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OZET

Tandogan, M., Raloksifen’in Biyolojik Materyalden ve Farmasoétik Preparattan
Analizi icin Gaz Kromatografisi-Kiitle = Spektrometrisi  Yoénteminin
Gelistirilmesi ve Valide Edilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Analitik Kimya Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2012.
Raloksifen, kadinlarda postmenopozal osteoporozun tedavisinde, erkeklerde doping
amaciyla kullanilan selektif ostrojen reseptor modiilatorleri (SERM) grubundan bir
ilagtir. Raloksifenin insan idrarindan ve farmasdtik preparattan analizi i¢in yeni bir
gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) yontemi gelistirilmistir. Raloksifen
GC-MS analizinden once silillenmistir. Tepkime kosullar1 farkli tiirev reaktifleri,
tepkime sicakliklar1 ve siiresi gibi parametreler incelenerek optimize edilmistir.
Raloksifen, MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l tiirevlendirme reaktifi kullanilarak 80
°C’de 30 dk’da etkin bir sekilde tlirevlendirilmistir. Metiltestosteron i¢ standart (IS)
olarak secilmistir. Analiz se¢ilmis iyon modunda (SIM) yapilmistir. Raloksifen igin
m/z 578, IS i¢in m/z 446 iyonlar1 nicel analiz amaciyla secilmistir. Kromatografik
yontemi optimize etmek i¢in kromatografik parametreler (baslangig ve son firin
sicakliklari, gaz akis hiz1) incelenmistir. Raloksifen idrardan karbonat tamponu (pH
9.0) ve metil tersiyer-butil eter kullanilarak ekstre edilmistir. Gelistirilen yontemin,
sistem uygunluk testleri, 6zgiinliikk, duyarlilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri
kazanim, kararlilik, saglamlik ve tutarlililk parametreleri insan idrarindan ve
farmasétik preparattan raloksifen analizi igin ayr1 ayri valide edilmistir. Idrardan
raloksifen tayini icin dogrusallik araligi 10-200 ng mL™, alt tayin simr1 (LOQ) 10.0
ng mL™, gozlenebilme simri (LOD) 8.0 ng mL™ olarak bulunmustur. Raloksifenin
farmasotik preparattan analizi i¢in dogrusallik araligi 10-400 ng, LOQ 10.0 ng ve
LOD 5.0 ng bulunmustur. Validasyon sonuglari, yontemin duyarli, kesin, dogru,
0zglin, saglam ve tutarli oldugunu gostermistir. Gelistirilen ve valide edilen yontem
Raloksifen HCI igeren farmasotik preparatin analizine basarili bir sekilde
uygulanmistir. Sonuglar kaynaklardaki bir yontemle karsilastirilarak aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: Raloksifen, Biyolojik Materyal, Farmasotik preparat,
Validasyon, GC-MS
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ABSTRACT

Tandogan, M., Development and Validation of Gas Chromatography-Mass
Spectrometry method for the Analysis of Raloxifene in Biological Material and
pharmaceutical preparation. Hacettepe University Institue of Health Sciences,
Master Thesis in Analytical Chemistry, Ankara, 2012. Raloxifene is selective
estrogen modulator (SERM) drug which is used in the treatment of postmenopausal
osteoporosis in women and used for doping in men. A new gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) method was developed for the determination of
Raloxifene in human urine and pharmaceutical preparation. Raloxifene was silylated
prior to GC-MS analysis. Derivatization reaction was optimized to investigate
parameters such as different derivatization reagents, reaction temperatures and times.
It was efficiently derivatized using MSTFA/B-mercaptoethanol/NHyI at 80 °C for 30
min. Methyltestosterone was selected as internal Standard (IS). Analysis was
performed in selected ion monitoring (SIM) mode. The ions m/z 578 for raloxifene
and m/z 446 for IS were selected for quantitation. Chromatographic variables (initial
and final oven temperature, flow rate of gas) were investigated to optimize the
chromatographic method. Raloxifene was extracted from urine with carbonate buffer
(pH 9.0) and methyl ter-butyl ether. The developed method was validated in terms
of system suitability tests, specificity, sensitivity, linearity, accuracy, precision,
recovery, stability, robustness and ruggedness for analysis of Raloxifene in each
urine and pharmaceutical formulation. Linearity was established in the range of 10-
200 ng mL™?, limit of quantification (LOQ) was 10.0 ng mL™ and limit of detection
(LOD) was 8.0 ng mL™ for urine. Linearity was found 10-400 ng, LOQ was 10.0 ng
and LOD was 5.0 ng for pharmaceutical analysis. Developed method was sensitive,
precise, accurate, specific, sensitive, rugged and robust due to the validation study
results. The developed and validated method was successfully applied to analysis of
the pharmaceutical preparation containing raloxifene HCI. The results were
compared to the method in literature and no significant difference was found

between them.

Keywords: Raloxifene, Biological Material, Pharmaceutical Preparation, Validation,
GC-MS
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1. GIRIS VE AMAC

Selektif Ostrojen reseptér modiilatorleri (SERM) viicutta bulunan hedefleri
uyaran veya tepkisiz hale getiren sentetik non-steroid bir grup bilesikten
olusmaktadir (1). SERM 0strojen replasman tedavisinin istenmeyen etkilerini ortadan
kaldirmak ya da azaltmak amaci ile kullanima sunulmustur. Meme ve
endometriumda negatif, kemik, kardiyovaskiiler sistem ve vajende pozitif etki
gosteren ideal hormon replasman tedavisi ilaci olarak SERM kullanilabilir (2).

Raloksifen 1997 yilinda ABD’de postmenopozal osteoporozun engellenmesi
ve tedavisi i¢in onaylanmis bir ilagtir (2). Bu ilacin ¢alisildigi diger alanlar ise
postmenopozal kadinda meme kanseri ve kardiyovaskiiler hastalik riskinin
azaltilmasidir. Raloksifen iskelet sistemi, lipid metabolizmasi ve bazi pihtilagsma
faktorleri tizerinde agonistik etki gosterirken, meme ve uterusta antagonistik etki
gostermektedir (3).

Raloksifen postmenopozal kadinlarda kemik kaybini engellemekte ve
vertebral kirik olusumunu da azaltmaktadir (3, 4). Ancak konjuge Ostrojenlerle
(CEE) karsilastirildiklarinda bu etki daha az belirgindir (5). Raloksifen giinliik
(60mg) kullaniminin kemik mineral yogunlugu (BMD) iizerine olan etkileri CEE nin
% 50-60 "1 kadardir.

Randomize ¢alismalarda, kardiyovaskiiler riskin biyokimyasal isaretleyicileri
tizerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (serum total kolesterol ve LDL
seviyeleri azalmaktadir). Ancak HDL kolestrolde degisiklik olmamakla birlikte
trigliserid seviyeleri de artmamaktadir (6,7).

Raloksifen kullanim1 erkeklerde plazmadaki testosteron seviyesini anlamli bir
sekilde arttirir (8). Bu yilizden Diinya Anti-Doping Ajansinin (WADA) belirledigi
yasakli maddeler listesinde yer almaktadir (9).

Kaynaklarda raloksifen analizi ile ilgili olarak genellikle yiiksek performansl
stvi  kromatografisi (HPLC) (10-20), kapiler elektroforez (CE) (21) ve
spektrofotometri  (22-25) yontemlerine rastlanmaktadir.  Raloksifenin  gaz
kromatografisi-kiitle ~ spektrometrisi ~ yontemiyle  analizine  ait  kaynak
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada  kaynaklardaki boslugu doldurmak amaciyla

raloksifenin insan biyolojik materyalinden (idrar) ve farmasétik preparattan (tablet)



analizi i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) yo6nteminin
gelistirilmesi amaglanmistir. Raloksifenin GC-MS’de analizi igin tiirevlenmesi
gerektigine karar verilmis ve tiirevlendirmek amaciyla ¢esitli tiirev reaktifleri,
tepkime sicaklifi ve siiresi gibi parametrelerin incelenmesi uygun goriilmiistiir.
Raloksifenin idrardan yiiksek oranda geri kazanilmasi igin ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonu planlanmistir. Gelistirilen yOntemin validasyon parametreleri
(0zgiinliik, dogruluk, Kesinlik, geri kazanim, duyarlilik, kararlilik, saglamlik,
tutarlilik) idrardan ve farmasotik preparattan raloksifen analizi i¢in ayr1 ayri
degerlendirilerek gegerliliklerinin kanitlanmasi planlanmistir. Valide edilen yontemin
raloksifen HCI igeren farmasotik preparatlarin analizine uygulanmasi ve sonuglarin

kaynaklarda bulunan bir yontemle istatistiksel olarak karsilastirilmas: amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Selektif Ostrojen Reseptor Modiilatorleri (SERM)

Ostrojen reseptorii, hedef dokularinda (6rn., uterus, vajina ve hipofiz bezi)
ostrojen etkisini baslatan tetikleyicidir (26 ).

Ostrojen eksikligi ateroskleroz, osteoporoz ve santral sinir sistemi
dejenerasyonu gibi bir¢ok patolojik olaya onciiliik etmektedir. Ostrojen Replasman
Tedavisi kadinlarda menapoz sonrasinda kognitif fonksiyonlar1 siirdiirmek,
aterosklerozun olusumunu engellemek, vertebral kiriklar1 6nlemek amaciyla
kullanilmaya baslanmistir (27). Ote yandan Ostrojenin 6zellikle meme bezleri ve
uterusta tiimér olusumunu ve gelisimini arttirdig1 bilinmektedir (27, 28). Ostrojenin
bu istenmeyen etkilerini dnlemek amaciyla gesitli terapotik alternatifler aranmaya
baslanmig ve 1960’11 yillarda strojenin yararl etkilerini beyin, kemik ve arterlerde
gosteren ve ayni zamanda Ostrojen gibi meme ve endometriumda tiimor olusumuna
neden olmayan yeni bir ilag grubu iretilmistir. Bu bilesiklere dokuya ozgii
etkilerinden dolay1 selektif Ostrojen reseptdr modiilatorleri (SERMs) adi verilmistir
(27). 1970’1 yillarda birinci nesil SERM’lerden biri olan tamoksifen metastatik
meme kanserinin tedavisinde Ostrojen antagonisti olarak kullanilmaya baslanmustir.
Tamoksifenin antagonist olarak kullaniminin, 0Ostrojenin kemiklerdeki mineral
yogunlugunu arttirict etkisini de inhibe edecegi diistiniilmiistiir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda tamoksifenin, dstrojenin etkisini taklit ederek omurilikte kemik mineral
yogunlugunu arttirdigi, fakat bunun yaninda ostrojen gibi endometrium kanserine
neden oldugu gozlenmistir. Buna bagh olarak tamoksifenin dokuya 6zgii Gstrojen
agonisti / antagonisti olarak gdrev yaptig1 saptanmistir (28). Tamoksifenden sonra
yine SERM sinifina dahil olan, yapisinda benzotiyofen halkasi bulunan kimyasal ad1
[6-hidroksi-2-(4-hidroksifenil) benzotiyofen-3-il] [4-[2-(1-piperidinil) etoksi] fenil]
metanon olan yeni bir ilag, raloksifen, kemik tizerindeki Gstrojen agonisti etkisinden
dolay1 1997 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayiyla osteoporoz
tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (29-31). Raloksifen endometriumda kanser
olusumunu tetiklemeyen bir bilesik olarak meme kanserinin 6nlenmesi amaciyla
giivenle kullanilan bir ilagtir. Raloksifenin ayrica sicanlarda serum total kolesterol

diizeyini, postmenapozal kadinlarda da serum LDL diizeyini diisiirdiigii gosterilmis,



plazma homosistein derisimini azalttigi ancak HDL {izerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 saptanmistir (27).

Erkeklerde raloksifen kullanimi ile ilgili yapilan arastirmalar sonucunda
kemik yikim belirteglerinde azalma, kandaki testosteron ve 17(3-estradiol

miktarlarinda bagil olarak yiiksek artig goriilmiistiir (32).

2.2. Raloksifen HCI

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Raloksifen HCI benzotiyofen sinifindan 2. kusak bir SERM’dir. Raloksifen [6-
hidroksi-2-(4-hidroksifenil) benzo[b]tien-3-il] [4-[2-(1-piperidinil) etoksi] fenil]
hidrokloriir kimyasal yapisina ve CH27NO4S HCI molekiil formiiliine sahiptir (Sekil
2.1). Kimyasal ad1 metanon-hidroklorid’dir. Raloksifen (CAS numarasi: 84449-90-1)
erime derecesi 143-147 °C olan acik sar1 renkli, kat1 bir maddedir. Suda cok az

¢Oziniir.

Sekil 2.1. Raloksifen HCI’lin kimyasal yapisi

Farmakodinamik Ozellikleri

Hiicre c¢ekirdeginde yerlesik olan Ostrojen reseptorlerine baglanarak bazi
dokularda Gstrojen agonistik etki gosterirken, digerlerinde dstrojen aktivitesini inhibe

eder (antagonistik etki). Raloksifen lipid metabolizmasi ve iskelet sistemi iizerine



Ostrojen benzeri, meme ve endometrium iizerine ise antiostrojenik etki
gostermektedir (33).

Gilinlimiizde o ve B olarak adlandirilan iki ayr1 Ostrojen reseptorii oldugu
bilinmektedir. Ostrojenin ve SERM’lerin farkli dokularda farkli reseptorleri uyararak
etki gosterdikleri disiiniilmektedir. Raloksifen bilesigindeki antidstrojenik etkiden
sorumlu esas bolge alkilamino-etoksik yan zinciridir. Bu zincirde yer alan nitrojen,
spesifik olarak Ostrojen reseptoriindeki aspartat ile etkilesime girmekte ve
antiostrojenik etkinin sergilenmesini baglatmaktadir (34, 35).

Tamoksifenin endometrial neoplazi riskinde yapmis oldugu artis ile
raloksifen giindeme gelmistir. 1994°de raloksifenin yumurtaliklar1 alinmis  disi
sicanlarda tamoksifenin sebep oldugu endometrial proliferasyonu engelledigi
gosterilmistir (36). 1994 ile 1997 yillar1 arasinda raloksifenin kemik kaybini
engelledigi, serum kolesterol diizeylerini diisiirdiigii ve meme dokusunda giiclii bir
anti-proliferatif 6zelligi oldugu ve endometrial proliferasyonu engelledigini tespit

eden birgok calisma yapilmistir (37, 38)

Farmakinetik Ozellikleri

Raloksifen iilkemizde 60 mg tablet halinde piyasadadir, gida alimindan
bagimsiz olarak giiniin herhangi bir saatinde alinabilir. Raloksifen oral uygulamadan
sonra hizla emilir. Oral dozun yaklasik % 60’1 emilmektedir. Yaygin presistemik
glukuronid konjugasyon s6z konusudur. Raloksifenin mutlak biyoyararlanimi %
2.0’dir. Ortalama maksimum plazma derisimine ve biyoyararlanima ulagma siiresi
raloksifenin ve glukuronid metabolitlerinin sistemik ara doniisiimiine ve kendisi ile
birlikte glukuronid metabolitlerinin enterohepatik sikluslarina baghdir (20, 39).

Raloksifen viicutta genis dagilim hacmine sahiptir ve dagilim hacmi doza
bagimli degildir. Raloksifen (% 98-99 oraninda) plazma proteinlerine gii¢lii bir
sekilde baglanir (5).

Raloksifen, glukoronid konjugatlarina yaygin ilk gecis metabolizmasina
ugrar: raloksifen-4’glukoronid,  raloksifen-6-glukoronid  ve raloksifen-
6,4’diglukoronid. Baska bir metabolit tespit edilmemistir. Raloksifen, raloksifen ve

glukoronid metabolitlerinin kombine derisimlerinin %]1’inden azim kapsamaktadir.



Raloksifen seviyeleri, enterohepatik geri doniisiim ile 27.7 saatlik plazma yarilanma
omrii vererek saglanmaktadir (5, 40).

Raloksifen dozunun ve glukoronid metabolitlerinin biiyiik bolimii 5 giin
icerisinde esas olarak feces ile atilir. Idrarla atilan kisim %6’s1 kadardir. % 0.2 kadar

kismi idrardan degismeden atilir (5).

Yan Etkileri

Klinik deneyimlerde dikkati ¢eken iki 6nemli yan etki ates basmasi ve bacak
adalelerinde  kramplardir. Ates basmasi siklikla tedavinin ilk 6 ayinda
gozlenmektedir. FDA onay1 60 mg/giin dozu igin gegerlidir. 60 mg/giin dozda
raloksifen kullananlar ve plasebo alanlar arasinda, ates basmasi nedeni ile tedaviye
son verilme oranlari agisindan fark bulunmamistir (41). Delmas ve arkadaslarinin
calismasinda da; raloksifen grubunda ates basmasi, memelerde hassasiyet ve vajinal
kanama sikayetlerinde plasebo grubuna gore anlamli farklilik bildirilmemektedir
(42). Raloksifenin 6nemli yan etkisi venoz tromboemboli (Derin Ven Tronbozu,
Pulmoner Emboli veya Renal Ven Trombozu) riskinin artisidir. Vaskiiler
tromboemboli insidansi raloksifen grubunda 3.7/1000, plasebo grubunda ise 1,4/1000
olarak saptanmustir (43). Tromboemboli riskinin tedavi baslangicindaki ilk 4 aylik
sure icerisinde daha yuksek oldugu dikkati cekmistir.

2.3. Raloksifenin Analiz Yontemleri

Reddy ve dig., (10) Raloksifenin farmasotik dozaj formundan ters faz yiiksek
performansli sivi kromatografisi ile tayini i¢in  yontem gelistirmislerdir. Bu
calismada UV dedektorii kullanilmistir. Bu yontemde C18 kolon kullanilip, hareketli
faz olarak 1 mL dk™ akis hizinda asetonitril ve fosfat tampon karisimu (30:70) tercih
edilmistir. Ilag i¢cin altkonma zamani 10.609 dk bulunmustur. Raloksifen i¢in 0.5-200
ng mL™" derisim araliginda lineer cevap elde edilmistir.

Trontelj ve dig.’nin, (11) yaptig1 calismada ise, farmasotik preparattan
raloksifen hidrokloriirin, UV ve kulometrik detektorler kullanarak HPLC

yontemiyle tayini i¢in yontem gelistirilip valide edilmis, ilacin kalite kontrol



caligmalar1 yapilmistir. LOQ, kulometrik ve UV dedektorler i¢in sirasiyla 0.336 ve
0.610 mg L™ olarak saptanmustir.

Wang ve dig., (12) HPLC-UV ile raloksifen hidrokloriir bilesiminin tayini
icin yontem gelistirmislerdir. Bu yontemle raloksifen hidrokloriiriin nitel olarak
analizi yapilmustir. Hareketli faz olarak asetonitril: 0.01M sodyumdodeksilsiilfat
(55:45, pH:4.0) bilesimi kullanilmugtir.

Nandini ve dig., (13) raloksifen hidrokloriir icin HPLC-UV ile tayin ve
validasyon ¢alismalarinda hareketli faz olarak 1 mL dk™ akis hizinda asetonitril:su
(40:60) bilesimi kullanmiglardir. Raloksifen hidrokloriir i¢in 250-750 pg ml?
derisim araliginda dogrusal bir cevap elde edilmistir.

Pavithra ve dig., (14) tabletten raloksifen hidrokloriir analizi i¢in ters faz
HPLC metodu gelistirmislerdir. Bu yontemde hareketli faz olarak su:metanol
(50:50), akis hiz1 1 mL dk™ olarak belirlemislerdir. Raloksifen HCI i¢in dogrusal
cevap arali ise 10-60 mg mL ™ dir.

Basavaiah ve dig., (15) farmasotik preparattan raloksifen HCl analizi i¢in
gradiyent HPLC-UV ile analizi i¢in yontem gelistirmiglerdir. Dogrusallik araligi 50—
600 pg mL " olarak saptanmustir. LOD degeri 0.04 pg mL ™ olarak verilmistir.

Yang ve dig., (16) fare plazmasinda raloksifen tayini igin gelistirdikleri
HPLC-UV yonteminde Ornekleri basit protein ¢oktiirmesiyle hazirlamislardir. Bu
ayirma i¢in C18 kolonu ve hareketli faz olarak asetonitril:amonyum asetat karigimi
kullanilmistir. Dogrusallik araligi 0.2-75.0 ug mL™ olarak verilmistir.

Trontelj ve dig., (17) insan plazmasindan raloksifen ve metabolitleri igin sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisinde (LC-MS-MS) yontem gelistirme ve
validasyonu ¢alismasinda, insan plazmasindan raloksifenin tayini ve validasyonu ile
beraber iki metabolitinin raloksifen-6-glukoronid (M1) ve raloksifen -4'-glukoronid
(M2) tayini de yapilmistir. Bu ¢alismada 0.5 mL plazmadan kati faz ekstraksiyonu
ile ayirma saglanmustir. Dogrusallik araligi M1 igin 0.2-340 pg L™, M2 igin 1.60-
2.72 ng L™ ve raloksifen icin 0.088-60.00 pg L™ bulunmustur. LOD ise M1, M2 ve
raloksifen icin sirastyla 8.0, 11.0 ve 6.0 ng L™ verilmistir.

Zweigenbaum ve dig., (18) insan plazmasindan selektif Ostrojen
modiilatorleri analizi i¢in LC-MS yontemi gelistirmiglerdir. Gelistirilen metodla ayni

anda tamoxifen, raloxifene, 4-hydroxytamoxifen, nafoxidine, and idoxifene analizi



gerceklestirilmistir. Raloksifen igin kalibrasyon araligin1 7-5100 ng/mL olarak ve
LOQ degerini 6ng/mL olarak saptamislardir.

Kumar ve dig., (19) ise insan idrarindan raloksifen hidrokloriiriin LC-MS-
MS ile tayinini yapmislardir. Saglikli insan idraria raloksifen hidrokloriir eklenip
kat1 faz ekstraksiyonu sonrasinda C18 kolon kullanilarak triple kuadrapol tandem
kiitle spektrometresi ile tayini yapilmistir. Hareketli faz olarak amonyum asetat (pH
4.0)-asetonitril (60:40, h/h) karisimi kullanilmigtir. Dogrusallik araligi 20-1000 ng
mL™? olarak saptanmistir. LOQ degeri 20 ng mL™ olarak verilmistir. Dogruluk iig
derisim (50, 500 ve 850 ng mL™) i¢in hesaplanmis ve yiizde bagil hata + % 0.84
bulunmustur.

Tina Trdan ve dig., (20) gercek insan idrarindan raloksifen ve raloksifen-6-
B-glukoronid (M1), raloksifen-4’-B-glukoronid (M2), raloksifen-6,4’-diglukoronid
(M3) tayinini LC-MS/MS yontemiyle yapmuslardir. Raloksifenden, raloksifen
glokoronidi elde etmek amaciyla Streptomyces mikroorganizmalarla biyolojik
doniigiimlerden faydalanmiglardir. LC-MS/MS 06n islemleri i¢in kati faz
ekstraksiyonu yapmislardir. Raloksifen icin LOQ degeri 1.01, M1 i¢in 1.95, M2 igin
2.83 ve M3 i¢in 4.69 nM olarak belirlenmistir. Yontemin dogrulugu bagil hata %
8.8 bulurlarken, kesinligi tiim maddeler i¢in bagil standart sapma % 12 olarak
saptamiglardir.

Perez-Ruiz ve dig., (21) raloksifenin kapiler elektroforez kullanilarak miktar
tayini ve validasyonu c¢alismasinda farkli parametrelerin (tampon derisimi, pH ve
uygulanan voltaj) go¢ zamani, pik simetrisi ve etkinlik {izerindeki etkilerini
aragtirmislardir. Bu ¢alismada, raloksifen igin dogrusallik araligi 0.12 - 36 pg mL™
olarak bulunmustur.

Annapurna ve dig., (22) farmasotik formulasyondan raloksifen HCI' iin
spektrofotometrik tayini ¢aligsmasinda, raloksifen HCI bulk ve tablet formundan {i¢
yeni spektoskopik yontem gelistirilmislerdir. A yontemi bos ¢ozeltiye karst cevabi
Olciilen maksimum absorbansta 0.1 N NaOH’de sar1 renkli kromojen olusumuna
dayanir. B yontemi, raloksifen ile demir kloriir ve 1,10-fenotrolin ile kirmiz1 renkli
kromojen olusumuna dayanir. C yontemi ise demir kloriir ve 2,2-bipiridil ile kimizi

renkli kromojen olusumuna dayanir. Kromojenlerin maksimum absorbans verdigi



dalga boyundaki cevaplar olgtilmiistir. LOQ degerleri A, B, C yontemleri igin
sirastyla 5 pg mL™, 1 pg mL™?, 2 pg mL™ olarak verilmistir.

Basavaiah ve dig., (23) spektrofotometrik yontemle farmasotik preparattan
raloksifen hidrokloriir saptanmasi ve validasyonu c¢alismasinda iki yontem
gelistirmislerdir. Bu yontemde raloksifen dolayli analizi, oksidimetrik reaktif olan
bromat-bromit karigiminin kullanilmasi ile gergeklestirilmistir. Fazla bromiir metilen
mavisi [ Yontem A] ve rodamin B [Y6ntem B] boyalar1 kullanilarak analiz edilmistir.
Optimum kosullarda yontem A'nin 0.5-5.0 pg mL™ ve yéntem B nin 0.1-2.0 pg mL™
araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. LOQ sirayla 0.18 ve 0.13 pg mL™ olarak
bulunmustur.

Basavaiah ve dig., (24) farmasotik preperattan raloksifen analizi i¢in iki yeni
spektrofotometrik yontem gelistirip validasyonunu yapmuslardir. ilk metot asidik
ortamda raloksifenin permanganat ile reaksiyonu sonucunda kahverengi kromojen
gruplarinin 430 nm dalga boyunda verdigi absorbans 6l¢iimiine dayanir. Ikincisi ise
raloksifenin H,SO4 ortaminda permanganatla 550 nm dalga boyunda verdigi
absorbans dl¢iimiine dayanir. Dogrusallik araligi ilk yéntem i¢in 0.6-6.0 mg mL™,
ikinci yontem igin 1.5-15 mg mL "dir. LOQ ise ilk yontem i¢in 0.25 mg mL 7, ikinci
yontem i¢in 1.67 mg mL ™ olarak bulunmustur.

Dharuman ve dig., (25) Raloksifen HCI’lin farmasdtik preparattan ve bulk
orneklerden spektrofotometrik yontemle analizi igin iki yontem gelistirmislerdir.
Metod A ilacin FeCls-demirsiyanad ile oksidasyonuna dayanir. Metod B ise fehling
¢oOzeltisi ile indirgenmesine dayanir. Gelistirilen yontem hem metot A hem de B i¢in

tablete uygulanmigstir.

2.4. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopi, cesitli tipte 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim
dalidir. Spektrokimyasal yontemler, organik ve inorganik bilesiklerin nicel ve nitel
analizlerinde yaygin kullanimlarinin yani sira, molekiil yapilarinin aydinlatilmasinda
da en sik basvurulan araglardir.

Spektroskopi, bir Ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji

diizeyinden digerine gegisleri sirasinda absorplanan ya da yayilan 1smin 6lgiilmesi ve
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yorumlanmasidir. Her atom, molekiil veya iyonun 1sin ile kendine 6zgii iliskisi vardir
ve bunlarin  donme, titresim ve elektronik enerjilerindeki  degisiklikler
spektroskopinin temelini olusturur.

Isik; atom ve molekiiller tarafindan absorbe edilebilir. Absorbe edilen enerji
kuanthidir ve elektronlarin diisiik enerjili orbitallerden (temel hal) daha yiiksek
enerjili orbitallere (uyarilmis hal) gecmesine neden olur. Ama her enerji absorbe
edilemez; ancak iki enerji seviyesi arasindaki farka esit bir enerji absorbe edilebilir.

Molekiiler absorpsiyon spektroskopi b cm 1s1n yoluna sahip gecirgen bir
kapta bulunan bir ¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya absorbansinin (A) 6l¢iimiine
dayanir. Absorbans, absorpsiyon yapan analitin derisimi ile esitlikte belirtildigi gibi

dogrusal olarak degisir.
Py
A=—logT=logF=st 2.1

Verilen esitlik Beer yasasinin matematiksel gosterimidir. Esitlikte, 151n giicli
(P, Pg), molar absorptive (&), absorpsiyon yapan numunenin derisimi (C, mol L) ile
gosterilmistir.

Bu bagintiya gore A degeri C’ye kars1 grafige gecirilirse, egimi €.b olan bir
dogru elde edilir. Boylece 1518in absorbe edilen kismi okunur ve 2.1 esitligi

kullanilarak analitin bilinmeyen derisimi bulunur (44).

2.5. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karisimlarin ayrilmasinda kullanilan en 6nemli tekniklerden
biri olup, nitel ve nicel analize olanak saglamaktadir. Cok genis ve verimli bir alan
olan kromatografinin temeli, Rus bilim adami1 botanik¢i Michael Tswett tarafindan
atilmigtir. Tswett yesil yapraklardan elde ettigi ¢Ozeltiyi toz haldeki kalsiyum
karbonat doldurulmus cam bir kolondan gegirerek, ¢ozeltide bulunan klorofil,
ksantofil gibi renkli maddeleri kolonda ayirmayi basarmistir. Sonugta elde ettigi
renkli tabakalardan esinlenerek yaptig1 ayirmaya kromatografi adini vermistir (44).

Genel olarak, ayirma islemiyle bir madde, bulundugu ortamdan nicel olarak

baska bir ortama alinir. Maddenin nicel olarak alinmasinin yani1 sira maddenin saf
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olarak da alinmasi 6nemlidir. Bu kosullar1 saglayan ayirmalara segici ve spesifik
ayirma denir. Kromatografik yontemler segici ve spesifik ayirmay1 saglar (45).

Kromatografi islemi, bir karisimdaki maddelerin biri sabit digeri hareketli faz
arasinda dagilmasi esasina dayanir. Devamli olarak temasta olan bu iki faz birbirleri
ile karigmaz. Sabit faz, ya poréz bir kati madde ya da kat1 bir destek maddesine
emdirilmis bir siv1, hareketli faz ise sivi, gaz veya siiperkritik bir akiskan olabilir.

Kromatografi sisteminde maddelerin hareketini saglayan, bunlar siiriikkleyen
hareketli fazdir. Hareketli faz bir kolon i¢inde, ya normal yercekimi kuvvetiyle veya
basingla kolondaki sabit faz i¢inden gecirilir. Bu esnada hareketli fazda ¢ozlinmiis
halde bulunan maddelerle, sabit faz arasinda fiziksel ve kimyasal ¢ekim kuvvetleri
devreye girer. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde icin ayridir. Sabit faz tarafindan daha
fazla adsorbe edilen veya daha fazla ¢oziilen maddeler sistem igerisinde daha yavas
ilerlerken, sabit fazda daha az ¢6ziinen maddeler daha hizli hareket ederler.

Kromatografi islemi sirasinda, madde molekiillerinin, fazlardan biri ile
kovalent baglanma durumu s6z konusu degildir. Karisimdaki bilesenler, fazlardan
birinde daha uzun siire kalacak sekilde iki faz arasinda bir¢ok kez gecis yaparlar (44,
45).

Kromatografide hareketli sivi faz olarak, su dahil biitlin organik ¢oziiciiler ve
bu ¢oziiciilerin ¢esitli oranlardaki karigimlart kullanilabilir. Ayn1 zamanda gaz ve
stiperkritik ¢oziiciiler de hareketli faz olarak kullanilabilir.

Cesitli kromatografik tekniklerde en ¢ok kullanilan sabit fazlar; silika,
alimina, komiir, florisil (magnezyum-silika karisimi), kalsiyum karbonat ve
kalsiyum oksit, magnezyum karbonat ve magnezyum oksit, kizelgurlar, diatome
topraklari, poliamitler, nisasta, toz seker ve talkdir (44).

Kromatografi isleminden ¢esitli amaglar i¢in yararlanilmaktadir. Kimya,
biyokimya ve biyoloji alanindaki ¢aligmalarda, organik ve anorganik karigimlarin
ayrilmasi, maddelerin nitel analizi ile saf olup olmadiginin kontroli veya
saflagtirilmasi, ilag endiistrisinde hammadde ve imalat sathalari tiriinleri ile ilaclarin
stabilite kontrolii islemlerinde kromatografi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (44,
45).
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2.5.1. Kromatografinin Dayandig1 Temel Parametreler

Alikkonma (Retensiyon) Zamani

Sekil 2.2°de tek bir analit igeren numune ig¢in tipik bir kromatogram
verilmistir. Numune enjeksiyonundan sonra gelen ilk pik igin, pik siiresi 6lii zaman
olarak adlandirilir Ve ty, ile gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama gd¢ hizini
verir ve analit piklerinin taninmasinda 6nemli rol oynar. Numune iginde veya
hareketli fazda ¢ogu zaman kolonda tutulmayan bir tiir olabilir. Yoksa bile diger
piklerin taninmasina yardimci olmak i¢in boyle bir tiir ortama katilabilir. Sekilde sag
taraftaki pik bir analit tiirtine aittir. Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin dedektore
ulagsmasi ig¢in gegen siireye alikonma (tutulma) zamani denir ve tg Simgesiyle

gosterilir. Analitin kolon igerisinde hareketi esnasinda ortalama go¢ hizi V;

V=L/tg (2.2)

olarak wverilir; L kolon dolgusunun uzunlugudur. Benzer sekilde hareketli faz

molekiillerinin ortalama dogrusal hiz1 p, soyle verilir;

=L/ ty (2.3)
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Sekil 2.2. Tek bilesenli bir numune igin tipik bir kromatogram

Analitin Go¢ Hiz1, Kapasite Faktorii

Kapasite faktori, k’, ¢ozlinen maddelerin kolonda gb¢ hizlari tanimlamakta

yaygin olarak kullanilan 6nemli bir parametredir.

K> = (tr — tm) /tm (2.4)

tr Ve ty degerleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Bir ¢dziinen madde i¢in
kapasite faktorii birden ¢ok kiigiik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma
zamaninin dogru olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kapasite faktorii 20-30 gibi
bir sayidan daha biiyiik olursa ayrilma zamani fazla uzun olur. Ideal bir ayirma da
kapasite faktorii degerinin 1 ile 5 arasinda olmasi gerekmektedir. Kapasite faktorii
hareketli faz ve sabit faz bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her maddenin

kendine 6zgii bir kapasite faktor degeri vardir.

Secicilik Faktorii

Bir karisimdaki analitlerin kapasite faktorlerinin orami secicilik veya ayirim

faktorii olarak adlandirilir. Bir kolondaki analitlerin segicilik katsayisi; bir kolonun
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s0z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir 6l¢iisiidiir. Bir karisimda bulunan
A ve B maddeleri bir kolonda ayrilmaya calisilsin. Bu sistem i¢in segicilik faktorii a,

su sekilde tanimlanir;

a=Kg/Ka (2.5)

Ka = Daha az kuvvetle tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue edilen A
maddesi i¢in dagilma katsayisi, Kg = Daha kuvvetli tutunan B maddesi i¢in dagilma
katsayisidir. Bu esitlik ile o daima 1’den biyiiktir. Deneysel olarak bir

kromatogramdan o’y1 belirlemek i¢in asagidaki esitlik kullanilmaktadir.

o= [(tr)s - tm ] / [(tr)A- tm ] (2.6)

(tr)s = Kolonda daha kuvvetli tutunan bilesigin alikonma zamani

(tr)a= Kolonda daha az kuvvetli tutunan bilesigin alikonma zamani

Kolon Etkinligi (Verimliligi)
Basarili bir kromatografinin amacit verimli bir ayirma ve dar bir

kromatografik bant elde etmektir. Kromatografik kolon etkinliginin nicel 6lgiimiinde

birbiriyle bagntili iki terim sik¢a kullanilir:

1. Esdeger teorik tabaka yiiksekligi, H, (Plate Height)
2. Teorik tabaka sayisi, N, (Number of Theoretical Plate)

Bu iki terim arasindaki baginti asagidaki esitlikle verilir;

N=L/H (2.7)

Bir kolonda tabaka yiiksekliginin azalmasi ve teorik tabaka sayisinin
artmasiyla kolon etkinligi artar. Hareketli ve sabit fazlarin bilesimi, kolon dolgu
maddesinin tanecik biiyiikligii ve kolon g¢apina bagli olarak kolonun tipi kolon
verimliligini etkilemektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik c¢ap1 kiigiildiik¢ce kolon
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tabaka sayisi artmakta bu da kolon verimliligini artirmaktadir. Martin ve Synge
kromatografik bir kolonun birgok ayr1 fakat bitisik dar tabakalardan meydana
geldigini diisiinerek teorik bir ¢alismayla tabaka yiiksekligi ve teorik tabaka sayisi
terimlerinin ortaya ¢ikisina onciiliik etmislerdir. Her tabakada maddenin hareketli ve
sabit faz arasinda kurdugu dengenin, yeniden meydana geldigi kabul edilmistir.
Analitin kolon igerisinde hareketi, dengedeki hareketli fazin bir tabakadan digerine

gecisi olarak kabul edilmistir. Teorik tabaka sayisi su sekilde hesaplanir;
N =16 (tz /W)? veya N = 5.54 (tz/Wy )" (2.8)

W : Pik taban genisligi
W), : Pik taban genisliginin yarist

Teorik tabaka sayis1 N ve tabaka yiiksekligi H, kaynaklarda ve kromatografik
cihaz iireticileri tarafindan, kolon performansinin bir 6l¢limii olarak kullanilir.

Kromatografik kolon davraniglarina matematiksel yaklagim 1956 yilinda
Hollandali aragtirmact Van Deemter tarafindan gelistirilmistir. Bu esitlik etkinligi

ortalama hareketli faz dogrusal hizinin (p) bir fonksiyonu olarak agiklar (Sekil 2.3).

Klasik Van Deemter esitligi “Esitlik 2.9”°da tanimlandig1 gibidir.
H=A+B/pu+Cu (2.9)

H: Esdeger teorik tabaka yiiksekligi
A: Eddy difiizyon katsayisi

B: Boyuna difiizyon katsayis1

C: Kiitle transfer katsayisi

u: Tastyict gazin dogrusal akis hizi
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! H=A+B/u+C
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Ortalama dogrusal hiz, p

Sekil 2.3. Van Deemter egrisi

A (Eddy difiizyon katsayis1); molekiil veya iyonlar dolgulu kolonda ilerlerken
farkli uzunluktaki yollar izlerler. Bu nedenle, ayn1 molekiiliin farkli kolonda kalig
stiresi farklt olur. Kolon dolgusunun homojen olmasi, bu etkiyi azaltir. Dolgu
kolonlarda bu terim gecerlidir, kilcal kolonlarda etkin degildir.

B (Boyuna difiizyon katsayis1); molekiiller derisik bolgelerden, seyreltik
bolgelere goc etme egilimindedirler. Bu go¢; hem akis yoniinde, hem de zit yonde
olabilir. Pik genigligine etki eden, hareketli fazdaki difiizyondur. Hareketli faz gaz
ise bu etki daha fazladir. Tasiyict gaz akis hiz1 arttirilarak, bu etki en aza indirilebilir.

C (Kiitle transfer katsayisi); maddenin sabit ve hareketli faza transfer hizi,
kromatografi kolonunun etkinligi iizerinde rol oynar. Kiitle transferi terimi, sabit

fazda hareketli faz akig hizinin artmasi ile artar (44-46).

Ayriciik

Kromatografide asil amag, karisim igindeki maddelerin birbirinden
ayrilmasidir. Ayiricilik (Rs), bu hedefe ne derece yaklasildiginin bir dlgiistidiir.
Temel olarak, kolonun iki analiti birbirinden ayirabilme yeteneginin nicel olgiistidiir
ve esitlik 2.10 ile ifade edilir.
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2[(tr)p— (tr)a]
R. = 2.10
S (W 4+Wp) (2.10)
(tr)s, (tr)A : B ve A nin alikonma zamanlari
Wa, Wg . A ve B i¢in zemin pik genislikleri

Rs = 1.5 olmas1 halinde iki pik birbirinden tamamen ayrilmis sayilir. Nicel
analizler icin pikler arasindaki ayiriciligin 1.5’den biiyiik (Rs > 1.5) olmasi
onerilmektedir. Esitlik 2.11°a gore ayiricihigi etkileyen ti¢ faktor; segicilik (o), tabaka
sayist (N) ve kapasite faktorii (k') diir.

Rs = \Q_N [(a;l)] [(1f;<’) (2.11)

Esitlik 2.11°e gore, segicilik arttikca ayiriciligin da artmasi beklenmektedir.
Segiciligin 1 oldugu durumda iki madde arasinda ayirim gerceklesmez. Bu nedenle
kromatografik bir ayirimin olabilmesi i¢in seciciligin 1’den biiyilk olmasi
gerekmektedir.

Kapasite faktoriiniin (k') = 0 oldugu durumda ayirim yoktur, ayrica k' degeri
arttikca k'/(k'+1) — 1’e yaklasir ve kapasite faktoriindeki artisin ayiriciliga etkisi
kalmaz. k' degerini daha fazla arttirmak yalnizca alikonma zamanini arttirir.

Optimum k' degerleri 1-10 arasinda olmalidir.

Kolon Etkinliginin Optimizasyonu

Kromatografik ¢alismalarda deney kosullari, bir karisimin bilesenlerini en
kisa siirede net bir sekilde ayiracak bigimde optimize edilerek belirlenir.
Optimizasyon deneyleri: 1. Bant genislemesini azaltmak, 2. Bilesigin bagil go¢ hizin
degistirmek amaciyla yapilir.

Bant genislemesi ve dolayisiyla kolon verimliliginin kaybi, c¢oziinen
bilesenlerin kolon igerisinde gogleri sirasinda yer alan ¢ok sayida kiitle-aktarim
islemlerinin belli hizlara sahip olusunun bir sonucudur. Bu hizlar etkileyen bazi

degiskenler denetlenebilir ve ayirmalari iyilestirmek i¢in kullanilabilir.
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Istenilen ayirmay1 saglamak igin optimum kosullar arastirilirken a, k* ve N
(veya H) gibi temel parametrelerin az ya da ¢ok birbirinden bagimsiz olarak
ayarlanabilecegi unutulmamalidir. Béylece a ve k’, en kolay sicaklik ve hareketli
fazin akis hizindaki oynamalar ya da degisik bir kolon dolgusu kullanilarak
degistirilebilir. Herhangi bir galismada, teorik tabaka sayisi, kolon boyu, tabaka
yuksekligi, hareketli fazin akis hizi, dolgu maddesi tane blyiikligl, hareketli fazin
viskozitesi ve sabit fazi olusturan absorbe edilmis sivi filmin kalinlig1 gibi

parametreler degistirilerek iyi bir ayirim gergeklestirilebilir.

2.5.2. Kromatografinin Siniflandirilmasi

1-Ayrilma mekanizmalarina gore
e Adsorpsiyon kromatografisi
e Dagilma (partisyon) kromatografisi
e lIyon degistirme kromatografisi
e Jel Filtrasyon (molekiiler eleme) kromatografisi
e lyon cifti kromatografisi
o Afinite kromatografisi
2- Uygulama bigimine gore
¢ Diizlemsel kromatografi
o Kagit kromatografisi
o Ince tabaka kromatografisi (TLC)
e Kolon kromatografisi
o Yiiksek basingl s1vi kromatografisi
o Siiper kritik akiskan kromatografisi
o Gaz kromatografisi
3-Faz tiplerine gore
e Sivi kromatografisi
o Sivi - kat1 kromatografisi
o Sivi - siv1 kromatografisi
e Gaz kromatografisi

o Gaz - kat1 kromatografisi
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o Gaz - s1v1 kromatografisi

2.5.2.1. Ayrilma Mekanizmalarina Gore Simiflandirma

Adsorpsiyon Kromatografisi:

Hareketli faz, poroz bir kat1 veya ¢ok ince bir toz olan sabit fazin {izerinden
geger. Ayrilacak maddelerin yiiriime hizi, sabit faza karsi ilgilerine yani adsorbe
edilme derecelerine baglidir. Madde sabit faz tarafindan ne kadar kuvvetli adsorbe
ediliyorsa o kadar yavas ilerler. Adsorpsiyon kromatografisi, kolay olmasi yaninda
etkili bir aymrma yontemidir. Bu yontemle izomerler, hidrokarbonlar, rasemler,
hormonlar ve antibiyotikler kolaylikla ayrilabilir.

Adsorpsiyon kromatografisi yonteminin dezavantajlar1 da vardir. Bunlar,
sabit fazin ayrilmasi beklenen maddeleri parcalamasi ve aranan maddeler yerine
baska maddelerin bulunmasi, sabit fazin ayrilan maddelerle kimyasal reaksiyon
vermesi ve uygun sabit faz ve ¢Oziicii bulunabilmesi i¢in bazen ¢ok zaman

harcanmasidir (44,45).

Dagilma Kromatografisi:

Sabit faz inert ve kat1 bir destek maddesi iizerine kaplanmis bir stvidir. Sivi
veya gaz olabilen hareketli faz, sabit faz ile kapli destek maddesinin {izerinden geger.
Maddelerin, bu sistemdeki yiirime hizlar, iki sivi faz arasindaki bagil
¢Oziinlirliiklerine yani dagilma katsayilarina baglidir. Sabit fazda daha c¢ok
¢oziinenler daha yavas ilerlerken, hareketli fazda daha ¢ok ¢oziinenler daha hizh

ilerler.

Iyon Degistirme Kromatografisi:

Bu yontem, kat1 bir maddenin, yapisinda bulunan iyonlari, temasta bulundugu
cozelti icindeki baska iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi 6zelligine dayanir. Bu
amacla kullanilan kat1 maddeler, ¢6zelti ortaminda hi¢ ¢6ziinmeyen biiyiik molekiillii
dogal ve yapma maddelerdir. Bunlar inorganik ve organik diye ikiye ayrilr.
Inorganik olanlar yaklasik bir asirdir kullanilan killer ve zeolitlerdir. Organik olanlar

1937°den beri kullanilmaktadir. Hem inorganik hem de organik iyon degistiricilerde
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temasta bulunduklar1 ¢ozeltideki iyonlarla degistirilebilecek pek ¢ok sayida iyon
bulunur.

Sulu ¢ozeltide, ytiklii iyonlar ile iyon degistirici regine temas ettiklerinde,
iyon degistiricinin fonksiyonel gruplarinin yiikleri ile iyonlarin yiikleri arasinda bir
etkilesme olusur. Sulu ¢ozeltideki iyonlar, sabit fazdaki ayni yiiklii iyonlarla yer
degistirerek, kolona baglanirlar. Baglanmayan iyonlar ise kolondan en once ¢ikarlar.
Bu yontemde recine tanecikleri sabit fazi, gecirilen ¢oziicii ise hareketli fazi

olusturmaktadir (44,45).

Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi:

Bu yontemde, maddeler molekiil biiytikliiklerindeki farkliliga gore ayrilirlar.
Agsi1 yapili polimer materyalde, maddeler molekiil biiyiikliiklerine bagl olarak, ags1
yapiya girme derecelerine gore birbirinden ayrilirlar. Kiiglik molekiiller tanecikler
arasindaki bosluklara girebildiklerinden ilerlemeleri gecikirken, biiylik molekiiller bu

bosluklara giremez ve kolayca ilerlerler.

Iyon Cifti Kromatografisi

Bu yontem, oOzellikle iyonlagsabilen asidik veya bazik maddelerin
ayrilmasinda kullanilir. Hareketli faza ilave edilen iyon cifti reaktifi sabit faz
tarafindan adsorplanir ve iyonize olmus maddeler bu iyon ciftleri ile iyonik

etkilesime girerek birbirinden ayrilir (44, 45).

Afinite Kromatografisi:

Enzim, hormon vb. spesifik proteinlerin saflagtirilmasinda kullanilir.
Kolonunun dolgu maddesine, (dekstran, poliakrilamid, seliilloz vb) spesifik protein
ile kompleks yapabilen bir ligand baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik
protein, kat1 destege baglanarak kolonda tutulurken; serbest proteinler kolonu terk
ederler. Daha sonra, bagli protein pH degisikligi veya ligand ilavesiyle kolondan eliie

edilir.
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2.5.2.2. Uygulama Bi¢imine Gore Simiflandirma
Diizlemsel Kromatografi

Kagit Kromatografisi:

Bu yontemde 6zel tiretilmis kagit (seliiloz) destek ve gozeneklerine yerlesen
su ise sabit “sivi faz1” olusturur. Hareketli faz, bir yiiritme tanki igerisine
yerlestirilmis uygun ¢oziiciidiir. Kagit {izerine uygulanan karigim, bir yiiritme tanki
igerisinde, su igeren hareketli faz, kagidin 6rnek uygulanan kenarindan karsi kenarina
ulasana kadar beklenerek ayrilir. Coziicii, kagit lizerinde kapiler etki ile ilerlerken

karisimdaki maddeler 6zelliklerine gore ayrilma gosterir (44).

ince Tabaka Kromatografisi:

Bu yontemde, kromatografi iglemi cam, aliiminyum veya plastik bir yiizey
tizerine kaplanmis bir adsorban tabakasinda gerceklesir. Yiriitme tankindaki
hareketli faz, adsorban tabakasi {izerinde asagidan yukariya dogru ilerler (45).
Adsorblayici tabaka se¢iminde ayrilmasi beklenen maddelerin asidik veya bazik
karakterli olmasi dikkate alinir. Genellikle asidik karakterli maddeler igin asidik
adsorblayicilar (silikajel), bazik karakterli maddeler icin de, bazik adsorblayicilar

(aluminyum oksit, talk gibi) tercih edilir (44).

Iyi bir adsorblayicida aranan baslica 6zellikler sdyle siralanabilir;

* Oldukea ¢cok miktarda madde adsorplayabilmeli,

+ Uzerinde adsorbe olmus madde baska ¢oziiciiler kullanilarak kolaylikla
geriye alinabilmeli,

* Ayrilacak maddelerle ve ¢oziiciilerle kimyasal reaksiyona girmemeli,

* Renklendirme ayiraglariyla reaksiyona girmemel,

* Yapisi ¢oziicliniin rahatlikla gegmesine elverisli olmal..
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Kolon Kromatografisi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi:

Yiksek performanslt sivi kromatografisi, sicakliga hassas olan maddelere de
uygulanabilmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir. Ayrilacak
karisim, sisteme bir enjektor yardimiyla verilir ve sivi hareketli faz ile kolondan
basing altinda gecirilir. Numune bilesenleri sabit veya hareketli faza olan ilgilerine
gbre ayri ayri bandlara ayrilir. Bu bandlar kolon boyunca ilerler ve dedektorden
gecer. Dedektor bir kaydediciye baghidir ve kolondan ¢ikan her bilesen, pikler
halinde kaydedilir. Piklerin ¢ikis zaman1 alikonma zamani olarak tanimlanur.

Yontemin uygulanabildigi baslica bilesikler ise niikleik asitler, terpenoitler,
pestisitler, antibiyotikler, steroitler, proteinler, aminoasitler, ilaglar, hidrokarbonlar,

karbonhidratlar, metal organik bilesikleri vb. dir.

Siiperkritik Akiskan Kromatografisi:

Stiperkritik akigkan kromatografi (SFC), gaz ve sivi kromatografilerinin bir
hibridi sayilir ve her iki yontemin istiinliiklerini birlestirmektedir. SFC, geleneksel
stvi ve gaz kromatografi yontemleri ile tayini miimkiin olmayan bir grup bilesigin
tayinini miimkiin kildig1 i¢in énemlidir. Bu bilesikler arasinda ugucu olmayan veya
gaz kromatografisi sartlarinda termal bozunmaya ugrayan bilesikler ve sivi
kromatografide kullanilan spektroskopik veya elektrokimyasal dedektorlerle
belirlenmelerini miimkiin kilacak fonksiyonel gruplara sahip olmayan bilesikler

sayilabilir.

2.5.3. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisinde, numune buharlastirilarak kolonun girisine enjekte
edilir. Inert bir hareketli gaz faz ile eliisyon yapilir. Diger kromatografik yontemlerin
aksine gaz faz analitin molekiilleri ile etkilesmez; gazin tek islevi, analiti kolon
boyunca tasimaktir (44-46) (Sekil 2.4).

Gaz kromatografisi iki sekilde uygulanmaktadir;

e (Gaz-kat1 kromatografisi (GSC)
e (Gaz-sivi kromatografisi (GLC)
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Sekil 2.4. Gaz kromatografi sistemi

2.5.3.1. Gaz-Kati Kromatografisi (GSC)

Kat1 sabit faz tizerinde fiziksel adsorpsiyon sonucu analitlerin alikonmasini
temel alir. Gaz-kat1 kromatografisi iki nedenle sinirli uygulama alani bulur bunlar;
polar molekiillerin kalict denebilecek olgiide alikonma problemi ve adsorpsiyon
olaymmin dogrusal olmayis1 nedeniyle kuyruklanmanin asir1 oranda meydana
gelmesidir. Bu nedenlerle yontem kiigiik mol kiitleli molekiillerin ayrilmasinin

disinda fazla bir uygulama alani bulamamustir.

2.5.3.2. Gaz-Sivi Kromatografisi (GLC)

Analitin gaz halindeki hareketli faz ile bir katinin yiizeyine tutturulmus sabit

stvi faz arasinda dagilimi iizerine kurulmustur (44).
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Gaz Kromatografisi Sisteminin Kisimlari:
Tasiyic1 Gaz:

Inert olmas: gereken tasiyict gaz; genelde helyum, hidrojen ya da azottur.
Sekil 2.5 incelendiginde, minimum teorik tabaka yiiksekliginde, en yiiksek
verimliligi N» gazinin verdigi; fakat Ny gazinin dogrusal hizinin artmasiyla verimin
diistiigii gortilmektedir (46). Hy, gazi genis dogrusal hiz araligina sahip olmakla
birlikte patlayici 6zellige sahip olmasi nedeniyle pek kullanilmaz. N;’ye gore daha

iyi hiz araligina sahip olan He gazinin kullanimi1 daha fazladir.

H (mm)

1.2

1.0 —

0.8

0.6 —f

0.4 —

0.2 —

T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90

ortalama dogrusal hiz (cm/s)

Sekil 2.5. GC’de kullanilan tasiyici gazlara ait Van Deemter grafikleri

Gaz sec¢imi genelde kullanilan dedektor tipine baglidir. Tastyict tiipline baglh
elektronik basing kontrol (EPC) sistemleri, gostergeler ve akis sayaglart bulunur.
Bunlara ek olarak, su ya da diger safsizliklar1 gidermek i¢in gaz sisteminde cogu
zaman molekiiler elek bulunur.

Akis hiz1 kontrolii, normal olarak gaz silindirine bagli iki basamakli basing
regiilatorleri ve kromatografiye bagl akis regiilatorleri ile yapilir. Genel olarak giris
basincinin sabit kalmasi halinde akis hizinin degismeyecegi varsayilir. Modern ticari
kromatografiler akis hizin1 istenilen degerlere ayarlayabilen ve kontrol eden

elektronik cihazlarla donatilmigtir.
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Numune Enjeksiyon Sistemi:

Kolon verimi, numunenin uygun miktarda ve buhar halinde “bir defada”
verilmesini gerektirir. Yavas enjeksiyon veya daha fazla miktarda numune verilmesi,
pik genislemesine ve diisiik ayirma giiciine neden olur. Sivi veya gaz numune
enjeksiyonunda, yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri sizdirmaz enjektorle
manuel enjeksiyondur. Enjeksiyon bir silikon lastik diyaframdan ya da bir septumdan
yapilir. Septumun hemen arkasinda kolon giris ucunda hizli buharlagtirici bir bolme
bulunur. Normal analitik amaglar i¢in enjeksiyon hacmi 0,1-20 plL arasinda olabilir.
Kilcal kolonlarda daha kiigiik hacimlerde (107 puL) enjeksiyon yapilir. Bunun igin
kolon girisine bir boliicii yerlestirilir. Boliicii, enjekte edilen numunenin bir kismini
kolona verirken, kalan kismi1 da disar1 atar. Nicel analizlerde daha tekrarlanabilir
miktarlarda gaz veya sivi numunelerinin cihaza verilebilmesi i¢in doner numune
vanalar1 kullanilir. Bu vanalarla, numune enjeksiyonundan kaynaklanan bagil hatalar
%0.5-%2 civarina diisiiriilebilir. Ancak giinlimiizde otomatik enjeksiyon sistemleri
kullanilarak, enjeksiyondan kaynaklanan hatalar en aza indirilmistir. Numune

istenilen hacimde ve ¢ok hizli verilir (44).

Kolonlar:

Enjeksiyonla verdigimiz bilesenlerin birbirinden ayrildigi, nicel ve nitel
analizin yapildigi boliimdiir. Dolgulu ve kilcal kolon olmak fizere iki tip gaz
kromatografisi kolonu bulunmaktadir (Sekil 2.6). Dolgulu kolonlar cam veya
metalden yapilmis, i¢ ¢aplart 2-4 mm, uzunluklar1 2-3 m olan kolonlardir. Bu
kolonlar ince bir sabit s1v1 faz ile kaplanmig, homojen ve ince taneli bir kat1 ile iyice
doldurulur. Teorik tabaka sayisi kilcal kolonlardan azdir. Kilcal kolonlarda ise dolgu
materyali yerine sivi fazin kendisi veya destek maddesi ile birlikte kolon ig
ceperlerine baglanmustir. I¢ caplar1 0.1-0.5 mm, uzunluklar1 10-100 m’dir. Kilcal
kolonlarin kullanilmasi ile dolgulu kolonlarin 6nemi azalmistir.

Eritilmis silika kilcal kolonlarin gelistirilmesi ve ¢ok ¢esitli materyallerle i¢
ceperlerinin  kaplanabilmesi nedeniyle kilcal kolonlarin kullanimlar1  hizla
artmaktadir. Bu kolonlarda sabit faz kolon duvarina mikrometrenin onda biri kadar

ince kalinlikta kaplanmig siv1 filminden olusmaktadir (46, 47).
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Kilcal kolonlar, iig tiirlidiir (Sekil 2.6): Bunlar;

a) Duvannt kaph acqik borusal kolonlar (Wall-Coated Open Tubuler
Columns, WCOT): Sabit faz kati, viskoz sivi veya zamk formunda polimerlerdir.
Kilcal kolon geperine kaplanir. I¢ ¢ap1 0.005-0.53 mm, film kalinligi 0.1-3 um'dir .
1979°da WCOT kolonlar1 eritilmis silis a¢ik borusal kolonlar (FSOT) olarak
adlandirilmistir. Bu kolonlar kuvars materyalinden yapilmistir. Daha esnektir ve

istenen sekil daha kolay verilebilir.

b). Poroz yiizeyli acik borusal kolonlar (Porous Layer Open Tubuler
Columns, PLOT): I¢ tabakasi adsorban materyalle ile kapldir. Dezavantaji diisiik

etkinlige sahip olmasi, tekrarlanabilir ve kararli olmamasidir.

c) Destek kaph acik borusal kolonlar (Support-Coated Open Tubuler
Columns, SCOT): Destek materyalle sivi faz kaplanmis sekilde kilcal duvarina
yapistirilmistir. En 6nemli avantaji sabit faz kalinliinin daha genis aralikta

tutulabilmesidir.
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Sabit faz
Kolon ceperi

Kat destege tutturulmus sabit,sivi faz
kaplama

Dolgulu kolon

Destek materyali

Sekil 2.6. WCOT, SCOT, PLOT, Dolgulu kolonlar

Gaz kromatografisi  kolonlarinda 3  O6nemli  Ozelligin  bulunmasi

gerekmektedir:

1. Sabit faz, olabildigince inert bir destek yiizeyini tamamen kaplayan

tekdiize kalinliktaki film tabakasi ile olusturulmalidir.

2. Kolon film tabakasinin, yiiksek sicakliklarda bozunma ve buharlagsmaya
kars1 1sisal kararliligi olmalidir. Bu sabit faz molekiillerini destek materyaline
kimyasal veya fiziksel olarak baglayarak polimere benzeyen bir film tabakasi

olusturarak gerceklestirilir.
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3. Geri doniisltimsiiz olarak numune bilesenlerinin adsorpsiyonuna neden olan
ve metalik elementleri, 6zgiin bilesenlerin bozunmasi i¢in katalitik kisimlar olarak

rol oynayan aktif bolgelerin olmamas1 gerekmektedir.

Eger kolon, sicaklik smirlarinin iizerinde uzun siire kalirsa ve WCOT
kolonlarda kolon duvarlarinda yumusak, tekdiize bir sivi kaplamasi basarilamazsa
aktif bolgeler ortaya ¢ikacaktir. Polar ve apolar sabit faza sahip olan WCOT kolonlar

yiiksek verimlilige sahiptir.

Kolonlar saklanirken siv1 faza difiize olabilecek oksijen veya diger kirlilikleri

engellemek i¢in uclar1 uygun bir sekilde kapatilmalidir.

Dedektorler :

Gaz kromatografide kullanilan ideal dedektorler asagidaki ozelliklerde
olmalidir:

- Yeterli duyarlilik nicel olarak tanimlanamaz. Genel olarak bugiiniin
dedektorlerinin duyarliklar: 108-10™ g madde s arasinda degismektedir.

- lyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik, genis bir dogrusal calisma aralig,
400°C’ ye kadar varan sicaklik araligi olmasi istenir.

- Numuneyi par¢alamamalidir.

- Her tlirden analite benzer cevap alinmali veya belirli sinif maddelere karsi

tahmini kolay ve secici cevap verme 6zelligi olmalidir.

Gaz Kromatografisinde kullanilan baslica dedektorler sunlardir:
e Termal iletkenlik dedektorii
e Elektron yakalama dedektorii
e Alev iyonlasma dedektorii
e Alev fotometri dedektorii
e Azot fosfor dedektorii
e Fotoiyonizasyon dedektorii

e Kiitle segici detektor
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Gelistirilen yontemde gaz kromatografisi sisteminde dedektor olarak kiitle

secici dedektor kullanilmustir.

Kiitle Secici Dedektor (MSD):

Kiitle spektrometrisi gibi 6zel olarak iiretilen sistemler, gaz kromatografisiyle
birlikte dedektor olarak kullanilmaktadir. Kiitle dedektorii, gaz kromatografisinden
gelen ornekleri gaz halinde yiiklii ve hareketli iyonlarina doniistiirerek, bunlari
kiitle/yiik oranlarina gore ayirir ve elde edilen spektrum maddenin teshis ve tayinini
saglar. Burada yiiklii bir pargacigin kiitlesi m, yikii de z’dir. Bir maddeden m/z
oranlar1 birbirinden farkli bir¢ok pargacik meydana gelebilir. Cihaz, m/z degerleri
aynt olan tanecik demetleri i¢in birer pik c¢izer. Olusan iyonlar pargalanarak
“parcalanma {irlinlerini” olustururlar. Par¢alanma {irtinleri kiitle segici analizorden
gecerken m/z oranlarina gore ayrilir, cogaltilir, sayilirlar ve bdylece ilgili maddeye
ait kiitle spektrumu olusturulur. Kiitle spektrumlari, bagil ¢okluk ve m/z degerleri
arasinda ¢izilen grafiklerdir. Kismen basit bilesiklerin spektrumlarinda bile, farkli
yiikseklikte ¢ok sayida pik goriiliir. Piklerin sayisi; bilesigin yapisina, iyonlasma

potansiyeline ve kullanilan cihazin yapisina baglidir (46).

2.6. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS)

Gaz kromatografisi ¢ogu zaman segici spektroskopik ve elektrokimyasal
tekniklerle baglantili olarak kullanilir. Béylece kombine yontemler adi verilen bu
sistemler, kompleks karisimlarin analizinde gii¢lii bir ara¢ olarak tercih edilir (46).

Kiitle spektrometresi uzun yillardan beri kullanilmakta olup kiitle spektrumu
ilk kez 1898’de Wien tarafindan elde edilmistir. 1905°de ise Thompson kararl
izotoplarin bulundugunu gostermek i¢in yapmis oldugu deneyde farkli pozitif
iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranina gore farkli parabolik yoriinge kat ettigini
gostermistir. Kiitle spektrometresi, 1957 yilinda Holmes ve Morrel tarafindan, gaz
kromatografisi ile birlestirilmistir. Kiitle spektrometresinin gaz kromatografisi
dedektorii olarak kullanilmasimin nedeni toplanacak bilgilerin ¢oklugudur. Biitiin
organik bilesik siniflarina ve tiim organik bilesiklerde ortak bir fiziksel 6zellik olan

kiitleye cevap verebilmesi en biiylik 6zelligidir.
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Kiitle spektrometrisinde gaz fazindaki numune, yiliksek enerjili elektronlarla
carpistiktan sonra elektronlarini kaybederek pozitif veya negatif ytiklii ¢esitli iyonlar
haline donlismektedir. Hizlandirilan bu iyonlar manyetik ve/veya elektrik alaninda
saptirilmaktadir. Iyonlarm sapmas; kiitlelerine, yiiklerine ve hizlarina baghdir. Eger
yuk, hiz ve saptiric1 gii¢ sabit ise, sapma agir parcaciklarda az ve hafif pargaciklarda
¢ok olacaktir.

Kiitle spektrometresi, evrensel, kiitle bagimli ve yikict (pargalayan) bir
dedektordiir. Kiitle spektrometresi, tek bir cihaz olarak kullanildigi gibi, gaz ve
yiiksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC) cihazlarina baghh olarak da
kullanilmaktadir. Her numune ig¢in sinyal verir. Numunenin derisiminden
bagimsizdir (46).

Kiitle spektrometresi su kisimlardan olusur (Sekil 2.7);

1. Ara baglanti

2. Iyon kaynag

3. Kiitle analizorii
4. Dedektor

5. Vakum Sistemleri

I
/ ara baglanti
[ a

kiitle /
analizoru

dedektor

GC

'
‘‘‘‘‘

iyon kaynagi

Sekil 2.7. Kuadropol GC-MS sisteminin sematik gosterilisi



31

2.6.1. GC-MS Ara Baglantilar

Gaz kromatografisi ile kiitle spektrometresi arasindaki basing farkindan
dolay1 ara baglantiya gerek vardir. Gaz kromatografisi atmosfer basincinda, kiitle
spektrometresi ise ¢ok disiik basingta (10°-10° torr) calismaktadir. Kiitle
spektrometresindeki vakum kosullarinin  bozulmasini engellemek i¢in gaz
kromatografisinden gelen cluattan tasiyict gazin uzaklastirilmasimi ve bilesenlerin

kiitle spektrometresi iyon kaynagina iletilmesini saglamak i¢in ara baglant1 kullanilir.
Kullanilan ara baglantilar sunlardir;

a) Effusif ara baglanti: Bu baglantinin caligma prensibi tasiyic1 gaz ile
numunenin kiitle farkliligindan dolay1 ayrilmasina dayanir. Gaz kromatografisi
akintis1 vakum icine yerlestirilmis poréz cam tiipiin i¢ine dogru olur. Daha ¢ok
dolgulu kolonlarda kullanilir.

b) Jet aymricilikli ara baglanti: Temeli numune ve tasiyict gazin gaz
kromatografisinden ¢ikip kiigiik jet agikligina dogru ge¢mesine dayanir. Gegiste
molekiiliin hiz1 artar ve iki acikliktan gecerek iyon kaynagina gelir. Hafif tasiyici
gazlar vakum alaninda disar1 pompalanir. Numunelerin inertligi i¢in jet ara baglanti
camdan yapilmistir ve genis araliktaki numune tiplerine uygundur. Hem dolgulu hem
de WCOT kolon ile kullanilabilir.

c) Gegirgen zarli ara baglanti: Tasiyict gaz ve numunenin silikon zar
ylizeyinden, zarin diger tarafinda bulunan iyon kaynagi vakum odasina dogru
gecisini  saglar. Organik molekiiller zar ylizeyinde ¢oziiniir ve kiitle
spektrometresinin vakum kismina girer. Organik olmayan tasiyict gaz molekiilii
coziilemez ve disari atilir. Dolgulu kolon kullanilan gaz kromatografisi cihazi
genelde organik madde analizlerinde tercih edilir.

d) Dogrudan bolmeli ara baglanti: Akis, ara baglantida boliinerek kiitle
spektrometresinin pompalama kapasitesine uygun olmasi saglanir. Kolon sonunda
boliinen kisim atmosfere atilir. Nicel analiz i¢in uygun degildir.

e) Acik bolmeli ara baglanti: Kolon ucu kiitle spektrometresine gaz
ayarlayicisi ile baglanir. Gaz ayarlayici ile istenen akis saglanarak gazin fazlasi disari

atilir. Kilcal kolonlarla kullanilir.
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f) Dogrudan kilcal kolon baglantilari: 1-3 mL dak™ gibi diisiik tastyic1 gaz
akis hizlar1 s6z konusu oldugunda gerekli basing diismesi, kiitle spektrometresinin
vakum sistemi ile saglanabilir. Bu nedenle de dogrudan bir ara baglant1 kullanilabilir.
Bu durumda hem tasiyict gaz hem de numune, tasiyict gazin numune
molekiillerinden daha biiylik hizda pompalandigi kiitle spektrometresinin iyon
kaynagina girerler. Yiiksek tasiyict gaz akislarindan dolayr dolgulu kolona

uygulanmaz. Calismalarimizda bu sistem kullanilmistir.

2.6.2. Iyon Kaynag

Molekiillerin iyonlastigi boliimdiir. Bir molekiil, atom veya iyondan bir
elektron uzaklagmasi olayma iyonlasma denir. Iyonlastirma teknikleri; gaz, sivi ve
kat1 gibi maddenin farkli fiziksel durumuna ve maddenin 1sisal kararliligina baglh
olarak secilir. Gazlar ve sivilar i¢in elektron ve foton bombardimanli iyonlastirma;
katilar i¢in ise termal, lazer desorpsiyon, atom bombardimani, elektrik bosalim ve
alan desorpsiyon iyonlasma uygundur. Gilinlimiizde en ¢ok kullanilan iyonlagtirma
teknikleri elektron bombardimani ile iyonizasyon ve kimyasal iyonizasyondur.

a) Elektron bombardimam ile iyonizasyon (EI): EI kisaca analit

molekiiliiniin enerjili elektronlarla bombardiman edildigi iyonlasmadir (Sekil 2.8).

akim flament
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Sekil 2.8. Elektron bombardimani ile iyonizasyon (EI)
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Sicak bir flamandan ¢ikan elektronlar bolme boyunca odaklanir ve 70 eV'luk
bir potansiyele sahip bir elektrot tarafindan ¢ekilir. Boylece her bir elektron 70
eV'luk bir enerji kazanir ve ortama giren numune ile ¢arpisarak bir dizi pargalanma
tepkimeleri olusur. Molekiildeki baglarin kirilmasi pozitif ve negatif iyonlarin
olusmasini saglar. Cogu organik molekiil i¢in pozitif iyon olusumu enerji acisindan
daha c¢ok tercih edilir. Elektronun sahip oldugu enerji baglar1 kirmak icin yeterli
enerjidir. 70 eV'luk enerjinin kullanilmasi kararli, tekrarlanabilir ve molekiile 6zgii
kiitle spektrum olusmasini saglar. Elektron bombardimani ile olusan iyonlarin bagil
biiytikliikleri, iyonize edici elektronlarin enerjileri ve iyonizasyonun olustugu

sicakliga baghdir. Calismamizda EI teknigi kullanilmistir.

b) Kimyasal iyonlastirma (CI): Genellikle diiz zincirli alkan, alken veya
alkoller gibi homolog bilesikler EI ile kararli molekiiler iyonlara sahip pozitif
tamimlama yapilamayacak kadar kii¢iik bagil bolluga sahiptirler. CI'nin esasi iyon-
molekiil tepkimelerine dayanir. Yiiksek enerjili iyonlar carpistiklari molekiile ya
proton aktarirlar ya da ondan hidriir ve elektron koparirlar. Kimyasal iyonlagmali
kiitle spektrometresinde (CI-MS), iyon kaynagina reaktif gaz verilerek yiiksek basing
elde edilmektedir. Reaktif gaz numune molekiilleri ile i¢ etkilesime girecek reaktif
iyonlarn1 olusturmak iizere elektron demeti tarafindan iyonize edilmektedir.
Ortamdaki yiiksek basincin etkisiyle reaktif iyon ile numune i¢ etkilesime girer. El'ya

gore enerji daha dusiiktir.

2.6.3. Kiitle Analizorii

Iyon kaynagindan ¢ikan iyonlasma iiriinleri analizore yonlendirilir. Analizor,
m/z oranlaria gore maddelerin ayiriminin saglandigi bolimdiir.

En ¢ok kullanilan kiitle analizorleri sunlardir;

a) Manyetik sektorlii kiitle analizorii: Manyetik sektor analizorlerinde
kalict miknatislar veya elektromiknatislar kullanilir; bu miknatislar iyon kaynagindan
gelen demete iyonlarin m/z oranlarina bagli olarak 180, 90 veya 60 derecelik agilarla

dairesel hareket yaptirirlar. Bu bélgede i¢ basing 107 torr civarindadir.
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b) Ucus zamanh Kkiitle analizérii: Iyonlar ugus tiipii ad1 verilen tiipiin
icinden gecerler ve bu sirada hizlandiricinin etkisiyle esit momentuma sahip olurlar.
Boylece kiitleleri birbirinden farkli olan iyonlarin hizlar1 da farkli olarak belirlenir.

¢) Kuadropol kiitle analizorii: Kuadropol, eksenlere simetrik olarak
yerlestirilmis, 4 adet zenginlestirilmis altin ¢gubuktan olusmaktadir. Kuadropol kiitle
analizOriiniin belirli bir kiitle araliginda tarama yapmasi ve ayirim i¢in radyo frekansi
(RF) ve dogru akim (DC) voltaji uygulanir. X eksenindeki c¢ubuklara pozitif, y
eksenindeki ¢ubuklara negatif gerilim uygulanarak iyonlasan 6rnek molekiillerinin
cubuklar arasinda rezonansa gelmesi saglanir. RF voltajinin biiyiikliigii iyonlarin
kiitlesini belirtir. DC voltajinin RF voltajina orani, ayirimi belirtir.

Kuadropol kiitle analizorii, yliksek duyarlilia ve milisaniye araliklar ile hizli
tarama Ozelligine sahiptirler. Bu 6zellikler dar piklere sahip WCOT kolon takilmig
gaz kromatografisi cihazlarina baglamak i¢in ¢ok uygundur ve ¢alistigimiz cihazda
kuadropol kiitle analizorii kullanilmistir. Kuadropol kiitle analizorii sematik olarak

Sekil 2.9°da gdsterilmistir.

Katot Iyon kaynagi boimesi

Elektron igini U
Silindirik kuadropol cubuklari

) Detektdr

; {
— ,/_\‘?

— Oooég ¢ @G’@—)&v/\\ L
? e T

' Rezonans iyon

Rezonans olmamis iyon
| L

I

Sekil 2.9. Kuadropol kiitle analizorii

Kuadropol analizoriin en onemli 6zelligi, tarama hizinin biiyiilk olmasi ve

taranan kiitle araligimin magnetik sektorlii kiitle spektrometrelerine gore sinirh
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olmasidir. Kuadropol analizériinde, yiiksek kiitlelerde bagil ¢okluk fazla degildir.
Filtre edilen kiitlelerin farkli olabilmesi i¢in RF/DC orani sabit tutularak DC
potansiyeli degistirilir. Kiitle taramas1 ya DC ve RF voltaj1 degistirilip oranlar sabit

tutularak ya da RF ve DC voltaji sabit tutulup frekans degistirilerek yapilmaktadir.

2.6.4. Dedektor

Kiitle analizorlerinden gecen iyonlar elektron g¢ogaltict dedektdre ulagir.
Elektron ¢ogalticida ¢arpismadan dolay1 olusan akim, dnce analog voltaja, sonra da
dijital sinyale dontisiir.

En ¢ok kullanilan dedektorler dizi dinot elektron gogaltict (Sekil 2.10.a) ve
devaml dinot elektron ¢ogalticilardir (Sekil 2.10.b). Bunlar sinyali 10" diizeyine
kadar artirabilirler. Bu da femtoamper gibi ¢ok diisiik iyon akimlarinin
kaydedilmesini saglar.

Kiitle spektrometresinden milisaniye araliklarla gelen verilerin hizla
kaydedilmesi ve depolanmasi gereklidir ki, bu bir bilgisayarla kolayca
saglanabilmektedir. GC-MS sistemi, ara baglant1 ve veri toplama basamaklarindaki
problemlerin ¢6zililmesinden sonra, daha yaygmm kullanilmaya baslanmistir.
Bunlardan bagska aletin kalibrasyonun otomatik yapilip, sonuglarinin alinabilmesi,
analiz kosullarinin kolayca girilmesi, aletin kontroliiniin yapilip verilerin
alinabilmesi, analiz sonrasi1 veri degerlendirmelerinin yapilabilmesini bilgisayar

saglamaktadir.
Kiitle spektrometresi ile analizlerde 3 tip iyon tarama sekli vardir;

1. Toplam iyon taramasi (TIC): Bir analiz sirasinda ayrim yapmadan tiim
iyonlarin istenilen atomik kiitle birimlik (akb) aralifinda taratilmasi ile
gerceklestirilir.

2. Secilmis iyon taramasi (SIM): Aranilan bilesik i¢in en karakteristik olan,
kararli ve bollugu fazla olan m/z degerleri segilip, taratilir. Segici iyon taramasinda
secilen iyonlarin tarama siiresi (dwell time) analizci tarafindan segilir.

3. Tek iyon taramasi: Tek iyon taratilir. Cok hassastir, ancak kesin

tanimlama yapilamaz.
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Calismamizda TIC ¢alisma konumunda ¢oklugu en fazla olan m/z degerleri
belirlenmis ve bunlardan 3 tane iyon segilerek SIM taramasi ile analizler
gerceklestirilmistir. En yiiksek cevabi veren iyon iizerinden ise nicel tayin

yapilmistir.

a) .
lyon demeti

Diyodlar

{40 Gikis akimi

Gevirme diyodu Elektronlar
b)
iyon demeti
5
Gikis akimi

Yiiksek voltaj

Sekil 2.10. (a) Dizi dinot, (b) Devamli dinot elektron ¢ogaltict dedektorlerin sematik

gosterilisi

2.6.5. Vakum Sistemleri

Kiitle spektrometresi cihazi 10°-10°° torr diistik basing altinda ¢alismaktadir.
Kiitle spektrometresinde vakum sisteminin olmasini gerektiren nedenler soyle
siralanabilir;

1. Flaman yiiksek basingtaki oksijen altinda 1sitilirsa yiikseltgenip yanabilir.
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2. Basing arttikca kiitledeki cogaltici, kaynak ve analizorde yiiksek voltaj
kirilmalar1 olabilir.

3. Kiitle spektrometresinin iyon kaynaginda bulunan gaz, spektral geri zemine
katilabilir (6rn; su, azot ve oksijenden gelebilecek m/z: 18, 28 ve 32).

4. Kiitle spektrometresinde diisiik basing saglamanin en 6nemli nedeni, analiz
edilen iyonlar arasindaki carpismay1 en aza indirmektir. Ciinkii, iyon siirekli diger
molekiiller ve yiizeyler ile ¢arpisiyorsa, iyonlar: belli bir yolda yonlendirmek igin
kullanilan giigler yararsiz olacaktir.

5. Yiiksek basing ile analizoriin, iyon kaynaginin ve odaklarin kirlenmesi
artmaktadir.

6. Yiiksek basing ile spektrum almak ve yorumlamak zordur.

7. Basing artarken iyon kaynagina dogru olan elektron akimi diizeltmeleri
zorlasir.

8. Vakum sistemi analizoriin islemini gerceklestirmesi igin gereken
molekiiler ortalama yolu saglar.

Bu nedenlerden dolay1 kiitle spektrometresi i¢in vakum sistemleri ¢ok
onemlidir. Kiitle spektrometresinde cihaz i¢indeki basinci 107 torr civarinda tutmak
icin degisik pompalar kullanilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan kaba, turbo molekiiler
ve diflizyon pompalaridir. Caligmamizda diflizyon ve kaba pompali MSD

kullanilmistir.

2.6.6. GC- MS Sisteminin Ayarlanmasi (Autotune)

Analize baglamadan 6nce ve periyodik araliklarla kiitle spektrometresindeki
iyonlastirici, kiitle analizorii ve dedektor kisimlarinin, uguculugu yiiksek ve kararli
organik bilesikler kullanilarak ayarlanmasi gerekmektedir. Sistemde bu islem
"autotune" denilen donanim kullanilarak yapilir. Ayarlama i¢in iyon kaynaginin
basinct 107 torr civarinda olmaldir. Standart olarak kullanilan bilesik calisilan kiitle
araligin1 kapsamali ve pik siddeti yiiksek olmalidir. Uguculugu fazla ve kararl
organik maddelerden olmalidir. Kullanilan ayarlama maddesi iyon kaynagina
verilerek kiitleler ve izotoplar1 gézlenir.

Ayarlama bilesigi olarak ¢alisgmamizda kuadropol sistemlerinde standart

olarak en ¢ok tercih edilen perflorotributilamin (PFTBA) kullanilmis ve bu maddeye
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Ozgii 69, 219, 502 m/z pikleri temel alinmistir. Autotune sonucu Tablo 2.1°de
tanimlanan kabul kriterlerine gore degerlendirilmistir. Kabul kriterleri saglanmadan
analize baslanmamistir. Sekil 2.11°de cihazin kabul edilebilir bir “autotune” ¢iktisi
goriilmektedir. (48)

Ayrica m/z=18 (su) ve 28 (hava) pikleri, m/z=69 pikinin %10'undan az
olmalidir. Fazla oldugunda sistemde kacak olmasi olasilig1r vardir. m/z=502 pikinin

bagil coklugu azaldiginda ise, iyon kaynaginin kirlendigi sdylenebilir.

Tablo 2.1. Kiitle spektrometresinin ayarlanmasinda kullanilan kiitlelerin bagil

cokluklar1 ve izotop kiitle oranlar1

Kiitle Bagl Cokluk (%) Izotop Kiitlesi Izotop Orani (%)
69.0 100 70.0 05-1.6
219.0 >35 220.0 32-54

502.0 >1 503.0 79-12.3
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Mass 68.90| Mass 218.90| Mass 502.00 .
Ab  985571|Ab  1092132|Ab  127233| Ion Pol POS MassGain -111
Pw50 0.56 | Pw50 0.54| Pw50 0.55 o MassOffs  -10
Emission 49.4 AmuGain 2002
EleEnergy 69.9 AmuOffs 136
Filament 1 Wid219 -0.019
DC Pol POS
Repeller 29.79
IonFocus 89.2 HED ON
EntLens 9.5 EMVolts 1624
EntOffs 18.32
Samples 8
PFTBA OPEN| Averages 3
StepSize 0.10
Zones:
MS Source 230 Foreline 82
MS Quad 150
T ‘ﬁ*T‘J'bXT*' ™1 J' T
66 71 216 221 500 505
Scan: 10.00 - 700.00 Samples: 8 Thresh: 100
277 peaks Base: 219.00 Abundance: 925440
1007
80 -
60 -
40 -
20 -
0 iy L|‘J_[ l-|..||'l '1 T ll vl r 'I r . 'J 9
100 200 300 400 500 600
Mass Abund Rel Abund Iso Mass Iso Abund [Iso Ratio
69.00 882304 100.00 70.00 9546 l1.08
219.00/ 925440 104.89 220.00 40832 4.41
108512 12.30 503.00 10917 10.06

Sekil 2.11. Analizde kullanilan GC-MS cihazinin autotune ¢iktisi
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2.7. Tiirevlendirme Teknikleri

Ayrilacak  karisimin, sabit fazla etkilesmesinden dolayi, piklerde
kuyruklanma goriilebilecegi gibi, alikonma zamanlarinin uzamasina, 6rnegin kolonda
1styla parcalanmasina neden olabilir. En biiyilik giicliikler, karboksi, hidroksi, amino
ve imino gruplar1 iceren bilesiklerin analizinde yasanmaktadir. Istenmeyen bu gibi
durumlar, analitin, daha ugucu ve daha az polar tiirevlerine donistiiriilmesiyle
giderilir. Bu tiirevler piklerin taninmasinda da yararlidir. En yaygin kullanilan

tirevlendirme sekilleri, alkilleme, asetilleme ve silillemedir (49-51).

Alkilleme: Analiz edilecek molekiildeki aktif hidrojenin, bir alkil veya bir aril
grubu ile yer degistirmesi ile tanimlanabilir. Metilleme, bir alkilleme teknigidir.
Metilleme tepkimesinde, bir metil grubu aktif hidrojenler ile yer degistirir.
Metillemenin dezavantaji, tepkimenin tamamlanmasi i¢in gerekli olan siirenin uzun
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu siire 2-24 saat arasinda degisebilmektedir. Son

yillarda mikrodalga teknigi kullanilarak tepkime siiresi kisaltilabilmektedir.

Asetilleme: Alkol ve fenol hidroksil grubu igeren maddelere ya da primer
veya sekonder amin grubu iceren maddelere tatbik edilebilir. Bu yontemde genel

olarak, asetik anhidrid veya asetil kloriir tiirevlendirme reaktifi olarak kullanilir.

Sililleme: Alkoller, fenoller, steroidler, karbonhidratlar, aminoalkoller,
aminoasitlerin trimetilsilil tiirevleri yapilir ve boylece ugucu hale getirilerek GC ile
ayrilirlar. Bunun i¢in trimetilklorosilan (TMCS), hekzametildisilan (HMDS),
trimetilsilildietilamin (TMSDEA), N,O bis(trimetilsilil) trifluoroasetamid (BSTFA)
ve N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamid (MSTFA) kullanilir.

Silil tiirevlerinin avantajlart; tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, yan
tepkime vermemesi, tiirevlendirme tepkimesinin kolay olmasi ve pik sekillerinde
iyilestirme saglamasidir. Sililleme tepkimesinin gergeklesmesi i¢in nemsiz bir ortam
gerekmektedir.

En ¢ok kullanilan tiirevlendirme reaktifleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.



Tablo 2.2. Tiirevlendirme reaktifleri
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Sistematik Ismi Kisaltmasi Formiilii
H3C,_ ,Cl
Trimetilklorosilan TMCS Si
HiC CHj
H3C CHs
Hekzametildisilan HMDS HgC—SIi-SIi-CHg
H3C CHj
CFj
N,O,bis(trimetilsilil) I
. ) BSTFA H3C—Si—N O-Si—CHj;
trifloroasetamid [ [
CHs3 CHs
CH;
| AoHLCH,
Trimetilsilildietilamin TMSDEA CH;—Si—M_,
| “CH,CH,
ZH-
@)
N-metil-N-trimetilsilil STEA L M
trifloroasetamid F3C [\l_‘?l_CHS
HsC CHjy
N-metil-N(tert- O
e L GHs
butildimetilsilil MTBSTFA FsC [\I—|Si—t-Bu
trifloroasetamid HsC CHj
Metil iyodiir CH;sl I-CH;
O
Etilkloroformat ECL
CI)J\O/\CHg

Trimetilsililleme (TMS) gaz kromatografisi teknigi i¢in en uygun

tirevlendirme seklidir. Kuvvetli TMS donoérii olmasi, tepkime hizinin diger ajanlara

gore daha fazla olmasi1 ve ugucu olmasindan dolayt MSTFA diger sililleme ajanlarina

gore daha fazla tercih edilmektedir (52).


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/185892?lang=en&region=TR
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Silil tiirevleri, TMS’nin genellikle aktif hidrojen igeren (-NH, -OH, -SH, -
NH,, -NHR) gruplardaki hidrojen ile yer degistirmesi sonucu olusur. Bu tiirev kolay
hazirlanir ve 1sisal kararlilign yiiksektir. Sililleme tepkimesi bir yer degistirme
tepkimesidir. MSTFA ile gerceklestirilen sililleme asagidaki tepkime geregi
olmaktadir (51).

X-H + CF3CON(CH3)Si(CHs)s — X-Si(CHs)s + CFsCONH-CH;

2.8. Ornek Hazirlama

Ornek hazirlama, ozellikle yiiksek basingli sivi kromatografi ve gaz
kromatografi gibi teknikler ile gergeklestirilecek analizler oncesinde tamamlanmasi
gereken Onemli bir basamaktir. Analitlerin deristirilmesi ve kirli matrikslerde,
Ornegin saflagtirllmasi amaci ile yapilan bu islem, ekstraksiyon ve gereginde
tiirevlendirme gibi asamalardan olusur. Ekstraksiyon, bir karisimdan bir bilesigi
uygun bir ¢dziicii ile ayirma islemidir. laglarin biyolojik materyalden analizi i¢in
kullanilan sivi-sivi ekstraksiyon ve kati1 faz ekstraksiyon yontemleri asagida kisaca

aciklanmustir (53).

2.8.1. Siv1-Siv1 ekstraksiyonu

Gilintimiizde de, en temel ekstraksiyon yontemi olan sivi-sivi ekstraksiyon
“benzer benzeri ¢ozer” ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde madde, organik ve sulu
ozellikteki sivi ¢oziiclii fazlar arasindaki dagilimi kullanilarak, i¢inde bulundugu
ortamdan ayrilir. Bu yontemin en biiylik avantaji, degisik ¢oziicii kombinasyonlari ile
neredeyse her tiir ayirma isleminin gerceklestirilebilmesidir. Iyi bir ekstraksiyon igin
¢ozliciiniin bazi Ozelliklere sahip olmasi istenir. Bu oOzellikler kisaca asagida
verilmigtir.

- Suda ¢6ziinmemelidir.

- Sudan farkli yogunlukta olmalidir.

- lyi bir kararlilik ve uguculuga sahip olmalidr.
- Molekiilii kolay bir sekilde ¢ozmelidir.

- Toksik ve yanict olmamalidir.
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Ekstraksiyon icin kullanilan ¢oziiciileri, yogunlugu sudan az olanlar
(dietileter, etil asetat, hekzan, toluen) ve yogunlugu sudan fazla olanlar
(diklorometan, kloroform) olmak tizere iki gruba ayirmak miimkiindiir. Ekstraksiyon

icin yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler Tablo 2.3’ te verilmistir.

Tablo 2.3. Sivi-s1v1 ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilan ¢oziiciiler

Coziicii Dielektrik ~ Kaynama Yogunluk Yameca  Toksitite
sabiti noktasi (°C) (g mL™)

Hekzan 1.9 68,7 0,65 FpRE +*
Benzen 2,3 80,1 0,87 +++ +++
Eter 4,3 34,6 0,71 +++ +
Kloroform 4,8 61,7 1,48 - Kkk +++
Etil asetat 6,0 77,1 0,89 +++ +
Diklorometan 8,9 39,7 1,31 - ++
Butanol 17,5 117,7 0,81 ++ +

*etkisi az; **etkisi en gok; ***etkisi yok

2.8.2. Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Kat1 faz ekstraksiyon (SPE: Solid Phase Extraction) yonteminde Ornek,
kiictik, tek kullanimlik ekstraksiyon kolonlarindan gegirilir. Kolonda bulunan 6zel
dolgu maddesi, analiz edilecek bilesenlerin matriksten ayrilmasini saglar. Kolona
tutunan ilgili bilesikler dolgu maddesinden uygun ¢oziicii ile elue edilir. Bugiin
piyasada ¢ok degisik Ozellikte dolgu maddeleri ile hazirlanmis SPE kolonlart

mevcuttur (53).

2.9. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontemin validasyonunun amaci, bilimsel biitinlik ve uygunlugun
saglanmasi, amaglanan kullanim i¢in yeterli giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin

alimmasidir. Bir analitik yontemin, rutin kullanima uygulanmadan oOnce, valide
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edilmis yontemin kosullarinda (farkli 6zelliklere sahip cihaz kullanilmasi veya farkh
matriksten gelen Ornekler vs.) herhangi bir degisiklik oldugunda, yontem
degistirildigi zaman ve degisiklik yontemin orijinal kullanimi disinda ise valide

edilmeye veya tekrar validasyona ihtiyaci vardir (54).

2.9.1. Yontem Validasyonunun Degerlendirilmesinde Kullanilan

Parametreler

Validasyon i¢in incelenecek parametreler ve yer aldigi klavuzlar tarafindan

hangi parametrelerin istendigi Tablo 2.4.” te gosterilmektedir (55,56).

Tablo 2.4. Validasyon i¢in incelenen parametreler

Sistem Uygunluk FDA, USP
Ozgiinliik (Specificity) / Segicilik (Selectivity) USP, ICH, FDA
Dogruluk (Accuracy) USP, ICH, FDA
Kesinlik (Precision) USP, ICH, FDA
Tekrarlanabilirlik (Repeatability) ICH

Ara Kesinlik (Intermediate Presicion) ICH

Yeniden iiretilebilirlik (Reproducibility) ICH*
Gozlenebilme siir1 (LOD) USP, ICH, FDA
Alt tayin sinir1 (LOQ) USP, ICH, FDA
Dogrusallik (Linearity) USP, ICH, FDA
Derisim Aralig1 (Range) USP, ICH, FDA
Tutarlhilik (Ruggedness) USP

Saglamlik (Robustness) USP, FDA, ICH*
Kararlilik (Stability) FDA

Geri kazanim FDA

(*): Gerekli degildir.
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Sistem uygunlugu

Analitik uygulamalar1 yapmadan oOnce referans standardi ile cihazin
performansini belirlemek i¢in yapilir. Bu amacla kromatografik sistemlerde ayiricilik
(Rs), teorik tabaka sayisi (N), enjeksiyon tekrarlanabilirligi, ve pik simetri orani

(PSO) parametreleri incelenir (57).

Ozgiinliik (Secicilik)

Yontemin 6zgiinliigi; analiti, 6rnekte varligi tespit edilmis analit ile girisim
yapabilen diger bilesenlerden farkli olarak 6lgme yetenegidir. Segicilik igin, uygun
biyolojik matriksin (plazma, idrar veya diger matriksler) kor ¢ozeltilerinin analizinin
en az 6 farkli kaynaktan kontrollii kosullarda elde edilmesi gerekir. Her kor ¢ozeltisi
Onerilen ekstraksiyon prosediirii ve kromatografik veya spektroskopik sartlar ile
girisim agisindan test edilmelidir.

Bir biyolojik matrikste potansiyel girisim maddeleri; endojen matriks
bilesenleri, metabolitler, ayrigsma {riinleri ve gercek calismada ilaglarin birlikte
uygulanmasindan kaynaklanmaktadir. Eger bir yontem birden fazla analiti tespit
etmek tizere belirlendiyse, her bir analitin birbirinden etkilenen girisim problemi

olmadigi da gosterilmelidir (57).

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Kalibrasyon (standart) egrisi aletsel cevap ile analitin bilinen derigimi
arasindaki iligkidir. Kalibrasyon egrisi numunedeki her analit i¢in olusturulmalidir.
Derisim-cevap iligkisini tam olarak tanimlamak icin yeterli sayida standart
kullanilmahdir. Kalibrasyon egrisinde kullanilan standartlar, analitin bilinen
derigsimlerinde ekleme yapilarak ve analizlenecek numuneler ile ayni biyolojik
matrikste hazirlanmalidir. Kalibrasyon egrisi, kor numune (i¢ standart icermeyen
matriks numunesi), zero olarak adlandirilan i¢ standart igeren matriks numunesi ve
beklenen derisim araliginda LOQ’yu da igeren 6-8 adet, sifir disinda degerden
olusmalidir. Kor ve i¢ standart igeren matriks numunesi kalibrasyon fonksiyonunda

kullanilmaz, sadece girisimi degerlendirmek ic¢in kullanilir. Kalibrasyon egrisinde
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LOQ’ nun % 20’ den biiyilik, LOQ disindaki standartlarin ise % 15° den biiyiik sapma
gostermemesi gerekmektedir. Kalibrasyon egrisinde en az 5 deger olmalidir (57).
Dogrusallik, yontemin test sonuglarindan dogrudan elde edilerek ya da ¢ok
iyl tanimlanmis matematiksel derisimleri belli, belirli bir sirada verilen Ornekler
iginde analitin degisik derisimdeki orneklerinden elde edilir. Bir analitik yontemin
sinirlar;  bir  yontemin dogrulugu, dogrusalligt  ve kesinligi kullanilarak
kararlagtirilmis en diisik ve en yiiksek degerler arasindaki siiregtir. Sinirlar,

normalde test sonuglari ile ayni1 birimlerde ifade edilir (58).

Gozlenebilme Simir1 (LOD)

Gozlenebilme sinir1, analitin analitik bir islemle gozlenebilen en diisiik
derisimidir. LOD’nin belirlenmesi aletli ve aletsiz olmak iizere yonteme gore degisir.
Kromatografik o6l¢iimlerde pratik bir kural olarak sinyal/giiriiltii (S/G) oranindan
faydalanilir. S/G oraninin 3 oldugu deger LOD degeridir. Ancak aletlere, lambaya,
matrikse (idrar, plazma v.s.) gore degisir. ICH’ de bu kuralin yan1 sira giiriltiiniin
Ol¢iilemedigi miktar tayini yontemlerinde (6rnegin titrasyon) alinan cevabin standart
sapmasinin (SD), kalibrasyon egrisinin egimine (S) oraninin 3.3 katin1 LOD degeri

olarak kabul etmektedir (54, 58).

Alt Tayin Simir1 (LOQ)

Analitik bir yontemde analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin
edilebilecek en diisiik derisimdir. LOD degerinde oldugu gibi LOQ da derisim
cinsinden ifade edilir ve S/G oranindan faydalanilir. Pratik bir kural olarak S/G orani
kullaniliyor ise de LOQ derisimi dogruluk ve kesinlik smirlarima uygunluk
gostermelidir (LOQ derisim degeri diiserse kesinlik de diisecektir; yiiksek kesinlik
degerinin istendigi yontemlerde belirtilen LOQ degeri de yiikselecektir). S/G
oranmin 10 oldugu deger LOQ degeridir. Ayrica giiriiltiniin 6lgiilemedigi miktar
tayini yontemlerinde alinan cevabin standart sapmasinin (SD), kalibrasyon egrisinin

egimine (S) oraninin 10 katin1 LOQ degeri olarak kabul etmektedir (54).
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Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu yontem ile elde edilen ortalama test
sonuglarinin analitin ger¢ek degerine yakinligi ile tanimlanir. Dogruluk, bilinen
derisimde analit igeren numunenin tekrarlanan analizleri ile tespit edilir. Belirlenen
aralikta en az ii¢ derisimde bes Ol¢lim gereklidir. Dogruluk bagil hata hesaplanarak
degerlendirilir. Dogruluk, LOQ i¢in % 20’den fazla sapma gdstermemelidir.
Ortalama deger gercek degerin = % 15 sinir1 i¢inde olmalidir. Ortalama degerin

gercek degerden sapma orani da dogruluk 6l¢iitii olarak kabul edilir (57).

Kesinlik

Kesinlik, tekrarlanan uygulamalarda analitin ayr1 Ol¢iimlerinin birbirine
yakinligmi tanimlar. Kesinlik normal islem altinda bir analitik yOntemin
tekrarlanabilirlik derecesinin bir Ol¢isiidir (59). Belirlenen aralikta en az tig
derisimde bes Ol¢tim gereklidir. Her derisim i¢in saptanan kesinlik bagil standart
sapma (BSS) degerinin % 15’ini, LOQ i¢in hesaplanan kesinlik ise BSS degerinin %
20’sini gegmemelidir. (57).

Geri Kazanim

Analitin geri kazanimi, biyolojik matrikse eklenen ve ekstre edilen bir miktar
analitin teshis cevabi ile ger¢ek derisimdeki saf standarttan elde edilen cevabin
karsilastirilmasidir. Geri kazanim, cesitlilik smirlari dahilinde analitik yontemin
ekstraksiyon etkinligine baglidir. Analitin geri kazanimmin % 100 olmasi
istenmemekle birlikte, analitin ve i¢ standardin geri kazanimi kesin, dogru ve verimli
olmalidir. Geri kazanim deneyleri ti¢ farkli derisimde (diisiik, orta, ytliksek) analitik
cevaplarin, ekstre edilmemis standartlar (% 100 geri kazanimi temsil eden) ile
karsilastirilmasi ile yapilmaktadir (57).

Mutlak geri kazanim, matriksten (biyolojik sivi) geri kazamilan ilag
miktarinin ekstre edilmemis standarda karsi yiizde oranidir. Bagil geri kazanim ise
matriksten geri kazanilan ilag miktarinin yine ayn1 matrikse eklenerek ekstre edilen

standarda kars1 yiizde oranidir.
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Kararhhk

[lacin biyolojik bir sividaki kararlilig1 ilacin kimyasal 6zelliklerinin, saklama
kosullarinin ve matriksin bir fonksiyonudur. Bir analitin belirli bir matrikste ve
ambalaj sisteminde kararliligi sadece o ambalaj sistemi ve o matriks i¢in gegerlidir;
diger matriksler ve ambalaj sistemleri i¢in tahmin yiiritilemez. Kararlilik
prosediirleri numune toplama ve ambalajlama, uzun siireli (belirlenen saklama
sicakliginda dondurulan) ve kisa siireli (banko, oda sicakliginda) saklanmasi ve
sonrasinda dondurma-¢ézme dongiisii ve analitik proses siiresince analitin
kararliligint  Olger. Prosediir ayrica analitin stok ¢Ozeltideki kararliliginin
degerlendirilmesini de igermektedir.

Tiim kararlilik caligmalarinda taze stok c¢ozeltisinden, analit igermeyen,
girisim yapmayan uygun biyolojik matriks kullanilarak hazirlanan bir takim standart
numune kullanilir. Kararlilik degerlendirmesinde kullanilan analitin stok g¢dzeltisi
uygun coziiciide bilinen derisimde hazirlanmalidir.

Dondurma-¢ozme kararhihigi, analitin 3 dondurma-¢6zme dongiisii sonunda
tespit edilmelidir. En az iiger diisiik ve yliksek derisimde analit -20 °C’de veya
belirlenen saklama sicakliginda 24 saat boyunca tutulmalidir ve oda sicakliginda
miidahalesiz ¢6ziinmelidir. Ornekler tamamen ¢oziindiigiinde tekrar ayn1 kosullarda
12-24 saat siiresince dondurulmalidir. Dondurma ¢ézme dongiisii 2 kez daha
tekrarlanmali, Gi¢iincii giinde analiz edilmelidir. Eger analit -20 °C’de kararli degilse,
kararlilik numunesi 3 dondurma-¢ozme siiresince -70 °C’ de dondurulmalidir ve
tekrar kararlilik igin analizi yapilmalidir (54).

Kisa siireli kararlilik deneyi igin diisiik ve yliksek derigimli liger analit oda
sicakliginda ¢o6ziildiikten sonra bu sicaklikta 4-24 saat (¢calismada numunelerin oda
sicakliginda bekletilen tahmini siiresine bagli olarak) tutulmali ve analiz edilmelidir.

Uzun siireli kararhilik degerlendirilmesi, ilk numunenin alinmasi ile son
numunenin analizi arasinda gecen saklama siiresini agmalidir. Uzun siireli kararlilik
en az iicer diisiik ve yliksek derisimli analitin ¢alisma Ornekleri ile ayni kosullar
altinda saklanmas1 ile saptanmalidir. Orneklerin hacmi {ic ayr1 analize yetecek
miktarda olmalidir.

Stok ¢ozelti kararlilign igin standartlarin stok c¢ozeltilerinin oda sicakliginda

en az altt saat takip edilmesi gerekir. Eger stok ¢ozeltileri belirli bir siire
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buzdolabinda bekletiliyor ya da donduruluyorsa bu siire kaydedilmelidir. Istenen
saklama siiresinin tamamlanmasinin ardindan, taze hazirlanmis ¢ozeltinin aletsel
cevabu ile karsilastirilarak kararlilik test edilmelidir.

Oto ornekleyici kararliligi, islenmis Orneklerin oto ornekleyicide gegirdigi
sire de gbz Oniine almarak tammlanmalidir. ilag ve i¢ standardin kararlihg,
validasyon numunelerinde beklenen calisma siiresince ayni kosullar altinda orijinal

kalibrasyon standardindaki derisimler baz alinarak degerlendirilmelidir (54).

Tutarhhk

USP’ye gore tutarlilik degisken kosullar altinda elde edilen sonuglarin bagil
standart sapmalariin yinelenebilirlik derecesidir. Bu kosullar analizci, alet, reaktif

ve deney periyotlaridir.

Saglamhk

Saglamlik degerlendirilmesi, daha c¢ok yontem gelistirme sathasinda goz
ontinde bulundurulur ve ¢aligmada kullanilan prosediire baglidir. Bu durum yontem
parametrelerindeki bilinen varyasyonlara gore analizin gilivenilirli§ini gosterir.
Analitik kosullardaki Slgiimler varyasyonlara duyarli ise, analitik kosullar uygun
sekilde kontrol edilmeli veya islemlerde Onlemler yer almalidir. Saglamligin
degerlendirilmesinin amaci sistem uygunluk parametrelerinin analitik yontemin her
uygulanisinda valide oldugunun kanitlanmasidir. Tipik varyasyon oOrnekleri,

¢ozeltilerin kararlihig1 ve ekstraksiyon siiresi, hareketli faz bilesimi, pH etkisidir (57).

2.10. Kemometri

Kemometri kimyasal analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ekstraksiyonu veya sakli bilgilerin a¢iga ¢ikarilmasina olanak tamiyan gii¢lii bir
aragtir. Kemometrinin temel uygulama alanlarinda biri analitik kimyadir.

Tanimlayic1 ve agiklayici istatistik, sinyal isleme, deneysel tasarim,
kalibrasyon, optimizasyon, yap1 tanima, siniflandirma, yapay akil yontemleri, resim
isleme, bilgi ve sistem kurami gibi kavram ve uygulamalar1 kemometrinin konularini

olusturmaktadir.
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Kemometri disiplininde temel, tizerinde vurgu yapilan istatistik-matematik
yontemler {lizerine kurulmustur. Rastgele (diizensiz) veriler, sirayla istatistigin
tanimlayici ve agiklayict yontemleriyle karakterize ve test edilirler. Analitik verilerin
islenmesinde, istatistik ve uygulamali matematik kemometrinin temel araglaridir (60-

62).

2.10.1. Plackett-Burman Tasarimi

Gelistirilen yontemin validasyon asamasinda saglamlik-tutarlilik parametresi
incelenirken Plackett-Burman tasarim teknigi kullanilmistir.

Iki seviyeli bir full faktoriyel tasarim teknigi olan Plackett-Burman
tasariminda deney sayis1 faktor sayisina gore sekillenir. Bu tasarim tekniginde
faktorler arasi etkilesimler 6nemli degildir.Cok fazla miktarda ana etki oldugunda ve
etkiler arasinda etkilesimler ihmal edildiginde ¢cok ekonomik bir tasarim teknigidir.

Tablo 2.5 “te 11 faktore ait Plackett-Burman tasarim matriksi gosterilmistir (63).

Tablo 2.5. 11 faktore ait Plackett-Burman tasarim matriksi

Deney X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xs Xg X10 | X11
1 + + - + + + - - - + -
2 - + + - + + + - - - +
3 + - + + - + + + - - -
4 - + - + + - + + + - -
5 - - + - + + - + + + -
6 - - - + - + + - + + +
7 + - - - + - + | + - + | +
8 + + - - - + - + + - +
9 + + + - - - + - + + -
10 - + | + | + - - - + - + | +
11 + - + + + - - - + - +
12 - - - - - - - - - - -




3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Azot gazi
Asetonitril
Amonyum iyodiir
Diklorometan

17-a-etinil-4-androsten-173-ol-3on
(Danazol Metaboliti)

Etil asetat
Epioksandrolon
Etilkloroformat
Evista® Tablet
Hekzan

Imidazol
Kloroform
Metanol

Metil tersiyer-butil eter
Metil iyodiir
Metil Testosteron

N-metil-N-trimetilsilil trifluoroasetamit (MSTFA)

N-pentan
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Boss

Merck
Sigma
Merck

KéIn Doping
Kontrol Merkezi

Riedel

KoIn Doping
Kontrol Merkezi
Merck
Daiichi-Sankyo
Merck

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck, Lab
Sigma

Sigma

Sigma,
Chemfabrik

Fluka



N-ter-butildimetilsilil-N-metiltrifluoroasetamit
B-Merkaptoetanol

Oksandrolon

Piridin

Potasyum karbonat

Potasyum bikarbonat

Raloksifen HCI

Sodyum Hidroksit

Trimetilklorosilan (TMCS)
Trimetilsililimidazol (TMSI)

Yiiksek saflikta Helyum gazi (% 99,9)

3.2. Cihazlar

Gaz kromatografisi
Kiitle spektrometresi
UV/GB spektrofotometre
Hassas Terazi

Is1 blogu

Milli -Q su cihazi

Otomatik mikropipet (5-50, 50-200, 100-1000 uL)

pH metre
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Sigma

Fluka
Steraloids
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Daiichi-Sankyo
Sigma

Sigma

Sigma

Boss

6890N Agilent
5973 Agilent
8453 Agilent
Sartorius
Techne
Millipore
Rainin prizma

Beckman



53

e Santrifiij Eppendorf

e \Vortex Heidolph

3.3. Cam ve Sarf Malzemeleri

e Balon joje (5-100 mL) ldam
e Deney tiipii Ildam
e GC Kolon % 5 Fenilpolisiloksan — %95 Agilent

metilpolisiloksan
(10 m x 0,2 mm, 0,33 um)

o Insert Machery-Nagel
e Kiivet (1x1x3 cm, kuvartz) Agilent

e Vial Machery-Nagel
e Vial kapagi Machery-Nagel

3.4. Cozeltiler

MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4I stok c¢ozeltisi: 100 mg NH,l tartilip,
tizerine 5 mL MSTFA eklenmis ve bu karistirilarak amonyum iyodiir’iin ¢éziilmesi
saglanmustir. Coziinme saglanamazsa karisim 80°C 1s1 blogunda amonyum iyodiir
¢ozlinene kadar bekletilmistir. Daha sonra karigim iizerine 300 pL. f-merkaptoetanol

eklenmistir.

MSTFA/p-merkaptoetanol/NH4I ¢alisma c¢ozeltisi: 556 uL. MSTFA/pB-
merkaptoetanol/NH4I stok ¢ozeltisinden alinarak 5 mL MSTFA ile seyreltilmistir.

MSTFA/Imidazol ¢calisma cozeltisi: 0.2 gr imidazol tartilarak iizerine 5 mL

MSTFA eklenmis ve karistirilarak ¢oziilmesi saglanmistir.

pH 9.0 tampon cozeltisi: 5 gr potasyum karbonat ve 5 gr potasyum

bikarbonat tartilarak 50 mL balon jojeye alinmig bir miktar deiyonize su ile karigimin
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¢oziilmesi saglanmis ve 50 mL'ye tamamlanmistir. Tamponun pH’s1 sodyum

hidroksit ile ayarlanmistir (64,65).

pH 5.0 asetat tampon cozeltisi: 10 g susuz sodyum asetatin 250 mL’lik
balon joje igerisinde bir miktar deiyonize su ile ¢éziinmesi saglanmus, {izerine 5.5 mL
glasiyel asetik asit eklenerek karistirllmistir ve deiyonize su ile tamamlanmustir.

Tamponun pH’s1 glasiyel asetik asit ile ayarlanmistir (64,65 ).

Raloksifen HCI stok ¢ozeltisi (1000 pg mL™): 10.77 mg Raloksifen HCI
tartilarak 10 mL balon jojeye alinmis bir miktar metanol ile ultrasonik banyoda
bekletilmis, ¢O6ziilme tamamlandiktan sonra metanol ile gerekli hacme
tamamlanmustir. Raloksifen HCI calisma ¢6zeltileri bu stok c¢ozeltiden metanol ile

seyreltme yapilarak hazirlanmigtir.

Metil testosteron (1S) stok ¢ozeltisi (1000 pg mL™): 10 mg metiltestosteron
tartilarak 10 mL balon joje ye alinmis bir miktar metanol ile ultrasonik banyoda
bekletilmis, ¢0zlilme tamamlandiktan sonra metanol ile gerekli hacme
tamamlanmistir. Metiltestosteron c¢alisma ¢ozeltileri bu stok ¢6zeltiden metanol ile

seyreltme yapilarak hazirlanmistir.

3.4.1. Sentetik Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir tablete esdeger miktarda; 60 mg raloksifen HCI, 185 mg laktoz, 9 mg
titanyum dioksit, 1 mg indigo karmin tartilarak 100 mL’lik balon jojeye alinmis ve
bir miktar metanolde ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra

metanol ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Plasebo ¢ozeltisi ise raloksifen HCI disindaki eksipiyanlarin tartilarak 100
mL’lik balon jojede bir miktar metanol eklenip ultrasonik banyoda ¢o6ziindiikten

sonra metanol ile 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir (66).

3.4.2. Farmasotik Preparat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Daiichi-Sankyo ila¢ firmasinn iiriinii olan Evista® tablet kullamlmustir. Her
bir tablet 60 mg raloksifen HCI icermektedir. Analiz i¢in 10 tane Evista® tablet

tartilip havanda toz haline getirildikten sonra bir tablete esdeger miktarda toz tartilip
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100 mL’lik balon jojeye alinmistir. Bir miktar metanol eklenerek ultrasonik banyoda
15 dk bekletilerek etken maddenin ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra ¢oziinmeyen
yardimc1 maddeleri uzaklastirmak icin 0.45 pm nylon membran filtresinden
stiziilerek metanol ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

Bu ¢ozeltilerinden bir miktar1 santrifiij tiipline alinarak 3500 devir/dk’da 20
dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij edildikten sonra berrak ¢6zeltiden otomatik pipetle

istenilen miktarda ¢6zelti alinip uygun seyreltmeler yapilarak analiz edilmistir.

3.4.3. UV-Spektrofotometrik Yontem Icin Cozeltiler

Hazirlanan metanolik raloksifen HCI stok ¢ozeltisinden 10 ml’lik balon
jojelere 15-150 mg L™ arasinda olacak sekilde uygun miktarlarda alarak 0.1M
NaOH ile tamamlanmistir (22).

3.5. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi
3.5.1. Tiirevlendirme Basamagimin Optimizasyonu

Deney tiipiiniin icerisine 30 pg mL™ diizeyinde raloksifen HCI eklendikten
sonra ¢oziicli azot gazi atmosferinde ucurulup, 50 pL tiirev reaktifi (MTBSTFA,
MSTFA, MSTFA/B-merkaptoetanol/NHyl karisimi veya MSTFA/imidazol karisimi)
eklenip, maddenin farkli sicakliklarda (60, 80°C) ve farkli zaman araliklarinda (20,
30, 60, 120 dk) tiirevlenmesi saglanmustir. Metilleme tepkimesi i¢in; 30 pg mL™
metanolik raloksifen HCI standardinin ¢oziiciisii azot ortaminda ugurulup, iizerine
susuz potasyum karbonat eklenmistir. Daha sonra 40 pL metil iyodiir eklenip 5 sn
vortekslendikten sonra 15 dk 80 W’da mikrodalga firinda bekletilmistir. Etil
kloroformat ile tiirevlendirmek icin ise, 100 puL piridin ve 100 pL etilkloroformat
eklenerek karisim 30 sn vortekslenmistir. Ortamda olusacak farkli bir tiirevlendirme
tirtiniinii incelemek amaciyla tiirevlendirme tepkimesinde, tiirevlendirilmis standartla

beraber tiirevlendirme reaktifinin enjeksiyonu da yapilmistir.
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3.5.2. Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

Raloksifenin GC-MS ile analizinde en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesi i¢in farkl sicaklik programlari ve akis hizlar1 denenmistir. Her seferinde
bir degisken degistirilip digerleri sabit tutulmustur. Raloksifene ait m/z 578 (temel

Iyon) iyonunun alaninin en yiiksek oldugu kosul secilmistir.

3.5.3. Ekstraksiyon Basamaginin Optimizasyonu

20 ng mL? olacak sekilde raloksifen HCI eklenmis idrar Orneklerinin
ekstraksiyonu i¢in sivi-sivi ekstraksiyon ornek hazirlama islemleri denenmistir. Bunun
icin, 5 mL etil asetat, metil tersiyer-butil eter, pentan ve kloroform g¢oziiciileri,
raloksifen HCI igeren idrar orneklerinin (5 mL) iizerine eklenmistir. Ayrica idrarin
ortami asidik (pH=5.0) veya bazik (pH=9.0) yapildiktan sonra 5 mL metil tersiyer-butil
eter kullanilarak ekstraksiyon islemi denenmistir. Bir dakika vorteks isleminden sonra
ornekler 3500 rpm de 8 dk santrifiij edilmistir. Organik faz 40-C’de azot ortaminda
ucurulmustur. Ortamdan nemi uzaklastirmak i¢in tiipler 1 saat desikatérde bekletilmistir.
Kalinti tizerine 50 pL MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l eklenerek 80-C’de 30 dk

tiirevlendirilmistir. Mutlak geri kazanim degerleri hesaplanmustir.

3.5.4. i¢ standart Secimi

Deney tiiplerinin her birinin igerisine 30 pg mL™ diizeyinde raloksifen HCI
ve aymi derisimde denenecek i¢ standart [epioksandrolon, oksandrolon, danazol
metaboliti (17-o-etinil-4-androsten-17p3-o0l-3-on) ve metiltestosteron] eklendikten
sonra ¢Oziicli azot gazi atmosferinde ugurulup, 50 pL tiirev reaktifi (MSTFA/B-

merkaptoetanol/NHyl) eklenerek maddenin 80°C ve 30 dk tiirevlenmesi saglanmistir.

3.5.5. Validasyon Calismalar i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Validasyon ¢alismalari i¢in, ila¢ kullanmayan, saglikli ve goniillii insanlardan
alman 5 mL idrara uygun derisimde raloksifen HCI ve 10 pL IS (5 pg mL™
¢ozeltiden) eklenerek idrar &rnekleri hazirlanmistir. Idrar ornekleri 750 pL pH 9
karbonat tamponu ile bazik yapildiktan sonra 5 mL metil tersiyer-butil eter eklenerek

1 dk karistirilmustir. Ornekler 3500 rpm de 8 dk santrifiij edildikten sonra, organik
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faz 40 °C’ de azot ortaminda uzaklastirilmistir. Ortamdan nemi uzaklastirmak icin
tiipler 1 saat desikatorde bekletilmistir. Kalinti iizerine 50 pL MSTFA/B-
merkaptoetanol/NHyl tiirevlendirme reaktifi eklenerek 80 °C’ de 30 dk tiirevlenmesi

saglanmistir.

Farmasotik preparattan analiz i¢in, istenen derisimde raloksifen HCI ve 10 pL
IS (5 pg mL™* ¢ozeltiden) deney tiipiine eklenmis ve azot ortaminda ¢oziiciiniin
uzaklagmasi saglanmistir. Ortamdan nemi uzaklastirmak i¢in 1 saat desikatorde
bekletilen tiplerdeki kalinti iizerine 50 pL MSTFA/B-merkaptoetanol/NHal

tiirevlendirme reaktifi eklenerek 80 °C de 30 dk tiirevlenmesi saglanmustir.

3.5.6. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisini hazirlamak ic¢in 10, 15, 40, 80, 120, 160, 200 ng mL*?
raloksifen HCI ve sabit derisimde (10 ng mL™) IS (metiltestosteron) iceren 6 sar seri
idrar numunesi hazirlanip Bolim 3.5.5°de anlatildigi gibi ekstraksiyon ve
tirevlendirme isleminden sonra numuneler GC-MS cihazina enjekte edilmistir.
Kalibrasyon egrisi derisime kars1 pik alan oranlarinin [Raloksifenin alan1 (m/z=578)/
IS alan1 (m/z=446)] grafige gecirilmesi ile olusturulmustur. Deneyler 6 farkli giin
tekrarlanmustir.

Farmasotik preparattan raloksifen analizi i¢in 10, 20, 40, 100, 200, 300, 400
ng raloksifen HCI ve 50 ng IS olacak sekilde 6 sar seri numune hazirlanip Bolim
3.5.5°de anlatildig1 gibi tiirevlendirdikten sonra GC-MS cihazina enjekte edilmistir. 6

farkli giin analiz tekrarlanarak kalibrasyon egrileri elde edilmistir.

3.6. Analitik Yontem Validasyonu
3.6.1. Sistem Uygunluk Testleri

Gelistirilen GC-MS yontemi i¢in sistem uygunluk testleri yapilmistir. Bu
amagla ayiricilik (Rg), teorik tabaka sayist (N), enjeksiyon tekrarlanabilirligi ve pik
simetri orant (PSO) parametreleri incelenmistir. Bu parametrelerin Tablo 3.1°de

verilen FDA kabul kriterleri ile uygunluguna bakilmistir (67).
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Tablo 3.1. Sistem uygunluk test kriterleri

Parametreler FDA kabul kriterleri
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi BSS<%1,n>5
Ayiricilik (RS) Rs>2

Pik simetri oran1® PSO <2

Teorik tabaka sayis1 (N) N > 2000

*Pik yiiksekliginin % 10 undaki pik genislikleri dikkate alinarak hesaplanmistir

3.6.2. Ozgiinliik

Yéntemin 6zgiinliigii 8 farkli bos idrar drnekleri ile 10 ng mL™ diizeyinde
raloksifen HCI eklenen idrar 6rneginin analizi ile degerlendirilmistir. Bos idrar
orneklerinde ayni alikonma zamanlarinda IS ve raloksifen i¢in bir girisim olup

olmadig1 arastirtlmistir.

Farmasotik preparattan raloksifen analizi igin yontemin 6zglinligii sentetik
preparatin analizi ile test edilmistir. Bunun igin plasebo ve sentetik preparat
cozeltileri ayri ayr1 sisteme enjekte edilmistir. Plasebo ve sentetik preparat
¢ozeltilerinin  analizi sonundaki kromatogramlar karsilastirilmigtir. ~ Sentetik

preparattaki yardimc1 maddelerin girisim yapip yapmadigi aragtirilmigtir.

Ayrica standart ekleme yontemi ile kalibrasyon egrisi yOntemi
karsilastirilmigtir. Standart ekleme yontemi igin Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi
hazirlanan farmasotik preparat c¢ozeltisinden dogrusallik Sinirlart i¢inde uygun
seyreltme yapilarak ayni miktarda bir dizi ¢ozelti hazirlanmistir. Daha sonra bu
coOzeltilerden ilkine yalnizca sabit miktarda IS eklenmis digerlerinin {izerine artan
miktarlarda raloksifen HCI standard: ve yine sabit miktarda IS eklenerek hazirlanan

orneklerin analizi yapilmistir.

Eklenen raloksifen HCI miktarina karsi Raloksifen ve IS pik alan oranlar
grafige gecirilmistir. Boliim 3.5.6’da anlatildig1 gibi yapilan dogrudan kalibrasyon ve

standart ekleme kalibrasyon egrilerinin egimleri karsilastirilmigtir.
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3.6.3. Dogrusallik

Dogrusallik deneyleri i¢in idrara eklenerek hazirlanan 10, 15, 40, 80, 120,
160, 200 ng mL? yedi farkli derisimde raloksifen HCI 6rnekleri GC-MS cihazinda
analiz edilmistir.

Farmasotik preparattan raloksifen analizi i¢in ise 10, 20, 40, 100, 200, 300,
400 ng diizeyindeki raloksifen HCI 6rnekleri GC-MS cihazinda analiz edilmistir.

Her iki kalibrasyon egrisinin de kontrolii; raloksifenin derisimine karsi, pik
alan oraninin [raloksifenin alani (m/z 578) / IS alan1 (m/z 446)] grafige gecirilmesi
ile olusturulan kalibrasyon grafikleri degerlendirilmesiyle yapilmistir. Kalibrasyon
egrilerine ait regresyon denklemleri ve korelasyon katsayilari hesaplanmustir.
Kalibrasyon egrilerinin dogrusalliktan ayrilis ve katsayilarmin énem kontroliine ait
istatistiksel degerlendirmeler yapilmistir (EK 1). Ayrica yontemin dogrusalliginin
kontrolii i¢in olmasi gereken derisime karsi kalibrasyon verileri kullanilarak bulunan

derisimler grafige gecirilmistir.

3.6.4. Gozlenebilme ve Alt Tayin Sinir1

Analiz yontemi igin alt tayin sir1 (LOQ) ve goézlenebilme smir1 (LOD)
degerleri saptanmistir. Degerlendirme sinyal/giiriiltii oranina (S/G) gore yapilmustir.
Azalan derisimde hazirlanan raloksifen 6rnekleri analiz edilmistir. Degerlendirmede
temel pik m/z 578 iyonu esas alinmistir. LOQ i¢in S/G oran1 10, LOD i¢in S/G orani
3 olan noktalar belirlendikten sonra LOQ derisimi i¢in BSS degeri hesaplanmustir.

3.6.5. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik degerleri, giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik

olmak tizere degerlendirilmistir.

Raloksifen HCI eklenmis idrar 6rnekleri igin; idrara ti¢ farkli derisimde (15,
80, 160 ng mL™) raloksifen HCI ve sabit derisimde 1S eklenerek hazirlanan érnekler

her giin alt1 seri halinde ve alt1 giin boyunca analiz edilmistir.
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Farmasoétik preparattan raloksifen analizi igin ise ti¢ farkli miktarda (20, 100,
300 ng) raloksifen HCI ve sabit derisimde IS eklenerek hazirlanan 6rnekler her giin

alt1 seri halinde ve alt1 giin boyunca analiz edilmistir.

Elde edilen sonuclar degerlendirilmistir. Kesinlik BSS, dogruluk ise BH

olarak hesaplanmuistir.

3.6.6. Geri Kazanim

Geri kazanim, bagil ve mutlak geri kazanim olmak iizere 2 sekilde
yapilmistir. Bagil geri kazanimda, idrara eklenmis standart raloksifen HCI ve IS’1n
ekstraksiyon ve tlirevlendirme isleminden sonra elde edilen alan degeri ile, aym
miktar raloksifen HCI ve IS’in Bolim 3.5.5’de anlatilan numune hazirlama
islemlerinden  santrifiij basamagindan sonra eklenip ekstraksiyon islemi
uygulandiktan sonra analize devam edilip, e¢lde edilen raloksifen\ IS pik alan
degerlerinin orani ile elde edilmistir.

Mutlak geri kazanimda, idrara eklenmis raloksifen HCI ve IS’in ekstraksiyon
ve tiirevlendirme isleminden sonra elde edilen alan degeri ile bu defa deney tiiplerine
yalnizca ayni miktarda raloksifen HCI ve IS eklenip ¢oziicliniin azot gazi altinda
ucurulup ekstraksiyon yapilmadan tiirevlendirme basamagindan sonra GC-MS de
analiziyle elde edilen alan raloksifen\ IS pik alan degerlerinin orani ile elde edilmistir
(68).

Farmasotik preparattan raloksifenin mutlak geri kazanimi igin Bolim
3.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan sentetik preparat ¢ozeltisinden metanol ile
seyreltilerek hazirlanan bagimsiz ¢ozeltilerin (n=6) gelistirilen yontemle tekrarl

analizleri ile geri kazanim (Ek 2) degerleri bulunmustur.

3.6.7. Kararhhk

Donma-erime dingiisii kararhigr: Raloksifen HCI igeren idrar drneklerinin
donma-erime dongiisii kararliligi ti¢ dongiide yapilmistir. Raloksifen HCI 6rnegi ti¢
farkli derisimde tig seri halinde (her derisimde n = 6 olacak sekilde) idrara eklenerek
hazirlanmistir. Bu drnekler 24 saat -80°C’de bekletildikten sonra oda sicakligia

cikarilmis ve eriyene kadar bekletilmistir. Bu islem ii¢ defa tekrarlanmigtir. Her
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dongii sonrasinda idrar o6rnekleri analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 taze hazirlanmis

raloksifen HCl igeren idrar ornekleri ile karsilastirilmustir.

Kisa siire kararliltk: Ug farkli derisimde raloksifen HCI igeren idrar 6rnekleri
24 saat oda sicakliginda saklanmistir. Bu ornekler saklama siiresi sonunda analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar taze hazirlanmis raloksifen HCI igeren idrar 6rnekleri

ile karsilastirilmastir.

Uzun siire kararhilik: Uc farkli derisimde raloksifen HCI iceren idrar
ornekleri, 3 ay -80°C de bekletilmistir. Bu drnekler saklama siiresi sonunda analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar taze hazirlanmis raloksifen HCI igeren idrar 6rnekleri

ile karsilastirilmastir.

Oto ornekleyicide bekleme kararliligi: Raloksifen ve 1S’ 1n oto drnekleyicide
kararlilig1 arastirilmistir. Bunun igin, {i¢ farkli derisimde hazirlanan idrar 6rnekleri
analiz edilmis ve bu Ornekler 24 saat oto Ornekleyicide bekledikten sonra tekrar
Olclim yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Stok ¢ozelti kararliigi: Buzdolabinda (+4 °C) saklanan raloksifen HCI’e ait
stok c¢ozeltisinin kararliligini saptamak igin, 2 aylik (uzun dénem) siirenin basinda ve
sonunda 1000 pg mL™lik stok cozeltilerden seyreltilerek hazirlanan 25 pg mL™
raloksifen HCl igeren ¢6zeltinin analizi yapilmis ve GC-MS’de elde edilen raloksifen
ait pik alanlar: karsilastirilmastir.

Kararlilik parametresi % kalan degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

3.6.8. Saglamhik ve Tutarhhk

Gelistirilen GC-MS yoOnteminin saglamlik ve tutarlilik ¢aligmalar1 birlikte
degerlendirilmistir. Bunun i¢in, Plackett Burman deneysel tasarim teknigi
kullanilmustir. Segilen bes parametre ve bu parametrelere ait seviyeler Tablo 3.2.’de
verilmistir. Plackett Burman deneysel tasarim tekniginde deneyler rastgele siralama

ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar Minitab 16 da degerlendirilmistir.
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Tablo 3.2. Saglamlik ve tutarlilik i¢in se¢ilen parametreler ve parametrelere ait

seviyeler.
Faktorler Diisiik (-) Yiiksek (+)
Tampon hacmi [A] 725 uL 775 uL
Saglamlilik
Tiirev siiresi [B] 25 dk 35 dk
Analizci [C] Analizci 1 Analizci 2
Tutarlilik Farkli marka eter [D] Eter 1 Eter 2
Farkli marka MSTFA [E] MSTFA1 MSTFA2

3.7. UVIGB Spektrofotometrik Yontemle (Karsilastirma Yontemi) Yapilan

Cahismalar

Karsilastirma yontemi olarak kaynaklarda gecen (22) calismadaki Metot A
yontemi ile yapilmistir. Boliim 3.4.3°de anlatildig1 gibi raloksifen HCI’{in 15, 25, 50,
75, 100, 150 mg L-1 olacak sekilde 0.1M NaOH igindeki ¢ozeltileri hazirlanmigtir.
Spektrofotometrede kor ¢ozelti olarak 0.1M NaOH kullanilmistir. Cozeltilerin
UV/GB spektrumlari kaydedilmistir. Cozeltilerin 421 nm de verdigi absorbans,
derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Farmasotik
preparat numune ¢ozeltileri Boliim 3.4.2°de anlatildigi sekilde hazirlanarak 0.1M
NaOH i¢indeki ¢ozeltisinin absorbans degeri Olclilerek kalibrasyon egrisinden

numunedeki raloksifen miktar1 hesaplanmistir.

3.8. Istatistiksel Hesaplamalar

Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) Minitab 16 (16.1.0.0) programi, Eslestirilmis
iki 6rnek (WILCOXON) testi ise SPSS (11.5) programi kullanilarak degerlendirilmistir
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4. BULGULAR

Calismamizda raloksifenin, GC-MS ile analizi igin kosullar optimize
edildikten sonra idrardan ve farmasotik preparatlardan raloksifen tayini igin

validasyon c¢aligmalarina gegilmistir.

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi
4.1.1. Tiirevlendirme Basamaginin Optimizasyonu

Raloksifen yap1 olarak yiiksek sicaklikta kararli oldugu ve ugucu olmadigi
icin GC-MS ile direk analizi yapilamamaktadir. Bu yiizden raloksifenin GC-MS
analizi i¢in tlirevlendirme basamagi gereklidir. Bu ¢aligmada sililleme reaksiyonlari
icin MSTFA ve MTBSTFA, ve metilleme reaksiyonu i¢in metiliyodiir kullanilmistir.
Ayrica kaynaklarda, biyolojik materyaller igin sililleme reaktiflerine gére daha kolay
uygulanabilir ve etkili bir alternatif olarak gosterilen etilkloroformat (ECF) (69, 70)
denenmistir. Metiliyodiir ve etilkloroformat ile raloksifenin tiirevlendirilmesi
saglanamamigstir. Raloksifenin MTBSTFA ile silillenmesi sonucunda Raloksifen-bis-
O-terbutildimetilsilil tiirevi (Sekil 4.1, Tablo 4.1), MSTFA ile silillenmesi sonucunda
Raloksifen-tris-O- TMS [TMS:Si(CHjs)3] tiirevi elde edilmistir (Sekil 4.2, Tablo 4.2).
Ancak MTBSTFA ile yapilan tirevlendirmede farkli sicakliklar (60 ve 80°C) ve
farkli tiirevlendirme siireleri (20, 30, 60, 120 dk) taranarak yapilan ¢aligmalarda
tekrarlanabilir sonuglar elde edilememistir. Ayrica MTBSTFA ile yapilan
tiirevlendirmede, MSTFA ile yapilan tiirevlendirmeye kiyasla daha diisiik alanlar
elde edilmistir.

MSTFA ile yapilan caligmalarda, maksimum sililleme elde edebilmek
amaciyla, MSTFA tek basina veya cesitli katalizorler (B-merkaptoetanol/NHyl,
imidazol) ile farkli sicakliklar (60 ve 80°C) ve farkli tiirevlendirme siireleri (20, 30,
60, 120 dk) kullanilarak denemeler yapilmistir. Sonuglar karsilastirilirken raloksifene
ait 578 pikinin alanlar1 ve standart sapmalar1 gézoniinde bulundurulmustur. Sekil
4.3’de goriildigi gibi, katalizér eklenmesi MSTFA’nin sililleme kapasitesini
arttirmigtir. Standart sapmasinin diisiik olmasit ve pik alanlarmin yiiksek olmasi
nedeniyle MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l  tiirevlendirme ajan1 ile yapilan
tirevlendirme uygun gorilmiistir. MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l kullanilarak
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yapilan tiirevlendirmelerde 80°C’de 30 dk ve 60°C’de 120 dk tiirevlendirme
sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olup olmadigi WILCOXON ile
test edilmistir. Sonuglar arasindaki fark anlamli bulunmamustir (P = 0.144 > 0.05).
Bu nedenle tirevlendirme kosulu olarak MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l ile
80°C’de 30 dk segilmistir.
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Tablo 4.1. Raloksifen-bis-O-terbutildimetilsilil’e ait par¢alanma tiriinleri *
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*Mass Spec Calculator Pro ™ programindan yararlanilarak bulunmustur.
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Tablo 4.2. Raloksifen tris-O-TMS’ye ait pargalanma tirtinleri *
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*Mass Spec Calculator Pro ™ programindan yararlanilarak bulunmustur.
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Sekil 4.3. Sililleme reaktifleri ile farkli sicaklik ve siireler uygulanarak elde edilen

Raloksifen-tris OTMS tiirevine ait alan ortalama-standart sapma grafikleri
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4.1.2. Kromatografik Yontem Kosullarimin Optimizasyonu

Analiz i¢in % 5 fenilpolisiloksan % 95 metilpolisiloksan (10 m x 0.25 mm
I.¢., 0.25 um) kilcal kolon kullanilmistir. Raloksifenin GC-MS ile analizi igin en
uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, sicaklik programi ve akis hizinin
raloksifenin kromatografik davranisi lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu sirada bir
degisken degistirilip digerleri sabit tutulmustur. Denenen sicaklik programlar1 Tablo
4.3’de verilmistir. En uygun kromatografik kosullarin belirlenmesinde, olusturulan
her kosul icin Tablo 4.4 ‘de gosterilen sekilde sistem uygunluk parametreleri ve

raloksifene ait m/z 578 iyonunun alanina bakilmustir.

Tablo 4.3. Gaz kromatografisi i¢in uygulanan sicaklik programlari

Fwimin baslangic  Furinin son Sicaklik artis Gaz akis hizi
sicakligi (°C) sicakhigi (°C)  orami (°C dk™) (mL dk™)

Kosul 1 200 310 25 15
Kosul 2 200 310 15 15
Kosul 3 200 310 20 1.5
Kosul 4 200 310 30 15
Kosul 5 160 310 25 1.5
Kosul 6 180 310 25 15
Kosul 7 220 310 25 15
Kosul 8 200 290 25 15
Kosul 9 200 300 25 15
Kosul 10 200 315 25 1.5
Kosul 11 200 310 25 1.0
Kosul 12 200 310 25 2.0
Kosul 13 200 310 25 2.5

Denenen her kosul i¢in raloksifene ait m/z 578 iyonunun alani, alikonma

zamani (tr), pik ayiriciligi (Rs), teorik tabaka sayisi (N) ve pik simetri oranina (PSO)
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bakilmistir. Sonugta pik ayiricilii (Rs) > 2, pik simetri orani < 2, teorik tabaka sayisi
> 2000 sartlarma tiim kosullar uyum saglamaktadir (Bkz. Tablo 3.1). Bu yiizden
Sekil 4.4’e gore, raloksifene ait m/z 578 iyonunun alanina bakilarak, alani en fazla
olan kosul 11 deki (200°C/ 25°C dk™*/ 310°C sicaklik programu ile akis hiz1 sabit 1.0
mL dk™) secilmistir.

Tablo 4.4. Denenen kosullarda sistem uygunluk parametreleri

A(578) tr tr Rs N PSO*
(Raloksifen) (IS
Kosul 1 59989 6.174 3.332 38.405 60989 1.6
Kosul 2 57852 8.441 4,578 45.447 114001 1.5
Kosul 3 53413 7.044 3.843 37.659 65610 1.3
Kosul 4 54567 5.658 2.984 33.425 35570 1.4
Kosul 5 57469 7.681 4.906 34.688 65553 1.4
Kosul 6 57684 7.005 4115 30.421 40057 1.8
Kosul 7 50931 5.416 2.618 29.453 23945 1.9
Kosul 8 40772 8.349 3.346 38.485 23043 1.3
Kosul 9 47562 6.979 3.345 36.340 30442 1.5
Kosul 10 58281 5.963 3.344 29.100 39508 1.7
Kosul 11 139571 6.785 3.586 37.635 51151 1.4
Kosul 12 29947 5.833 3.171 33.275 37804 1.6
Kosul 13 19450 5.568 3.033 25.350 25308 1.7

*Pik yiiksekliginin % 10 undaki pik genislikleri dikkate alinarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. GC-MS kromatografik kosullarin karsilastirma grafigi

4.1.3. Ekstraksiyon Basamaginin Optimizasyonu

Sivi—siv1 ekstraksiyonu i¢in uygun organik faz arastirilmigtir. Bunun igin etil
asetat, metil tersiyer-biitil eter, pentan ve kloroform denenmistir. Sonuglar

degerlendirilirken Tablo 4.5” de verilen % geri kazanim degerleri karsilastirilmustir.

Tablo 4.5. Cesitli organik ¢6ziiciilerin kullanilmasiyla elde edilen % geri kazanim

degerleri (20 ng mL™ Raloksifen HCI igin)

Organik Coziicii % Mutlak Geri
Kazanim

Metil tersiyer-biitil eter % 50.79

Etil asetat % 40.62

Kloroform % 16.34

Pentan -

Geri kazanimi en yiiksek olan metil tersiyer-biitil eter uygun ¢oziicii olarak
secilmistir. Bu basamaktan sonra eterin geri kazanimini arttirmak i¢in idrarin pH

degerinin asidik ve bazik olmasini saglayacak tamponlar denenmistir. Sonuglar
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mutlak geri kazanim degerleri goz 6niinde bulundurularak Sekil 4.5 te verilmistir.
Idrarm pH's1 9 yapildiktan sonra metil tersiyer-biitil eterle yapilan ekstraksiyon
sonucunda raloksifenin geri kazanim degerinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ekstraksiyon i¢in bu kosullar uygun goriilmiistiir.

80

70

60

50 |——
40 ——
30 ——
20 ——
10

Mutlak Geri Kazanim (%)

Metil tersiyer Metil tersiyer Metil tersiyer
butil-eter butil-eter butil-eter

(idrar pH: 6.4) (idrar pH: 5) (idrar pH: 9)

|Mut|ak Geri Kazanim (%) 50.79 57.40 72.03

Sekil 4.5. Raloksifenin farkli pH’larda metil tersiyer-butil eter ile ekstraksiyonunda

mutlak geri kazanim degerleri

4.1.4. T¢ Standart Secimi

Raloksifenin GC-MS yontemiyle tayininde kullanilacak i¢ standart segimi
igin epioksandrolon, oksandrolon, danazol metaboliti (17-a-etinil-4-androsten-17p-
ol-3on) ve metiltestosteron denenmis ve bu maddelerin uygulanan kromatografik
kosullarda alikonma zamanlar1 sirastyla 3.07, 3.40, 3.18 ve 3.58 dk olarak tespit
edilmistir. Alikonma zamani raloksifene en yakin olan metiltestosteron IS olarak
sec¢ilmistir. Secilen IS i¢in Raloksifenin tiirevlendirme sartlarinda elde edilen BSS
degeri % 1.94 olarak bulunmustur. Metiltestosteronun geri kazanimina bakilmis ve
% 93,7 bulunmustur. Sekil 4.6’da metiltestosteron bis-OTMS tiirevine ait kiitle

spektrumu ve Tablo 4.6’da pargalanma tirtinleri (71) verilmistir.
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Tablo 4.6. Metiltestosteron bis-OTMS’ye ait par¢alanma tiriinleri

Formiil Molekiil Agirhg:
OTMS
446
TMSO
301
TMS O

4.2. Raloksifenin Idrardan Analizi Icin Yontem Validasyonu

Kromatografik yontem ve sivi-sivi ekstraksiyon kosullari optimize edildikten
sonra yontemin validasyon calismalari biyolojik materyalden raloksifen miktar tayini
icin (57) ve farmasotik preparattan raloksifenin miktar tayini ayri ayri (59)

yapilmistir.

4.2.1. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testleri, raloksifen HCI 30 ng mL™ standart ¢ézeltisinin on
tekrarli enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir. Raloksifene ait alikonma zamani,
enjeksiyon tekrarlanabilirligi, raloksifen—IS pikleri arasindaki ayiricilik (Rs ), teorik
tabaka sayisi (N) ve pik simetri orani (Ps) Tablo 4.7 verilmistir.
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Tablo 4.7.Gelistirilen GC-MS yo6ntemi i¢in sistem uygunluk parametreleri

Parametreler Raloksifen Metiltestosteron FDA kabul
(1S) kriterleri
Alikonma zaman ({g) 6.785 3.586 -

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi

BSS%  (n=10) 0.044 0.014 BSS<% 1
Rs 37.635 i Rs > 2

N 51151 82162 N > 2000
PSO* 1.4 0.9 PSO <2

*Pik yiiksekliginin % 10 undaki pik genislikleri dikkate alinarak hesaplanmustir.

4.2.2. Ozgiinliik

Yontemin 6zgilinligii i¢in ilag kullanmayan 8 farkli goniilliiden alinan idrar
orneklerinin ve bir idrar 6rnegine eklenen 10 ng mL™ diizeyinde raloksifenin
kromatogramlar1 karsilastirilmistir. Bos idrar Ornekleri ile raloksifen HCI ve IS
eklenmis idrar 6rneginin TIC kromatogrami (Sekil 4.7) ve bos idrar 6rnegine ait SIM
kromatogrami (Sekil 4.8) degerlendirilmistir. Elde edilen kromotogramlarda idrarda
raloksifen ve IS olarak kullanilan metiltestesteron ile ayni alikonma zamanina sahip

herhangi bir pik gézlenmemistir.
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80, 160 ng mL™ ) raloksifen pikleri
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4.2.3. Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusallik Arahklari

Idrara eklenen raloksifen derisimi, raloksifen pik alanlarinin IS pik alani
oranmna karsi grafige gecirildiginde 10 ile 200 ng mL™' araliginda dogrusal
kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 4.9.a). Ayrica yontemin dogrusalliginin
kontrolii i¢in kalibrasyon egrisini olusturan derisimlerde hazirlanan orneklerin
analizleri yapilip kalibrasyon egri denklemi ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi

gereken derisimlere karsi grafige gecirilmistir (Sekil 4.9.b ).

. 507 (a)
4 y=0,2524x +2,316
£ 50 - R = 0,999
[t
B
< 40 -
=
24
= 30 -
g
=
S 20 -
=
=
< 10 -
=
Q-‘ O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Raloksifen derisimi (ng mL™)
250 -
(b)
—~ - -05
= oo - y =0,9998x + 3 x10
— R? = 0,999
=
en
E 150 -
.8
Z
_o"; 100 -
=
=
S 50 -
=)
[}
wn
[P}
m 0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Olmasi gereken derigim (ng mL1)

Sekil 4.9. idrardan Raloksifen tayini icin GC-MS yontemi ile elde edilen a)
Kalibrasyon egrisi b) Dogrusallik kontrol grafigi
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Kalibrasyon egrisinin Ozellikleri Tablo 4.8’de verilmistir. Kalibrasyon

egrisinin dogrusalliktan ayrilisginin 6nemli olmadig1 ve korelasyon katsayilarinin

raslantisal olmadigi istatistiksel olarak saptanmistir (Tablo 4.9) (EK 1).

Tablo 4.8. idrardan raloksifen tayini i¢in GC-MS yoéntemi ile ¢izilen kalibrasyon

egrisinin 6zellikleri

Regresyon Denklemi *y =0.2524x + 2.316
Egimin Standart Hatasi 0.013
Kesisimin Standart Hatasi 1.465
Korelasyon Katsayisi (r) 0.9994
Tanimlayicihk Katsayisi (R?) 0.9990
Dogrusallik Aralig (ng mL™) 10-200

*y=ax+b; x ng mL™ biriminde derisim, y: Pik alan oran1, a:Egim, b: Kesisim

Tablo 4.9. idrardan raloksifenin tayini i¢in GC-MS yontemi ile cizilen kalibrasyon

egrisinin dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayisinin 6nem kontrolii

Korelasyon Katsayis1 Onem Kontrolii

n r Sr tH tr
7 0.999 0.014 71.39 2.57
ty>tr: Korelasyon katsayisi tesadiife bagh bir deger degildir (p<0.05).
Dogrusalliktan Ayrihs Onem Kontrolii
RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fy Fr
2071.114  2073.127 2.013 0.403 2071.114  5144.347 6.610

Fu> Fr: Derisim ile pik alan oran1 arasindaki iliski dogrusaldir (p<0.05).

Istatiksel terimler ve hesaplamalar i¢in Bkz. EK 1
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4.2.4. Gozlenebilme ve Alt Tayin Sinir1

LOD ve LOQ degerleri S/G orani yontemine gore yapilmistir. LOD 8 ng
mL™? LOQ ise 10 ng mL™ olarak bulunmustur. LOQ diizeyinde BSS ve BH degerleri
% 9.09 ve % 6.01 bulunmustur (n=6).

4.2.5. Dogruluk

Ug farkli derisimde (15, 80, 160 ng mL™) raloksifen HCI ve sabit derisimde
IS eklenmis idrar drnekleri ayni giinde alt1 farkli seride hazirlanarak analiz edilmis
(glin i¢i dogruluk) ve bu islem alt1 farkli glinde yinelenerek (gilinler aras1 dogruluk)
analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve

Bagil hata (BH) degerleri Tablo 4.10°da verilmistir.

4.2.6. Kesinlik

Ug farkli derisimde (15, 80, 160 ng mL™) raloksifen HCI ve sabit derisimde
IS eklenmis idrar 6rnekleri ayni giinde alt1 farkli seride hazirlanarak analiz edilmis
(glin ici kesinlik) ve bu islem alt1 farkli giinde yinelenerek (giinler arasi kesinlik)
analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve

Bagil standart sapma (BSS) degerleri Tablo 4.10” da verilmistir.
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Tablo 4.10. Raloksifenin GC-MS yontemi ile idrardan analizinden elde edilen giin igi

ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik bulgular1 (n=6)

Giin ici Giinler arasi
Raloksifen Bulunan | Dogruluk | Kesinlik Bulunan | Dogruluk | Kesinlik
derisimi Derisim (BH) (BSS) Derisim (BH) (BSS)
(hgmL™) | ( X +SH) % % (X £SH)| % %
15 15.13 £ 0.86 8.91 15.36 + 2.40 5.13
0.22 0.32
80 81.86 = 2.33 7.11 80.90 + 1.13 3.56
0.67 1.18
160 161.76 = 1.10 5.24 161.40+ | 0.87 2.36
0.92 1.55

X : Ortalama deger, SH : Standart hata, BSS: Bagil standart sapma , BH : Bagil hata

Hesaplamalar Ek-2’de agiklanmigtir.

4.2.7. Geri Kazanim

Raloksifenin geri kazanimi {i¢ farkli derisimde yapilmistir. Geri kazanim

degerleri mutlak ve bagil geri kazanim olarak Tablo 4.11°’de verilmistir. Geri

kazanim degerlerini karsilastirmak i¢in Sekil 4.10°da grafikler verilmistir.
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Tablo 4.11. Raloksifenin idrardan ekstraksiyonu sonucu hesaplanan mutlak ve bagil

geri kazanim degerleri (n=6)

Idrardaki raloksifen Mutlak Bagl
(ng mL™ Geri Kazanim (%) Geri Kazanim (%)
15 72.51 £ 0.65 81.67 +£1.10
B.S.S: % 1.56 B.S.S: % 2.34
80 75.06 +£0.70 83.23+0.71
B.S.S: % 1.63 B.S.S: % 2.09
160 76.32+0.91 84.19 £ 0.57
B.S.S: % 2.07 B.S.S: % 1.65
Mutlak Bagil
@ Geri Kazanim (0) Geri Kazamim
£ 80 E 80 —
3 g
s 60 — S5 60 +—
N o
T 40 +— T 40 +—
@) O
X 20 +— 20 +—
0 0
15 80 160 15 80 160
Raloksifen derisimi Raloksifen derisimi
(ng mL) (ng mL™)

Sekil 4.10. Raloksifenin idrardan ekstraksiyonu sonucu a) mutlak ve b) bagil geri

kazanim degerlerine ait grafikler (n=6)

4.2.8. Kararhhk

Raloksifenin kisa siire, uzun siire, oto 6rnekleyici ve stok ¢ozelti kararlilig:

(Tablo 4.12) ve donma-erime dongiisii kararlilig:

incelenmistir.

(Tablo 4.13) sonuglari



Tablo 4.12. idrarda raloksifenin kararlilik sonuglar1 (n=6)
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Bilinen Kisa siire Uzun siire Oto ornekleyici Stok ¢ozelti
derisim kararhhg kararhhg kararhhg: kararhhig:
(ng mL™Y) (25 ngmL™)
Kalan BSS Kalan BSS Kalan BSS | Kalan | BSS
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 98.6 1.05 97.2 2.02 101.2 1.09
80 991 | 102 | 985 | 190 | 1031 | 187 | 4 | 102
160 101.5 0.51 98.9 1.57 102.8 1.04

Tablo 4.13. Idrarda raloksifenin donma-erime déngiisii kararlilig1 (n=6)

Bilinen derisim Donma- erime dongiisii kararlihg:
(ng mL™)
1. dongii 2. dongii 3. dongii
Kalan BSS Kalan BSS Kalan BSS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
15 89.2 2.10 86.5 1.82 87.8 2.40
80 92.7 2.42 90.5 1.91 88.2 2.07
160 91.6 1.87 91.9 1.80 92.7 1.97

4.2.9. Saglamhik ve Tutarhhk

Gelistirilen yontemin saglamlik ve tutarlilik parametreleri “Placket-Burman”

deneysel tasarrmi kullamlarak birlikte incelenmistir. Incelenen bes parametre

(A:Tampon hacmi, B:Tiirev siiresi, C:Analizci, D:Metil tersiyer-butil eter markasi,

E:MSTFA markasi) igin oniki deney yapilmistir. Bu parametrelerin seviyeleri Tablo

3.2 ve tasarlanan deneyler i¢in tasarim matriksi Tablo 4.14 "de verilmistir. Elde

edilen sonuglarin, raloksifene ait m/z 578 iyonunun ve 1S’a ait m/z 446 iyonunun
alanlarina etkisi incelenmistir. Tablo 4.15 de ANOVA sonuglar1 ve Sekil 4.11°da

standartlagtirilmis etkilerin normal grafigi verilmistir.




Tablo 4.14. Saglamlik ve tutarlilik deneyleri igin tasarim matriksi ve Raloksifen ile

IS i¢in elde edilen alan degerleri

Deney A B C D E Raloksifen IS Alam

No Alam
1 + - + - - 493069 52812
2 + + - + - 308702 65713
3 - + + - + 246014 73313
4 + - + + - 229160 74617
5 + + - + + 185260 78724
6 + + + - + 161496 73095
7 - + + + - 126953 72701
8 - - + + + 115887 73393
9 - - - + + 111840 70148
10 + - - - + 101615 73129
11 - + - - - 104526 66392
12 - - - - - 93556 66343

Tablo 4.15. Saglamlik ve tutarlilik i¢in elde edilen (Raloksifen alan/ IS alan)
degerlerine ait ANOVA test sonuglari

Ana etkiler F P
A 231 0.179
B 0.10 0.763
C 0.14 0.327
D 0.30 0.605
E 1.45 0.273
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Sekil 4.11. (Raloksifen alan/IS alan) degeri i¢in standartlastirilmis etkilerin normal

grafigi

Tablo 4.15 ve Sekil 4.11 incelendiginde tampon miktar1 ve tiirevlendirme
stiresindeki kiiciik degisikliklerden yontemin etkilenmedigi farkli analizei, farkli
marka eter ve farkli marka MSTFA kullanimi gibi parametrelerin Raloksifen alan/IS

alan degeri {izerinde etkisinin 6nemli olmadig1 sonucuna varilmstir.

4.3. Raloksifenin Farmasotik Preparattan Analizi icin Yontem Validasyonu

4.3.1. Ozgiinliik

Yontemin 0zgiinliigli sentetik preparat ¢ozeltisi hazirlanarak test edilmistir.
Bunun i¢in plasebo ve plasebo igerisine raloksifen HCI ve IS eklenerek hazirlanan
coOzeltiler sisteme ayr1 ayr1 enjekte edilmistir. Sentetik preparat ve plasebo ¢ozeltisine
ait kromatogramlar Sekil 4.12°’de verilmistir. Plasebo c¢ozeltisinden elde edilen
kromatogramda raloksifen ve IS olarak kullanilan Metiltestosteron ile ayni alikonma

zamanina sahip herhangi bir pik gozlenmemistir.
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Ayrica yontemin 6zglinliigilinii géstermek amaciyla standart ekleme yontemi
uygulanmis, farmasotik preparata eklenen raloksifen HCI miktarina karsi 6lgiilen pik
alan oran1 (Raloksifen/IS) grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
(Sekil 4.13). Dogrudan kalibrasyon ve standart ekleme kalibrasyon egrilerinin
egimlerinin farkli olmamasindan dolay1r farmasotik preparat icindeki yardimci
maddelerin girisim yapmadig1 sonucuna varilmistir. Bu durum da yoOntemin

Ozglinliigiiniin bir gostergesidir.

0,9 1

0,8 y=0,0019x + 0,1895
0,7 R2=0,9992

0,6
0,5

Pik Alan Oram (Raloksifen/ISTD)

0,4 @ kalibrasyon
y=0,0019x-0,0175
0,3 R?=0,9990 M standart ekleme
0,2
0,1
0 T T T T |
0 100 200 300 400 500

Raloksifen miktari (ng)

Sekil 4.13. Raloksifenin GC-MS yontemiyle tayini igin kalibrasyon ve standart

ekleme egrileri

4.3.2. Kalibrasyon Egrileri ve Dogrusallik Arahklar

Raloksifen miktari, raloksifen pik alaninin IS alan oranina karsi grafige
gecirildiginde 10 ile 400 ng araliginda dogrusal kalibrasyon egrisi elde edilmistir
(Sekil 4.14.a). Ayrica yontemin dogrusalliginin kontrolii i¢in kalibrasyon egrilerini
olusturan derisimlerde hazirlanan orneklerin analizleri yapilip kalibrasyon egrisi
denklemi ile sonuglar hesaplanmis ve olmasi gereken derisimlere karsi grafige

gegirilmistir (Sekil 4.14.b).
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Sekil 4.14. Farmasotik preparattan raloksifen tayini icin GC-MS yontemi ile elde
edilen a) Kalibrasyon egrisi b) Dogrusallik kontrol grafigi

Kalibrasyon egrisinin ozellikleri Tablo 4.16°da verilmistir. Kalibrasyon
egrisinin dogrusalliktan ayrilisinin 6nemli olmadigr ve korelasyon katsayilarinin

rastlantisal olmadig: istatistiksel olarak saptanmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.16. Farmasotik preparattan raloksifen tayini igin GC-MS yontemi ile ¢izilen

kalibrasyon egrisinin 6zellikleri

Regresyon Denklemi *y =0.0019x - 0.00175
Egimin Standart Hatas: 2.49381x107
Kesisimin Standart Hatas1 0.00539
Korelasyon Katsayisi (r) 0.9994
Tanimlayicihk Katsayisi (R%) 0.9990
Dogrusallik Arahgi (ng) 10-400

*y=ax+b; x ng biriminde derigim, y: Pik alan orani, a:Egim, b: Kesisim

Tablo 4.17. Farmasotik preparattan raloksifen tayini icin GC-MS yontemi ile elde

edilen kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayisinin 6nem

kontrolii
Korelasyon Katsayist Onem Kontrolii
n r Sr tH tr
7 0.9990 0.01414 70.67531 2.57

ty>tr: Korelasyon katsayisi tesadiife bagl bir deger degildir (p<0.05).

Dogrusalliktan Ayrihis Onem Kontrolii

RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr

0.50809 0.50859 0.00049 9.86x10” 0.508093 5152.49990 6.610

Fu> Fr: Derisim ile pik alan orani arasindaki iliski dogrusaldir (p<0.05).

[statiksel terimler ve hesaplamalar igin Bkz. EK 1

4.3.3. Gozlenebilme ve Alt Tayin Sinir1

LOD ve LOQ degerleri S/G orani yontemine gore yapilmigtir. LOD 5 ng
LOQ ise 10 ng olarak bulunmustur. LOQ diizeyinde BSS ve BH degerleri % 9.52 ve
% 7.81 bulunmustur (n=6).




4.3.4. Dogruluk
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Ug farkli miktarda (20, 100, 300 ng) raloksifen HCI ve sabit miktarda 1S

eklenerek hazirlanan 6rnekler ayni giinde alt1 farkli seride hazirlanarak analiz edilmis

(glin i¢i dogruluk) ve bu islem alt1 farkli giinde yinelenerek (gilinler arasi dogruluk)

analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve

BH degerleri Tablo 4.18’ de verilmistir.

4.3.5. Kaesinlik

Ug farkli miktarda (20, 100, 300 ng) raloksifen HCI ve sabit miktarda 1S

eklenerek hazirlanan 6rnekler ayni giinde alt1 farkli seride hazirlanarak analiz edilmis

(giin ici Kesinlik) ve bu islem alt1 farkli giinde yinelenerek (giinler aras1 kesinlik)

analiz edilmistir. Veriler hazirlanan kalibrasyon egrilerine gore degerlendirilmis ve

BSS degerleri Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4.18. Raloksifenin GC-MS yontemi ile farmasoétik preparat analizinde elde

edilen giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik bulgular1

Giin ici Giinler arasi
Raloksifen | Bulunan | Dogruluk | Kesinlik | Bulunan Dogruluk | Kesinlik
miktari Derisim (BH) (BSS) Derisim (BH) (BSS)
(ng) (X +SH) % % (X +SH) % %
20 19.76 £ | 1.18 1.61 19.86 + 0.70 1.34
0.01 0.11
100 98.55+ |1.45 0.87 99.37 + 0.63 1.18
0.01 0.48
300 29722+ | 0.93 1.53 300.87 + 0.29 0.99
0.07 1.22

X : Ortalama deger, SH : Standart hata, BSS: Bagil standart sapma , BH : Bagil hata

Hesaplamalar Ek-2’de agiklanmustir.
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4.3.6. Geri kazanim

60 mg Raloksifen HCl ve yardimci maddeleri igeren sentetik farmasotik
preparat ¢ozeltisine ait mutlak geri kazanim degerleri % 99.29 + 0.04 ( Ortalama +
Standart hata), SS: 0.025, BSS: % 4.88 olarak bulunmustur.

4.4. UV Spektrofotometrik (Karsilastirma) Yontem Bulgular:

Raloksifenin farmasotik preparattaki miktar tayini i¢in gelistirilen yontem,
kaynaklarda belirtilen Metot A (22) yontemiyle Karsilagtirilmistir. Bunun igin

raloksifenin 0.1 M NaOH ¢6zeltisi i¢indeki UV-GB spektrumu alinmistir (Sekil
4.15).

Absorbance (AU)

21

] | WWWWW
-0.5

-7 [
200 300 400 500 600 700 800 900 Wawelength (nm)

Sekil 4.15. Raloksifenin 0.1 M NaOH ¢ozeltisi i¢indeki spektrumu

Raloksifenin derisimine karsi 421 nm’de gosterdigi absorbansi Olgiilerek

kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Farmasotik preparattan raloksifen tayini i¢cin UV-GB spektrofotometrik

yontem ile elde edilen kalibrasyon egrisi

4.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen GC-MS yo6ntemi Tiirkiye piyasasinda bulunan raloksifen HCI
etken maddesi igeren Evista® tabletlere uygulanmustir. Aymi tabletler kaynaklarda
verilen UV spektrofotometrik yontemle (22) de analiz edilmis ve elde edilen sonuglar

Tablo 4.19°da verilmistir.



Tablo 4.19. Raloksifenin farmasdotik preparatlardan GC-MS ve UV/GB

spektrofotometrik yontem ile analiz bulgular1 (n=6)

Evista Tablet® (60 mg/tablet)

GC-MS yontemi ile UV/GB yontemi ile

NUMUNE bulunan deger (mg) bulunan deger (mg)
1 58.386 58.994
2 59.597 59.391
4 60.450 60.416
5 59.910 58776
6 59.792 59.330

X =59.597 + 0.280 X =59.262 + 0.269

SS =0.685 SS=0.635
BSS =% 1.15 BSS = %1.07
GA=59.317 — 59.877 GA=59.002 — 59.521
P=0.173 > 0.05

Wilcoxon’a gore sonuglar arasindaki fark 6nemsizdir.

X :ortalama + standart hata, SS:Standart sapma, BSS:Bagil standart sapma

GA: Giiven Araligi (a: 0.05) (Bkz. Ek 2)
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Tablo 4.19’da goriildiigii gibi her iki yontemin sonuglari WILCOXON

istatistiksel testi ile karsilagtirllmistir. Her iki yontemin sonuglari arasindaki farkin

onemli olup olmadig1 arastirilmis ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (P = 0.173 > 0.05).

bir fark
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5. TARTISMA

Kaynaklarda raloksifenin GC-MS yontemiyle analizi ile ilgili ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismada raloksifenin insan idrarindan ve farmasotik
preparattan analizi i¢in GC-MS yontemi gelistirilmistir. Bu amagla farkli
tirevlendirme reaktifleri, tepkime sicakliklar1 ve siiresi ile sivi- sivi ekstraksiyon
teknikleri denenmistir. Ayrica farkli kromatografik kosullar denenerek yontemin
optimizasyonu saglanmistir. Gelistirilen yontemin validasyon parametreleri insan
idrart ve farmasotik preparatlar i¢in ayri ayri degerlendirildikten sonra, yontem
raloksifen HCI igeren farmasotik preparatin analizine uygulanmistir. Sonuglar
kaynaklardaki UV spektrofotometrik yontem (metot A) sonuglartyla karsilastirilarak
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Raloksifen yiiksek sicaklikta kararli ve ugucu olmadigi icin GC-MS ile direk
analizi yapilamamaktadir. Bu yiizden tiirevlendirme yapilmasi gerekmektedir.
Raloksifen polar —OH gruplarina ve keton yapisina sahip oldugu i¢in
tirevlendirmeye uygundur. Bu amagcla sililleme reaksiyonlari i¢in MSTFA,
MTBSTFA, metilleme reaksiyonu i¢in CHjsl ve Etilkloroformat (ECF)
tirevlendirmesi kullanilmigtir. ECF tiirevlendirmesi kaynaklarda ozellikle biyolojik
materyallerde ve sulu ortamlarda kolay uygulanabilmesi agisindan silillemeye
alternatif olarak gosterilmektedir (69, 70). Ancak yapilan denemelerde raloksifenin
CHsl ve ECF ile tiirevlendirilmesi basarili olmamistir. Sililleme reaktifi olan
MTBSTFA ile tiirevlendirme sonucunda Raloksifen-bis-O-terbutildimetilsilil (Bkz.
Sekil 4.1) ve MSTFA ile yapilan tiirevlendirme sonucunda Raloksifen-tris-O-TMS
(Bkz. Sekil 4.2) tiirevli yeni molekiiller olusturulmustur. Ancak MTBSTFA ile
yapilan tiirevlendirmede farkli sicakliklar ve farkli tiirevlendirme siireleri taranarak
yapilan ¢aligsmalarda tekrarlanabilir sonuglar elde edilememistir. Ayrica MTBSTFA
ile yapilan tiirevlendirmede, MSTFA ile yapilan tiirevlendirmeye kiyasla daha diisiik
alanlar elde edilmistir.

Tiirevlendirme tepkimesinde, en yiiksek verimi ve tekrarlanabilir sonuglar
elde etmek i¢in MSTFA’ya ek olarak farkli tiirevlendirme katalizorleri
(MSTFA/imidazol, MSTFA/B-merkaptoetanol/NH,I) ile birlikte tepkime sicakliklari

ve siireleri gibi parametrelerin tiirevlendirme tepkimesine etkisi incelenmistir. Olusan
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yeni tlirevlere ait alan degerleri, ortalama-standart sapma grafigi olusturularak
karsilastirilmustir.

Yapilan tiirevlendirmelerle elde edilen sonuclarda alan degerleri
karsilagtirilarak en yiiksek verim belirlenmis, tekrarlanabilirlik i¢in ise alan
degerlerinin ortalama degerden ne kadar saptig1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, MSTFA/B-merkaptoetanol/NH,I tiirev reaktifi olarak se¢ilmis ve tiirevlendirme
kosullart 80°C de 30 dk olarak belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.3). 80°C de 30 dk ve 60°C
de 120 dk tiirevlendirme sonuglar1 arasindaki farkin anlamli olmadigt WILCOXON
testi ile istatistiksel olarak gosterilmistir (P=0.144>0.05).

Raloksifenin GC-MS ile analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesi i¢in, sicaklik programi (firin baslangic ve son sicakligi ile sicaklik artig
oran1) ve akis hizinin raloksifenin kromatografik davranisi {izerindeki etkileri
incelenmistir. Bu sirada bir degisken degistirilirken digerleri sabit tutulmustur. Bu
baglamda denenen her kosul i¢in raloksifene ait m/z 578 iyonunun alani, alikonma
zamani (tr), pik ayiriciligi (RS), teorik tabaka sayisi (N) ve pik simetri oranina (PSO)
bakilmistir (Bkz. Tablo 4.4). Sonug¢ olarak incelenen sistem uygunluk
parametrelerinden pik ayiriciligi (Rs) > 2, pik simetri oran1 < 2, teorik tabaka sayis1 >
2000 kabul edilebilir araliklarda oldugu i¢in, kosullar1 degerlendirirken asil 6nemli
parametre m/z 578 iyonunun alani olmustur. Bu deger yontemin hassasiyetini
belirleyecegi i¢in ¢ok 6nemlidir. Burada cihazin cevabinin, akis hiz1 ile ters orantili
olarak artis gosterdigi gozlenmektedir. Bunun sebebi, akis hizi arttikca kiitle
spektrometresindeki iyon kaynagina daha fazla He birikecek ve bu da iyonlasmay1
azaltacaktir. Cihazin cevabi da buna bagl olarak diisecektir (72, 73). Bunun i¢in de
578 pik alanmin en yiiksek oldugu kosul 11 (200°C/ 25°C dk™Y/ 310°C sicaklik
programi ile akis hizi sabit 1.0 mL dk™) secilmistir (Bkz. Sekil 4.4). Belirlenen
kosullarda raloksifenin toplam analiz siiresi 8 dk bulunmustur.

Raloksifenin idrardan ekstraksiyonu igin sivi-sivi ekstraksiyon teknikleri
denenmistir. Bu amagla ¢esitli organik ¢oziiciiler (etil asetat, metil tersiyer-biitil eter,
pentan ve kloroform) kullanilmistir. Raloksifen idrardan organik faza cekilerek geri
kazanim degerleri karsilastirilmistir (Bkz. Tablo 4.5). Coziicii olarak metil tersiyer-
butil eter kullanildiginda mutlak geri kazaniminin daha yiiksek oldugu goriilmistiir.

Ayrica idrarin pH degerinin asidik (pH=5) ve bazik (pH=9) olmasin1 saglayacak
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tamponlar denenmistir. Bazik ortamda raloksifenin geri kazaniminin arttigi
goriilmiistlir (Bkz. Sekil 4.5). Bunun nedeni raloksifen HCI pKa degeri 9.55’dir. Sulu
ortamda molekiil tuzu seklinde bulunur. Bazik ortamda ndtral hale gelir ve organik
faza gegisi kolaylasir. Sonug olarak raloksifenin geri kazanimi igin idrar 750 pL
karbonat tamponu (pH 9) ile bazik yapildiktan sonra 5 mL metil tersiyer-biitil eter
kullanilarak yapilan ekstraksiyon yonteminin uygulanmasina karar verilmistir.

IS olarak epioksandrolon, oksandrolon, danazol metaboliti (17-a-etinil-4-
androsten-173-ol-3on) ve metiltestosteron denenmistir.  Alikonma zamanlari
incelendiginde alikonma zamani raloksifene en yakin olan metiltestosteron 1S olarak
secilmistir. Bu madde MSTFA/B-merkaptoetanol/NH4l sililleme reaktifi kullanarak
80°C’de 30 dk’da tiirevlendirildiginde BSS degeri % 1.15 olarak bulunmustur.
Raloksifen ile ayni kosullarda sivi-sivi ekstraksiyon uygulandiginda mutlak geri
kazanim degeri % 93,7 olarak hesaplanmustir.

Gelistirilen yoOntem sistem uygunluk testleri, o0zgilinlik, duyarhlik,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, geri kazanim, kararlilik, saglamlik ve tutarlilik
parametreleri arastirilarak valide edilmistir.

Gelistirilen  analiz ~ yOnteminin  sistem  uygunlugu;  enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, Rs, N ve PSO parametrelerine gore degerlendirilmistir. Test igin
standart ¢dzeltinin on tekrarli enjeksiyonu sonucunda elde edilen veriler kullanilmig
ve elde edilen degerler incelendiginde sinir degerler i¢inde oldugu goriilmiistiir (Bkz.
Tablo 4.7).

Raloksifenin idrardan Analizi I¢in Yontem Validasyonu:

Yontemin Ozgilinliiglinii  (segiciligini) gozlemek icin saglikli ve ilag
kullanmayan 8 farkli goniilliiden elde edilen bos idrar ile raloksifen HCI ve IS
eklenmis idrar 6rnegi analiz edilmis ve elde edilen TIC ve SIM kromatogramlari
incelenerek (Raloksifen i¢in m/z 578, 563, 505 ve IS i¢in 446) girisime neden olacak
herhangi bir segilmis iyona rastlanmamustir (Bkz. Sekil 4.7 ve 4.8). Bu durum
gelistirilen GC-MS yonteminin 6zgiin oldugunu géstermektedir.

Idrara eklenen raloksifen HCI derisimi, raloksifen pik alanlarinin IS pik
alanina oranina kars1 grafige gecirildiginde 10 ile 200 ng mL* araliginda, dogrusal

oldugu kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayriliginin 6nemli olmadigr (Fy>Fr,
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p<0.05) ve korelasyon katsayilarinin tesadiifen bulunmus degerler olmadig: (p<0.05)
istatistiksel olarak saptanmustir (Bkz. Tablo 4.9). Ayrica yontemin dogrusalliginin
kontrol grafikleri ¢izilmis (Bkz. Sekil 4.9) ve elde edilen kalibrasyon egrilerinin
korelasyon katsayilarinin bire yakin ¢ikmasi yontemin dogrusal oldugunu
gostermistir.

LOD ve LOQ degerleri S/G oraninin 3 ve 10 olmasina gore secilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 8 ng mL™ ve 10 ng mL™ bulunmustur. LOQ diizeyinde
kesinligin % 20’den az olmasi gerektigi bildirilmistir (57). Yontemde LOQ
diizeyinde hesaplanan BSS % 9.09 olarak bulunmustur. Bu nedenle LOQ degeri 10
ng mL™ olarak secilmistir. Bu deger raloksifenin idrardan analizi i¢in gelistirilen
GC-MS yonteminin yeteri kadar duyarli oldugunu gostermektedir.

Yontemin giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik ve dogruluk calismalar ¢izilen
kalibrasyon egrisi iizerinden 3 farkli derisimdeki (15, 80, 160 ng mL'l) bagimsiz
numunelerin tekrarli (n=6) analizleri ile yapilmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve
giinleraras1 analizleri sonucunda elde edilen BH degerleri sirastyla % 0.86- 2.33 ve
0.87-2.40 arasinda bulunmustur. Bagil hata degerleri yontemin dogrulugunun
kanitidir. Ayrica yontemin giin i¢i ve gilinlerarasi analizleri sonucunda elde edilen
BSS degerleri sirasiyla, 5.24-8.91 ve 2.36-5.13 arasinda ¢ikmustir (Bkz. Tablo 4.10).
BSS degerleri ise yontemin kesinliginin bir o6l¢iitiidiir. Kesinligin (BSS) ve
dogrulugun (BH) % 15’den fazla olmamasi gerekir, ancak LOQ diizeyinde % 20’ye
kadar olan degerler kabul edilebilir (57). Bu verilere gore degerlendirme
yapildiginda, giin i¢i ve giinler arasi sonuglarinin kesinliginin yiiksek ve yontemin
dogru ve tekrarlanabilir oldugu sonucuna varilmistir.

Geri kazanim, bagil ve mutlak geri kazanim olarak ti¢ farkli derisimde (15,
80, 160 ng mL'l) yapilmigtir. Mutlak geri kazanim, tiim analiz yonteminin sonucunda
idrara eklenen maddelerin ne kadarinin bulundugunu belirlemek i¢in yapilirken,
bagil geri kazanim ise matriks etkisi sonucundaki kaybi belirlemek icin yapilir.
Mutlak geri kazanim, % 72.51-% 76.32 ve bagil geri kazanim % 81.67-% 84.19
degerleri arasinda bulunmustur (Bkz. Tablo 4.11). Bunlar da kabul edilebilir
sinirlardadir.

Kararlilik caligsmalari, donma-erime dongiisii, kisa siireli, uzun siireli, oto

ornekleyicide ve stok ¢ozelti kararliligi olmak tizere bes sekilde incelenmistir (Bkz.
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Tablo 4.12, 4.13). Biyolojik materyallerde bagil miktarda % 15’e kadar meydana
gelebilecek degisimler kabul edilebilir ve stok ¢ozeltilerdeki kararlilik igin ise % 5-7
arasina kadar kabul edilebilir (74). Raloksifen HCI eklenmis idrar 6rneklerinin
donma-erime dongiisii 3 dongiiye kadar incelenmis ve kararli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica 24 saat boyunca oda sicakliginda saklanarak elde edilen kisa siireli kararlilik
ve -80°C de 3 ay siire ile beklenen orneklerle elde edilen uzun siireli kararlilik
sonuglarina bakildiginda bu kosullarda raloksifen HCI eklenmis idrar 6rneklerinin
kararli oldugu sonucuna varilmistir. Oto Ornekleyicide beklemede raloksifen
miktarinda az da olsa bir artis gozlenmistir. Bu artisin nedeninin raloksifenin
sililleme tepkimesinin oto ornekleyicide bekleme sirasinda bir miktar da olsa devam
etmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Stok ¢ozelti kararliliginda ise %
0.6’1ik bir degisim gozlenmektedir. Bu degisim de kabul edilebilir sinirlar i¢indedir.
Saglamlik ve tutarlilik c¢alismalar1 icin Plackett-Burman deneysel tasarim
teknigi kullanilmistir. Bu teknikte deneyde olusabilecek ana parametrelerdeki kiigiik
degisimlerin sonuglar tiizerindeki etkisi incelenmektedir. Elde edilen ANOVA
degerleri (Bkz. Tablo 4.15) ve standartlastirilmig etkilerin normal grafigi (Bkz. Sekil
4.11) verilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde yontemin saglamlik
caligmasi i¢in tampon miktar1 [A] ve tiirev siiresinde [B] meydana gelen kiigiik
degisikliklerden etkilenmesinin Onemsiz oldugu sonucuna varimistir. Ayrica
yontemin tutarlilik ¢alismasi i¢in ise farkli analizci [C], farkli marka eter [D], farkli
marka MSTFA [E] kullanimimnin raloksifen alan /IS alan orani lizerinde etkisinin

olmadig1 ve boylece yontemin saglam ve tutarli oldugu sonucuna varilmaistir.

Raloksifenin Farmasétik Preparattan Analizi icin Yontem Validasyonu:

Raloksifenin farmasotik preparattan analizinde idrardan raloksifen tayini igin
kullanilan kromatografik parametreler uygulanmistir.

Yo6ntemin 6zgiinliigiinii (segiciligini) gézlemek icin sentetik preparat ¢ozeltisi
hazirlanarak analizi yapilmistir. Sentetik preparat ¢ozeltisi ve plasebo ¢ozeltisine ait
kromatogram degerlendirilerek raloksifen ve IS ile ayni alikonma zamanina sahip
herhangi bir pik gézlenmemistir (Bkz. Sekil 4.12). Ayrica yontemin 6zgiinligi,
farmasdtik preparattan miktar tayini i¢in standart ekleme yonteminin uygulanmasi ile

de gosterilmistir. Standart ekleme teknigi ile elde edilen dogrunun egiminin ¢izilen
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kalibrasyon egrisinin egimiyle ayni bulunmasi farmasotik preparatta bulunan
yardimc1  maddelerin  analizi  etkilemediginin  ve yOntemin 0zgiinliigiiniin
gostergesidir (Bkz. Sekil 4.13). Standart ekleme egrisinin ve kalibrasyon egrisinin
egimlerinin ayni olmasi farmasotik preparat analizlerinin  bundan  sonraki
calismalarda dogrudan kalibrasyon yontemi ile yapilmasi yoniinde tercih sebebi
olmustur.

Raloksifen standardinin miktari, raloksifen pik alanlarinin IS pik alanina
oranina kars1 grafige gecirildiginde 10 ile 400 ng araliginda, dogrusal oldugu
kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilisinin énemli olmadig1 (Fy>F+, p<0.05) ve
korelasyon katsayilarinin tesadiifen bulunmus degerler olmadigi (p<0.05) istatistiksel
olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.17). Ayrica yontemin dogrusalligmin kontrol
grafikleri ¢izilmis ve elde edilen kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilarinin
bire yakin ¢ikmasi yontemin dogrusal oldugunu gostermistir (Bkz. Sekil 4.14).

LOD ve LOQ degerleri S/G oraninin 3 ve 10 olmasina gore se¢ilmistir. LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 5 ng ve 10 ng bulunmustur.

Yontemin giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik dogruluk calismalari ¢izilen
kalibrasyon egrisi lizerinden 3 farkli miktardaki (20, 100, 300 ng) bagimsiz
numunelerin tekrarli (n=6) analizleri ile yapilmistir. Gelistirilen yontemin giin ici ve
giinlerarasi analizleri sonucunda elde edilen BH degerleri sirastyla % 0.93- 1.45 ve
% 0.29-0.70 arasinda bulunmustur. Bagil hata degerleri yontemin dogrulugunun
kanitidir. Ayrica yontemin giin i¢i ve gilinlerarasi analizleri sonucunda elde edilen
BSS degerleri sirasiyla, % 0.87-1.61 ve % 0.99-1.34 arasinda ¢ikmistir (Bkz. Tablo
4.18). BSS degerleri ise yontemin kesinliginin bir dl¢iitiidiir. BSS ve BH degerlerinin
% 2’den fazla olmamasi nedeniyle (75,76), giin i¢i ve giinler arasi sonuglarinin
kesinliginin yiiksek ve yontemin dogru oldugu sonucuna varilmistir.

Geri  kazanim c¢alismasi sentetik  farmasotik  preparat  ¢oOzeltisine
uygulanmistir. Geri kazanim degeri % 99.29 + 0.04 olarak bulunmustur.

Gelistirilen GC-MS yonteminin gegerli (valide) oldugu validasyon
parametreleri test edilerek ve kabul edilebilir sinirlarda oldugu (59) kanitlandiktan
sonra, raloksifenin farmasotik preparatlardan analizi i¢in uygulanmasina Kkarar
verilmistir. Gelistirilen yontem piyasada bulunan raloksifen igeren Evista® tablete

uygulandiginda hesaplanan BSS degeri % 1.15 bulunmustur (Bkz. Tablo 4.19). Bu
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deger kabul kriteri olan % 2’den kiigiiktiir (75). Ayrica gelistirilen ve farmasotik
preparatlar i¢in valide edilen yontemin farmasotik preparatlara uygulanmas: ile elde
edilen sonuglar kaynaklarda verilen UV spektrofotometrik yontemin sonuglari ile de
karsilagtirillmistir. Elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (Bkz. Tablo 4.19). Bu durum gelistirilen ydntemin dogru ve

farmasotik preparatlara uygulanabilir oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda kadinlarda postmenopozal osteoporozun tedavisi i¢in ve
erkeklerde doping amaciyla kullanilan raloksifenin biyolojik materyalden (insan
idrar1)) ve farmasotik preparattan analizi icin GC-MS yontemi gelistirilmis ve
validasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.

Raloksifenin GC-MS yéntemi ile analizi i¢in 200°C/ 25°C dk/ 310°C
sicaklik programu ile akis hizi sabit 1.0 mL dk™ olarak ayarlanmistir. Segcilen
kromatografik kosullarda IS ve raloksifenin alikonma zamanlar1 sirasiyla 3.586,
6.785 dk olarak bulunmustur.

Raloksifen GC-MS cihazinda analizine uygun hale getirilebilmesi igin
80°C’de 30 dk MSTFA/B-merkaptoetanol/NHul reaktifi ile tiirevlendirilmistir.

Raloksifenin idrardan ekstraksiyonu icin sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
gelistirilmistir. Bunun i¢in idrar pH 9 karbonat tamponu ile bazik yapildiktan sonra 5
mL metil tersiyer-butil eter kullanildiginda geri kazanimi maksimum oldugu
goriilmiistiir. Bu kosullarin literatiire katki saglayacag: diistintilmektedir.

Gelistirilen yontemin validasyonu biyolojik materyalden raloksifen tayini i¢in
ve raloksifenin farmasotik preparattan analizi ayri ayr1 degerlendirilmistir (57, 59).
Bunlara goére analit c¢ozeltilerinin 6zgiinliikk, dogruluk, kesinlik, geri kazanim,
duyarlilik, kararlilik, saglamlik ve tutarlilik validasyon parametreleri
degerlendirilmistir. Biitiin validasyon parametrelerinin kabul edilebilir sinirlar iginde
oldugu tespit edilmistir.

Valide edilen yontem Tiirkiye ila¢ piyasasinda satilan Evista® isimli
farmasotik tablet preparata uygulanmistir. Sonuclar kaynaklardaki yontemle
karsilastirilmig ve aralarinda anlamli fark bulunmamustir.

Raloksifenin farmasotik preparatlardan HPLC (10, 11, 14, 15) ve kapiler
elektroforez (21) ile analizlerinde alt tayin simirlarinin gelistirilen yontemden daha
kaba oldugu goriilmektedir. Ayrica idrardan raloksifenin LC-MS-MS yontemiyle
tayininde (19) LOQ 20 ng mL™ olarak verilmistir. Bu deger de gelistirilen yéntemin
LOQ degerinden (10 ng mL™) yiiksektir. Gelistirilen yontemin kaynaklardaki
yontemlerden daha duyarli oldugu séylenebilir.

Ayrica bu tez ¢alismasinin raloksifenin GC-MS yontemiyle tayini igin ilk

caligsma olarak kaynaklara gegecegi de dnemli bir husus olarak degerlendirilmektedir.
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Gelistirilen ve valide edilen GC-MS yontemi insan idrarindan raloksifen
analizi ic¢in bildirilmis pahali LC-MS-MS yontemlerine bir alternatif olarak
sunulabilir. Ayrica GC-MS cihazlarinin maliyetinin diisiik olmasi, analiz
laboratuarlarinda yaygin olarak bulunabilmesi, pahali ¢6ziicliye gerek olmamasi ve
gevreye zarar vermemesi yontemi cekici kilmaktadir. Gelistirilen yOntemin ilag
endiistrisinde bulunan Ar-Ge, kalite kontrol ve doping kontrol laboratuarlarina

faydali olabilecegi de ayrica diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ek-1. Korelasyon Katsayisi Onem Kontrolii Testi

Bu test ile korelasyon katsayisinin 6nemli bir katsay1 m1 yoksa tesadiife bagli bir

katsay1 m1 oldugu anlasilmaktadir.

1- Ho: korelasyon katsayis1 tesadiife bagl bir degiskendir (r=0).

2- Test istatisliginin hesaplanmast:

t = Test istatisligi
I = Korelasyon katsayisi

Sr =Korelasyon katsayisinin standart hatasi

3
4

Yanilma olasilig1 a = 0,05 secilmistir.

Serbestlik derecesi=n-2 (n: 6l¢iim sayisi)

5- o =0,05 yanilma diizeginde ve n-2 serbestlik derecesindeki tablo t degerine

bakalir.

6- Karsilastirma: hesapla bulunan “t” degeri tablo “t” degerinden biiyiikse Hop
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

7- Karar:

a) Korelasyon katsayist onemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir
deger degildir (t hesaplananan deger, p < 0,05).
b) Korelasyon katsayis1 onemli bir deger degildir, tesadiifen bulunmus

bir degerdir (t= hesaplanan deger, p> 0,05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

1- Kareler toplam1 bulunur,

a) Regresyon kareler toplam1 (RRT):
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[y - E0C)

RKT = .
Tx2 — (er)

b) Y ortalamadan ayrilis kareler toplami (YOAKT):

Gy’

YOAKT = Z y? ===

¢) Regresyondan ayrilis kareler toplami1 (RAKT) hesaplanr:
RAKT= YOAKT-RKT

Serbestlik dereceleri bulunur,
a) Regresyon serbestlik derecesi (RSD)= 1
b) Y ortalamadan ayrilis serbestlik derecesi (YOASD)= n-1
c) Regresyondan ayrilis serbestlik derecesi (RASD)= YOASD=YSD
Kareler ortalamalar1 bulunur,
a) Regresyon kareler ortalamalari= RKT\RSD
b) Regresyondan ayrilis kareler ortalamasi (RAKO)=RAKT\RASD
Ho=Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusal degildir.
Yanilma olasilig1 a = 0,05 segilmistir.
F= RKO\RAKO
P= 0,05 dezeginde RSD VE RASD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.
Karsilagtirma: Hesapla bulunan F degeri tablo F degerinden biiyiikse Ho
hipotezi reddedilir, kiiciikse kabul edilir.
Karar: derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir.
(F = Hesaplanan deger, p<0,05).
(F = Hesaplanan deger p >0,05).
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Kesisimin sifirdan ayrilisinin 6nem kontrolii

_ Ny2-(E02/n [A-r2(n-1)] /2

1.5, =
yx n—1 n-2

2. Sha)= (Syx)z [(1/11) + X/(ZXZ N %)]

3. Ho = Kesisim degeri (a) sifira esittir.

4. Yanilma olasilig1 p = 0.05 sec¢ilmistir.

5.th=a/ S

6. o = 0.05 duzeyinde tr degerleri bulunur.

7. Karsilastirma: Hesapla bulunan t degeri tablo t degerinden buyukse Hg hipotezi
reddedilir, kiigiikse kabul edilir.

8.Karar: Kesisim degeri sifira esittir (ty = Hesapla bulunan, p > 0.05) veya Kesisim
degeri sifirdan farklidir (ty = Hesapla bulunan, p < 0.05)



Ek-2. Tez I¢inde Kullanilan istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (B.S.S.) = % x 100

S.S= Standart Sapma
X= Aritmetik Ortalama

Olmasi gereken miktar—Bulunan miktar

Bagil Hata (B.H.) =

Olmasi gereken miktar

Standart Hata (S.H.) = m
u

Bulunan miktar

% Geri kazamim = Olmasi gereken x 100

Evren Ortalamasi Guven Arahiginin Hesaplanmasi
u =X+ Sgtveya x-Sx< p <X + Sit

u : Evren ortalamasi
x: Orneklem ortalamasi

Sx: Standart hata

x 100
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t: Secilen yanilma duzeyi (o) ve n-1 serbestlik derecesindeki t Tablosundaki deger



Ek-3. Sertifika

Eli Lilly S.A. - Irish Branch

DUNDERROW, KINSALE, CO. CORK
TELEFHONE 021-4772699 EMAIL: kinsale@lilly.com FAX 021-4775152

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product: RALOXIFENE HYDROCHLORIDE

ITtem Code: QRLAZOY Manufacturing Date: 4-J2M-2008

Lot Number: A438730 Reevaluation Date: T-JAN-2010

Date of Release: 4-MAR-2008

TEST RESULT mIrs SPECIFICATION

Description Conforms It is an off white to pale
yvellow solid

IR Ident Conforms Compares to Reference Standard

HPLC Ident Conforms Compares to Feference Standard

Ident Chloride Conforms The sample tested positively
for chloride

Assay 1cc.n % 87.0 te 102.0

Total Related Substances 0.14 % 0.00 to 0.50

Individual Related Substances 0,01 % 0.00 o 0.10

T-Isomer 0.04 % 0.00 to 0.10

Diacylated I 0.06 S 0.00 te 0.20

1,2 pDichloroethane Conforms Not more than 5 ppm

Heawvy Metals Confarms Not more than 10ppm

Residue on Ignition Conforms Not more than 0.10% w/w.

Mezan Particle Size 9 um 5 to 20

Awg 10% cumulative undersize 1 um Not Less than 1

vol.dia.

Avg 90% cumulative undersize 19 um 0 to 35

vol.dia.

X-Ray Diffraction Conforms The diffraction pattern of the

Loss On Dry
Methanol

This certificate is generated
are assay results obtained by
this product. This batch was

Manufacturing Practices.

& oty

Quality Assurance

Sample compares to that of the
Reference Standard
0.0 % Q.0 to 0.5
0.00 to 0.30
from validated systems. The data contained herein
BEli Lilly and Company from tests performed on

manufactured in accordance with current Good

Date: \ ) ECl'."l ut
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