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TESEKKUR

Tez calismam boyunca her konuda bilgi ve deneyimleriyle bana yol
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Tez calismam siiresince yardimlar1 ve manevi destekleriyle ihtiya¢ duydugum
her an yanimda olan Yrd. Do¢. Dr. Emirhan NEMUTLU’ya, Dr. Mustafa

CELEBIER’e ve diger calisma arkadaslarima,

Bu giinlere gelmemi sagladiklari i¢in sevgili aileme tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Recber T., Leflunomid’in Farmasotik Preparatlardan Analizi Icin Kapiler
Elektroforez Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Program, Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2013. Bu ¢aligmada farmasotik preparatlardan Leflunomid analizi i¢in yeni
bir miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC) yontemi gelistirilmistir.
MEKC yonteminde en iyi sonuglar ¢alisma tamponu olarak 70 mM SDS iceren pH
9.5 25 mM borat tamponu kullanildiginda elde edilmistir. Analizler, eritilmis silika
kapilerde (50 um i¢ ¢ap, 48.5 cm toplam uzunluk, 40.0 cm etkin uzunluk) 20°C ’de,
50 mbar basingla 5 s hidrodinamik enjeksiyon ve 25 kV potansiyel uygulanarak
gerceklestirilmistir. I¢ standart olarak Kafein kullanilmistir. Ol¢iimler 260 nm dalga
boyunda dizi-diyot dedektor ile gerceklestirilmistir. Belirlenen sartlarda, Leflunomid
ve Kafein i¢in go¢ zamanlart sirastyla 3.20 ve 6.81 dk’dir. Gelistirilen MEKC
yontemi, validasyon calismasi bulgularina gore dogru, kesin, 6zgiin, duyarli, tutarl
ve saglamdir. Ayrica yontemde dogrusallik araligr 5-150 pg/mL ve gozlenebilme
smirt 2 pg/mL olarak bulunmustur. Leflunomid igceren farmasotik preparatlar
geligtirilen ve valide edilen MEKC yontemi ile analiz edilmistir. Ayn1 preparatlar,
farmakopede bulunan sivi kromatografisi yontemi ile de analiz edilmis, sonuclar
istatistiksel olarak karsilastirllmis ve analiz sonuclari arasinda anlamli bir fark

olmadig goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Leflunomid, miseller elektrokinetik kapiler kromatografi,

optimizasyon, validasyon, farmasotik preparat, miktar tayini

Destekleyen Kurumlar: H.U. B.A.B. Destek Projesi (013D02301001)
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ABSTRACT

Recber T., Development and Validation of Capillary Electrophoresis Method
for Determination of Leflunomide from Pharmaceutical Preparation, Hacettepe
University Health Sciences Institute, Ms Thesis in Analytical Chemistry,
Ankara, 2013. In this study, a new micellar electrokinetic capillary chromatography
(MEKC) method was developed to analysis of Leflunomide in pharmaceutical
preparations. Best results in the MEKC method were obtained by the use of pH 9.5
25 mM borate buffer containing 70 mM sodiumdodecylsulphate as the background
electrolyte. Analysis were performed using a fused silica capillary (50 pum internal
diameter, 48.5 cm total length, 40.0 cm effective length) at 20°C with the application
of 5 seconds of hydrodynamic injection at 50 mbar pressure and a potential of 25 kV.
Caffeine was used as internal standard. Detection was performed with a diode array
detector at 260 nm. In specified conditions, the migration time for Leflunomide and
Caffeine were 3.20 and 6.81 min, respectively. Developed MEKC method were
accurate, precise, specific, sensitive, rugged and robust according to the validation
study results. Also the linearity range was 5-150 pg/mL and the detection limit was
found to be 2 pg/mL in method. The pharmaceutical preparations which containing
Leflunomid were analyzed by the developed and validated MEKC method. Same
preparations were also analyzed by a chromatographic method reported in the
pharmacope, the results were compared statistically and no significant differences

were found between the analysis results.

Keywords: Leflunomide, micellar electrokinetic capillary chromatography,

optimization, validation , pharmaceutical preparation, quantitation.

Supported by: H.U. B.A.B. Support Project (013D02301001)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

X Aritmetik ortalama

% BH % Bagil Hata

LA Mikroamper

pL Mikrolitre

um Mikrometre

BSS Bagil standart sapma

CE Kapiler elektroforez

cm Santimetre

COX Siklooksijenaz

CZE Kapiler zon elektroforez

dk Dakika

DHODH Dihidroorotat dehidrogenaz
DMARD Hastaligi modifiye eden ilaclar
EOF Elektroosmotik akis

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
is I¢ standart

CMC Kritik misel konsantrasyonu
kg Kilogram

kV Kilovolt

L Litre

LOD Gozlenebilirlik sinir1

LOQ Alt tayin sinir1

m Metre

M Molar

MEKC Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi
mL Mililitre

mM Milimolar

N Etkinlik (Teorik tabaka sayist);

NSAIi Non steroid antiinflamatuvar ilaclar



ten;
TNF
Pey;
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UV/GB
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Enjeksiyon siiresi
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United States Pharmacopeia
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SEKILLER

Leflunomid’in kimyasal yapisi.

Leflunomid’in aktif metaboliti Teriflunomid’e doniisiim tepkimesi.

Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi.

Kapiler zon elektroforezde numune zonlarinin ayirima.

Kapiler icinde elektroosmotik akisin gosterimi.

Voltaja karst akim (Ohm yasasi) grafigi.

Elektroforetik ve elektrosmotik hizlarin gé¢ zamani iizerine etkisi [EOF:
Elektroosmotik akis, pgp : Elektroforetik hareketlilik, pos, : Gozlenen
hareketlilik, t: Zaman].

Kapiler zon elektroforezde ayirim.

SDS molekiil yapisi.

Anyonik bir yiizey aktif madde i¢in MEKC mekanizmasi.

MEKC’ de misel ve numune molekiillerinin kapilerden ¢ikis sirasi.

Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri a, b, c¢) Hidrodinamik
enjeksiyon, d) Elektrokinetik enjeksiyon.

Eritilmis silika kapilerin boyuna kesiti.

Leflunomid ve Kafein’in UV spektrumlari.

Calisma tamponu derisiminin elektroforetik hiz {izerine etkisi [Kosullar : 75
mM SDS iceren pH 9.5 Borat tamponu. tepj= 5 s, Peyj= 50 mbar, V = 25 kV,
T =20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi: 100
pg/mL].

Calisma tamponu pH’sinin elektroforetik hiz iizerine etkisi [Kosullar : 75
mM SDS igeren 25 mM Borat tamponu. teyj= 5 S, Peyj= 50 mbar, V = 25 kV,
T=20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derigimi: 100
pg/mL].

Calisma tamponuna eklenen SDS derisiminin elektroforetik hiz iizerine
etkisi [Kosullar : pH 9.5 25 mM Borat tamponu. tepj= 5 S, Peyj= 50 mbar, V =
25 kV, T = 20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 ug/mL, Kafein
derisimi: 100 pg/mL].
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A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi: 100 pg/mL].
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kV, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi: 100
pg/mkL].

Enjeksiyon siiresinin pik yiiksekligi iizerine etkisi [Kosullar: 70 mM SDS
iceren pH 9.5 25 mM Borat tamponu. tepj= 5 s, Peyj= 50 mbar, V =25 kV,
T = 20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi:
100 pg/mL].

Optimum kosullarda yapilan analiz sonucu elde edilen elektroferogram
[Leflunomid derisimi: 50 pug/mL, Kafein derisimi: 100 pg/mL].
Leflunomid’in MEKC yontemi ile analizinde elde edilen kalibrasyon egrisi
Leflunomid’in; MEKC yontemine ait yontem dogrusalliginin kontrol
grafigi (n=6).
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cozeltilerinden elde edilen elektroferogramlar [Kosullar : 70 mM SDS
iceren pH 9.5 25 mM Borat tamponu. teyj=5 S, Pepj= 50 mbar, V. =25kV, T
=20°C, A= 260 nm)].
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4. GIRIS ve AMAC

Romatoit artrit; kalici sinovitler, kii¢ilk eklemlerde olusan simetrik
iltihaplanmalar (6zellikle el ve ayaklarda), biiylik eklemlerde meydana gelen
ilerleyici tutulmalar, eklem ve eklem disi doku tahribati gibi semptomlar ile
karakterize edilen yetiskin niifusun % 1’ini etkileyen kronik, iltihapli, otoimmiin bir

hastaliktir (1).

Leflunomid romatoit artrit tedavisinde kullanilan, hastaligi modifiye edici bir
ilagtir. Leflunomid, eklemlerin tahribatina neden olan eklem iltihaplanmasini immiin

hiicrelerinin aktivitesini baskilayarak azaltmaktadir (2).

Kaynaklarda Leflunomid'in farmasotik preparatlardan analizi icin UV
spektrofotometrisi (3-7), UV dedektorli akis enjeksiyon sistemi (8), yliksek
performanslh sivi kromatografisi-UV dedektor sistemi (9-12) ve ultra performanslh

s1v1 kromatografisi-dizi-diyot dedektor sistemi (13) bildirilmistir.

Kapiler elektroforez, ila¢ analizlerinde sikca uygulanan bir yontem olup son
yillarda o©zellikle kalite kontrol amaciyla kullanilan bir analiz yontemi haline
gelmistir (14-17). Kapiler elektroforez, kromatografik yontemlere gore diisiik
maliyetli, ayinnm etkinligi daha yiiksek, hizli, dogru ve kolay uygulanabilen bir analiz

yontemidir.

Leflunomid’in  kaynaklarda  elektroforetik  bir  yOntemle tayinine
rastlanmamistir. Bu calismada Leflunomid'in elektroforetik davraniglar1 incelenerek
kapiler elektroforez yontemi icin gerekli parametrelerin optimize edilmesi;
gelistirilen kapiler elektroforez yoOnteminin tiim validasyon parametrelerinin
degerlendirilmesi ve Leflunomid’in  farmasotik  preparatlardan  analizine
uygulanabilirliginin kanitlanmast amac¢lanmistir. Ayrica elde edilen verilerin USP
32’de yer alan sivi kromatografisi yontemi (18) ile karsilagtirilarak sonuglarin

istatistiksel olarak degerlendirilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Romatoid Artrit ve Tedavisinde Kullanlan ilac Gruplar

Romatoid artrit, olusum nedeni kesin olarak bilinmemekle beraber, otoimmiin
hastaliklar grubunda ele alinan, ¢evresel, kalitsal ve hormonal faktorlerin etkisi ile

gelisen bir hastaliktir (10).

Romatoid artrit temel olarak biiyiik ve kiiciik eklemleri etkilemekle kalmayip
aynt zamanda sistemik etkiler de meydana getiren, kronik inflamatuvar bir
hastaliktir. Toplumda goriilme sikligt % 1 oranindadir (1). Hastalik sadece
morbiditeyi degil ayn1 zamanda mortaliteyi de artirmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar; hastaligin patogenezinin daha iyi anlasilmasimi saglamis ve tedavide

radikal degisikliklere neden olmustur (19).

Romatoid artrit tedavisinde temel amag, agr1 ve inflamasyonun giderilmesine
ek olarak eklem fonksiyonlarinin da korunmasidir. Romatoid artrit’in gecmiste
kullanilan ve giinlimiizde de az da olsa hala uygulanmakta olan ‘piramit modeli’
olarak adlandirilan tedavi yonteminde, hastalar uzunca bir siire sadece non steroid
antiinflamatuvar ilaclar (NSAII) veya diisiik doz steroid ile tedavi edilmekte ve
ozellikle radyolojik hasar ortaya ciktiktan sonra remisyon saglayici ilaglar tedaviye

eklenmektedir (20).

Giiniimiizde romatoid artrit tedavisinde NSAII, anti malaryal ilaclar,

kortikosteroidler ve hastaligi modifiye eden ilaglar (DMARD) kullanilmaktadir (21).

a) Non steroid antiinflamatuar ilaclar (NSAII):

NSAIi’lerin temel etki mekanizmasi siklooksijenaz (COX) yolunu inhibe
ederek dokulardaki arasidonik asitten prostaglandinlerin (PG) ve diger bazi
eikozanoidlerin olugmasini engellemektir. Boylece inflamasyonu Onleyip analjezik
etki gosterirler. Kimyasal olarak uyarilan siniri baskilarlar. Ayrica ates diisiiriicii
etkileri vardir. Aspirin COX’u tersinmez olarak asetilleyerek inhibe ederken diger
NSAIil’ler doza bagiml olarak tersinir olarak inhibe ederler. COX enzimi degisik
dokulardan farkli miktarda elde edilebildiginden her dokunun NSAIi’lere duyarlilig:



farklidir. Dolayisiyla her hastanin farkli ilaca yamiti farkli olacagindan istenen etki
alinincaya kadar birkac farkli NSAII denenebilir. NSAII’ler genelde her romatoid
artrit hastasinda uzun siireli olarak kullanilmasina karsin hastaligin seyrini

degistirmezler (22,23).

b) Anti malaryal ilaclar:

Anti malaryal ilaglarin etkileri tam olarak bilinmemekle beraber notrofil
kemotaksisini ve fagositozunu engelleme, fosfolipaz A2’yi baskilama ve immiin
kompleks olusumunu engelleme gibi etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Bu gruptaki
ilaglar oral yolla alindiktan sonra hizli bir sekilde emilir, dokulara gecer, biiyiik bir
kismi karacigerde metabolize edilir ve yaklasik % 30’u idrarla atilir. Bu grup ilaclar
romatoid artritte klinik ve laboratuvar olarak etkilidirler, ancak radyolojik olarak

erozyonlar1 6nleyemedikleri goriilmiistiir (24,25).

¢) Kortikosteroidler:

Kortikosteroidler; antiinflamatuvar, antialerjik ve immiinsupresif etkileri
nedeniyle romatoid artrit tedavisinde oldukca sik kullanilirlar. Hiicre icine giren
steroid-reseptor kompleksi DNA’ya baglanip bazi genlerin transkripsiyonunu uyarir.
Aktif romatoid artritli hastalarda diisilk doz kortikosteroid tedavisi inflamasyona
bagli semptom ve bulgularin baskilanmasini saglar. Aktif romatoid artritte doz

arttirilmasi ya da gerekirse pulse steroid tedavisine gidilebilir (26).

d) Hastalig1 modifiye edici ilaclar

Hastaligi modifiye edici antiromatizmal ilaglar yapisal eklem hasarinin

ilerlemesini geciktirici etki gosterirler.

1) Metotreksat:

Metotreksat, immunsupresif bir ila¢ olup folik asit antogonistidir. Folik asidin
dihidrofolat rediiktaz ile reaksiyonunu Onleyerek DNA yapimim1 baskilar,
graniilositlerin ¢esitli fonksiyonlarini inhibe eder ve antiinflamatuvar etki gosterir.

Romatoid artritte inflamasyon ve erozyonlar1 yavaslattigi, bazi durumlarda



durdurdugu gosterilmistir. Hiicre gelisimini durdurmaya yardimci olan bazi etkileri
vardir. Oral, IM, 1V, subkutan kullanim sekilleri mevcuttur. Diisiik dozun oral yolla
emilimi oldukga iyidir (% 60). Karacigerde metabolize olur. Kendisi ve metabolitleri
% 80 idrarla atildigindan bobrek yetersizliginde etkisi artar. Diger ilaclarla etkilesime

girmez (27).

2) Sulfosalazin:

Sulfosalazin romatizma tedavisinde kullanilmak amaciyla sulfapiridin ve bir
salisilik asidin birlestirilmesi ile olusturulmustur. Etkisi tam olarak bilinmemektedir.
Romatoit artritte kullanildiginda klinik ve laboratuvar iyilesmenin yam sira erozyon

olusumunu da yavaslattig1 goriilmiistiir (28).

3) Leflunomid

Leflunomid piyasaya ilk ¢iktigr 1998 yilindan beri romatoit artrit tedavisinde
kullanilan en O©nemli ilaclardan biridir. Romatoit artrit hastaliinda radyolojik
belirtilerin ilerleme hizin1 yavaslatma bakimindan en az sulfasalazin ve metotsekrat

kadar etkili oldugu goriilmiistiir.

Leflunomid, romatoit artrit tedavisi ic¢in gelistirilmis, pirimidin sentez
inhibitorii olarak etki gosteren immiinomodiilator bir ilactir. Etkisini pirimidin
sentezinde rol oynayan dihidrooratat dehidrogenaz enzimini inhibe ederek gosterir.
Bu yolla romatoid artrit patogenezinde temel rol oynayan T hiicrelerinin
proliferasyonunu Onler. Leflunomid oral alimindan sonra enterohepatik sirkiilasyonla

aktif metaboliti Teriflunomide doniisiir (29).

e) Diger ilaclar:

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan baska ilaglar da vardir. Bunlarin bir
kismi1 hastane ortaminda kontrollii verilen ilaglardir, diger kisminda ise yeterli klinik

deneyim yoktur.

1- Azotiyopirin: Piirin analogu olan bir 6n ilagtir. DNA sentezini engeller ve

lenfosit artisin1 baskilar. Immunosupresif etki ile birlikte antiinflamatuvar etki de



gosterir. Karacigerde aktif metaboliti olan 6-merkaptopiirine doniisiir. Romatoid

artritte diger uzun etkili ilaclar kadar etkilidir (30).

2-Altin preparatlari: Romatoid artritli hastalarda, hastaligin sulfasalazin ve
metotreksat gibi modifiye edici ilaglar ile tedavi edilemedigi ya da bu ilaglarin yan
etkileri nedeniyle kullanilamadig1 durumlarda altin preparatlar1 kullanilmaktadir. Bu
ilaglarin antimikrobiyal, iltihap azaltict1 ve enzim inhibisyonu gibi etkileri vardir;
klinik ve laboratuvar iyilesme ile birlikte radyolojik iyilesme de saglarlar (31).

3-Etanercept: Tiimor nekroz faktorii (TNF) alfa genine baglanarak onlarin
reseptorlerine baglanmasini 6nleyen bir TNF reseptor fiizyon proteinidir. Aktif

romatoid artrit tedavisinde kullanilir (32).

4-infliksimab: Romatolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan, kimerik
timor nekroz faktorii (TNF) ajandir. Monoklonal TNF alfa antikorudur. TNF alfa’y1
giiclii bir sekilde baglar (33).

5-Anakinra: Amerika Birlesik Devletleri'nde “Food and Drug
Administration” (FDA) tarafindan DMARD’lara cevap vermeyen ve agir bir seyir
gosteren hastalar i¢in onaylanmis rekombinant IL-1 reseptor antogonistidir. Tek

basina veya Metotreksat ile kombine kullanilabilir (34).

6-Siklosporin: “Tolypocladium Inflatum Gams” adli fungustan elde edilen
bir polipeptidtir. Immunsupresif bir ilagtir. DNA sentezini bozarak T lenfositlerini
secici olarak inhibe eder. Romatoid artritte diger ilaglara cevap vermeyen hastalarda

kullanilir (35).

7-Biyolojik ajanlar: Romatoid artrit tedavisinde kullanilabilen biyolojik
ajanlar; hiicresel islevlerin baskilanmasi, sitokin/reseptor islevlerinin baskilanmast,

immiin cevabin degistirilmesi ile ilgili tedavilerdir (36).



2.2. Leflunomid’in Kimyasal, Fiziksel ve Farmakolojik Ozellikleri

2.2.1. Leflunomid’in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Leflunomid’in kimyasal adi ([N-(4-triflorometilfenil)-5-metil-izoksazol-4-
karboksamid])’tir. Kapali formiilii C;,HgF3N,O, olan Leflunomid’in kimyasal yapisi
Sekil 2.1°de verilmektedir.
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Sekil 2.1. Leflunomid’in kimyasal yapisi.

Molekiil agirligt 210.21 g/mol olan Leflunomid, beyaz toz halde bulunur.
Erime noktast 164-168 °C (18) arasindadir. Leflunomid, pratikte suda ve sulu
tampon sistemlerinde ¢oziinmez; metanol, etanol, izopropanol, etil asetat, propilen

karbonat, aseton ve asetonitril icerisinde kolayca ¢oziiniir. pKa’s1 10.8’dir (37).

2.2.2. Leflunomid’in Farmakolojik Ozellikleri

Leflunomid, barsak duvarinda ve karacigerde halka acgilma reaksiyonu ile
aktif metabolitine (Teriflunomid) doniisiir (Sekil 2.2). Leflunomid’in biitiin in vivo
aktivitesi bu metabolit tarafindan gergeklestirilir. Teriflunomid, insan dihidroorotat

dehidrogenaz (DHODH) enzimini inhibe eder ve hiicre ¢ogalmasini onler (37).
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Sekil 2.2. Leflunomid’in aktif metaboliti Teriflunomid’e doniisiim tepkimesi.

Absorpsiyon

Absorpsiyon derecesi aclik ve tokluk durumlarindan etkilenmedigi igin

yemeklerle birlikte alinabilir.

Tek doz oral uygulanmasi sonrasinda Teriflunomid maksimum plazma
derisimine 1-24 saat arasinda ulasir. Dozun yaklasik olarak % 82-95’1 absorbe edilir

(37).

Dagilma

Leflunomid’in aktif metaboliti olan Teriflunomid diisiik bir dagilim hacmine
(Vss = 0.13 L/kg) sahiptir ve saglikli deneklerde yiiksek oranda (>99.3%) albiimine
baglanir. Protein baglanmasi terapotik derisimlerde 537 mg/L’ye kadar dogrusaldir.
Teriflunomid’in goriiniirdeki dagilim hacmi yiiksek protein baglanmasi sebebiyle

daha dusiiktiir (yaklasik 11 L) (37).



Metabolizma

Leflunomid, bagirsak duvarinda ve karacigerde, major ve aktif metaboliti
olan Teriflunomid ile birlikte bircok mindr metabolit olusturacak sekilde metabolize
olur. Bu min6r metabolitler bazi hastalarin plazmalarinda ¢ok diisiik diizeylerde
bulunurlar. Bu metabolitlerden sadece 4-trifluorometilanilin plazmada o6l¢iilebilecek

diizeydedir. Ana bilesik plazmada nadiren saptanmaktadir (19).

Teriflunomid, DHODH enzimini inhibe ederek novo pirimidin sentezini
inhibe eder. Immiinmodiilatér o6zelliklerinin yam1 swra TNF-o, IL-1 gibi

proinflamatuar sitokin seviyelerini azaltti1 da bildirilmistir (29).

Eliminasyon

Leflunomidin aktif metaboliti plazmadan yavas yavas elimine olur. Plazma

klerans1 yaklasik 31 mL/saat’dir. Hastalardaki eliminasyon yari dmrii 2 haftadir.

Klinik Kullanim ve Dozu

Leflunomid romatoid artritli hastalarin tedavisinde; hastaligin diger hastalik
modifiye edici ilaclar ile kontrol altina alinamadigi durumlarda kullanilir.

Leflunomid tedavisine 3 giin boyunca giinde bir kez alinan 100 mg’lik bir
yiikleme dozu ile baglanir. Devaminda onerilen kullanim dozu giinde bir kez 10 mg
ila 20 mg’dur.

Terapotik etki genel olarak 4 ila 6 hafta sonra baslar ve 4-6 aylik bir siireye
kadar daha da artabilir. Hafif bobrek yetmezligi olan hastalarda Onerilen bir doz

ayarlamasi yoktur (19).



2.3. Leflunomid’in Analiz Yontemleri

Pal ve arkadagslari, tablet formiilasyonundan Leflunomid’in analizini
spektrofotometrik yontemle gerceklestirmislerdir. Standartlar etanol-su (1:4 h/h)
karistminda hazirlandiktan sonra cozeltiler yine aymi karisimla uygun derisimlere
seyreltilmis ve Leflunomid’in maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda (260
nm) Olciim yapilmistir. Dogrusallik araligi 8-30 pg/mL, gozlenebilme sinir1 0.28
pg/mL olarak bulunmustur (4).

Babu ve arkadaslari, spektrofotometrik yontemle Leflunomid’in farmasotik
formiilasyondan tayinini yapmuglardir. Standart ¢ozeltiler metanolde hazirlanmis ve
seyreltmeler distile su ile gerceklestirilmistir. Olciimler 261 nm’de yapilmis ve
kalibrasyon verilerinin 2-30 ug/mL derisim araliginda dogrusallik gosterdigi
belirtilmistir (38).

Abbas ve arkadaslari, bozunma {iriinleri varliginda Leflunomid’in analizini
spektrofotometrik yontemle gerceklestirmislerdir. Olciimler 253.4 nm’de yapilmis ve

dogrusallik araligi 2-16 pg/mL olarak bulunmustur (6).

Prabu ve arkadaglari, tabletten Leflunomid analizi ig¢in fark
spektrofotometrisi yontemi gelistirmislerdir. Referans hiicresinde 0.1 N HCI ve
ornek hiicresinde 0.1 N NaOH ortamlarinda bulunan Leflunomid’in absorbans
degerleri 293.5 ve 261.5 nm dalga boylarinda 6lciilmiistiir. Dogrusallik araligi 2-12
pg/mL olarak belirlenmistir (7).

Srinivas ve arkadaglari, deneysel tasarim kullanarak tabletten Leflunomid’in
analizi icin bir sivi kromatografisi yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir.
Yontemde hareketli faz olarak asetonitril-fosfat tamponu (60:40, h/h) karigimi
kullanilmis ve akis hizi 0.8 mL/dk olarak alinmistir. UV dedektor ile 260 nm’de
Olctim yapilmistir. Dogrusallik araligi 1-40 pg/mL, gozlenebilme sinir1 0.5 pg/mL
olarak belirlenmistir (39).

Yeniceli ve arkadaslari, Leflunomid’in tablet formiilasyonundan analizini UV
dedektor kullanarak akis enjeksiyonla gerceklestirmislerdir. Bu yontemde hareketli

faz olarak % 25 etanol iceren etanol-su karisimi kullanilmig, en iyi akis hiz1 0.8
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mL/dk olarak bulunmus ve dl¢iimler UV dedektor ile 260 nm’de gerceklestirilmistir.
Dogrusallik araligr 0.74 — 29.72 pg/mL, gozlenebilme sinirt 0.07 pg/mL bulunmus
ve bu yontem 20 mg Leflunomid iceren farmasotik preparata (Arava®)

uygulanmstir (8).

Yeniceli ve arkadaglari, Leflunomid’in farmasotik preparattan analizini
HPLC yontemi ile de yapmuslardir. Hareketli faz olarak % 60 metanol iceren
metanol-su karigtmi kullanilmig, C18 kolon ile 0.5 mL/dk akis hizinda analiz
gerceklestirilmistir. Dizi-diyot dedektor ile calisilmis ve gozlenebilme sinirt 0.07

ug/mL, dogrusallik araligi 0.57—- 11.56 pg/mL olarak bulunmustur (11).

Kher ve arkadaslari, Leflunomid’in tabletlerde analizini yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) ile gerceklestirmislerdir. HPLC yonteminde, dizi-diyot
dedektor, C18 kolon ve hareketli faz olarak % 60 asetonitril iceren 0.02 M amonyum
asetat tamponu kullamilmistir. Bu kosullarda dogrusallik araligmm 8-32 pg/mlL,
gozlenebilme sinirin1 8 ng/mL bulunmus ve tabletlerde icerik tekdiizeligi calismalar

gerceklestirilmistir (9).

Miron ve arkadaslar1 tarafindan tabletten Leflunomid analizi dizi-diyot
dedektorli HPLC ile gerceklestirilmistir. En iyi kromatografik performans C18
kolonda, hareketli faz olarak % 50 asetonitril igeren asetonitril-su karigimi
kullanildiginda elde edilmis ve gozlenebilme sinir1 0.1 pg/mL, dogrusallik araligi 10-
100 pg/mL olarak saptanmistir (10).

Sultana ve arkadaslari, Leflunomid’i farmasotik preparattan ters faz yiiksek
performansh sivi kromatografisi yontemi (RP-HPLC) ile analiz etmislerdir. Hareketli
faz olarak 1.2 mL/dk akis hizinda metanol:su (80:20, h/h) karisimi kullanilmis ve
Olciimler 248 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Dogrusallik araligi 0.5-20
ug/mL, gozlenebilme sinir1 0.05 pg/mL olarak belirlenmistir (12).

Kher ve arkadaslari, Leflunomid’in tablet formiilasyonundan analizini ters
faz-ultra performansh sivi kromatografisi (RP-UPLC) ile gerceklestirmislerdir.
Hareketli faz olarak % 60 asetonitril iceren 0.02 M amonyum asetat tamponu, C18
kolon ve 0.4 mL/dk akis hizinda, dizi-diyot dedektor ile analiz saglanmistir.
Dogrusallik araligi 10-30 pg/mL olarak bulunmustur (13).
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Schmidt ve arkadaslari, Leflunomid’i ve aktif metabolitini (Teriflunomid)
plazmadan yiiksek performanslh sivi kromatografisi yontemi ile analiz etmislerdir.
Hareketli faz olarak asetonitril-su-formik asit (40:59,8:0.2) karisimi kullanilmustir.
C18 kolon ile 0.5 mL/dk akis hizinda 261 nm’de Olctim yapilmistir. Leflunomid ve
Teriflunomid i¢in dogrusallik araligi sirasiyla 0.05-100 pg/mL ve 0.1-100 pg/ mL
bulunmustur. Alt tayin smir1 Leflunomid i¢in 0.05 pg/mL ve Teriflunomid igin

0.1pg/mL olarak belirlenmistir (3).

Quangang ve arkadaglari, Leflunomid ve aktif metaboliti olan
Teriflunomid’in analizini ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi
(RP-HPLC) ile gerceklestirmislerdir. Asetonitril-asetat tamponu karisimi hareketli
faz olarak kullamilarak 1.4 mlL/dk akis hizinda, 260 ve 290 nm dalga boylarinda
calisilmistir. Dogrusallik araligi Leflunomid i¢in 0.79-31.60 pg/mL ve Teriflunomid
icin 0.35-4.00 pg/mL olarak bulunmustur (40).

Kaynaklarda Leflunomid’in aktif metaboliti olan Teriflunomid’in biyolojik
materyalden analizlerine iliskin yiiksek performansli sivi kromatografisi ve sivi
kromatografisi-tandem  kiitle  spektroskopisi  yontemleri (LC-MS/MS) de
bulunmaktadir (2,3,41-47).
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2.4. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez, 1980’11 yillardan beri uygulanan ve hizla gelisen bir
ayirma teknigidir. Elektroforezde ayirma, ¢oziinen maddelerin bir elektrik alan

uygulandiginda farkli hizlarda go¢ etmesi ile saglanmaktadir (48).

Elektroforez islemi, tampon cozelti ile doldurulmus 25-100 um i¢ capina
sahip kapiler icerisinde gerceklesmektedir. Kapilerin uglar1 ayni tampon cozeltiyi
iceren giris ve cikis viallerine daldirilmistir. Bu tampon ¢ozeltiye ¢alisma tamponu

denir. Her iki viale daldirilan elektrotlar ise dis gii¢c kaynagina baghdir (Sekil 2.3).

eapller Termostat

Kantral Unitesi “\

— Bilgisayar / Yaziim

Hamt@

Clog Vial Girg Vial

Sekil 2.3. Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi.

Tampon ile dolu kapilere numune enjekte edilip voltaj uygulanirsa bilesenler
kapiler boyunca zonlar halinde go¢ ederler (Sekil 2.4) ve dedektorden gegerken elde
edilen veriler bilgisayara gonderilir. Veriler, dedektor cevabinin zamana kars1 grafigi

olan elektroferogramlar seklinde elde edilir.
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Numune Enjeksivonu

ANOT | KATOT
Elektroosmotik Alkg

A 4

Sekil 2.4. Kapiler zon elektroforezde numune zonlarinin ayirimi.

2.4.1. Kapiler Elektroforezde Ayirim (49,50)

Kapiler elektroforezde ayirima elektroozmotik hiz ve elektroforetik hiz olmak

uzere iki kuvvet etki eder.

2.4.1.a. Elektroosmotik Hiz

Kapiler elektroforezde, ¢alisma tamponu elektriksel alan etkisi altinda kapiler
boyunca hareket eder. Bu olay birbirleri ile temasta bulunan iki madde sinirinda
elektriksel cift tabaka olusumundan kaynaklanir ve sonugta tampon cozeltisi
elektriksel alanin etkisi ile elektrotlardan birine dogru go¢ eder ve elektroosmotik

akis olusur.

Eritilmis silika kapilerin i¢ ylizeyi silanol gruplar1 (SiOH) ile kaphdir ve pH
3.0’1in iizerinde bu gruplar SiO”’ya iyonize olurlar. Bu iyonizasyon, kapilerin NaOH
veya KOH ile muamele edilmesi ile saglanir. Calisma tamponundaki pozitif yiiklii
iyonlar kapiler ceperindeki negatif yiiklii SiO” grubuna yaklasir, kapiler ¢eperine
tutulur ve sabit tabaka olustururlar. Ancak ceperden uzaklastikca, ceperle pozitif
yiiklii iyonlar arasindaki elektrostatik ¢ekim zayiflar, kapilere uygulanan elektriksel
alanin iyonlar iizerindeki kuvveti baskin gelir ve c¢eper yiizeyindeki pozitif yiiklii
iyonlar topluca negatif yiiklii elektroda (katoda) dogru goc ederler. Bu toplu goc,
kapiler icindeki tamponun katoda dogru akmasima neden olur. Bu akisa

elektroosmotik akis (EOF) denir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kapiler i¢inde elektroosmotik akigin gosterimi.

Kapiler ceperine yakin olan sabit tabaka ile merkeze yakin olan hareketli
tabakanin meydana getirdigi ¢ift tabaka arasinda olusan potansiyele zeta potansiyel
(&) ad1 verilir ve Formiil 2.1 ile gosterilir. Calisma elektrolitinin dielektrik sabiti
arttikca zeta potansiyeli diiser. Zeta potansiyeli arttikca, calisma elektrolitinin

elektroosmotik hareketliligi artar.

E=4mdele (2.1)
d = Difiizyon tabakasinin kalinligi
e = Yiizey alana diisen yiik

€ = Tamponun dielektrik sabiti

Elektroosmotik akis hizinin sabit olmasi 6nemlidir. Eger akis hiz1 degisken
olursa maddelerin go¢c zamaninda degisim meydana gelir, bu da yanhis pik

tanimlamasina neden olabilir.

Elektroosmotik akis hiz1 (Vgor) Formiil 2.2’ ye gore hesaplanir.

Veor = E Ugor (2.2)
E = Elektriksel alan (volt / cm)
Ueor = Elektroosmotik hareketlilik
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Tamponun elektroosmotik hareketliligi (Ugor) ise Formiil 2.3’te verilmistir

Upor=cEE/dmn (2.3)

n = Tamponun viskozitesi

Elektriksel alan (voltaj/uzunluk) voltaja bagli oldugundan, EOF voltajla
kolayca kontrol edilebilir (Formiil 2.2). Artan voltaj ile EOF artar ve go¢ zamani
azalir. Ayrica voltajin artmasi yiiksek etkinligi de saglar. Ancak yiiksek voltaj ve
bunun sonucu olan yiiksek akim kapilerin 1sinmasina (Joule 1sinmasi) da neden olur

(Formiil 2.4).

P=1V (2.4)
P = Gii¢

V = Voltaj

I=Akim

Kapiler kullanim1 joule 1sinmasi gibi bozucu bir etki olusturabilmesine
ragmen bircok avantaja sahiptir. Kapilerin elektriksel anlamda dayanikli olmasi, az
miktarda 1s1 iiretimi ile ¢ok yiiksek elektriksel alanda calisma olanagi sunmaktadir.
Yiiksek elektriksel alan uygulanmasi ile kisa analiz siireleri, yiliksek verim ve
ayiricilik  saglamir  (51). Kapiler igerisinde olusan joule 1sinmasi ¢abuk
sogutulamazsa, kapiler sicakligi artar. Kapiler sicakligindaki artis calisma
tamponunun viskozitesini ve elektroosmotik hareketliligini degistirir. Bu da pik
genislemesine, degisken go¢c zamanina, numunenin bozunmasina veya tamponun
kaynamasi sonucu elektrik iletkenliginin kesilip deneyin basarisiz olmasina neden
olabilir. Bu nedenle calisma yaparken kisa analiz siiresinde dar ve keskin pikler elde
etmek i¢cin maksimum voltaj secilmelidir. Uygulanabilecek maksimum voltaj
deneysel olarak bulunur. Voltaja kars1 akim grafigi (Ohm yasas1 grafigi) cizilerek

dogrusalligin korundugu en yiiksek voltaj secilmelidir (Sekil 2.6). Bu grafikte voltaj
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yerine elektriksel alan da kullanilabilir (48). Maksimum voltaj calisma tamponunun

pH’sina, bilesimine ve derisimine, ayrica kapiler i¢ ¢ap1 ve uzunluguna baglidir.

AKIM

MAKSIMUM VOLTAT

/

EEEEET TRy T

WVOLTAT

Sekil 2.6. Voltaja kars1 akim (Ohm yasasi1) grafigi.

Calisma tamponunun pH’st elektroosmotik akis iizerinde etkili bir
parametredir. pH’nin artmasi ile zeta potansiyeli artar (Formiil 2.1). Ciinkii pH
arttikca kapiler i¢c duvarindaki SiOH molekiillerinin SiO™ molekiillerine iyonlasma
miktar1 artar. Dolayisiyla pH’nin yiikselmesi, daha fazla yiikli SiO™ grubunun
varligina, bu da yiiksek zeta potansiyeline ve sonugta da elektroosmotik akis hizinin

artmasina neden olur (Formiil 2.2).

Calisma tamponuna organik coziiciiler ekleyerek viskozite, dielektrik sabiti
ve zeta potansiyeli degerleri degistirilebilmektedir. Eklenen organik ¢oziiciiniin
etkisi, ¢Oziiciiniin tiirline ve miktarina gore degisir. Elektrolite metanol eklenmesi
pik simetrisini ve aywriciligi iyilestirirken, asetonitril eklenmesi analiz siiresini
kisaltmaktadir.

Kapiler sicakligi sabitlenip, tamponun iyonik kuvveti veya derisimi
artirlldiginda ise; zeta potansiyelinde diisme meydana gelir. Buna bagh olarak daha
diisiik elektroosmotik akis elde edilir. Eger sicaklik kontrol edilmezse iyonik giiciin

ya da derisimin artmasi, akimin dolayisiyla da sicakligin artmasina neden olabilir.
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Artan sicaklik ise tampon viskozitesinin azalmasina ve kisa analiz siiresi elde

edilmesine yol acar (52).

Tampon derisiminin diisik oldugu durumlarda analiz daha kisa siirer.
Derisiminin ¢ok diisilk olmast ise istenmeyen bir durumdur. Ciinkii bu durumda
genis ve simetrik olmayan pikler elde edilir. Eger tampon derisimi numune
derisiminden diisiikse numune ve tampon arasinda elektriksel alanda bozukluga
neden olan hareketlilik farkliliklar1 olabilir. Bu durum pik genislemesine ya da pik
kuyruklanmasimna neden olur. Bu nedenle tampon c¢ozeltisinin derisimi numune

derisiminin en az 100 kat1 olmalidir (53).

Elektroosmotik akisi belirlemek icin, ¢alisma tamponu pH’sinda notr olan, bu
tampon ¢ozeltisi icinde c¢oziinebilen, kullanilan dedektorle tanimlanabilen, saf,
kapiler duvar ile etkilesmeyen bir bilesigin (metanol, mesitil oksit, formamid, fenol

gibi) sisteme enjekte edilmesi gerekir (51).

2.4.1.b. Elektroforetik Hiz

Elektriksel alan altinda ¢aligma tamponu i¢indeki yiiklii numune molekiilleri
elektroforetik hizla hareket ederler. Yani (+) yiikli molekiiller katoda, (-) yiiklii

molekiiller ise anoda dogru go¢ ederler.

Elektroforetik hiz (vgp) Formiil 2.5’e gore hesaplanir.

Vep = E Ugp (2.5)
uep = Elektroforetik hareketlilik

Elektroforetik hiz sayesinde numune molekiilleri kapiler igerisinde farkli
hizlarda goc ederler ve boylece ayirim gergeklesir. Elektroforetik hareketlilik Formiil

2.6’ya gore hesaplanir.
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Hep=q/67mMd (2.6)
q = Iyonize numunenin yiikii

d = Numune yaricap1

Numunelerin hizi elektroforetik hiz ve elektroosmotik akis hizina baghdir.

Gozlenen iz (Vgs,) Formiil 2.7’ ye gore verilir.

Vgsz = VEP + VEOF (2.7.)

Anyonlarin gozlenen hizlari, anyonlar EOF’nin ters yoniinde elektroforetik
hareketlilige sahip olduklarindan elektroosmotik hizdan diistiktiir (vgs, anyon < vgor).
Katyonlarda ise gozlenen hiz elektroosmotik hizdan biiyiiktiir (vgs, katyon > vgor).
Cinkii EOF ile ayn1 yonde hareketlilige sahiptirler. Notraller ise kapiler icinde
yalnizca EOF ile hareket ederler ve bundan dolay1 gozlenen hiz EOF’ye esittir (vgs,

notral = vgop) (Sekil 2.7).
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HEP EOF

Mgl’jz
EOF

Ad

I-l'gﬁiz

EOF

HEP Mgiz

Katyon Notral Anyon

Sekil 2.7. Elektroforetik ve elektrosmotik hizlarin gé¢ zamani {izerine etkisi
[EOF: Elektroosmotik akis, pgp : Elektroforetik hareketlilik, peg, :

Gozlenen hareketlilik, t: Zaman)].

Gozlenen hiz (Vgs,) Formiil 2.8’e gore hesaplanir.

Vesr=1/tm (2.8)
1 = Etkin kapiler uzunlugu

tm = GO¢ zamani
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2.4.2.Kapiler Elektroforezde Ayirma Yontemleri

Kapiler elektroforez yontemlerini farkli ayirma mekanizmalarina gore

asagidaki gibi siniflandirabiliriz.

1) Kapiler zon elektroforez (CZE)

2) Miseller elektrokinetik kapiler kromatograti (MEKC)
3) Kapiler jel elektroforez (CGE)

4) Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

5) Kapiler izotakoforez (CITP)

Bu tez kapsaminda analiz i¢cin CZE ve MEKC yontemleri kullanildigindan bu

yontemler ayrintili olarak incelenecektir.

2.4.2.1.Kapiler Zon Elektroforez (CZE) (51)

CZE, kapiler elektroforezin ilk uygulanmus tiiriidiir. CZE’de, kapiler icindeki
iyonlarin hizlan elektroforetik kuvvet ve elektroosmotik akisin etkisi ile belirlenir.
Elektrik alan, pozitif yiiklii iyonlar (katyonlar) iizerinde negatif yiiklii elektrot (katot)
yoniine dogru bir kuvvet olustururken, negatif yiiklii iyonlar (anyonlar) iizerinde de
pozitif yiiklii elektrot (anot) yoniinde bir kuvvet olusturur. Cozeltideki notral
molekiiller elektrik alandan etkilenmez. Elektrik alanin olusturdugu kuvvet,
iyonlarda elektroforetik hareketlilige neden olur. Iyonlarin elektroforetik go¢ hizlari,
yiik/cap oranlarina baglidir. Yiik/cap oranmi biiyiik olan iyonlar daha hizli goc

ederken, bu orani kiiciik olan iyonlar daha yavas go¢ eder.

Elektroozmotik ve elektroforetik etkiler sonucunda CZE’de eliisyon sirasi
katyon, notral ve anyon seklinde olusur. Capr ayni olan iyonlardan yiikii biiylik olan
iyonun; yiikii aym olan iyonlardan ise cap1 kii¢ilk olan iyonun elektroforetik
hareketliligi daha fazladir. Sonu¢ olarak Sekil 2.8’de gosterildigi gibi iyonlarin

yiik/¢cap oranlarina gore ayirimi olurken nétral bilesikler birbirlerinden ayrilamazlar.
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Elektroosmotik akig H

Sekil 2.8. Kapiler zon elektroforezde ayirim.

CZE, bir tamponda c¢oziinebilen hemen hemen her iyonize bilesigin
ayimminda kullanilabilir. Kiiciik inorganik anyonlar ve katyonlar, biiyiik
biyomolekiiller, ayrica suda ¢oziinmeyen bilesikler de susuz tamponlar kullanilarak

CZE ile ayrlabilirler.

2.4.2.2.Miseller Elektrokinetik Kapiler Kromatografi (MEKC) (53-55)

Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC), -elektroforez ve
kromatografi yontemlerinin birlestirilmesi ile olusturulmus bir yontemdir. 1984
yilinda Terabe tarafindan gelistirilen MEKC, en yaygin kullanilan kapiler

elektroforez tiirlerinden biridir.

Kapiler zon elektroforez yontemi ile notral molekiillerin ayrimi miimkiin
degildir. Ciinkii notral molekiiller elektrik alanda EOF ile ayn1 hizda go¢ ederler ve
birbirlerinden ayrilmadan eliie olurlar. Bu durumda calisma tamponu igerisine misel
olusturan bazi yiizey aktif maddelerin eklenmesi ile molekiillerin kapiler boyunca

taginmasi saglanir.

Miseller, bir hidrofilik basa ve bir hidrofobik kuyruga sahip amfilik
monomerlerin agregatlaridir. Hidrofobik kuyruk kismi, diiz veya zincirli bir
hidrokarbondan olusurken hidrofilik bas kismi anyonik, katyonik, zwitter iyonik
veya noniyonik olabilir. Misel olusumu i¢in gerekli en diisiik yiizey aktif madde
derisimine kritik misel derisimi (CMC) denir. Caligma tamponu igerisine kritik misel

derisiminin iizerinde ylizey aktif madde eklendiginde misel olugmaya baslar.
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Genellikle miseller, agregasyon sayisi olarak adlandirilan 40-100 yiizey etken
monomerden olusmaktadir. Sulu cozeltilerde kiiresel miseller, hidrofobik kuyruk
kisimlari ice doniik, hidrofilik bas kisimlar1 ise disa doniik bakacak sekilde olusurlar.
Olusan bu miseller tampon c¢ozelti igerisinde farkli bir faz olusturur. Notral
molekiiller sulu faz ile olusan misel icerisindeki hidrokarbon fazi arasinda dagilirlar.
Miseller, kapiler icerisinde sulu fazdan daha yavas ilerleyecegi icin polaritesi farkli
olan numune bilesenleri birbirlerinden ayrilmis olurlar. Tablo 2.1’de MEKC’de

kullanilan yiizey aktif maddeler ve ozellikleri verilmistir.

Tablo 2.1. MEKC’de kullanilan yiizey aktif maddeler.

Yiizey aktif madde Kisaltma  Kritik misel Agregasyon
derisimi sayisi (n)
(CMC)(mM)

Anyonik

Sodyum dodesilsiilfat SDS 8.1 62

Sodyum dodesilsiilfonat SDSo 9.8 54
Katyonik

Dodesiltrimetilamonyum bromid DTAB 15.0 50

Setiltrimetilamonyum bromid CTAB 0.9 61
Non-iyonik

Polioksietilen-23-lauril eter Brij 35 0.1 40
Amfoterik
Sodyum kolat SC 12.5 3
Sodyum deoksikolat SDC 6.4 14

Yiizey aktif maddeler, dolayisiyla miseller genellikle yiiklii molekiillerdir.
Tasidiklart yiiklere gore EOF ile birlikte ya da EOF’ye ters yonde goc¢ ederler.
Sodyum dodesilsiilfat (SDS), MEKC yonteminde en yaygin kullanilan yiizey aktif
maddedir. Kapali formiili CH3(CH,);;0SOs;Na olan, acik formiilii Sekil 2.9’da
gosterilen SDS anyonik bir yiizey aktif maddedir.
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Sekil 2.9. SDS molekiil yapisi.

SDS gibi anyonik yiizey aktif maddeler i¢cin MEKC mekanizmas1 Sekil
2.10’da gosterilmistir. SDS gibi maddeler, negatif yiiklii olmalar1 sebebiyle EOF ile
ters yonde, anoda dogru go¢ etme egilimindedirler. Calisma tampon ¢ozeltisi ise
elektroosmotik akis etkisi ile misellerden daha hizli bir sekilde katota dogru hareket
eder. Tamponun akis hizi ile misellerin akis hizi arasinda olusan denge sonucu
miseller, EOF yoniinde, ancak calisma tamponundan daha yavas bir sekilde katota
dogru siiriiklenirler. Bu nedenle ¢alisma elektrolitinde iki farkli faz olusur. Misellerin
i¢ kismindaki hidrofobik faza “yalanci sabit faz” denir. Tampon c¢ozeltisi ise daha
hizli aktig1 i¢in hareketli faz gorevi goriir. Numune bilesenleri sulu fazdan olusan
tampon ¢ozelti ile yalanci sabit faz arasinda dagilir. Polar maddelerin sulu fazda,

apolar maddelerin ise hidrofobik misel fazinda dagilimi daha fazladur.

Sekil 2.10. Anyonik bir yiizey aktif madde icin MEKC mekanizmasi.
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MEKC yonteminde ortamdaki molekiillerin kapilerden ¢ikis siralamasi Sekil
2.11’de gosterilmistir. Sadece EOF ile siiriiklenen maddelerin c¢ikist t, zamaninda;
miselin kapilerden c¢ikisi t;, zamaninda olur. Hidrofobisitelerine goére numune
bilesenleri t, ve t, arasinda kapilerden ¢ikarlar. Bu zaman aralifina “alikonma

penceresi’” denir.

Numune Misel

EOF

[ I I I I I

Zaman
Sekil 2.11. MEKC’de misel ve numune molekiillerinin kapilerden ¢ikis sirasi.

2.4.3. Kapiler Elektroforezde Ayirim Parametreleri (48,51,56)

Elektroforetik ayirim parametreleri go¢ zamani, kapasite faktorii, etkinlik,

secicilik ve ayiriciliktir.

Goc¢ zamamn ve Kapasite Faktorii

Analizin tamamlanmasi i¢in tiim numune bilesenlerinin dedektdre ulagmasi
gerektiginden, bilesenlerin go¢ zamanlarinin kisa olmasi onemlidir. Formiil 2.9’a

gore yiiksek voltaj, kisa kapiler ve yiiksek EOF ile kisa analiz siiresi elde edilebilir.

tm =1L/ (Ugp + UEOR) (2.9)
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Kapasite faktorii (k") Formiil 2.10°da verilmistir. Iyi bir ayrim igin kapasite
faktOriiniin 1-10 arasinda olmas1 beklenir.
K’= (tm-to) / to (2.10)
tm = GO¢ zamani

to = Sadece elektroosmotik akis ile siiritklenen maddenin gé¢ zamani

Etkinlik

Kapiler elektroforezde etkinlik, teorik tabaka sayisi (N) ile belirlenir. Teorik

tabaka sayist go¢ zamani ve pik genisligine baglidir (Formiil 2.11).

N =16 (tn / W)* (2.11)
w = Pik genisligi

Secicilik

Secicilik (o) komsu iki pikin dedektorden gecerken birbirlerine olan

uzakliklarin1 gosterir (Formiil 2.12).

a=(t-to)/ (ti - to) (2.12)
t; = Go¢ zamani kisa olanin gb¢ zamani
t, = GO¢ zamani uzun olanin gd¢ zamani

to = Sadece elektroosmotik akis ile siiriiklenen maddenin gd¢ zamani

Calisma elektrolitinin pH’sindaki degisim ve organik c¢oziiciiler seciciligi

etkiler.

Ayiricihk

Ayiricilik (R), piklerin birbirinden ne kadar ayrildigimi gosteren en onemli
parametredir.

Ayiricilik, elektroferogramlardan hesaplanabilir (Formiil 2.13).
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R=2 (tz—tl)/(Wl +W2) (213)

w; ve wp = Komgu piklerin taban pik genisligi

Ayiricilik, uygulanan voltaji artirarak, elektrolit ¢ozeltisinin pH’sin1 ve
bilesimini degistirerek, kapiler uzunlugunu artirilarak ve elektroosmotik akis

optimize edilerek artirilabilir.

2.4.4. Kapiler Elektroforez Sistemi

Bir kapiler elektroforez sistemi kapiler, giris-¢ikis vialleri, dedektor, yiiksek

voltaj gii¢c kaynagi, termostat ve bilgisayardan olusur (Sekil 2.3).

2.4.4.1. Numune Enjeksiyonu

Kapiler igerisine numune verilmesi bir enjeksiyon islemi olmamasina ragmen
numune enjeksiyonu olarak adlandirilmaktadir. Numune enjeksiyonu, hidrodinamik
(hidrostatik) ve elektrokinetik (elektrogdg) olmak {izere iki farkli sekilde
gerceklestirilir.

A) Hidrodinamik enjeksiyon

Hidrodinamik numune enjeksiyonu en yaygin kullanilan enjeksiyon
yontemidir.

Hidrodinamik enjeksiyon ii¢ sekilde gerceklestirilir. Bunlardan ilki, kapilerin
giris tarafina konulan numune vialine basin¢ uygulanmasidir. Genelde 50 mbar
civarinda 1-5 s arasi basin¢ uygulanir. Ardindan numune viali cikarilip ¢alisma
tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, numune viali kapilerin giris
kismindayken, cikis kismindaki tampon vialine vakum uygulanmasidir. Uygulanan
vakumla istenen miktardaki numune kapilere girince vakum kesilir, numune viali
cikarilip ¢alisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Uciincii  hidrodinamik enjeksiyonda ise, sifon etkisinden yararlanilir.
Kapilerin giris kismma takilan numune viali, ¢ikistaki tampon vialinden daha

yiiksege yerlestirilir. Yercekiminin etkisiyle, numune kapilerin i¢ine girer. Ardindan
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numune viali ¢ikarilip ¢alisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize

devam edilir (Sekil 2.12. a,b,c) .

Basing Wakum
[ — — [ "
1
| | | |
a b
Sifon
o
—»
[ [
|—‘ I ’_‘
-3
c d

Sekil 2.12. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri a, b, ¢) Hidrodinamik

enjeksiyon, d) Elektrokinetik enjeksiyon.

B) Elektrokinetik enjeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyonda kapilerin giris kismimna numune viali
yerlestirildikten sonra, numune vialiyle c¢ikis kismindaki caligma elektrolit viali
arasinda voltaj uygulanir. Olusan elektrik alanin etkisiyle numunedeki iyonlar kapiler
icine go¢ etmeye baglar. Numune vialindeki anot (+), ¢ikis vialindeki katot (-)
oldugundan, ilk O6nce numunedeki anyonlar kapilere go¢ eder; ardindan notral
bilesikler olusan akis nedeniyle kapilere girer ve en son katyonlar girer. Bu voltajin
uygulanmasindan sonra numune viali cikarilip tampon viali takilir ve voltaj

uygulanarak analize devam edilir (Sekil 2.12.d).

2.4.4.2. Kapiler

Kapiler elektroforezde kullanilacak kapilerin tiirii ve boyutlar1 uygulanacak
yontem, analiz edilecek numune, istenen ayiricilik ve uygun analiz siiresine gore
secilir. Ideal kapiler materyali; elektriksel ve kimyasal olarak inert olmali,

ultraviyole/goriiniir bolgede gecgirgen olmali ve kirilmaya kars1 dayanikli olmalidir.
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Giiniimiizde en yaygin kullanilan kapiler materyali eritilmis silikadir. Pyreks
kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve dedektdr penceresi
acmaya ihtiyac gostermemesine ragmen 280 nm’nin altinda calisilamama
dezavantajina sahiptir. Teflon kapilerde ise homojen i¢ cap elde edilemez ve 1s1
iletim Ozelliginin diisik olmasindan dolayr yiiksek voltaj uygulanamaz. Bu
nedenlerden dolay: eritilmis silika, pyreks ve teflona gore daha fazla kullanim alani

bulmaktadir.

Eritilmis silika kolay kirldigr i¢in dis kismi poliimid ile kaplanip
saglamlastinlmistir. UV dedektor kullanilacak ise, 151k yolunu kapatmamasi icin

poliimid kaplama bu bolgeden kaldirilir (Sekil 2.13).

Eritilmis silika hv (Isik kaynagh)
Fy

5-60 cm

'y

¥

25-100um $
N

Poliimid kap|ama Poliimid kaplamanin @

olmadigi kisim
(Dedektdr penceresi) Dedektdr

Sekil 2.13. Eritilmis silika kapilerin boyuna kesiti.

Genelde i¢ ¢ap1 25-100 um olan eritilmis silika kapiler kullanilir. Biiyiik capl
kapilerde yiiksek 1s1 aciga cikar ve kapilerin i¢ duvariyla merkezi arasindaki 1s1 farki
cok biiyiik olur. Kiigiik caphi kapiler kullanilmasi ile UV/GB absorbans veya
floresans gibi dedektorlerde 151k yolunun kiiciilmesinden dolayr absorbans diiser ve
pik ytiksekligi azalir. Ayrica ¢ok kiiciik capli kapilerin partikiillerle tikanma olasiligi
yiiksektir.

Kapiler elektroforezde tekrarlanabilirlik elde etmek i¢in en 6nemli parametre

kapilerin sartlandirilmasidir. Kapilerin sartlandirilmasindaki amag, kapiler ic
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ceperindeki silanol gruplarinin iyonlagsma oraninin, dolayisiyla EOF’nin, her analizde
ayn1 olmasim saglamaktir. Eger kapiler ilk kez kullanilacak ise sirasiyla 1 N NaOH,
0.1 N NaOH, su ve calisma elektroliti ile yikanarak sartlandirilir. Ayrica her
analizden once 0.1 N NaOH, su ve calisma elektroliti ile kapiler yikanarak kapilerin
miimkiin oldugunca ayni sartlanmasi saglanir. Calisma bitiminde su ile yikama
yapilmalidir. Eger birkac giin c¢alisma yapilmayacak ise kapiler icginde
mikroorganizma iireyecegi goz Oniine alinarak kapilere hava c¢ekilerek birakilmasi
yararli olur. Ayrica kapiler kuvvetli asit veya organik coziiciiler ile yikanarak da

sartlandirilabilir (51).

2.4.4.3. Kapiler Termostat

Kapiler elektroforezde kapiler sicakliinin kontrolii onemlidir. Sicakligin
degismesi etkinlik, go¢ zamani, enjeksiyon hacmi ve dedektdr cevabi iizerinde
etkilidir. Ayrica numune bozunmasma da neden olabilir. Kapiler sicakliginin

degismemesi termostat kontrolii ile saglanir.

2.4.4.4. Dedektor

Kapiler elektroforezin bir¢cok tipinde ayrilan analitlerin hepsi ortak bir
noktadan gectikleri icin dedektorlerin tasarimi  ve fonksiyonlar1 HPLC’de
kullanilanlara benzer. Kapiler elektroforezde UV/GB absorbans, floresans, kiitle
spektrometrisi, iletkenlik, amperometrik, radyometrik ve kirilma indisi dedektorleri

kullanilmaktadir.

UV/GB absorpsiyon i¢in dizi diyot dedektor kullanimi, pikin safligi hakkinda
bilgi verir. Bu amagla pikin ¢ikan, tepe ve inen kisimlarinda olmak iizere alinan iig¢
spektrum birbirleriyle cakistirilarak pik saflik indisi bulunur. Bu deger 1 ve 1’e yakin

ise pikin tek bilesenden olustugu anlasilir.

Absorbans dedektorlerinde kapilerin kendisi dedektor hiicresi olarak gorev
yapar. Bunun i¢in erimis silika kapilerin dig kismindaki poliimid koruyucu
kaplamanin bir kism1 yakma, ¢cozme ve kazima ile uzaklastirilir. Ancak, bu durumda
151n yolunun uzunlugu kapiler i¢ ¢apindan (50 ile 100 pum) fazla olamaz ve bu da

(Y]

derisim cinsinden gozlenebilme sinirmi kisitlar. Isin yolunun arttirilmasi i¢in “z
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veya baloncuk seklinde dedektor hiicresine sahip kapilerler kullanilarak duyarlilik

arttirilabilir.

2.4.4.5. Gii¢ Kaynag

Kapiler iizerinde elektriksel alan elde etmek ve elektroforezi gerceklestirmek
icin yiiksek voltajli gii¢ kaynaklar1 kullanmak gerekir. Sabit voltaj, sabit akim veya
sabit giicle kontrol edilir. 40 kV iistiindeki voltajlar normal kosullarda uygulanmaz,
clinkii kivilcimlarla elektrik bosalmasi ve kapilerin kirilmasi s6z konusudur. Voltaj
30 kV’a kadar, akim 300 pA’e kadar ve giic 6 W’a kadar uygulanabilir. Ayrica

gerektigi durumlarda ters faz polarite (giris viale katot, ¢ikig viale anot) uygulayabilir



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullamlan Cihazlar

¢ Erime noktas1 tayin cihazi

e Kapiler elektroforez

® Spektrofotometre

e  Santrifii

e Otomatik mikropipet
e pH metre

e Ultrasonik banyo

e Hassas terazi

e Manyetik karistiric
e Vorteks karistirici

e Saf su sistemi

e Membran filtre

e Derin donduruculu buzdolabi
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Biichi 535

HP 3D-CE, UV dizi diyot dedektorlii,
Bilgisayar kontrollii, 3D CE Chem
Station A.08.03 (847) yazilim yiiklii

Agilent 8453

Hettich EBA 20

Eppendorf 10-100 mL, 100-1000 mL

Mettler-Toledo (0.01 pH hassasiyetli)

Bandelin, Snorex Super RK 154 BH

Mettler H10 (0.1 mg hassasiyetli)

Biosan MS 3000

IDL RS 2

Milli-Q Water

Titan 0.45 mm

Bosch
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3.2. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

e Eritilmis silika kapiler Agilent (40.0 cm etkin uzunluk, 48.5 cm
toplam uzunluk; 50 pm i¢ cap)

e (Cam pipet (1-10 mL’lik, pyreks®)

¢ Balon joje (5-1000 mL’lik, pyreks®)

e Beher (Cesitli hacimlerde)

¢ Havan (Cam)

* Vial (Cam)

® Spatiil Farkli boyutlarda, metal

¢ Siringa filtresi Millex™ Millipore 0.22 um (Seliiloz)
e Otomatik pipet ucu Polipropilen, 100 — 1000 pL’lik

e Eppendorf tiip Polipropilen, 1.5 mL

3.2.1. Kullamilan Cam Malzemelerin Temizligi

Kullanilan cam malzemeler ¢cesme suyu, deterjanli su ile yikandiktan sonra
cesme suyu ile calkalanmistir. Daha sonra 2 M HNOs; ¢ozeltisi i¢inde en az bir gece

bekletilmis ve tekrar distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurutulmustur.



3.3. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

o [ eflunomid

e Kafein

¢ Sodyum dodesil siilfat

e Borik asit

e Metanol

e Asetonitril

¢ Sodyum hidroksit

Saflik kontrolii amaciyla, Leflunomid’in erime noktasi tayini yapilmustir.

3.4. Calhisilan Farmasotik Preparatlar

Sigma

Sigma

Sigma, CE grade

Sigma, CE grade

Merck

Sigma

Merck
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Bu calismada Sanofi-Aventis flaclar1 Ltd. Sti.’ye ait olan Arava® (10, 20 ve

100 mg) tabletler kullanilmistir. Tabletler Ankara’daki serbest eczanelerden temin

edilmistir.
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3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok Leflunomid ¢ozeltisi (1000 ug/mlL):10.0 mg standart Leflunomid tartilip

az miktar metanol ile ¢oziindiikten sonra metanol ile 10 mL’ye tamamlanmaistir.

Stok Kafein cozeltisi (1000 ug/mL) (I¢ Standart): 10.0 mg standart Kafein
tartitlp az miktar metanol ile c¢oOziindiikten sonra metanol ile 10 mL’ye

tamamlanmastir.

100 mM Borat tamponu: 0.6183 g borik asit tartilip bir miktar suda

coziindiikten sonra su ile 250 mL’ye tamamlanmistir.

0.1 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 4.0 g NaOH tartilarak su ile ¢oziindiikten

sonra hacim bir litreye tamamlanmustir.

2 M Nitrik asit ¢ozeltisi: Balon joje icine bir miktar su konulduktan sonra
tizerine 138.9 mL deristk HNOj; cozeltisi eklenmis ve su ile bir litreye

tamamlanmaistir.

Calisma elektroliti (70 mM SDS iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu
cozeltisi): 154.6 mg borik asit ve 2.0 g SDS tartilip 100 mL’lik balon jojeye alinarak
50 mL su eklenmistir. Ultrasonik banyoda ¢oziindiiriildiikten sonra bir miktar daha
su eklenip pH 9.5’a 0.1 M NaOH ile ayarlandiktan sonra 100 mL’ye su ile

tamamlanmaistir.

Kapiler elektroforezde yonteminde kullanilacak biitiin ¢ozeltiler 0.45 um’lik
membran filtreden siiziildiikten ve ultrasonik banyoda 3 dk bekletilerek ¢oziinmiis

gazlar uzaklastirildiktan sonra kullanilmistir.

3.6. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

a) 10 mg ve 20 mg tablet cozeltileri: 10 adet tablet tartilip bir havanda toz
haline getirilmistir. Bir tablete esdeger miktarda tartilan toz, 100 mL’lik balon jojeye
almarak 50 mL metanol eklenmis ve ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek

cOziinmesi saglandiktan sonra hacim su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
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b) 100 mg tablet ¢ozeltisi: 1 adet tablet tartilip bir havanda toz haline
getirilmis, 100 mL’lik balon jojeye alinarak 50 mL metanol eklenmis ve ultrasonik
banyoda 15 dk bekletilerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra hacim su ile 100 mL’ye

tamamlanmaistir.

¢) Plasebo ¢ozeltisi: 65.0 mg Laktoz monohidrat, 21.0 mg misir nisastasi,
28.0 mg polividon, 17.0 mg krospovidon ve 3.0 mg magnezyum stearat karistirtlarak
olusturulan karisim 100 mL’lik balon jojeye alinarak 50 mL metanol eklenmis ve
ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek ¢éziinmesi saglandiktan sonra hacim su ile 100

mL’ye tamamlanmustir.

d) Sentetik tablet ¢ozeltisi: Sentetik tabletler plasebo karisimi icerisine ticari
preparatlardaki Leflunomid icerigine uygun olarak standart Leflunomid (10.0, 20.0
ve 100.0 mg) eklenerek olusturulmus ve diger tablet cozeltilerinde oldugu gibi

hazirlanmagtir.
3.7. Analiz Calismalar:
3.7.1. Kapilerin Sartlandirilmasi

Kapiler ilk kullanilmaya baglanirken 5 dk su ile yikanmis ve ardindan 30 dk 1
M NaOH ile sartlandirilmistir. Kapiler, kullanilacagi her giiniin baslangicinda 5 dk su
gecirilerek yikanmis ardindan 20 dk 0.1 M NaOH gecirilerek sartlandirilmistir.

Her numune enjeksiyonu oncesinde sirasi ile 0.1 M NaOH, distile su ve
calisma elektroliti ile 3’er dk yikanarak kapiler ylizeyi sartlandirilmistir. Cihaz
kapatilmadan 6nce kapiler en az 20 dk distile su ile yikanmis ve kapiler i¢i distile su

ile dolu olarak birakilmustir.

3.7.2. Elektroforetik Kosullar

Analizi yapilacak her numuneye i¢ standart olarak 100 plL. Kafein stok
cozeltisi (1000 pug/mL) konulmustur. Numuneler, kapiler elektroforez cihazinin
viallerine konulmadan 6nce 0.45 pum filtreden gecirilerek kapileri tikama olasilig
bulunan partikiillerden arindirilmistir. Ardindan vialler cihaza yerlestirilmistir.

Sartlandirilmasi tamamlanmis olan kapilere 5 s siireyle 50 mbar basingla
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hidrodinamik olarak numune enjeksiyonu yapilmistir. Daha sonra, kapiler uclari
calisma elektrolitine daldirilmig, 20°C’de 25 kV potansiyel uygulanip elektroforez
baslatilmistir. Analizler, HP 3D-CE marka CE sisteminde 50 um i¢ capli eritilmis
silika kapiler kullanilarak yapilmistir. Kapilerin toplam uzunlugu 48.5 cm, etkin
uzunlugu 40.0 cm’dir. Dizi diyot dedektor kullanilarak 260 nm dalga boyunda

elektroferogram elde edilmistir.

Optimizasyon ve validasyon siireclerinde ve farmasotik preparatlarin miktar
tayini calismalar1 sirasinda her numuneden iki kez analiz gerceklestirilmis ve bu

analiz sonuglarinin ortalamasi alinarak elde edilen veriler degerlendirilmistir.

3.7.3. Uygulanacak Kapiler Elektroforez Yonteminin Secilmesi

Leflunomid ve Kafein’i, sirasiyla 50 pg/mL ve 100 pg/mL derisimde iceren
standart cozelti ile analiz denemeleri ilk 6nce CZE yontemi ile yapilmig, ayirim

gerceklesmediginden MEKC yontemi secilmistir.

3.7.4. Uygulanacak MEKC Yonteminin Optimizasyonu

Optimizasyon deneylerinde, tampon icerigi, derisimi ve pH’s1 sistematik
olarak degistirilerek en uygun calisma tamponu belirlenmistir. Yiizey aktif madde
olarak SDS kullanilmis ve optimizasyon deneyleri sirasinda degisik SDS derisimleri

denenerek en uygun SDS derisimi secilmistir.

Cihaza ait parametrelerin (kapiler kaset sicakligi, voltaj, enjeksiyon siiresi,
dalga boyu) sistematik olarak degistirilmesi ile ayiricilik ve 6zgiinliikk acisindan en
uygun sartlar belirlenmistir. Bu ¢alismalar sirasinda Leflunomid derisimi 50 pg/mL

ve i¢ standart olarak secilen Kafein derisimi 100 pg/mL olarak sabit tutulmustur.
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3.7.5. Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

5, 10, 25, 50, 100, 125 ve 150 pg/mL Leflunomid iceren standart cozeltiler;
Leflunomid’in stok ¢ozeltisinden (1000 pg/mL) gerekli miktarlar alinip, her bir
cozeltinin icine 100 pL Kafein stok ¢ozeltisinden (1000 pg/mL) eklendikten sonra
distile su ile hacim 1000 uL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Artan derisimlerdeki
bu standart c¢ozeltiler analiz edilmis ve elektroferogramlart kaydedilmistir.
Elektroferogramlardan elde edilen pik alan1 ve go¢ zamani verileri Microsoft Excel®
programina aktarilarak Leflunomid ve Kafein i¢in pik normalizasyon (PN) degerleri
hesaplanmis ve Leflunomid PN degerlerinin Kafein PN degerlerine boliinmesiyle
hesaplanan PN oranlari Leflunomid derisimine karsi grafige gecirilmis, olusan
dogrunun denklemi, korelasyon (r), tanimlayicilik (R? veya %) katsayilar1 ve diger
istatistiksel hesaplamalar (ortalama, standart sapma, standart hata, bagil standart

sapma, bagil hata) Microsoft Excel® programi kullanilarak yapilmustir.

3.8. Validasyon Calismalar

Yontemin validasyonu igin kararlilik (stabilite), dogrusallik, duyarlilik
(gozlenebilme sinir1, alt tayin sinir1), dogruluk, kesinlik, saglamlik ve tutarlilik

calismalar1 yapilmistir (57).

Leflunomid’in kisa donem kararliligini belirlemek i¢in; Leflunomid’in
metanolde hazirlanmisg stok (1000 pg/mL) cozeltisi oda sicaklifinda 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonunda bu stok c¢ozelti 50 pg/mL’ye distile su ile seyreltilip
MEKC yontemi ile {i¢ kez analiz edilmis ve elde edilen sonuclar pik alanlarindaki

degisiklikler izlenerek karsilastirilmistir.

Uzun donem kararliik calismalarinda ise; Leflunomid’in metanolde
hazirlanmis stok (1000 pg/mL) cozeltisi 4 °C’de 2 ay siireyle bekletilmis bu siirenin
basinda ve sonunda bu stok c¢ozeltiler 50 pg/mL’ye distile su ile seyreltilip MEKC

yontemi ile analiz edilmis ve elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir.

Dogrusallik araligini belirlemek i¢in artan Leflunomid derisimlerine karsi PN

oranlar grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Kalibrasyon c¢ozeltileri
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giinlik hazirlanmis ve analizler sirasinda 6 kez ayn kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Yontemin dogrusalligi; kalibrasyon egrilerinin istatistiksel olarak
(ANOVA testi) degerlendirilmesi ile kontrol edilmistir. ANOVA testi ile korelasyon
katsayisinin Onemi ve regresyon katsayilarinin sifirdan farklt olup olmadigi

degerlendirilmistir.

Ayrica olmas1 gereken derisimlere karsi, kalibrasyon verileri kullanilarak
bulunan derisimlerin grafige gecirilerek bir dogru elde edilip edilmemesi ile de

yontem dogrusalligi degerlendirilmistir.

Gozlenebilme sinir1 (LOD) sinyal/giiriiltii oraninin 3; alt tayin sinir1 (LOQ)

ise sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu derisim saptanarak bulunmustur.

Kesinlik ve dogruluk ¢alismalari; giin ici ve giinler arasi olmak iizere ayr1 ayr1
calistlmistir. Bu amacla dogrusallik araligina giren ii¢ derisim seviyesinde (10, 50,
125 pg/mL) tekrarli analizler yapilmistir. Giin i¢i caligmalarda; ii¢ derisim
seviyesinde ve her derisim i¢in alt1 ayr1 ¢ozelti hazirlanmis, hazirlanan bu ¢6zeltiler
ayni giin i¢inde analiz edilmistir. Giinler arasi ¢alismalarda; ard arda gelen alt1 ayri

giinde ve ii¢ derisimde yeni hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak analizler yapilmastir.

Tekrarlanabilirlik ¢aligsmalar1 icin enjeksiyon tekrarlanabilirligi ve sistem
tekrarlanabilirligi  incelenmigtir. Kapiler elektroforez cihazinin  enjeksiyon
tekrarlanabilirligi i¢in, 50 pg/mL derisimdeki standart ¢ozelti, 10 kez enjekte edilerek
elde edilen elektroferogramlarda pik alanlar1 degerlendirilmistir. Yontem
tekrarlanabilirligi icin, 50 pg/mL derisimdeki standart ¢ozeltiden 10 kez hazirlanmig

ve gelistirilen yontemle analiz edilmistir.

Yontemin geri kazanimi; sentetik tablet ¢ozeltilerinin tekrarli analizleri (n=6)
yapilarak belirlenmistir. Bu amagla boliim 3.6.°da hazirlanisi anlatilan 20 mg
Leflunomid igeren sentetik tablet c¢ozeltilerinin analizi bolim 3.10.1°de kapiler
elektroforez yontemi icin anlatilan farmasotik preparat analizleri  gibi
gerceklestirilmistir. Bulunan miktarlardan % geri kazanim degerleri hesaplanmistir
(Ek 1).

Ozgiinliik, matriks bilesenlerinin  varliginda  Leflunomid’in  analiz

sonuglarinin incelenmesi ile gosterilmistir. Bunun icin farmasétik preparat analizinde
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standart, plasebo, sentetik preparat ve tablet cozeltilerinin elektroferogramlari
karsilastirilarak 6zgiinliik arastirilmistir. Ayrica yontemin 6zgiinliiglinii gostermek
amaciyla standart ekleme teknigi de yapilmistir (Bolim 3.9.2). Standart ekleme
teknigi sonucunda hesaplanan PN orani degerleri derisime kars1 grafige gecirilerek
kalibrasyon dogrusu elde edilmis, bu dogrunun regresyon denklemi cikarilmis ve
korelasyon katsayist hesaplanmistir. Standart ekleme teknigi ile elde edilen dogrunun

egimi, kalibrasyon dogrusunun egimi ile karsilastirilmistir.

Yontemin saglamlik (robustness) calismasi icin, yontem parametrelerindeki
(borat tamponu derisimi, SDS derisimi, pH, sicaklik, voltaj ve dalga boyu) kiiciik

degisimlerin (art1 ve eksi yonde) analiz sonuglarini ne kadar etkiledigi arastirilmastir.

Yontemin tutarlilik (ruggedness) calismasi farkli bir analizci tarafindan,
gelistirilen MEKC yonteminde dogrusallik araliginda yer alan 50 pg/mL Leflunomid
derisim seviyesinde 5 ayri ¢ozelti hazirlanmig ve bunlarin ayni giin i¢inde analizleri
yapilmustir. ki analizci tarafindan elde edilen sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirilerek aralarinda fark olup olmadigi Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi

ile arastirilmistir (Ek 2).

3.9. Gelistirilen Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
3.9.1. Kalibrasyon Yontemi

Yontem, Tiirkiye ilag pazarinda yer alan farmasotik preparatlardan Arava®
(10, 20 ve 100 mg) tabletlere uygulanmistir. Her bir dozaj formu i¢in dogrusallik
sinirt icerisinde olacak sekilde 6 ayri tablet numunesi Bolim 3.6.’da belirtildigi gibi
hazirlanmig, Bolim 3.7.2°deki gibi analizleri gergeklestirilmis ve analizler
sonucunda elde edilen elektroferogramlardan PN orani degerleri bulunmus ve Boliim
3.7.5°de belirtilen kalibrasyon dogrusuna ait dogru denkleminden yararlanarak tablet

iceriginde bulunan Leflunomid derisimi hesaplanmustir.

3.9.2. Standart Ekleme Yontemi

Hazirlanmis Leflunomid tablet ¢ozeltisinden (200 pg/mL) 250 pL’ lik

kisimlar 4 farkli viale alinmistir. ilk viale standart Leflunomid eklenmemis,
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digerlerine Leflunomid standart stok ¢ozeltisinden (1000 pg/mL) artan hacimlerde
(25, 50, 75 pL) eklenmistir. Her dort viale Kafein (1000 pg/mL) stok ¢ozeltisinden
100 pL eklenmis ve distile su ile hacim 1000 pL’ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan ¢ozeltiler gelistirilen MEKC yontemi ile analiz edilmistir. Hesaplanan PN
oranlan ¢ozeltilerdeki standart madde derisimine (0, 25, 50, 75 ng/mL) kars1 grafige
gecirilmistir. Grafikte elde edilen dogru, x eksenini negatif yonde kesmistir. Bu

noktanin mutlak degeri numunedeki madde derisimini vermistir.

Ayrica standart ekleme ve kalibrasyon ile elde edilen dogrularinin egimleri

karsilastirilmistir.

3.10. Karsilastirma Yontemi

Leflunomid’in farmasotik preparatlardan analizinde karsilastirma yontemi
olarak Amerikan Farmakopesi’nde (USP 32) bulunan HPLC yontemi kullanilmistir
(18). Bu yontemde hareketli faz olarak asetonitril:su (50:50 h/h) karisimi; kolon
olarak Zorbax XDB C18 (150 x 4.6 mm i.¢., 5 um) kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk
ve dedektor dalga boyu 260 nm’dir. Enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. I¢ standart olarak
kafein kullamilmistir. Leflunomid (1000 pg/mL), kafein (1000 pg/mL) standart stok
cozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrisi icin 25-150 pg/mL Leflunomid ve 30
ug/mL kafein iceren cozeltiler hazirlanmistir. Farmasotik preparat analizinde, 10 adet
tablet tartilarak havanda toz haline getirilmistir. Bir tablete esdeger miktarda tartilan
toz 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak iizerine yaklasik 50 mL metanol eklenmis ve
ultrasonik banyoda 15 dk bekletilmistir. Daha sonra hacim metanol ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Bu ¢cozeltiden bir miktar santrifiij tiipiine aktarilarak 5000 rpm’de 10
dk santrifiij edilmistir. Uygun hacimdeki berrak santrifiigat viale aktarilmis, iizerine
20 pL stok i¢ standart cozeltisinden eklenerek hareketli faz ile 1000 pL’ye
tamamlanmistir. Kalibrasyon egrileri, derisime karsi pik alan oranlar (pik alani

Leflunomid/pik alan1 Kafein) grafige gecirilerek olusturulmustur.

Gelistirilen MEKC yontemi ile karsilastirma yonteminin (HPLC yOntemi)
(10, 20 ve 100 mg) farmasotik preparatlara uygulanmasi sonucu elde edilen degerler

arasinda fark olup olmadigi istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Ek 2).
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4. BULGULAR

4.1. Saflik Kontrolii

Leflunomid’in erime noktas1 165.8 'C olarak tayin edilmistir. Bu deger

literatiirdeki bilgilerle uyusmaktadir (18).
4.2. Leflunomid’in ve Kafein’in Dalga Boyu Taramasi
Leflunomid’in ve Kafein’in 1000 pg/mL’lik stok c¢ozeltilerinden 10

pg/mL’lik ¢ozeltiler metanolde hazirlanarak 200-400 nm arasinda UV spektrumlari
alinmustir (Sekil 4.1).

D

—
L5,

| \ Leflunomid

—
b |
L5

Boaas las snlassalsa

X

Kafein

—

=]
e |
on

Absorbans (ALl

=
in

[="
o &

il sas ol angal ss ol s s lasas

.zm' - ,m. - .24:'. . .m, - ,m, - .m. - .35.0.13;1%;},:_\5.;1(@

Sekil 4.1. Leflunomid ve Kafein’in UV spektrumlari.
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4.3. Optimum Yontem Parametrelerinin Belirlenmesi

4.3.1. i¢ Standart Secimi

Leflunomid’in MEKC yo6ntemi ile tabletlerden miktar tayini icin oncelikle i¢
standart secimi yapilmistir. Bu amacla Kafein, Parasetamol, Diflusinal ve
Meloksikam denenmis, bunlardan Kafein kisa gé¢ zamani ve diizgiin pik sekli
acisindan uygun ic¢ standart Ozelligi gostermis ve Kafein’in i¢ standart olarak

kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.2.Calisma Elektrolitine Ait Parametreler

Leflunomid’in kapiler elektroforez yontemi ile analizinde ¢alisma tamponuna
ve cihaza ait parametreler denenerek en uygun kosullar arastirilmistir. Bu ¢alismalar
sirasinda, Leflunomid’in ve i¢ standart olarak se¢ilen Kafein’in derigimi sirasi ile 50

pg/mL ve 100 pg/mL olarak alinmistir.

Oncelikle kapiler zon elektroforez (CZE) yontemi ile farkli tampon c¢ozeltiler
(pH: 4.0 sitrat, pH: 7.0 fosfat ve pH: 9.5 borat tampon ¢ozeltileri) kullanilarak asidik,
notral ve bazik pH’ larda analiz denemeleri yapilmistir. Ancak Leflunomid’e ait

herhangi bir pik gézlenmemistir.

Bu nedenle analiz yontemi olarak MEKC yonteminin denenmesine karar

verilmistir.

Cesitli tampon cozeltiler (pH: 4.0 sitrat, pH: 7.0 fosfat ve pH: 9.5 borat
tampon c¢oOzeltileri) denenerek en iyi ayirimin borat tamponunda elde edildigi

goriilmiistiir.

Borat tamponu derisiminin Leflunomid’in analizi iizerindeki etkisi 10-75 mM
araliginda denenmis ve uygun borat tamponu derisimi 25 mM olarak secilmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2.  Calisma tamponu derisiminin elektroforetik hiz {izerine etkisi [Kosullar
: 75 mM SDS igeren pH 9.5 borat tamponu. teyj= 5 S, Pepj= 50 mbar, V
= 25 kV, T = 20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pug/mL,
Kafein derisimi: 100 pg/mL].

Leflunomid analizinde pH’nin etkisi 25 mM borat ¢ozeltisinin pH’s1 7-11
aralifinda (Sekil 4.3) degistirilerek incelenmistir. pH 7, 7.5, 10 ve 11°deki veriler
degerlendirilememistir. Yapilan deney sonuglarina gore en iyi pik sekli pH 9.5 25

mM borat tamponunda gézlenmistir.

-6 7|5 B 8,5 9 8.5 10

2 LEF

iR
[ ]

vgp (em/dk)

iR
Y
.

g -
pH

Sekil 4.3. Calisma tamponu pH’sinin elektroforetik hiz iizerine etkisi [Kosullar : 75
mM SDS igeren 25 mM borat tamponu. teyj= 5 S, Pepj= 50 mbar, V = 25
kV, T=20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein
derisimi: 100 pg/mL].
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Uygun SDS derisiminin belirlenmesinde 25-90 mM araliginda SDS igeren pH
9.5 25 mM borat tamponu ile yapilan deneyler sonucunda optimum SDS derisiminin

70 mM bulunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Calisma tamponuna eklenen SDS derisiminin elektroforetik hiz {izerine
etkisi [Kosullar : pH 9.5 25 mM borat tamponu. teyj= 5 S, Peyj= 50 mbar,
V =25 kV, T = 20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL,
Kafein derigimi: 100 pg/mL].

70 mM SDS iceren 25 mM pH 9.5 borat tamponuna sirasiyla % 5, 10 ve 15
oranlarinda eklenen organik c¢oziiciilerin (asetonitril ve metanol) analiz iizerine
etkileri incelenmistir. Eklenen organik coziiciiler géo¢ zamam ve pik sekli iizerine
olumlu etki yapmadigi gozlenmistir. Bu nedenle ¢alisma tamponuna organik ¢oziicii

eklenmemesine karar verilmistir.
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4.3.3. Cihaza Ait Parametreler

Calismalarda uygulanacak maksimum voltaji belirlemek ic¢in voltaja karsi
akim (Sekil 4.5) ve elektroforetik hiz (Sekil 4.6) grafikleri ¢izilmis ve uygulanacak
voltaj 25 kV olarak secilmistir.
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Sekil 4.5. Calisma tamponuna uygulanan voltaja kars: akim iliskisi.
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Sekil 4.6. Calisma voltajinin elektroforetik hiz iizerine etkisi [Kosullar: 70 mM SDS
iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu. teyj= 5 S, Penj= 50 mbar, T = 20°C,
A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi: 100
pg/mL].
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Kapilerin ¢alisma sicakligi olarak 20°C, 25 °C, 30°C ve 35°C denenerek en
uygun sicaklik olarak 20°C olarak secilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Calisma sicakliginin elektroforetik hiz iizerine etkisi [Kosullar : 70 mM
SDS igeren pH 9.5 25 mM borat tamponu. teyj= 5 S, Peyj= 50 mbar, V = 25
kV, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derigimi: 100
pg/mL].

Enjeksiyon siiresini belirlemek amaciyla, hidrodinamik enjeksiyonla 50 mbar
sabit basin¢ uygulanarak farkli enjeksiyon siireleri denenmis ve en uygun enjeksiyon

stiresinin 5 s olduguna karar verilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Enjeksiyon siiresinin pik yiiksekligi iizerine etkisi [Kosullar: 70 mM SDS
iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu. tepj= 5 S, Pepj= 50 mbar, V=25 kV, T =
20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derigimi: 100
pg/mL].
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Dizi diyot dedektor kullanilarak ayni analiz 205 ve 260 nm dalga boylarinda
gerceklestirilmis kesinlik, dogruluk ve duyarlilik acisindan en uygun dalga boyunun

260 nm oldugu goriilmiistiir.

Calisma tamponu ve cihaz parametreleri icin optimum kosullar; 70 mM SDS
iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu c¢alisma elektroliti, 50 mbar 5 s enjeksiyon
stiresi, 25 kV voltaj uygulamasi, 20 °C calisma sicakligi ve 260 nm (bant genisligi +
10 nm) dalga boyu olarak belirlenmistir. Bu kosullarda Leflunomid’in 7.25 £ 0.01
dk, Kafein’in 3.45 + 0.01 dk ve EOF’yi gosteren metanoliin 2.21 + 0.03 dk gog
zamanina sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9).

Leflunomid
— | Kafein
<
21
=
Goc Zamam (dk)

Sekil 4.9. Optimum kosullarda yapilan analiz sonucu elde edilen elektroferogram

[Leflunomid derisimi: 50 pg/mL, Kafein derisimi: 100 pg/mL].

Standart Leflunomid ve Kafein ¢ozeltilerinin tekrarli analizleri sonucu elde

edilen verilerin degerlendirilmesine ait sonuclar Tablo 4.1°de yer almaktadir.



Tablo 4.1. Leflunomid ve Kafein pikleri ile ilgili bilgiler (n=10).

Leflunomid Kafein
(50 pg/mL) (100 pg/mL)
Go¢ zamam (dk) 7.25 £0.01 3.45£0.01
Pik alam 36.11+£0.20 17.3940.08
Kapasite faktorii (k’) 2.78 0.78
Pik genisligi (dk) 0.09 0.05
Pik yiiksekligi (mAU) 7.83+0.03 6.60+0.03
Pik simetrisi 0.97+0.02 0.98+0.05
Pik saflik indisi 1.00+0.02 1.00+0.01
Secicilik (a) 3.92£0.04
Ayiricalik (R)* 50.81 £1.09
Teorik tabaka sayisi (N) 30783.40+1356.28 23067.50+3228.28

Sonuglar ortalamaztstandart hata seklinde verilmistir. *Ayiricilik Leflunomid ve Kafein pikleri

arasindaki degerdir.

4.4. MEKC Yonteminin Validasyonu

A. Analit Cozeltilerinin Kararhhg:

Leflunomid’in ¢ozelti kararliligi Boliim 3.8’de anlatildigr gibi belirlenmis ve

elde edilen kararlilik sonuglar1 Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Leflunomid’ in MEKC yo6ntemi ile elde edilen kararlilik bulgulari (n=3).

Kisa donem kararhhik Uzun donem kararhhk
(24 saat, 25'C) (2 ay, 4'C)
% Kalan BSS (%) % Kalan BSS (%)
Leflunomid 99.79+0.58 1.01 100.52+0.65 1.12

% Kalan= (Belirtilen siire sonunda ¢ozeltideki Leflunomid pik alani/Baslangictaki ¢ozeltinin
Leflunomid pik alan1) x 100 (Leflunomid derisimi: 50 pg/mL)
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B. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Aralig

Leflunomid derisimine karst PN orani (Leflunomid PN’nun Kafein PN’na

orani) grafige gecirildiginde 5-150 pg/mL araliginda kalibrasyon egrisinin dogrusal

oldugu bulunmustur (Sekil 4.10).

35 7
3 -
25 4
g2 2
g
-]
2 15
1 = 00105 +0.0002
R2=05995
0.5
] 50 100 150 200
Leflunomid derisimi (pg/mL)

Sekil 4.10. Leflunomid’in MEKC yontemi ile analizinde elde edilen kalibrasyon

egrisi.

Elde edilen kalibrasyon dogrusunun 6zellikleri ve ANOV A analiz sonuglari

Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. MEKC yontemine ait kalibrasyon dogrusunun 6zellikleri (n=10).

Kalibrasyon Denklemi

y =0.0195x + 0.0002

Tammlayicilik katsayisi (R”) 0.9995
Korelasyon katsayisi ( r ) 0.9997

Egimin standart hatasi 0.0017
Kesisimin standart hatasi 0.0002
Dogrusallik aralig (pg/mL) 5-150
Gozlenebilme smir1 (LOD) (pg/mL) 2

Alt tayin simir1 (LOQ) (pg/mL) 5

p 0.9902 > 0.05

F Fhesap= 9864.85 > Fypio= 2.53

E3

*

y=ax + b (y PN orani, x : Leflunomid derigimi (ug/L), a Egim, b : Kesigim)
" Kesisimin p degeri, ~ Korelasyon katsayisimn F degeri
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Yontemin dogrusalliginin  kontrolii amaciyla, kalibrasyon egrisinin
olusturuldugu derisimlerdeki standart ¢cozeltilerin analizleri yapilip kalibrasyon egrisi
denklemi ile sonuclar hesaplanip olmasi gereken derisimlere kars1 grafige

gecirilmistir (Sekil 4.11).

Hesaplanan derigim (pg/mL)
[l
2 =2

40 yv=1024x+ 0064
RE=0000%
20
i 1] 10 150 200

Olmas gereken derigim (pg/mL)

Sekil 4.11. Leflunomid’in; MEKC yontemine ait yontem dogrusalligimin kontrol
grafigi (n=6).

C. Duyarhhk

Leflunomid’in MEKC yontemi ile tayininde sinyal/giiriilti: 3 ve
sinyal/giiriiltii: 10 oldugu goézlenebilme sinirt (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ) i¢in
derisim degerleri sirasiyla 2 pg/mL ve 5 pg/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.3).

D. Dogruluk

Leflunomid’in MEKC yontemi ile tayini i¢cin 10, 50 ve 125 pg/mL
derisimlerinde yapilan dogruluk ¢alismasina ait giin i¢i ve giinler arasi degerlendirme

sonuglar1 Tablo 4.4’ de verilmistir.

Dogruluk icin gelistirilen MEKC yontemine ait geri kazanim ¢alismalart da
yapilmigtir. Bunun i¢in 20 mg Leflunomid iceren sentetik tablet ¢ozeltilerinden
Leflunomid miktar tayini gerceklestirilmistir. Elde edilen geri kazanim degerleri

Tablo 4.5’de verilmistir.



51

Tablo 4.4. MEKC yontemine ait giin i¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik

bulgulari (n=6).

Leflunomid Giin ici - Giinler aras1
miktari
Bulunan miktar % Bagil Bulunan miktar % Bagil
(ug/mL) (ug/mL) hata (ug/mL) hata
9.88 1.20 9.84 1.61
10.13 -1.34 9.92 0.82
9.80 2.00 10.13 -1.34
9.86 1.35 9.88 1.20
9.84 1.61 10.13 -1.34
10.00 9.92 0.82 9.88 1.20
x+*SH=9.91+0.05 x +SH=9.96 + 0.05
SS=0.12 SS=0.13
BSS =% 1.19 BSS =% 1.34
50.07 -0.14 49.18 1.65
49.80 0.40 50.07 -0.14
50.14 -0.27 49.79 0.42
49.81 0.37 49.61 0.78
50.10 -0.19 48.56 0.89
50.00 50.06 -0.12 50.14 -0.27
x = SH =50.00 + 0.06 x £ SH =49.56 + 0.24
SS=0.15 SS=0.6
BSS = % 0.29 BSS =% 1.21
125.47 -0.38 125.22 -0.18
124.95 0.04 124.95 0.04
125.03 -0.02 125.03 -0.02
124.73 0.21 125.08 -0.06
125.08 -0.06 124.91 0.07
125.00 12491 0.07 124.73 0.21
X # SH =125.03 £0.10 X + SH = 124.99 + 0.07
SS=0.25 SS=0.17
BSS =% 0.19 BSS =% 0.13

“Giin ici caligmalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayri ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilmustir.
“Giinler arasi ¢aligmalar; ii¢ derisim seviyesinde alt1 ayr1 ¢ozelti kullanilarak 6 ayri giinde yapilmustir.
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Tablo 4.5. MEKC yontemine ait geri kazanim degerleri.

Eklenen Bulunan Geri Kazanim
Leflunomid miktar: Leflunomid miktar: (%)
(mg/tablet) (mg/tablet)
19.68 98.40
19.85 99.85
20 20.03 100.15
19.79 98.95
20.38 101.90
19.97 99.85
x = SH =19.9520.10 | x + SH =99.75+0.50
SS=0.25 SS=1.23
BSS =% 1.23 BSS =% 1.23

E.Kesinlik
Leflunomid’in MEKC yontemi ile tayini i¢cin 10, 50 ve 125 pg/mL
derisimlerinde yapilan kesinlik caligmasina ait giin i¢i ve giinler arasi1 degerlendirme

sonuglar1 Tablo 4.4’ de verilmistir.

Tekrarlanabilirlik enjeksiyon ve sistem tekrarlanabilirligi olmak iizere 2
sekilde incelenmistir. Kapiler elektroforez cihazinin enjeksiyon tekrarlanabilirligi
icin 50 pg/mL Leflunomid ve 100 pg/mL Kafein iceren aym ¢ozeltiden ayni giin
icinde 10 tekrarli analiz yapilmis, go¢ zamani, pik alami ve pik yliksekligi

degerlendirilmistir (Tablo 4.6).



Tablo 4.6. MEKC yontemine ait enjeksiyon tekrarlanabilirligi verileri.

Leflunomid* Kafein**
Go¢ zamani Pik alan1 Go¢ zamani Pik alani
(dk) (dk)
1 7.26 35.70 3.46 17.15
2 7.30 35.10 3.46 17.20
3 7.27 35.10 3.40 17.25
4 7.21 35.50 3.48 17.40
5 7.23 35.01 3.42 17.00
6 7.27 35.80 3.49 17.30
7 7.20 36.40 3.40 17.20
8 7.21 35.60 3.47 17.40
9 7.23 36.00 3.45 17.20
10 7.23 35.50 3.49 17.10
x+SH | 725+0.01 | 3557+0.14 3.45£0.01 17.22+ 0.04
SS 0.08 0.44 0.03 0.13
BSS % 0.45 % 1.23 % 0.99 % 0.73

*Leflunomid derigimi: 50 pg/mL, **Kafein derigimi: 100 pg/mL
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Sistem tekrarlanabilirligi caligmalar1 sirasinda, optimum kosullarda 50 pg/mL

Leflunomid ve 100 ug/mL Kafein iceren 10 ayri numune ¢ozeltisi analiz edilmis ve

gb¢ zamani, pik alan1 ve pik yiiksekligi degerlendirilmistir (Tablo 4.7).



Tablo 4.7. MEKC y6ntemine ait sistem tekrarlanabilirligi verileri.

Leflunomid* Kafein**
Go¢ zamant Pik alani Go¢ zamani Pik alan1
(dk) (dk)

1 7.29 36.50 3.42 17.50

2 7.26 36.80 3.45 17.60

3 7.22 36.60 3.49 17.40

4 7.24 35.80 3.40 17.50

5 7.24 36.70 3.41 17.60

6 7.28 36.70 3.49 17.60

7 7.27 35.90 3.49 17.50

8 7.26 35.80 3.40 17.30

9 7.24 35.10 3.49 16.90
10 7.21 35.15 3.48 17.00

x*SH | 7.25+0.01 36.11 £0.20 3.45+0.01 17.39 £0.08

SS 0.03 0.65 0.04 0.25

BSS % % 0.36 % 1.79 % 1.16 % 1.45

*Leflunomid derisimi: 50 ug/mL, **Kafein derisimi: 100 pg/mL

F. Ozgiinliik
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Gelistirilen MEKC yonteminin 06zgiinliigliniin belirlenmesi icin standart

cozeltiler ile plasebo, sentetik tablet ve tablet c¢ozeltilerinin elektroferogramlari

karsilastirllmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MEKC yontemi ile standart, plasebo, sentetik tablet ve tablet

cozeltilerinden elde edilen elektroferogramlar [Kosullar : 70 mM SDS

iceren pH 9.5 25 mM Borat tamponu. tepj= 5 S, Pepj= 50 mbar, V = 25
kV, T = 20°C, A= 260 nm] Leflunomid derisimi: 50 uL/mL, Kafein
derigimi: 100 uL/mL.
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G. Saglamhk

Gelistirilen MEKC yonteminin saglamlik ¢alismalar1 icin caligsma tamponuna
ait parametreler (pH, borat tamponu ve SDS derisimi) ve cihaza ait parametrelerde
(voltaj, sicaklik ve dalga boyu) her seferinde tek bir parametrede kiigiik degisiklikler
yapilarak (arti ve eksi yonde) bu degisikliklerin analiz sonuglarina etkisi
incelenmistir. Her bir degisiklikle yapilan analiz sonuglari optimum kosullarda
bulunan analiz sonuclarn ile karsilastirllmistir. Elde edilen degerler t testi (Ek 2) ile

istatistiksel olarak karsilastirilmis ve sonuglar Tablo 4.8’de verilmistir

Tablo 4.8. MEKC yontemine ait saglamlik bulgular1 (n=3).

Leflunomid miktar:
(ng/mL)**

Optimum kosullar* 50.04+0.04 0.15 -
Tampon pH 9.4 50.59+0.32 1.10 1.13
Tampon pH 9.6 50.33+0.26 0.90 0.72
Borat tamponu derisimi 24 mM 50.00+0.32 1.11 0.08
Borat tamponu derisimi 26 mM 50.07+0.47 1.63 0.04
SDS derisimi 69 mM 50.20+0.34 1.17 0.03
SDS derisimi 71 mM 49.93+0.36 1.26 0.19
Voltaj 24 kV 50.20+0.23 0.78 0.45
Voltaj 26 kV 50.33+0.46 1.57 0.42
Kapiler sicakhg 19°C 50.26+0.17 0.60 0.83
Kapiler sicakhg 21°C 50.00+0.11 0.39 0.22
Dalga boyu 259 nm 49.7440.17 0.60 1.13
Dalga boyu 261 nm 49.67+0.24 0.82 1.02
Istatistiksel karsilastirma: Her bir sonug, optimum sartlarda bulunan sonuglarla
karsilastirilmistir. tgpo=2.78 (p >0.05) Sonu¢lar arasinda fark yoktur.

*Kosullar : 70 mM SDS igeren pH 9.5 25 mM borat tamponu. te,j= 5 s, Pey= 50 mbar, V. =25kV, T =
20°C, A= 260 nm, Leflunomid derisimi: 50 uL./mL, Kafein derisimi: 100 uL/mL.

**Sonuclar ortalama+standart hata olarak verilmistir.

###[statistiksel karsilastirma t testi ile yapilmstir (Hesaplamalar igin Ek 1 ve Ek 2’ye bakimz.). (thesap:
Hesapla bulunan t degeri).
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H. Tutarhhk
Tutarlilik caligmalarinda dogrusallik araligina giren bir derisim diizeyinde (50
pg/mL  Leflunomid) farkli iki analizci tarafindan yapilan analiz sonuglar

karsilastirilmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. MEKC y6ntemine ait tutarlilik bulgulari.

1. Analizci 2. Analizci
Bulunan Leflunomid miktari Bulunan Leflunomid miktari
(ug/mL) (ug/mL)
49.58 50.03
50.32 50.00
49.25 49.42
50.50 50.86
50.53 50.08
50.13 50.18
X +SH = 50.050.23 x +SH = 50.10+0.21
SS=0.52 SS =0.46
BSS =% 1.05 BSS =% 0.92

Iki analizcinin bulgulari icin Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi uygulanmustir.
Tu=8.5>Tr=2, p < 0.05
Sonuglar arasinda istatistiksel fark yoktur.
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4.5. Farmasotik Preparatlarin Analiz Bulgular:

Farmasotik preparatlardan Leflunomid’ in analizi gelistirilen MEKC yontemi

ile yapilmis (Tablo 4.10) ve sonuclar USP 32’de bulunan ters faz/HPLC (18) ile
karsilastirilmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.10. MEKC yontemi ile elde edilen farmasotik preparat analiz

sonugclari.

Bulunan Leflunomid miktari (mg/tablet)

Arava® 10 mg Arava® 20 mg Arava® 100 mg
film tablet film tablet film tablet
9.91 20.35 99.87
9.90 20.48 101.61
9.87 20.64 100.16
10.15 20.09 99.73
9.71 19.85 102.05
10.07 20.29 100.58
x+SH = 9.9440.06 x+SH = 20.28+0.11 x+SH = 100.67+0.39
SS=0.16 SS=0.28 SS =0.96
BSS =% 1.59 BSS =% 1.38 BSS =% 0.95

Tablo 4.11. Farmasotik preparat analiz sonuglarinin karsilagtirilmasi (n=6).

Preparat | Bulunan Leflunomid miktar: (mg/tablet) Istatistiksel
Farmasotik | iceriginde karsilastirma
preparat belirtilen | Geligtirilen MEKC Karsilagtirma (Wilcoxon
ad1 Leflunomid yontemi yontemi (18) eslestirilmis iki
miktari ornek testi)
(mg/tablet)
® — — — —
1§$V"}ilm x+SH = 9.94+0.06 | x+SH = 10.09+0.07 (Thej%‘é;)T tablo=0
b 10 SS=0.16 $S=0.17 p=t
BSS =% 1.59 BSS =% 1.69
® — — — pa—
2(‘)*fiva;ﬂm XESH=20.28+0.11 | x2SH = 19.9720.13 (Thej%‘é ‘55)>Ttab1°‘0
tab%et 20 SS =0.28 SS =0.22 p=u
BSS =% 1.38 BSS=% 1.12
® — — — —
. Ogrrivaﬁlm x+SH=100.67+0.39 | x+SH=100.0620.13 (Thej%‘g;)T tablo=0
o 100 SS =0.96 SS =0.31 p=t
BSS =% 0.95 BSS = % 0.31
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4.6. Standart Ekleme Yontemi

Gelistirilen MEKC yontemi ile farmasotik preparat analizi, standart ekleme
yontemi ile de yapilmistir. PN oranlar eklenen standart Leflunomid derisimine karsi
grafige gecirildiginde elde edilen dogru denklemi y = (0.0196+0.0003)x +
(1.0133+0.001), r=0.9999 (n=3) seklinde bulunmustur. Standart ekleme yontemi ile
elde edilen dogru denkleminin egimi kalibrasyon dogrusunun egimine cok yakin
bulundugundan yardimci maddelerin analizi etkilemedigi goriilmiis ve farmasotik

preparat analizleri kalibrasyon yontemi ile gerceklestirilmistir.
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5. TARTISMA

Leflunomid iceren farmasotik preparatlar romatoid artrit tedavisinde hastaligi
modifiye edici ve bagisiklik sistemini giiclendirici olarak kullanilmaktadir. Kaynak
arastirmas1 sirasinda Leflunomid'in farmasotik preparattan analizine yonelik
herhangi bir kapiler elektroforez yonteminin uygulamasina rastlanmamistir. Bu
nedenle kaynaklara katki saglayacagi diisiiniilerek Leflunomid’in farmasotik
preparattan analizi icin kapiler elektroforez yontemi gelistirilmesi ve bu yontemin
validasyon calismalar1 yapilarak farmasotik preparatlara uygulanmasit tez

calismasinin konusu olarak belirlenmistir.

5.1. Analiz Yonteminin Secimi

Kalite kontrol laboratuvarlarinda miktar tayini amaciyla genelde
kromatografik yontemler uygulanmaktadir. Ancak kapiler elektroforez, diger analitik
yontemlere gore yontem gelistirme siiresi daha kisa, diisiik maliyetli, ayirim etkinligi
ve seciciligi daha yiiksek, hizli, dogru ve kolay uygulanabilen bir analiz yontemi
olmas1 sebebiyle rutin analizlerde giin gectikce kullanimi artan bir analitik yontem

haline gelmistir (58-60).

Yontem se¢imi sirasinda, Leflunomid’in analizi icin ilk énce CZE yontemi
denenmistir. Leflunomid standart (50 pg/mL derisimde) ¢ozeltisinin farkli tampon
cozeltileri (pH: 4.0 sitrat, pH: 7.0 fosfat ve pH: 9.5 borat tampon c¢ozeltileri)
kullanilarak asidik, notral ve bazik pH’larda analizi yapilmistir. Ancak CZE yontemi
ile yapilan 6n denemelerde Leflunomid EOF ile birlikte go¢ etmis ve herhangi bir pik

gozlenememistir.

CZE yontemi ile noétral molekiillerin analizi miimkiin degildir; c¢iinkii
uygulanan elektrik alanin notral molekiiller tizerinde etkisi yoktur ve tiim nétral
molekiiller EOF ile aym1 hizda go¢ ederek birbirinden ayrilmadan eliie olurlar (Sekil
2.8). Molekiil yiiklii bile olsa, yiik/cap orani birbirine yakin olan bagka madde
molekiilleri ile benzer elektroforetik hareketlilige sahip olabilir ve bu maddelerin

ayrimi CZE yoOntemi ile istenen ayiricilikta gergeklestirilemeyebilir. Leflunomid’in
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pKa’st 10.8 oldugundan pH=9.5’de calisildiginda Leflunomid’in % 4.7’si
iyonlagsmaktadir. Leflunomid molekiiliiniin iyonlagsma derecesi, CZE yonteminde
EOF’den ayrilmasina yetecek diizeyde degildir. Bu nedenle ayirimda polaritenin de
etkili oldugu MEKC yontemi, daha basarili sonuglar verecegi diisiiniilerek secilmistir

(55.61).

5.2. Yontem Gelistirme

Tez calismasinda kullanilan Leflunomid’in safliginin belirlenmesi amaciyla
erime noktasi tayini yapilmis ve Olciilen deger (165.8'C) kaynakta (18) belirtilen
degerle (164-168'C) uyumlu oldugundan maddenin yeterli saflikta olduguna karar
verilmistir. Ayrica Leflunomid’in UV spektrumu alindiginda maksimum absorbans
degerinin elde edildigi dalga boyunun kaynaklarda (18) belirtilen Leflunomid’e ait
dalga boyu (260 nm) ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

MEKC’de yontem gelistirme sirasinda calisma elektrolitinin bilesimi,
derisimi ve pH’s1, uygulanan voltaj, enjeksiyon tiirii ve siiresi, kapiler sicaklig1 gibi

parametreler optimize edilmistir.

Calisma elektrolitinin optimizasyonunda, tampon icerigi, derisimi ve pH’s1

sistematik olarak degistirilerek en uygun kosullar saptanmaistir.

Calisma elektrolitinin pH’s1 kapilerin icerisindeki silanol gruplarinin
iyonizasyon oranini etkiler. Calisma elektrolitinin pH’sinda meydana gelecek
degisiklikler EOF’nin degismesine, bu da dogru ve tekrarlanabilir sonuclar
alinamamasina neden olabilir. Analiz siiresince ¢ozelti pH’sinin tampon c¢ozeltiler
yardimu ile sabit tutulmasi, EOF’nin ve analitlerin iyonizasyon oraninin degismesini
onler (49). Bu amacgla pH: 4.0 sitrat, pH: 7.0 fosfat ve pH: 9.5 borat tampon
cozeltileri denenmistir. Leflunomid’e ait pik yalnizca pH: 9.5 borat tamponu ile

calisildiginda gozlenmistir.

pH 9.5 borat tamponu farkli derisimlerinde (10-75 mM araliginda)

denenmistir. Borat tamponu derisimi arttikca analiz  siiresinin  uzadigl
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gozlemlenmistir (Sekil 4.2). Derisim ¢ok diisiik oldugunda ise pik seklinde bazi
bozulmalar meydana gelmistir. Bu nedenle en iyi pik seklinin ve kisa analiz siiresinin

gozlendigi 25 mM, borat tamponu derigsimi olarak belirlenmistir.

Borat tamponu ile pH 7.0-11.0 araliginda yapilan deneyler sonucunda en iyi
pik sekli ve en kisa analiz siiresi pH 9.5’da elde edilmistir (Sekil 4.3). pH 7.0-7.5°da
ve pH 10.0-11.0’de de calisilmis ancak zemin ¢izgisinde ve pik sekillerinde meydana

gelen bozulmalar nedeniyle degerlendirilememistir.

MEKC yonteminde, maddelerin ayirimi kullanilan yiizey aktif maddenin
olusturdugu miseller aracilifiyla gerceklestigi icin, ylizey aktif madde derisimi
onemlidir. Analizde yiizey aktif madde olarak SDS kullanilmistir. Eklenen yiizey
aktif madde derisimi kendine ©6zgii CMC’nin altinda olursa misel olusmaz,
dolayisiyla ayirim saglanamaz. Ayrica yiizey aktif madde derisiminin yiiksek oldugu
durumlarda ise analiz siiresi gereginden fazla uzayabilir. Bu nedenle analiz icin
optimum SDS derisiminin se¢ilmesi gerekmektedir (55). Optimizasyon deneyleri
sirasinda degisik SDS derisimleri (10-90 mM araliginda) denenmistir (Sekil 4.4).
Diisiik SDS derisimlerinde gergeklestirilen analizlerde olusan misellerin
apolaritesinin Leflunomid molekiilii ile etkilesebilecek diizeyde olmadigi ve bu
nedenle Leflunomid’in olusan misellerle yeteri kadar etkilesemedigi igin
Leflunomid’e ait bir pik gozlenememistir. Ancak SDS derisimi artirildiginda
Leflunomid molekiiliiniin misellerle etkilesmis ve birlikte hareket ederek kapileri
terk etmistir. 70 mM’1n altindaki derisimlerde Leflunomid piki gozlenemezken ve 75
mM’dan sonra ise analiz siiresinin degismedigi goriilmiistiir. Sonug olarak optimum
SDS derisimi, simetrik piklerin ve en kisa analiz siiresinin elde edildigi 70 mM

olarak belirlenmistir.

Calisma elektrolitine organik ¢oziicii eklenmesi ile pik simetrisi ve ayiricilik
tyilestirilebilmektedir (62). Optimizasyon sirasinda ¢alisma elektrolitine sirastyla %
5, 10 ve 15 oranlarinda metanol veya asetonitril ¢oziiciileri eklenmis ve yapilan bu
eklemelerin yontemin analiz siiresi, ayiricilik ve etkinligine herhangi bir etkisi

olmadig1 gozlenmistir. Bu nedenle organik ¢oziicii eklenmemesine karar verilmistir.
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Sonug olarak, 70 mM SDS iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu c¢alisma

elektroliti olarak secilmistir.

Cihaza ait parametrelerin (kapiler kaset sicakligi, voltaj, enjeksiyon siiresi,
dalga boyu) sistematik olarak degistirilmesi ile ayiricilik ve secicilik agisindan

optimum kosullar belirlenmistir.

Calismalarda uygulanabilecek maksimum voltaji belirlemek i¢in 5-30 kV
arasinda degisen voltaja karst1 akim grafigi cizilmis ve ani bir artis ya da
dogrusalliktan sapma olmadigindan ohm yasasinin korundugu goézlenmistir (Sekil
4.5). Bu da genis bir potansiyel araliginda calisilabilecegini gostermektedir. Analiz
sirasinda uygulanan voltajin artirllmas: zeta potansiyelini ve elektroforetik
hareketliligi etkileyerek analiz siiresinin kisalmasini saglar. Ancak voltajin artmasi
belli bir degerden sonra kapilerin gereginden fazla i1sinmasina ve pik sekillerinde bazi
bozulmalara neden olabilmektedir (56). Calismamizda analiz siiresinin 15 kV’ta
uzun, 25 ile 30 kV’ta kisa oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6). Bu yiizden kisa analiz
siiresi elde etmek ve joule 1sinmasin1 onlemek amaciyla 25 kV ¢alisma voltaj1 olarak

secilmistir.

Kapilerin analiz sirasindaki sicakligi calisma elektrolitinin viskozitesini
degistirdigi icin EOF ve elektroforetik hareketlilik iizerinde etkilidir. Calisma
sicakligindaki degisiklik analiz sonuglarinin tekrarlanabilirligini de etkiler (63). Bu
nedenle kapiler sicakliginin sabit tutulmasi gerekir. Calisma sicakliginin
belirlenebilmesi i¢in 20, 25, 30 ve 35°C’de calisilmistir. Sicaklifin artmasi ile goc
zamaninin azaldig goriilmiistiir (Sekil 4.7). Ancak elde edilen elektroferogramlar
incelendiginde en diizgiin pik sekillerinin 20°C’de elde edildigi goriilmiis ve

optimum caligsma sicakligi 20°C olarak belirlenmistir.

Gelistirilen MEKC yonteminde elektrokinetik enjeksiyona gore daha kesin ve
tutarlt (50) oldugu i¢in hidrodinamik enjeksiyon tercih edilmistir. Enjeksiyon
sirasinda 50 mbar basing uygulanmistir. Enjeksiyon siiresinin uzun olmasi kapiler
icerisine verilen numune miktarinin fazla olmasm dolayisiyla pik yiiksekligi

degerinin daha biiylik olmasini saglar. Ancak enjeksiyon siiresinin uzamasi ile
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piklerde yayvanlasma meydana gelebilir. Bu nedenle enjeksiyon siiresi optimize
edilmistir. Optimizasyon c¢aligsmalart sirasinda 3, 4, 5 ve 6 s siirelerinde basing
uygulanmustir. Pik yiiksekligi 3, 4 ve 5 s enjeksiyon siirelerinde giderek artmis 6 s’de
ise bir miktar azalmistir (Sekil 4.8). En fazla pik yiiksekligi degeri, enjeksiyon siiresi
5 s olarak uygulandiginda gézlemlenmistir. Bu nedenle optimum enjeksiyon siiresi 5

s olarak secilmistir.

Leflunomid’in  dizi diyot dedektor kullanilarak analizi i¢in hem
Leflunomid’in hem de i¢ standart olarak kullanilan Kafein’in maksimum absorbans
verdigi bir dalga boyunda calisilmas1 gerekmektedir. Maddelerin UV spektrumlari
incelenmis ve 205 ve 260 nm’de ¢alismalar yapilmistir. Dedektor dalga boyu olarak
maksimum absorbans degerinin saglandigt 260 nm (bant genisligi£10 nm)
secilmistir. Bu deger kaynaklarda yer alan spektroskopik dedeksiyon caligsmalar ile

de uyumludur (4,38).

Optimizasyon siireci sonunda ¢alisma elektroliti ve cihaz parametreleri i¢in
en uygun sartlar; 70 mM SDS iceren pH 9.5 25 mM borat tamponu, 50 mbar basing¢la
5 s enjeksiyon siiresi, 25 kV uygulama voltaji, 20 °C kapiler sicakligi ve 260 nm UV
dedektor dalga boyu olarak belirlenmistir. Bu kosullarda gé¢ zamanlart Leflunomid

icin 7.25 £ 0.01 dk ve Kafein i¢in 3.45 + 0.01 dk olarak bulunmustur.

MEKC yo6nteminde madde miktarinin hesaplanmasi sirasinda pik ytiksekligi,
pik alami, PN (pik alaninin go¢ zamanina orani), pik alan oram1 (maddenin pik
alaninin i¢ standardin pik alamina orani) ve PN oranlar1 (maddenin PN’sinin ig
standardin PN’sine orani) degerlerinden herhangi birisi kullanilabilir. Derisimin
yikselmesi piklerin genislemesi veya bozulmas1 ile pik yiiksekliklerinde
degisikliklere neden olabileceginden MEKC’de miktar tayinlerinde daha genis bir
dogrusal aralik sagladigindan genellikle pik alanlar1 degerlendirilir. Ancak, gog
zamanlarindaki olasi sapmalar hesaba katilarak kesinligin arttirilmasi icin PN ve PN
orani kullamilir. Calismalarimizda pik alani, pik alan orani, PN ve PN oram
kullanilarak hesaplamalar yapilmis ve dogrusal iliskinin en diizgiin oldugu PN orani

degerlendirmelerde kullanilmistir
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Calisma elektroliti ve cihaz parametrelerinin optimum kosullar1 uygulanarak
yapilan deneyler sonucunda, Leflunomid ve Kafein’in pik simetrilerinin 1’e yakin
olmasi, kapasite faktorlerinin 1’den biiyiik olmasi, teorik tabaka sayisinin 2000’den
yiiksek olmasi ve ayiriciligin 1.5’dan biiylik olmasi gelistirilen MEKC sisteminin

uygunlugunu gostermistir (Tablo 4.1) (64).

5.3. Gelistirilen MEKC Yonteminin Validasyonu

Optimize edilen MEKC yontemi tiim validasyon parametreleri
degerlendirilerek (57,65) valide edilmis ve sonuglar istatistiksel olarak

karsilastirilmistir (66).

Gelistirilen MEKC yonteminin validasyonu icin kararlilik, dogrusallik,
duyarlhilik (gozlenebilme simiri, alt tayin siiri), dogruluk, kesinlik, 0zgiinliik,

saglamlik ve tutarlilik calismalar1 yapilmistir.

Kararhhk

Tekrarlanabilir ve giivenilir analiz sonuglar1 elde etmek icin, validasyon

caligmalarina baglamadan 6nce Leflunomid’in kararlilik calismalar yapilmistir.

Leflunomid’in 1000 pg/mL derisimdeki stok c¢ozeltilerinin kisa donem
kararliligim test etmek icin, stok ¢ozelti oda sicakliginda 24 saat bekletilmis, bu siire
sonunda son derisim 50 pg/mL olacak sekilde su ile seyreltilmis ve gelistirilen

MEKC yontemi ile analiz edilmis ve pik alanlar1 karsilastirilmastir.

Uzun donem kararlilik ¢aligmalar i¢in ise standart stok ¢ozelti 2 ay siiresince
buzdolabinda bekletilmis, bu siirenin basinda ve sonunda su ile 50 pg/mL son
derisime seyreltilip analiz edilmis ve pik alanlar1 karsilastirilmistir. Kisa dénem ve
uzun donem kararlilik calismalari sonucunda sirasiyla % 0.21 ve % 0.52’lik bir
degisim goriilmiistiir. Bu da kabul edilebilir kararlilik kriteri olan % 2’lik (57) bir
degisimden kiiciiktiir. Ayrica Leflunomid pikinden bagka bir pike rastlanmamustir.
Buna gore Leflunomid stok ¢ozeltisinin oda sicakliginda en az 24 saat, buzdolabinda

(+4'C’de) saklandiginda ise en az 2 ay kararli oldugunu bulunmustur (Tablo 4.2).
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Dogrusallik

Leflunomid derisiminin Leflunomid’in PN’nun Kafein’in PN’na oranina karsi
grafige gecirilmesi sonucu elde edilen kalibrasyon egrisinin 5—-150 pwg/mL araliginda
dogrusal oldugu (Sekil 4.10); grafik yontemi ve istatistiksel olarak belirlenmistir.
Grafik yoOnteminde standart cozeltilerin olmast gereken derisimlerine karsi
kalibrasyon denkleminden bulunan derisimleri grafige gecirilmis (Sekil 4.11) ve bir
dogru elde edilmesi ile dogrusallik test edilmistir. Elde edilen dogrunun egiminin 1’e

yakin (1.024) olmasi yontemin dogrulugunu gostermistir.

Tanimlayicilik katsayisimin (R?) 0.9995 olarak 1.0000’¢ yakin bulunmast
cizilen kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugunu gostermektedir. ANOVA analizi
yapilarak elde edilen kalibrasyon egrilerindeki egim degerlerinin sifirdan farkli
(p<0.05), kesisim degerlerinin sifira esit (0nemsiz) (p>0.05) ve Kkorelasyon
katsayilarinin tesadiifen bulunmus degerler olmadig istatistiksel olarak saptanmistir

(FH>FT) (Tablo 4, 3)

Tiim bu sonuglar gelistirilen yontemin 5-150 pg/mL araliinda dogrusal

oldugunu kanitlamaktadir (57)

Duyarhhk

Gozlenebilme sinir1 (LOD) sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu derisim olarak 2
pg/mL’dir. Alt tayin sinirt (LOQ) ise, sinyal/giiriiltii orant 10 oldugunda saptanabilen
en kiiclik derisim olan 5 pg/mL olarak bulunmustur. Bulgular gelistirilen yontemin

farmasotik preparattan analiz icin yeterli duyarlilikta oldugunu gostermektedir (67).

Dogruluk
Yontemin giin i¢i ve giinler arast dogruluk calismalari Leflunomid’in 10.0,
50.0 ve 125.0 pg/mL olmak iizere 3 farkli derisimindeki bagimsiz numunelerinin

tekrarli (n=6) analizleriyle yapilmistir.

Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arasi analizlerinin sonucunda
hesaplanan % bagil hata degerleri sirasiyla 0.02-2.00 ve 0.02-1.65 arasinda

bulunmustur (Tablo 4.4). Analitik sonuglar incelendiginde gelistirilen yontemde giin
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ici ve giinler arasi icin % bagil hata degerlerinin sirasityla % 2.00’den ve % 1.65’ten

az olmasi ise yontemlerin dogrulugunu gostermektedir (67).

Geri kazanim sentetik tablet cozeltisine eklenen standart maddenin analiz
sonucunda ne kadarinin bulundugunu belirlemek amaciyla kullanilir (57). Geri
kazanim caligmalar1 icin 20 mg Leflunomid eklenerek hazirlanan alt1 farkli ¢cozelti
analiz edilmis ve geri kazanmim degeri Leflunomid icin % 99.75+0.50 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.5). Bu degerin kabul edilebilir sinirlar (% 98-102) i¢inde

olmas1 da yontem dogrulugunun bir diger kanitidir.

Kesinlik
Bir yontemde analiz sonuglarinin tekrarlanabilir olmasi gelistirilen yontemin
kesinligini gostermektedir. Kesinlik, giin i¢ci ve giinler arasi kesinlik, sistem

tekrarlanabilirligi ve enjeksiyon tekrarlanabilirligi seklinde incelenmistir (57).

Giin ici ve giinler arasi kesinlik ¢calismalart Leflunomid’in 10.0, 50.0 ve 125.0
ug/mL olmak {izere 3 farkli derisimindeki bagimsiz numunelerinin tekrarli (n=6)

analizleriyle yapilmistir.

Gelistirilen yOntemin giin i¢ci ve gilinler arasi analizlerinin sonucunda
hesaplanan BSS degerleri sirasiyla 0.19-1.19 ve 0.13-1.34 arasinda bulunmustur
(Tablo 4.4). Kesinlik caligmalar1 sonucunda BSS degerlerinin sirasiyla % 1.19°dan

ve % 1.34’ten az olmasi ise yontemlerin kesinligini gostermektedir (67).

Kullanilan kapiler elektroforez cihazinin enjeksiyon tekrarlanabilirliginin
belirlenmesi amaciyla, ayn1 derisimdeki standart ¢ozelti 10 kez analiz edilmis ve
sinyaller incelenmistir. Elde edilen elektroferogramlarda Leflunomid ve Kafein
pikleri icin go¢ zamanlarinin BSS degerleri sirasiyla % 0.45 ve % 0.99, pik
alanlarinin BSS degerleri de sirasiyla % 1.23 ve % 0.73 olarak bulunmustur. Bu

degerler, cihazin tekrarlanabilir sonuglar verdigini gostermektedir (Tablo 4.6).

Gelistirilen MEKC yo6nteminin sistem tekrarlanabilirliginin belirlenmesi i¢in,

Leflunomid ve Kafein iceren 10 ayr1 ¢ozelti analiz edilmis ve sinyaller incelenmistir.
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Elde edilen elektroferogramlarda Leflunomid ve Kafein pikleri i¢in gé¢ zamanlarinin
BSS degerleri sirasiyla % 0.36 ve % 1.16, pik alanlarinin BSS degerleri de sirasiyla
% 1.79 ve % 1.45 olarak bulunmustur. Bu sonuclar dogrultusunda sistemin

tekrarlanabilir oldugu bulunmustur (Tablo 4.7).

Ozgiinliik

Ozgiinlikk, yontemin Leflunomid’i  diger ~maddelerin  varligindan
etkilenmeden tayin edebilme yetenegidir (68). MEKC yontemi ile standart, plasebo,
sentetik tablet, tablet cozeltileri analiz edilmis ve elde edilen elektroferogramlardan
Leflunomid’in tabletlerde bulunan yardimci maddelerle herhangi bir etkilesimde

olmadig goriilmektedir (Sekil 4.12).

Gelistirilen yontemin 6zgiinliigii icin ayrica farmasotik preparatlardan miktar
tayini i¢in uygulanan kalibrasyon egrisi yontemi ve standart ekleme yontemi ile elde
edilen dogrularin egimleri karsilastirllmistir. Kalibrasyon dogrusunun egimi 0.0195,
standart eklemede olusan dogrunun egimi 0.0196’dir. Egimlerin birbirine ¢cok yakin
olmas1 farmasotik preparatlarda bulunan yardimci maddelerin segilen analiz

kosullarinda girisim yapmadigini1 dogrulamaktadir.

Ayrica dizi diyot dedektorle elde edilen pik saflik indisi degerlerinin 1’e
yakin olmasi da yoOntemin Ozgiinliigiinin bir diger gostergesidir. Cihaz
bilgisayarindaki yazilim, pikin baslangicinda, ortasinda ve sonundaki UV absorbans
spektrumlarin1 inceleyerek otomatik olarak pik saflik indisini hesaplamaktadir.
MEKC yontemi ile standart Leflunomid ve Kafein c¢ozeltilerinin analizi sonucunda
elde edilen piklere ait pik saflik indisleri sirasiyla 1.00 £ 0.02 ve 1.00 + 0.01 olarak
bulunmustur. Bu degerler piklerin saf oldugunu gostermekte ve yoOntemin

Ozgiinliigiinii desteklemektedir (Tablo 4.1).

Saglamhik

Gelistirilen MEKC yonteminin saglamlik calismalarinda, optimum yontem
parametrelerinde yapilan kiigiik degisiklikler (caligma tamponu pH’1 9.5 yerine 9.4
ve 9.6; borat tamponu derisimi 25 mM yerine 24 ve 26 mM; eklenen SDS derisimi
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70 mM yerine 69 ve 71 mM; uygulanan voltaj 25 kV yerine 24 ve 26 kV; dedektor
dalga boyu 260 nm yerine 259 ve 261 nm ve kapiler sicakligi 20°C yerine 19 ve
21°C) yapilarak Leflunomid analiz bulgularinin degisip degismedigi arastirilmigstir
(Tablo 4.8).

Degistirilen kosullarda yapilan analizlere iliskin sonuclar, optimum
kosullarda elde edilen sonuclar ile istatistiksel olarak karsilastirllmistir. Analiz
sonuclart arasinda anlamli bir fark olmamas: (p>0.05) yOntemin degistirilen

kosullarda saglam oldugunu gostermistir.

Tutarhhk

Gelistirilen MEKC yontemin tutarliliginin belirlenmesi i¢in, Leflunomid i¢in
dogrusallik araligina giren derisim seviyesinde (50 pg/mL) farkli iki analizci
tarafindan yapilan analiz sonuglar istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Tablo 4.9).
Uygulanan Wilcoxon eslestirilmis iki Ornek testi (Ek 2) sonucunda iki farkli
analizcinin deney sonuclar arasindaki fark istatistiksel agidan anlamsiz bulunmus
(p>0.05) ve yontemin farkli analizcilerin uygulamalari icin tutarli oldugu

belirlenmistir.

5.4. CZE Yonteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen MEKC yontemi; ii¢ ayr1 dozajda (10, 20 ve 100
mg) ve tablet formunda bulunan Arava® farmasétik preparatlarindaki Leflunomid’in
analizine uygulanmistir (Tablo 4.10). 10, 20 ve 100 mg’lik tabletlerdeki Leflunomid
miktar i¢cin BSS degerleri sirasiyla % 1.59, % 1.38 ve % 0.95 olarak hesaplanmistir.

Elde edilen veriler, ayn1 numunelerin USP 32°de yer alan ters faz HPLC (18)
yontemi ile yapilan analiz sonuclar1 ile istatistiksel olarak karsilastirilmigtir.
Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi (Ek 2) uygulanarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede iki yontem ile elde edilen bulgular arasinda fark olmadig

saptanmustir (Thesap™> Trablo, p < 0.05) (Tablo 4.11).
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6. SONUC

Tez calismamizda farmasotik preparatlardan Leflunomid’in analizi i¢in bir
elektroforetik yontem olan MEKC yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen MEKC
yonteminde en uygun calisma elektroliti 70 mM SDS iceren pH 9.5 25 mM borat
tamponu; optimum cihaz parametreleri ise 50 mbar basingla 5 s hidrodinamik
enjeksiyon, 25 kV voltaj uygulamasi, 20°C kapiler kaset sicakligt ve 260 nm
dedektor dalga boyu olarak belirlenmis ve bu kosullarda Leflunomid’in gé¢ zamani

7.25 dk olarak bulunmustur.

Gelistirilen MEKC yonteminin validasyonu icin kararlilik, dogrusallik,
duyarhilik (gozlenebilme simiri, alt tayin siniri), kesinlik, dogruluk, ozgiinliik,
saglamlik ve tutarlilik parametreleri degerlendirilmis ve tiim parametrelerin kabul

kriterlerini sagladig1 saptanmistir.

Valide edilen yontem Tiirkiye piyasasinda satilmakta olan, ii¢ farkli dozajda
Leflunomid igeren tablet seklindeki farmasotik preparatlara uygulanmis, tabletler
USP 32’de yer alan ters faz HPLC yontemi (18) ile de analiz edilmis, analiz
sonuglart karsilastirllmig ve sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 goriilmiistiir.

Sonugta MEKC yontemi; dogru, kesin, duyarli, dzgiin, tutarli, saglam, hizli,
kolay ve harcanan sarf malzeme maliyeti agisindan ucuz olmasi sebebiyle kalite
kontrol laboratuvarlarinda Leflunomid’in rutin analizinde kullanilmak iizere
onerilmektedir. S6z konusu MEKC yonteminin gelistirilmesiyle kaynaklardaki

elektroforetik bir yontemin eksikliginin giderildigi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1. istatistiksel Katsayillarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Standart sapma

Bagil Standart Sapma (BSS) = 100

- - X
Aritmetik ortalama

Bagil Hata Hesaplanmasi

. (Olmas1 gereken miktar — Bulunan miktar)
Bagil Hata (BH) = - x 100
Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart sapma

/ Olciim sayis1

Standart Hata (SH) =

% Geri Kazanim Hesaplamasi

. Bulunan miktar
% Geri Kazanim = - x 100
Olmasi gereken miktar
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EK 2. Tez icinde Kullanilan istatistiksel Testler
t - Testi

Iki ortalama arasinda fark olup olmadigin1 test eder.

s* = [(n;-1) 8,° + (np-1) 571 / (ny + ny -2)

t=( x;- x2)/sN(1/nl+ 1/n2)

n;: 1.yontemin ol¢iim sayisi ny: 2.yontemin Ol¢iim sayisi

si: 1. yontemin standart sapmasi  s;: 2.yontemin standart sapmasi
;1: 1. yontemin ortalamasi ;2: 2.yontemin ortalamasi

Serbestlik derecesi=n; + n; -2

1. Hy = Iki ortalama arasinda fark yoktur.

2. 0=0.05 yanilma diizeyinde ve n; + n; -2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine

bakilir.

3. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden biiyiikse Hy hipotezi
reddedilir, kiiciikse kabul edilir.

4. Karar:
a) Ortalamalar arasinda fark yoktur (t = Hesaplanan deger, p > 0.05).

b) Ortalamalar arasinda fark vardir (t = Hesaplanan deger, p < 0.05).
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Wilcoxon Eslestirilmis iki Ornek Testi

Aym Orneklerin degisik iki durumdaki Ol¢iim sonuglart arasinda fark olup

olmadiginin belirlenmesinde n < 25 ise uygulanan onemlilik testidir.
Hy = Iki yontemle elde edilen sonuclar arasinda fark yoktur.

0=0.05 yanilma diizeyi se¢ilmistir.

Test istatistiginin hesaplanmasi:

Iki yontemden elde edilen sonuclar iki siitun seklinde yanyana yazilir. Sagda
yeni bir siituna satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilir. Ardindan
farklar kiiciikten biiylige dogru siralanir ve sira no. verilir. Sira no.arin Oniine
farklardaki +/- isaretleri yazilir. + ve - isaretli sira no. gruplari arasinda isareti sayica

fazla olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla bulunan T degeridir (Ty).

Olciim sayis1 (n) serbestlik derecesindeki tablo T degerine bakilir.

Karar:

a) Ty>T, ise iki yontemle elde edilen sonuclar arasinda fark yoktur (Ty= Hesaplanan

T degeri, p<0.05)

b) Tu<T, ise iki yontemle elde edilen sonuclar arasinda fark vardir (Ty= Hesaplanan

T degeri, p>0.05)
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ANOVA (Tek Yonlii Varyans) Analizi

Yontemlerin - karsilastirilmasinda, yontemler arasinda fark bulunup
bulunmadigin1 kontrol etmek igin Tekrarli Olciimlerde Varyans Analiz testi
uygulanir. Leflunomid’in tabletlerden kapiler elektroforez ve karsilastirma

yontemiyle elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi bu test ile yapilmastir.

1. Kareler toplamlar1 bulunur

a) Genel kareler toplam1 (GnKT)

GnKT = 2x? —

(Zx)?
n

b) Gruplar arasi1 kareler toplami (GAKT)

GAKT =X l(ZX]: )Zl - (2x)"

nj n

c) Denekler aras1 kareler toplam1 (DAKT)

DAKT = 2[

(Her bir satir toplami)? ] (Zx)?

Her bir satirdaki olgiim sayisi n

d) Etkilesim (hata) kareler toplami1 = HKT = GnKT — GAKT — DAKT
2) Serbestlik derecelerinin bulunmasi
a) Genel serbestlik derecesi = GnSD =nj x k - 1

b) Gruplar arasi1 serbestlik derecesi = GASD =k — 1

¢) Denekler arasi serbestlik derecesi = DASD =n; - 1

d) Hata serbestlik derecesi = HSD = (n; - 1) x (k- 1)
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3. Kareler ortalamasinin bulunmasi
a) Gruplar arasi kareler ortalamast = GAKO = GAKT / GASD
b) Denekler aras1 serbestlik derecesi = DAKO = DAKT / DASD
¢) Hata kareler ortalamasi = HKO = HKT / HSD
4. Hy = Yontemler arasinda fark yoktur.
H; = En az bir 6l¢iim digerlerinden farklidir.
5. Yanilma olasilig1 p = 0.05 secilmistir.
6. F = GAKO /HKO

7. a = 0.05 diizeyinde GASD ve HSD serbestlik derecelerindeki tablo F degerleri

bulunur.

8. Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Hy hipotezi
reddedilir, kiiciikse kabul edilir.

9. Karar: Yontemler arasinda fark yoktur (F = Hesapla bulunan, p < 0.05) veya

yontemlerden en az biri farklidir (F = Hesapla bulunan, p > 0.05).
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