinda gerceklestirilmesi, % 30
metanol iceren 30 mM asetat tamponu (pH 4,0) sisteminin hareketli faz olarak
kullanilmas1 ve hareketli fazin 0,85 mL/dk akis hizinda olmasi seklinde belirlenmistir.

Sekil 5.32.°de optimum kosullarda analizi yapilan GRA’nin kromatogrami

gosterilmistir.
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Sekil 5.32. Optimum kosullar altinda analizi ger¢eklestirilen GRA ve MTP ye ait kromatogram

5.3.2. Validasyon

Optimizasyon kosullar1 belirlenen YPSK yonteminin gegerliliginin gosterilmesi
amaciyla dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve saglamlik
parametreleri incelenmistir. Yontemin sistem uygunlugunu gostermek amact ile ise N,

Rs, As ve %BSS parametreleri hesaplanmistir.

5.3.2.1. Dogrusallik

Yontemin dogrusallik ¢alismast icin GRA’nin 5,65x107 ve 1,10x10° M
araliginda 13 farkli derisimi hazirlanarak bunlarin analizleri gerceklestirilmistir. PNO
kullamlarak yapilan hesaplamalar sonucunda yontemin 5,51x10°-3,40x107 M
araliginda dogrusal oldugu bulunmus ve y = 28557443x — 0,107 esitligine sahip yiiksek
korelasyonlu (r = 0,9997) bir dogru elde edilmistir. Sekil 5.33.’te yontemin dogrusal

araligini gosteren dogru sunulmustur.
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Sekil 5.33. YPSK yontemi ile GRA 'nin dogrusal oldugu araligin grafiksel gosterimi

Yontemin dogrusal oldugu araliktan hareketle 2,41x10® ve 3,40x107 M arasinda
degisen 7 farkli derisimde kalibrasyon setleri olusturulmustur. Bu derisimlerin giin ici
ve gilinler aras1 yapilan analizleri sonucu elde edilen verilerin istatistiksel

degerlendirmeleri Cizelge 5.11.’de sunulmustur.

Cizelge 5.11. GRA 'nin YPSK yéontemi ile kalibrasyon verileri

Giinler aras1
Tiim Giinler (n=21)

Giin I (n=7) Giin II (n=7) Giin I1I (n=7)
a 8370371 7994134 8180049 8181518
b -0,19 0,63 -0,069 0,12
r 0,9994 0,9931 0,9993 0,9968

a: Egim, b: Kesim, r: Korelasyon katsayisi

Kalibrasyon setlerinin analizi sonucunda kesin noktalar1 sifira yakin ve yiiksek

korelasyon katsayisina sahip dogrular elde edilmistir.
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5.3.2.2. Kesinlik

YPSK yonteminin kesinliginin gosterilebilmesi amaci ile 7,54x10° M GRA ve
6,18x10% M MTP’nin 3 ardisik giinde 6’sar defa analizi gergeklestirilmistir. Cizelge

5.12.’de analiz sonuglarina ait istatistiksel degerlendirmeler verilmistir.

Cizelge 5.12. GRA 'nin YPSK yéntemi ile kesinlik verileri

Giinler arasi
Tiim Giinler (n=18)

Giin I (n=6) Giin II (n=6) Giin 111 (n=6)
Ort 2,017 1,981 1,986 1,99
ss 0,035 0,035 0,022 0,032
%BSS 1,75 1,78 1,12 1,64
GA (%95) +0,17 +0,17 +0,11 +0,24

Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA (%95): %95 olasilikla giiven araligi

Glin i¢i ve gilinler aras1 olmak iizere yapilan istatistiksel degerlendirmelerde analiz
sonuglarinin %?2’nin altinda %BSS degerlerine sahip oldugu ve incelenen aralikta

yontemin tekrarlanabilir oldugu bulunmustur.

5.3.2.3. Duyarlhilik

Yontemin duyarliliginin belirlenebilmesi icin kalibrasyon egrisinin egimi ve ss’1
kullanilmistir. GRA i¢in yontemin gdzlenebilme smir1 6,13x10° M (2,14 ng/mL) ve
tayin smnir1 2,04x108 M (7,13 ng/mL) olarak hesaplanmustir.

5.3.2.4. Dogruluk

Dogruluk ¢aligmalart icin GRA nin 2,41x107%, 7,54x10® ve 3,40x107 M derisim
diizeyindeki ¢ozeltileri hazirlanmis ve IS nin son derisimi 6,18x10® M olacak sekilde
cozeltilere eklenmistir. Bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve gilinler aras1 olmak iizere 6’sar kez
analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclarin istatistiksel degerlendirmeleri

Cizelge 5.13’te verilmistir.
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Cizelge 5.13. GRA 'min YPSK yéontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) 2,41x108 7,54x108 3,40x107

e Bulunan (Orttss)  2,41x108+2,24x10%°  7,37x108+9,55x1010 3,35x107+5,07x10°

\I‘!:/ % Geri Kazanim 99,88 97,77 98,61

Eo % BH 0,12 -2,23 -1,39

B % BSS 0,93 1,29 1,51
Eklenen (M) 2,41x108 7,54x108 3,4x107

& Bulunan (Orttss) 2,48x108£3,14x1010  7,43x108£1,09%10°° 3,34x107+4,24x10°°

\Ié % Geri Kazanim 102,68 98,59 98,37

E" % BH 2,68 -1,41 -1,63

- % BSS 1,27 1,47 1,28
Eklenen (M) 2,41x10® 7,54x10® 3,4x107

%\ Bulunan (Orttss)  2,45x108+3,69x10°  7,47x108+6,46x1010 3,41x107+5,58x10°°

E’ % Geri Kazanim 101,87 99,17 100,28

E‘) % BH 1,87 -0,83 0,28

= % BSS 1,51 0,86 1,64

_ Eklenen (M) 2,41x108 7,54x108 3,4x107

E Bulunan (Orttss)  2,45x10%+4,08x10%°  7,42x108+9,69x100 3,37x107+5,55%10°

E % Geri Kazamim 101,4 98,51 99,09

5) % BH 14 -1,49 -0,91

é % BSS 1,67 1,30 1,65

n: Deney sayisi, Ort: Ortalama, ss: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde tiim giin i¢i ve giinler arast sonuglarda
%?2’nin altinda %BSS degerleri ve %100 civarinda %geri kazanim degerleri elde
edilmistir. Bu degerler ile yontemin incelenen aralikta iyi bir kesinlik ve dogruluga
sahip oldugu sonucuna varilmistir.

YPSK yonteminin matriks ortamlarindaki dogrulugunun arastirilmast amaci ile 3
farkli derisim diizeyindeki GRA, tablet ve ampul matrikslerine eklenmis ve analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda yapilan istatistiksel degerlendirmeler

sirastyla Cizelge 5.14. ve 5.15.’te verilmistir.
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Cizelge 5.14. Tablet matriks ortamina eklenen GRA 'min YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) (n=3) 4,19x10° 6,98 x10° 1,74 x107
Bulunan (Orttss) 4,34 x10+3,79x1071° 7,12x10%%1,15%10° 1,74x107+7,48x10710
% Geri Kazanim 103,69 101,96 99,94

% BH 3,68 1,96 -0,05

% BSS 0,87 1,61 0,43

ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, BH: Bagil hata

Cizelge 5.15. Ampul matriks ortamina eklenen GRA 'min YPSK yontemi ile dogruluk verileri

Eklenen (M) (n=3) 4,19x10°® 6,98 x10° 1,74 107
Bulunan (Ortsss)  4,37x108+3,61 x10°10 7,17x108£1,08x107 1,74x107+1,45x107
% Geri Kazanim 104,44 102,80 99,96

% BH 4,44 2,80 -0,04

% BSS 0,83 1,51 0,83

ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, BH: Bagil hata

Yontemin matriks ortamlarindaki dogrulugunu arastirmak amaci ile yapilan
degerlendirmelerde yalniz en diigiik derisim diizeylerinde %geri kazanim oranlar
%100’den uzak cikmustir. Fakat bu derisim diizeyleri i¢in bu durum beklenilen bir
durumdur. Daha yiiksek derisimlerde %geri kazanim degerleri %100’e daha yakin ve
dolayist ile %BH degerleri daha diisiiktiir. Tiim analizlerde %BSS degerleri %2’nin
altinda bulunmugstur. Degerlendirmeler sonucunda gelistirilen yontemin bu matriks

ortamlarinda da 1yi bir dogruluk ve kesinlige sahip oldugu sonucuna varilmistir.

5.3.2.5. Spesifiklik
Gelistirilen YPSK yonteminin spesifikliginin gdsterilebilmesi i¢in GRA’nin
farmasotik preparatlarina ait matriks ortamlari analiz edilmistir. Sekil 5.34. ve 5.35.te

sirasiyla tablet ve ampul matrikslerine ait kromatogramlar verilmistir.
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Sekil 5.35. Ampul matriks ortamina ait kromatogram

Kromatogramlardan da goriildiigii gibi farmasotik preparatlarin - matriks
ortamlarinda GRA analizini etkileyecek herhangi bir girisim yapan sinyal ile

karsilagilmamustir.
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5.3.2.6. Kararlihlk

Yontemin kararlilik ¢alismasi ig¢in GRAnin -18°C’de karanlikta 1 ay bekletilmis
ve +4°C’de karanlikta 24 saat bekletilmis ¢ozeltileri ile taze hazirlanmis GRA
cozeltileri analiz  edilerek sonuglar  karsilastirilmistir.  Yapilan  istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 5.16.’da verilmistir.

Cizelge 5.16. GRA 'min YPSK yontemi ile kararlilik verileri

Taze ¢ozelti 24 saat lay
Ort (n=3) 2,165 2,172 3,059
sS 0,008 0,005 0,047
% BSS 0,35 0,22 1,55
% Geri kazanim 99,83 100,12 137,86

Ort: Ortalama, n: Deney sayist, ss: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma

Bu yontem ile yapilan analizlerde de KE yontemi ile uyumlu sonuglar elde
edilmis ve GRA’nin kisa donemde kararli oldugu fakat uzun dénemde kararli olmadigi

anlasilmistir.

5.3.2.7. Saglamlik

Gelistirilen yontemin saglamligini gdsterebilmek amaci ile tampon pH’1, hareketli
fazdaki tampon derisimi, hareketli fazin organik c¢oziici faz oram ve akis hizi
parametrelerinde kiiclik degisimler yaparak bunlarin istatistiksel olarak yontemi nasil
degistirdigi incelenmistir. Parametrelerdeki degisikliklerin istatistiksel olarak

degerlendirmeleri Cizelge 5.17°de sunulmustur.

Cizelge 5.17. GRA 'nin YPSK ydntemi ile saglamlik verileri

Tampon Tampon Organik Coziicii  Akis Hizi Orttss 96855
0
pH’1 Derisimi (mM) Oram (Metanol) (mL/dK) (n=3)
Optimum
4,0 30 %30 0,85 1,77+0,01 0,65
Kosullar
1. Kosul 4,05 30 %30 0,85 1,82+0,02 1,34
2. Kosul 3,95 30 %30 0,85 1,78+0,03 1,46
3. Kosul 4,0 31 %30 0,85 1,78+0,02 1,24
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Cizelge 5.17. (Devam) GRA 'nin YPSK yontemi ile saglamlik verileri

4. Kosul 4,0 29 %30 0,85 1,76+0,02 1,19
5. Kosul 4,0 30 %31 0,85 1,69+0,01 0,84
6. Kosul 4,0 30 %29 0,85 1,65+0,01 0,72
7. Kosul 4,0 30 %30 0,90 1,78+0,03 1,45
8. Kosul 4,0 30 %30 0,80 1,74+0,01 0,70

Ort: Ortalama, n: Deney sayist, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma

Saglamlik incelemesi sonucunda yontem parametrelerinde yapilan kiigiik
degisikliklerin yontemi etkilemedigi incelenen kosullarda gelistirilen yontemin saglam

bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

5.3.2.8. Sistem uygunluk testleri

Gelistirilen YPSK yonteminin sistem uygunlugunu gostermek amaci ile Cizelge

5.18.’de sunulan parametreler hesaplanmis ve kabul sinirlart verilmistir.

Cizelge 5.18. GRA 'nin YPSK yéntemi ile sistem uygunluk testleri

N %BSS Rs As k' a
Hesaplanan 6451 0,76 4,08 0,999 4,57 1,80
Deger
Kabul Sinir1 >2000 <%l >1,5 0,95<As<1,2 1-5 >1

N: Tabaka sayisi, %BSS: Pik yanitinin % bagil standart sapmasi, Rs: Ayrim giicii, As: Asimetri faktorii,
k': Kapasite faktorii, a: Segicilik faktorii

Yapilan hesaplamalar sonucunda tiim sistem uygunluk parametrelerinin gerekli
kriterleri sagladigi bulunmus ve bu sekilde gelistirilen yontemin sistem uygunlugu

gosterilmistir.

5.4. Yontemlerin Uygulanmasi

5.4.1. Granisetronun tabletlerden miktar tayini

GRA’nin tabletlerinden tayini i¢in yerel eczaneden satin alinan ve 1 mg GRA

icerdigi bildirilen Kytril® tablet kullanilmistir.
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KE yonteminde ticari tabletin 3 farkli derisimi hazirlanarak 3’er kez analiz

edilmistir. Sekil 5.36.’da bu analizlerden birine ait elektroferogram verilmistir.
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Sekil 5.36. Tablet analizine ait elektroferogram

Sekil 5.37.’de tablet matriksi, tablet matriks ortamina eklenmis GRA ve IS ve

ticari tablet ¢ozeltisine ait elektroferogramlar karsilastirma amaci ile verilmistir.

] *DADLA Sigm206:4 Ref=360,100 (AGD-BOGRACIDAI0D)
[ *DADLA Sigr206:4 Ref=360,100 (AGD BAGRACI0A00D)
[ *DADLA Sig=206.4 Ref=360,100 (AGD BGRAOI0BI3 D)
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Sekil 5.37. Matriks, tablet matriksine eklenmis GRA ve IS ve tablet analizine ait elektroferogramlar
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Sekil 5.37.’den de goriildiigli gibi tablet analizi sonucunda elde edilen GRA piki
aym karakteristikleri tasimakta ve tablet ortaminda herhangi bir girisim yapan sinyal
bulunmamaktadir.

KE yontemi ile GRA’nin tabletlerden miktar tayinine yonelik istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 5.19.’da sunulmustur.

Cizelge 5.19. GRA tabletlerin kapiler elektroforez yontemi ile miktar tayini verilerinin istatistiksel

degerlendirilmesi
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 0,987
SS 0,016
5.74x107
% BSS 1,65
% Geri Kazanim 97,92
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 1,013
- Ss 0,003
= 8.61x107
E % BSS 0,38
% % Geri Kazamim 100,49
2 Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 1,034
SS 0,011
1.72x10°
% BSS 1,15
% Geri Kazanim 102,67
Ort Bulunan GRA (mg) (n=9) 1,011
Tiim derisimler icin
GA (%95) +0,13

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, GA (%95): %95

olasilikla giiven aralig

Yapilan degerlendirmelerde 1 mg GRA igeren ticari tabletlerden hazirlanan 3
derisim diizeyi i¢in de hesaplanan %geri kazanim degerlerinin USP39°da GRA
tabletleri i¢in belirtilen smirlar (%92-108) igerisinde oldugu bulunmustur. Bu sekilde
gelistirilen KE yontemin GRA’nin tabletlerinden tayini i¢in kullanilabilecegi
gosterilmistir.

YPSK yonteminde de 1 mg GRA igeren tabletlerden 3 farkli derisim diizeyinde
hazirlanmis ve her ¢ozelti 3’er kez analiz edilmistir. Sekil 5.38.’de bu analizlerden

birine ait kromatogram verilmistir.
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Sekil 5.38. Tablet analizine ait kromatogram

Sekil 5.39.’da ise matriks ortamina eklenmis GRA ve IS kromatogrami ile tablet

¢ozeltisinden elde edilen kromatogram karsilastirilmistir.

[] *ADAB2R En3D(I8RIB SAGHIID
[] *AOA B3 En3D(I8BIB SAGIIIERD
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Sekil 5.39. Tablet matriksine eklenmis GRA ve IS ve tablet analizine ait kromatogramlar

Bu karsilastirma sonucunda tablet c¢ozeltisinde gozlenen pikin, aym
karakteristikleri tasidigi ve tablet matriks ortaminin herhangi bir girisime neden

olmadig1 gozlenmistir.
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GRA’nin YPSK yontemi ile tabletlerinden miktar tayini i¢in yapilan istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 5.20.’de sunulmustur.

Cizelge 5.20. GRA tabletlerin YPSK yontemi ile miktar tayini verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 0,999
SS 0,008
4.13x10°®
% BSS 0,87
% Geri Kazanmim 102,24
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 1,026
_ ss 0,014
S 7.74x10°8
E % BSS 1,45
% % Geri Kazanim 101,79
= Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 1,030
Ss 0,010
1.94x1077
% BSS 1,01
% Geri Kazanim 99,17
Ort Bulunan GRA (mg) (n=9) 1,018
Tiim derisimler i¢in
GA (%095) +0,09

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, GA (%95): %95

olasilikla giiven aralig1

Bu yontemde de elde edilen sonuclar USP39°da belirtilen sinirlar igerisinde yer

almistir ve gelistirilen yontem GRA’nin tabletlerinden tayini i¢in uygulanabilirdir.

5.4.2. Granisetronun ampullerden miktar tayini

GRA’nin ampullerinden miktar tayini amaci ile 3 mL c¢ozeltide 3 mg GRA
icerdigi bildirilen Kytril® ampul yerel eczaneden satin alinmis ve kullanilmstir.

KE yonteminde ticari tabletlerde oldugu gibi yine 3 farkli derisimde ampul
¢ozeltisi hazirlanarak 3’er kez analiz edilmistir. Sekil 5.40.’ta bu analizlerden birine ait

elektroferogram verilmistir.

69



] DADLA Sg=2064 Ref=360,100 (AGD BOGRAOO0AZ )

025

05

075

GRA

1754

T T T T T T T T
1 2 3 a 5 6 7 8 mr

Sekil 5.40. Ampul analizine ait elektroferogram

Sekil 5.41.de de pik karakteristiklerini karsilastirmak amaci ile ampul matriksi,
ampul matriks ortamima eklenmis GRA ve IS ve ticari ampul ¢dzeltisine ait

elektroferogramlar karsilastirma amaci ile verilmistir.

] "DADLA Sig=206:4 Ref=360,100 (ACD-BOGRAOIDA29D)
[ *DADLA Sig=206:4 Ref=360,100 (ACDBOGRAIIDAA D)
[ *DADLA Sig=206:4 Ref=360,100 (AGD-BOGRAIUID422)
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Sekil 5.41. Matriks, ampul matriksine eklenmis GRA ve IS ve ampul analizine ait elektroferogramlar
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KE yontemi ile yapilan bu karsilastirmada ampul matriksinden kaynakli herhangi
bir girisim olmadigi ve ampul ¢ozeltisinin analizi sonucunda elde edilen pikin ayni
Ozelliklerde oldugu gozlenmistir.

KE yontemi ile GRA’nin ampullerinden miktar tayini i¢in yapilan istatistiksel

degerlendirmeler Cizelge 5.21.’de verilmistir.

Cizelge 5.21. GRA ampullerinin kapiler elektroforez yontemi ile miktar tayini verilerinin istatistiksel

degerlendirilmesi
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,094
SS 0,018
6.40x1077
% BSS 0,58
% Geri Kazanim 103,14
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,025
- Ss 0,017
= 9.60x107
E % BSS 0,58
% % Geri Kazanim 100,86
2 Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,005
SS 0,025
1.44x10°
% BSS 0,85
% Geri Kazanim 100,19
Ort Bulunan GRA (mg) (n=9) 3,041
Tiim derisimler icin
GA (%095) +0,24

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, GA (%95): %95

olasilikla giiven aralig

Her 3 derisim diizeyi i¢in de elde edilen %geri kazanim degerleri USP39°da GRA
ampulleri i¢in belirtilen smirlar (%93-107) icerisinde yer almaktadir. Bu ¢alisma ile
gelistirilen KE yontemin GRA nin ticari ampullerinden tayini i¢in Onerilmektedir.

GRA’nin ampullerinden miktar tayini i¢in gelistirilen diger yontem olan YPSK
yonteminde de 3 mg/mL diizeyinde GRA igerdigi bildirilen ampullerden 3 farklh
derisim diizeyinde ¢o6zelti hazirlanmis ve her ¢ozelti 3’er kez analiz edilmistir. Sekil

5.42.’de bu analizlerden birine ait kromatogram sunulmustur.
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Sekil 5.42. Ampul analizine ait kromatogram

Sekil 5.43’te ise ampul matriks ortamina eklenmis GRA ve IS ¢ozeltisi ile ticari

ampul ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlar karsilastirilmistir.

[ | “ADA B3 En3D(BRIBSAGNIND
[ “ADIA B3 En3D(BRIB.ESAGIIRD
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Sekil 5.43. Ampul matriksine eklenmis GRA ve IS ve ampul analizine ait kromatogramlar

Bu kromatogramlardan da goriildiigii iizere ticari ampullerin analizi sonucunda
gozlenen GRA piki, daha Onceki analizlerde elde edilen kromatogramlarla aym
karakteristikleri tasimaktadir ve ampul matriks ortamindan kaynaklanan herhangi bir
girisim sinyali gdzlenmemistir.
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Gelistirilen YPSK yoOnteminin ticari ampullerden GRA tayinine uygulanmasi ile

elde edilen verilere ait istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 5.22.’de verilmistir.

Cizelge 5.22. GRA ampullerinin YPSK yontemi ile miktar tayini verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi

Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,015
SS 0,034
4.61x10°8
% BSS 1,14
% Geri Kazanim 100,50
Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,087
- Ss 0,043
s 7.68x108
E % BSS 1,41
% % Geri Kazamim 102,90
2 Ort Bulunan GRA (mg) (n=3) 3,030
SS 0,014
1.92x1077
% BSS 0,46
% Geri Kazanim 101,02
Ort Bulunan GRA (mg) (n=9) 3,044
Tiim derisimler i¢in
GA (%95) +0,24

Ort: Ortalama, n: Deney sayisi, ss: Standart sapma, % BSS: % Bagil standart sapma, GA (%95): %95

olasilikla giiven aralig

Gelistirilen YPSK yonteminde hesaplanan %geri kazanim degerleri USP39’da
belirtilen sinurlar icerisindedir ve bu yontemin de GRA’nin ampullerinden miktar tayini

uygulanabilir oldugu gosterilmistir.

5.5. Yontemlerin Karsilastirilmasi

Gelistirilen yontemlerin karsilastirilabilmesi i¢in t ve F testleri kullanilmistir.

Yontemlerin ortalamalarinin t testi ile karsilastirilabilmesi i¢in yOntemlerin
uygulandig1 farmasdtik preparatlarin analizlerinden hesaplanan %geri kazanim degerleri
kullanilmistir.

Yontemlerin kesinliklerinin karsilastirilabilmesi i¢in ise yontemlerin kesinlik
deneylerinde hesaplanan standart sapma degerleri kullanilmistir.

Yontemler i¢in hesaplanan degerler ve tablodan bulunan degerler Cizelge 5.23.’te

sunulmustur.
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Cizelge 5.23. Yontemlerin karsilastirilmasi

ttanlo (SD = n1+nz-2 = 16) 1.746
thesap (tablet) 0.727
thesap (@mpul) 0.115
Ftablo (SD = n-1=17) 2.271
Fhesap 1.452

SD: Serbestlik derecesi, n: Deney sayisi

Cizelge 5.23.ten de goriildiigii gibi tabletler ve ampuller i¢in hesaplanan t
degerleri, tablodan bulunan t degerinden kiiciiktiir. Boylelikle %95 giiven diizeyinde
gelistirilen yoOntemlerin ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel agidan Onemsiz
oldugu soylenebilir. Yontemlerin kesinliklerini karsilagtirmak i¢in hesaplanan F degeri
ise tablodan bulunan F degerinden kiiciiktiir. %95 giliven diizeyinde gelistirilen

yontemlerin kesinlikleri arasinda istatistiksel olarak fark 6nemsizdir.
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6. SONUC, TARTISMA ve ONERILER

Bu c¢alismada, GRA’nin piyasada bulunan ampul ve tablet farmasotik
formlarindan miktar tayini igin basit, hizli ve duyarli bir KE yontemi gelistirilmistir. Bu
yontem ile elde edilen sonuglar gelistirilen diger bir yontem olan YPSK yontemi ile
karsilagtirtlmistir. Her iki yontemin de validasyonu gosterilmis ve sonuglart istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

KE yonteminde deteksiyon 205.5 nm’de DAD ile saglanmistir. Ayrim 40 cm
efektif (48,5 cm toplam) uzunluga ve 75 pm i¢ c¢apa sahip kapiler ile
gerceklestirilmistir. En uygun analiz kosullar1 ¢alisma tamponu olarak 20 mM fosfat
tamponu (pH 2,75) kullanilmasi ve 22.5 kV potansiyel uygulanmasi ile elde edilmistir.
Belirtilen kosullarda GRA nin go¢ zaman1 6.71 dk ve IS olarak kullanilan MTP nin gog
zamani 6.94 dk olarak tespit edilmistir.

YPSK yonteminde deteksiyon fliioresans detektoriin uyarma dalga boyu olarak
223 nm’ye yayma dalga boyu olarak da 340 nm’ye ayarlanmasi ile saglanmistir. Ayrim
icin 150 x 3,0 mm boyutunda ve 5,0 um partikiil ¢apina sahip C6 fenil bagh silika
kolon kullanilmigtir. Hareketli faz olarak %30 metanol iceren 30 mM asetat tamponu
(pH 4,0) 0,85 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Bu kosullarda GRA’nin alikonma
zamani 4.57 dk ve MTP’nin alikonma zamani 2.95 dk olarak belirlenmistir.

Her iki yontemin de validasyonu ICH tarafindan belirlenen kriterler
dogrultusunda dogrusallik, kesinlik, dogruluk, duyarlilik, kararlilik, spesifiklik ve
saglamlik parametreleri ile incelenmistir. KE yontemi igin 1,75x10° M ve 4,50x10" M
araligindaki kalibrasyon ¢ozeltilerinin giin i¢i ve giinler arasi degerlendirmeleri sonucu
kesim degeri sifira yakin ve r>0,998 olan esitlikler elde edilmistir. YPSK yontemi i¢in
de 3,4x107 M ve 2,41x10® M araliginda olusturulan kalibrasyon ¢dzeltilerinin giin ici
ve giinler arasi degerlendirmeleri sonucu kesim noktasi sifira yakin ve r>0,999 olan
esitlikler elde edilmistir. Iki yontemin de kalite kontrol standartlar1 ve tablet matriksinde
yapilan dogruluk ve kesinlik incelemelerinde %100 dolayinda geri kazanim ve %2 nin
altinda %BSS degerleri elde edilerek gelistirilen yontemlerin iyi bir dogruluk ve
kesinlige sahip oldugu gésterilmistir. KE yonteminin gdzlenebilme sinir1 1,29x107 M
ve tayin siir1 4,3x107 M, YPSK yénteminin gozlenebilme smir1 6,13x10° M ve tayin
sinirt 2,04x10®% M olarak bulunmustur. Kararhilik calismalart sonucunda GRA’nin

uygun saklama kosulunun +4°C’de aliiminyum folyoya sarili olarak buzdolabinda
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bekletilmesi oldugu sonucuna varilmistir. Tablet ve ampul matriks ortamlarinin
analizleri sonucunda elde edilen elektroferogram ve kromatogramlarda girisim yapan
herhangi bir sinyalin olmadig1 ve gelistirilen yontemlerin GRA analizi i¢in spesifik
oldugu sonucuna varilmistir. Her iki yontemin saglamligiin arastirilmasi i¢in ¢alisma
kosullarinda ufak degisimler yapilarak sonuglarin etkilenmedigi gosterilmistir. Son
olarak yontemlerin sistem uygunlugunu gostermek amact ile N, Rs, As gibi cesitli
parametreler hesaplanmis ve kabul edilen sinirlar igerisinde olduklar1 gosterilmistir.

Optimizasyon ve validasyonu gerceklestirilen yontemler, GRA’nin 1 mg GRA
iceren tabletlerinden ve 3 mg GRA igeren ampullerinden tayinine uygulanmistir. Her iki
yontem i¢in de yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda analiz sonuglarinin
USP39°da belirtilen sinirlar icerisinde oldugu bulunmustur.

Bu tez caligmasi kapsaminda gelistirilen yontemlerin dogruluklar1 ve kesinlikleri t
ve F testleri ile karsilastirilmis ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
bulunmustur.

GRA’nin miktar tayinine yonelik yapilan c¢aligmalar incelendiginde literatiirde
GRA’nin KE yontemi analizinin bulunmadigi goriilmistiir. Bu nedenle burada
gelistirilen KE yontemi literatiirde bir ilk olacaktir.

Analiz siiresi agisindan KE yontemi, literatlirdeki pek ¢ok calismadan (Boppana,
1995; Hewala, 2010; Hewala, 2011; Maksic, 2016; Wada, 1998; Woo, 2016; Xiang,
2001) daha hizli bir yontemdir. Gelistirilen YPSK yontemi ise 5.5 dk’lik analiz siiresi
ile bu caligmalara ek olarak literatiirdeki bazi kromatografik yontemlere (Boppana,
1996; Chen, 2017; Huang, 1998; Pinguet, 1996; Rao, 2012) gore daha {istiindiir.

Yontemlerin duyarliligi agisindan her iki yontemin de literatiire gére daha duyarl
oldugu pek ¢ok ¢alisma (Chen, 2017; Heda, 2011; Hewala, 2011; Hewala, 2013; Souri,
2011, Rao, 2012) bulunmaktadir. Fliloresans detektoriin DAD’a gore daha duyarl
olmast nedeniyle YPSK yoOnteminde daha diisilk duyarlilik diizeyine ulasilmistir.
Gelistirilen bu yontemin de yukarida belirtilen ¢alismalar haricinde literatiirdeki iKi
caligmadan (Hewala, 2010; Jain, 2012) daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Literatiir
aragtirmas1 sonucunda burada oOnerilen yontemlerden daha duyarli olan ydntemlerin
(Boppana, 1996; Jiang, 2016, Nirogi, 2006; Woo, 2016; Xiang, 2001; Zhao, 2015;
Zhou, 2014) cogunlukla MS detektor kullanilan kromatografik yontemler oldugu

gorilmiistir.
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Burada gelistirilen yontemlerde kullanilmis olan IS ile ¢aligmanin giivenilirligi
arttirtlmis ve olasi bazi hatalarin oniine ge¢ilmistir. Ayrica yontemlerin her ikisi de
giinimiizde gecerli kilavuzlarin gerektirdigi sekilde tam olarak valide edilmistir.
Yontemlerin uygulanmasi gorece daha az karmasik olan farmasotik preparatlarda
yapildig1 icin tablet ve ampul Orneklerinin hazirlanmasi asamasinda santrifiij ve
filtrasyondan baska bir asamaya gerek duyulmamustir.

Bu tez calismasi ile gelistirilen her iki yontem de basit, ucuz, duyarli ve hizl
olmalar1 nedeni ile GRA’nin rutin analizleri i¢in Onerilmektedir. Ayrica burada dnerilen
yontemlerin GRA’nin biyolojik sivilardan tayini i¢in de bir temel olusturabilecegi

distiniilmektedir.
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