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OZET

Demir, A. Ultrafiltrasyon Teknigi Kullanilarak Ketoprofenin Insan
Plazmasindan Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Tayini I¢in Analitik
Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Bu
aragtirmada, steroid olmayan antiinflamatuvar ilag (NSAID) olan ketoprofenin
yiiksek performansli sivi kromatografisinde (HPLC) analizi igin ultrafiltrasyon
teknigi ile ayirma yontemi gelistirilmis ve gelistirilen yontem FDA Biyoanalitik
Yontem Validasyonu kilavuzundaki validasyon parametrelerine gore valide edilerek
yontemin giivenilirligi kanitlanmistir. Bu metodolojide, biitiin analizler ACE Cis
(250 x 4.6 mm i.¢., 5 um) kolon kullanilarak yapilmistir. Hareketli faz olarak, 70:30
h/h oraninda 40 mM disodyum hidrojen fosfat dihidrat tamponu (pH 6.0):asetonitril
karisimi kullanilmis, akis hizi ise 1 mL/dk olarak ayarlanmistir. UV dedektoriin
dalga boyu 258 nm’ye ayarlanmistir. Optimizasyon sonucu ketoprofenin alikonma
zaman1 5.75 dakikadir. Dogrusallik araligi olarak 1.0 — 25.0 pg/mL arasinda
calisilmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD) 0.33 pg/mL olarak bulunmus, alt tayin sinir1
ise (LOQ) 1.00 pg/mL seklinde hesaplanmistir. Gelistirilen yontem valide edildikten

sonra, ketoprofenin HPLC’de plazmadan analizine uygulanmustir.

Anahtar Kelimeler: NSAID, Ketoprofen, ultrafiltrasyon, HPLC, UV dedektor
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ABSTRACT

Demir, A. Analytical Method Development and Validation for Determination of
Ketoprofen from Human Plasma by High Performance Liquid
Chromatography Using the Ultrafiltration Technique, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Analytical Chemistry Program Master's
Thesis, Ankara, 2024. In this research, a separation method with ultrafiltration
technique was developed for the high-performance liquid chromatography (HPLC)
analysis of the non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) ketoprofen, and the
developed method was validated according to validation parameters in the FDA
Bioanalytical Method Validation guide and the reliability of the method was proved.
In this methodology, all analyzes were performed using an ACE C18 (250 x 4.6 mm
i.d., 5 um) column. As the mobile phase phase, a mixture of 40 mM disodium
hydrogen phosphate dihydrate buffer (pH 6.0): acetonitrile was used at a ratio of
70:30 v/v, and the flow rate was set at 1 mL/min. The wavelength of the UV detector
was set to 258 nm. As a result of optimization, the retention time of ketoprofen was
5.75 minutes. As the linearity range, it was studied between 1.0 and 25.0 ug/mL. The
limit of detection (LOD) was found to be 0.33 pg/mL, and the lower limit of
detection (LOQ) was calculated as 1.00 pg/mL. After the developed method was
validated, it was applied to the analysis of ketoprofen from plasma in HPLC.

Key words: NSAID, ketoprofen, ultrafiltration, HPLC, UV detector
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1. GIRIS

KET ((RS)-2-(3-benzoyilfenil) propanoik asit) NSAID (steroid olmayan
antiinflamatuvar ilag) grubuna ait olan; ates disiiriicii (antipiretik) ve agr1 kesici
(analjezik) etkiye sahip bir ila¢ etken maddesidir. Tablet, ampul, jel ve surup
formlarinda mevcuttur. Cesitli artritik hastaliklarin, agrili kas ve iskelet sistemi
bozukluklarinin, periodontal hastaliklarin tedavisinde, ameliyat sonrasi agrilarin
giderilmesinde ve menstriial karin agrilarinin tedavisinde kullanilir.

Esas olarak KET’in  S(+)-enantiyomeri  siklooksijenaz  inhibisyon
aktivitesinden sorumluyken, R(-)-enantiyomeri prostaglandin sentezi
inhibisyonundan bagimsiz analjezik 6zelliklere sahiptir (1). Yani, S(+)-enantiyomeri
in-vitro deneylerde farmakolojik etkiler sergilerken, R(-)-enantiyomerinin inaktif
oldugu goriilmiistiir.

KET’in enantiyomerlerine ayrilmasi i¢in yiikksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) (2), kiitle spektrometrisi ile birlestirilmis gaz kromatografisi
(3,4) veya kapiler elektroforez (5) dahil olmak iizere gesitli yontemler mevcuttur.
Gilinlimiizde hala rasemat karisimi halinde kullanildig: ilaglar olsa da ketoprofenin
aktif olan enantiyomerini igeren formlar1 daha fazla tercih edilmektedir.

Tablet ve ampul uygulamalarinda biyoyararlinim %90 ve %100 diizeylerinde
iken topikal uygulamadan sonra goreceli biyoyararlanimi ve maksimum plazma
konsantrasyonu, esdeger bir dozun oral uygulamasina kiyasla genellikle %15'ten
azdir (6,7). Sistemik dolagima giren KET miktarinin tedavi igin yeterli diizeyde
olmasini takip etmek ve NSAID ilaglarin kullanim siiresine bagli olarak yan etki
olarak ortaya cikabilen pihtilagsma riski sebebiyle ilag plazma konsantrasyonlari
Ol¢iilmelidir. Bu nedenle, plazmada KET tayini i¢in hassas bir analitik yontem
gereklidir (8).

Kaynaklarda farmasotik calismalarda KET’in analizi igin analiz yontemleri
yer almaktadir. Bunlar, kapiler elektroforez (9), UV spektrofotometri (10), yiiksek
performansh sivi kromatografisi (11-16), kemiliiminesansh akis enjeksiyon yontemi
(17, 18), misel elektrokinetik kromatografi (20), elektrokimyasal yontemler (19, 21,
22), akis enjeksiyon analizi (23) gibi yontemlerdir.



Ultrafiltrasyon uygulamalarinda ise, ¢0ziinmiis maddeler ve partikiiller
membranlarla ayrilir. Gozenek boyutu, partikiillerin fiziksel olarak ayrilmasin
saglar.

Arastirmalar sonucu KET’in genellikle protein ¢oktiirme ile numune
hazirlama yontemi ve ardindan HPLC ile analiz edildigi goriilmiis, ancak bu
maddenin ultrafiltrasyon teknigi ile hazirlanan numunelerin HPLC ile analizine
kaynaklarda rastlanmamistir. Bu nedenle, KET igeren insan kan plazma
numunelerinin ultrafiltrasyon teknigi ile hazirlanmasinin ardindan, analizi igin HPLC
yontemi gelistirilecektir. Gelistirilen analiz yontemi rutin analizlerde kullanmak

uzere valide edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon, s1v1 6rneklerde yer alan biiyiik partikiiller veya proteinler gibi
makromolekiillerin segici olarak ayrilmasi islemidir. Ultrafiltrasyonda en 6nemli
kisitm membranlardir. Organik polimerlerden yapilmis membranlar ultrafiltrelerin
icinde yer almaktadir.

Ultrafiltrasyon sistemleri membranin yapisina, morfolojisine ve boyutuna
gore siniflandirilir (24). Membran tiplerine gore ultrafiltrasyon sistemleri Tablo

2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1. Membran tiplerine gore ultrafiltrasyon sistemleri

Membran R
Tipi Cesitleri
Polimerik Plastiklerdir. En ¢ok kullanilan tiirleri polisiilfon,
Membranlar polivinil floriir ve poliakrilonitrildir.
Seramik Zirkonyum, titanyum ve aliiminyumdan yapilmis
Yapisina Membranlar membranlardir. Isil dayanikliliklar1 ¢ok yiiksektir.
Gore Birden fazla malzemenin karistirilmasiyla elde
Kompozit edilirler. Amag yiiksek performans elde etmektir.
Membranlar Genellikle seramik ile polimerik yapinin
karistirilmasiyla elde edilir.
Simetrik Homojen dagilmis gozenekli sistemden olusur.
Membranlar Performansi diistiktiir.
Cesitli katmanlardan meydana gelmistir.
Asimetrik Katmanlarm kimisi kiigiik gozeneklerden kimisi de
Morfolojisi Membranlar buy}llf ggzezwklerden meydana gelir.
e Seciciligi yiiksektir.
ne Gore —— . -
e T oegys I[cerisinden ince ve gecirgen borular vardir.
Diisiik Lifli .. . . . .
Yiizey alan yiiksektir. Endiistriyel tipte
Membranlar
uygulamalarda kullanilir.
Yass1 Levha Diiz katmanlarin birlesmesinden meydana gelir.
Membranlar Laboratuvar uygulamalarinda kullanilir.
Molekiil
Agirligina Boyuta gore gegirgenligi saglamak i¢in kullanilir.
Boyutuna | Gore
Gore CB}ozenek Gozenek gecirgenliginin biiyiikliigiine gore
oyutuna
Géore kullanilir.

Bir ultrafiltrasyon filtresi ve tiipii Sekil 2.1°de gdsterilmektedir.




— Filtre
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Ultrafiltrasvon

Sekil 2.1. Ultrafiltrasyon filtresi ve tiipii

Ultrafiltrasyon membranlarinin gézenek boyutlar1 genellikle 1 — 100 nm
araliginda degisiklik gostermektedir. Bu teknikte kullanilan membranlar sayesinde
makromolekiiller segici olarak kolaylikla ayrilabilmektedir, ¢linkii kullanilan bu
membranlar, boyutlarina bagli olarak molekiillerin iclerinden gecisini kontrol eden
secici bir bariyer gorevi gormektedir. Belirli boyutlardaki molekiiller bu
membranlarda bulunan gézeneklerden gegebilirken, daha biiyiik molekiillerin gegisi
ise engellenir. Cozeltinin ultrafiltrasyondan filtrelenmesi, uygulanan basingla da
ilgilidir. Belli bir miktarda basing uygulanarak ¢dzeltinin membran i¢inden
gecirilmesi saglanir.

Ultrafiltrasyon yontemi ilag analizleri, atik su aritma sistemleri, biyoteknoloji,
gida endistrisi gibi bir¢ok endiistriyel alanda analiz edilecek numunelerin
hazirlanmasinda ve c¢ozeltilerin saflagtirilmasinda bir ayirma islemi olarak uzun
stiredir kullanilmaktadir. Bu teknigin kapasitesini belirleyen faktorler, ¢6ziinen
molekiiliin  boyutu, kullanilan membranin goézenek boyutu ve enstriimental
konfigilirasyonlardir.

Ultrafiltrasyon teknigi 90'li yillarda numune hazirlama amaciyla siklikla
kullanilmistir (25). Bu teknik arastirmacilara biyolojik materyallerden tek adimli ve
kolay uygulanabilir bir numune hazirlama teknigi sunmaktadir (26).

Ilag analiz yontemlerinin gelistirilmesinde ultrafiltrasyon bazli ekstraksiyon
uygulamalarini kullanan az sayida ¢alisma vardir, bu yiizden ultrafiltrasyon bazli
ekstraksiyon yoluyla insan plazma Orneklerinden KET’in belirlenmesi icin basit,
hizl1 ve yenilik¢i bir analiz teknigi gelistirmek ve dogrulamak bu tez ¢alismasinin

baslica amacidir.



2.2. Kromatografi

Bir karigimdaki bilesenleri ayirmak igin sabit ve hareketli faz olarak iki ayri
fazdan yararlanilarak bu bilesenlerin ayrilmasina kromatografik ayirma denir.

Kromatografik ayrimlarin hepsinde numune sivi, siiperkritik akiskan veya gaz
gibi bir taginabilir fazda ¢oziilerek sabit faza gonderilir. Birbiriyle karismayacak
sekilde olusturulan sabit ve hareketli faz bilesenleri ile numune bilesenleri arasinda
olusacak etkilesimden dolayi, numuneyi olusturan bilesenler taginabilir ve sabit fazda
farkli oranlarda dagilim saglanacak sekilde ayarlanir. Numuneyi olusturan bilesenler,
sabit faz tarafindan kuvvetli tutulurken hareketli faz sayesinde yavas bir sekilde
hareket ederler. Bunun tam tersi olarak, bilesenler sabit faz tarafindan zayif
tutulurken hizli hareket ederler. Hareketlerindeki bu farkin neticesinde, numuneyi
olusturan bilesenler birbirlerinden nitel ve/veya nicel olarak analiz edilebilen farkli
kromatografik bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar (27). Kolon eliisyon
kromatografisi ile A ve B bilesenlerinin ayrilmasinin diyagrami Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.

Hareketli faz

Numune

\.% s

A+ B E

Dolgulu
kolon

[ — [ o1 Al e—m B | e—— Dedektsr

fo n 2 3 s

Sekil 2.2. Kolon eliisyon kromatografisi ile A ve B bilesenlerinin ayrilmasinin
diyagrami (27)

Kolon, inert bir kat1 madde ile doldurulmus, dar ve ince bir borudan ibarettir.

Hareketli faz, bu taneciklerin aralarindaki bosluklardan gegerek ilerlemektedir. Once,



A ve B bilesenlerini i¢geren numunenin hareketli fazdaki bir ¢ozeltisi, list kisimdan
kolona dar bir bant halinde uygulanir. (Sekil 2.2°de to zamaninda). Burada her iki
bilesen, sabit ve hareketli faz arasinda dagilir. Ardindan, taze hazirlanmis hareketli
fazin devamli ilave edilmesi ve numunedeki bilesenlerin kolondan gectigi siire
boyunca hareketinin saglanmasiyla ayrilma gerceklesir (28). Taze hareketli faz ilave
edildikge, hareketli faz ile daha az etkilesimde olan B bileseni sabit faz tarafindan
kuvvetli tutulan bilesen oldugundan ¢ok yavas hareket eder. Aymi sekilde, hareketli
faz kolondan gectikce hareketli faz ile daha ¢ok etkilesimde olan A bileseni de kolon
tarafindan zayif tutulan bilesen i¢in oldugundan ¢ok hizli hareket eder (t1 — t4 aralig).

Ideal olarak, hizlardaki bu farklilik neticesinde, karisimi olusturan bilesenler
kolon uzunlugu siiresince bant seklinde ayrilirlar (t2 zamani). Hareketli faz kolondan
yeteri kadar gegirildikten sonra bantlarin kolonun sonundan ¢ikmasi saglanir
(kolondan eliie edilir), ardindan herbir bilesen dedekte edilir (27). Eliisyonun
dedektor sinyali Sekil 2.3’te gosterilmektedir.

Dedektir
sinyali

fo f 5

Zaman
Sekil 2.3. Eliisyonun dedektor sinyali

2.2.1. Kromatografi Cesitleri

Kromatografi ¢esitleri su sekilde siniflandirilir:
Kullanilan fazlarin tiplerine gore,
e  Sivi kromatografisi
o Sivi-kat1 kromatografisi
o Sivi-sivi kromatografisi
e (Gaz kromatografisi
o Gaz-sivi kromatografisi
o Gaz-kat1 kromatografisi
Ayrilma sistemlerine gore

e Dagilma kromatografisi



e Adsorbsiyon kromatografisi

e Iyon degistirme kromatografisi
e lyon cifti kromatografisi

e Molekiiler eleme kromatografisi

e Afinite kromatografisi
2.2.2. Faz Tiplerine Gore Kromatografi
Sivi Kromatografisi (LC):

Tiim analitik ayirma metodlarinda sivi kromatografi en ¢ok kullanilanidir.
Bunun baglica nedenleri, duyarlili§i, dogru nicel tayinlere kolaylikla uyarlanabilir
olmasi, otomasyon kolayligi, kolay bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve
en onemlisi endistriyi, bilimin birgok dalin1 ve insanlar1 yakindan ilgilendiren
maddelere genis bir Olglide uygulanabilirligidir. Bu maddeler proteinler, amino
asitler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, pestisitler, ilaglar,
terpenoitler, antibiyotikler, steroitler ve anorganik bilesiklerdir (29).

Sivi kromatografisinin esasi, hareketli faz ve sabit faz arasindaki polarite
farkliligina dayanuir.

Sivi kromatografi, iki alt tiire ayrilir. Bunlar, sivi-kati1 kromatografisi ve sivi-

stvi kromatografisidir.
Sivi — Kati Kromatografisi

Kolondaki dolgu maddesinin sabit faz oldugu ve hareketli fazin da sivi
oldugu kromatografiye sivi-kat1 kromatografi denir. Esasi, ayrilacak olan bilesenin
hareketli faz tarafindan sabit faz boyunca taginip adsorbsiyonla tutunmasidir.

Yiiksek polariteye sahip bir dolgu maddesi sabit faz materyali olarak
kullanilirken, hareketli faz polaritesi diisiik bir sividan olusuyorsa bu normal faz sivi
kromatografisi; sabit faz apolar bir dolgu maddesinden ve hareketli faz polaritesi

yiiksek bir sividan olusuyorsa buna da ters faz sivi kromatografisi denir.



Sivi — S1ivi Kromatografisi:

Kolondaki bir dolgu maddesine tutturulmus bir siv1 filminin sabit faz olarak
kullanildigi ayirma yoOntemine sivi-sivi kromatografi denir. Bu kromatografi
¢esidinde, hareketli faz apolar 6zellikte iken dolgu maddesindeki sivi filminin yapisi
polar 6zellikte olur. Eger siv1 filmi apolar 6zellikte tercih edilirse buna ters faz sivi-
stv1 kromatografisi denir. Sivi-sivi kromatografi sistemsel olarak ayrilacak maddenin

fazlar arasindaki dagilimi esasina dayanir.
2.2.3. Ayrilma Sistemlerine Gore Kromatografi
Dagilma Kromatografisi

En yaygin kullanilan HPLC tipi olup, sabit faz, hareketli faz ile karismayan
bir stvidir. Stvi-sivi kromatografi ve sivi-bagh faz kromatografisi olarak iki tiirii
vardir. Sivi-sivi kromatografide, sabit sivi fazi, yerinde sabit tutmak icin fiziksel
adsorbsiyondan yararlanilir. Sivi-baglh faz kromatografide ise sivi, tutundugu yiizeye
kimyasal bagldir ve bdylece hareketli fazda ¢oziinmeyen kararli bir dolgu meydana
gelmektedir (29).

Sivi-baglt faz dolgu maddeleri dagilma kromatografisinde kullanilir, bunlarin
cogundaki destek katilari rijit silis veya silis esash bilesimlerden olusmaktadir (28).

Dagilma kromatografisi, hareketli ve sabit fazlarin polarligina bagli olarak iki
tirdiir. Ters faz kromatografide sabit faz apolardir (cogu zaman bir hidrokarbon);
hareketli faz ise biraz daha polar (su, metanol, asetonitril gibi) bir ¢oziicliden
ibarettir. Normal faz kromatografide ise sabit faz olarak olduk¢a polar ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Normal faz kromatografide diisiik polaritedeki bilesenler hareketli
fazda nispeten ¢ok ¢oziindiikleri igin ilk once kolonu terk ederler; hareketli fazin
polaritesindeki artigla beraber terk etme siiresi de kisalir. Bunun aksine ters faz
kromatografi yonteminde, en polar bilesenler en Onde yiiriir ve hareketli fazin
polaritesindeki artig, terk etme siiresini uzatir (30). Normal faz ve ters faz
kromatografide polarlik ile eliisyon siireleri arasindaki iliski Sekil 2.4’te

gosterilmektedir.



(a) (b)
Normual-far kromatografi Ters-faz kromatografi

Diisiik-polarlikta hareketli faz Yiiksek-polarlikta hareketli faz

DN AAA

Zaman ——— Zaman —=

Orta-polarlikta hareketli faz N Orta-polarlikta hareketli faz

A/B:\/A\ AVBVcC

Zaman ——

Zaman —>

Coziinenin pglarltk sirasi: A > B > C

Sekil 2.4. Normal faz ve ters faz kromatografide polarlik ile eliisyon siireleri
arasindaki iliski (27)

HPLC’lerin ¢ogunda ters faz dolgu maddesi ile doldurulmus kolonlar
kullanilmaktadir. Ters faz ayrimlarinin daha ¢ok tercih edilmesinin sebebi, hareketli
faz olarak su kullanmanin miimkiin olmasidir. Suyun kolay ulasilabilir olmast, toksik
olmamasi, UV-gegirgenlik 6zelligi ve biyolojik tiirlere uygunluk gibi iistiin yonleri
vardir. Ayrica, apolar sabit fazlarla iletiminin ve gradiyent ayrimdan sonra dengenin
yeniden kurulmasimin hizli olmasi da bir avantajdir. Sabit faz dolgularindaki
siloksanin R grubu, en yaygin olarak, bir Cg — (n-oktil) veya Cig — (n-oktadesil)
zinciridir (27).

Adsorbsiyon Kromatografisi

Bir karisimda bulunan gaz veya sivi haldeki bilesenlerin kat1 fazda tutunarak
molekiiler etkilesimine adsorbsiyon denir. Kat1 faz1 olusturan adsorban malzemeler
genellikle kiigiik partikiillii 6zel bir kimyasaldan olusan malzemelerdir. Bu
malzemeler belli bazi molekiillerin adsorbe edilebilmesi icin tasarlanmistir. Silika jel,
sepiyolit, aliimina, seliilloz, makroporoz regineler, aktif karbon en ¢ok kullanilan
adsorban malzemelerdir. Ayrilmasi istenen bilesen, adsorban malzemenin
yiizeyindeki aktif bolgelere tutunarak adsorbe edilir ve iginde bulundugu karisimdan
ayrilmis olur. Ornegin, silika jel bazi protein bazli bilesiklerin ayrilmasi igin

kullanilir. Sepiyolitler ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ila¢ ayirma
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malzemesidir. Aktif karbonlar, su aritma ve ila¢ uzaklastirma amaciyla ilag

endistrisinde siklikla kullanilmaktadir.
Iyon Degistirme Kromatografisi

Bu kromatografide temel prensip ¢ozeltinin ig¢indeki iyonlarla yiiksek mol
agirlikli bir katinin ylizeyindeki ayni isaretli iyonlarin degis-tokus dengesine dayanir.
Kil ve zeolit gibi dogal iyon degistiriciler uzun siiredir kullanilmaktadir. Iyon
degistiricilerin aktif uclari, kuvvetli bir asit olan siilfonik asit grubu (- SO3H") ve
zayif bir asit olan (- COO'H*)’dur. Anyonik iyon degistiriciler, kuvvetli bir baz olan
tersiyer amin gruplar1 (-N(CH3)3+OH-) veya daha zayif bir baz olan primer amin
gruplarini (-NH3 +OH-) icermektedir (27). iyon degistirme kromatografisinde iyon
degisimi Sekil 2.5’te gdsterilmektedir.

p+ Hareketli fazdaki
numune iyonu

Na* Na* Karsit iyon
S0, S0, SO,°

Sekil 2.5. Iyon degistirme kromatografisinde iyon degisimi (31)

Hareketli fazin iyonlari ile numunenin iyonlari arasindaki rekabeti artirmak
i¢in:

- lyon degistirici tipi

- Hareketli fazin pH’1

- Hareketli fazin iyonik giicii (konsantrasyonu)

- Hareketli fazdaki karsi iyonlarin tiiriinlin iy1 secilmesi ve gerekirse

bunlarin herhangi birinin veya tamaminin degistirilmesi gerekir (31).
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Iyon Cifti Kromatografisi

Iyon ¢ifti kromatografisi genellikle iyon degistirme kromatografisi yerine de
kullanilabilir (27). Pek ¢ok problem her iki yontemle de ¢oziilebilir, ancak iyon
degisimi, belirli kosullar altinda asit, baz ve nétr tirtinlerin karisimlarini ayirmak icin
o kadar iyi degildir ve iyon ¢ifti kromatografisinin asil olarak devreye girdigi yer
burasidir. Ters fazlarin sabit faz olarak kullanilabilmesi, popiilaritesine katkida
bulunmustur (31).

Iyon ¢ifti kromatografisinin, iyon degistirme kromatografisine birkag
stlinligi (32):

- Kullanilan kolonlar daha verimlidir.

- Ayni seri numaraya ait kolonlar siklikla tiretilebilir.

- Kolonlar daha kararli olma egilimindedir.

- Kolon dolgu maddelerinin ¢esitliligi sayesinde secicilik ¢ok yiiksektir.

Iyonik numuneler, segilen pH ile belirlendigi sekilde, sadece zayif asitler
veya sadece ayrigmamis formda bulunan zayif bazlar (n6tr bilesiklere ek olarak)
icermeleri kosuluyla ters fazli kromatografi ile ayrilabilir; buna "iyon bastirma"
denir. Iyon ¢ifti kromatografisi bu prensipten dogmustur (31).

Bu teknikte, kolay iyonlasabilen tiirler ters faz ilkesine gore isleyen kolonlar
kullanilarak ayrilir. Bu kromatografi tiiriinde, hareketli faza ¢ok biiyiik boyutta karsit
iyonlar iceren bir organik tuz eklenerek, analitin bir iyon ¢ifti olusturmasi saglanir
(29). Yani, hem anyonik hem de katyonik bilesenler igeren numunede bunlardan biri
karst iyon tarafindan “maskelenir” ve digeri uygun bir pH seviyesi tarafindan
“bastirilir”.

Buradaki organik tuzun kromatografik davranisi iyonik olmayan bir organik
molekiiliinki gibidir (31):

Analit" + Karsit Iyon™ = [Analit" Karsit Iyon’] Cifti

Analit” + Karsit Iyon" = [Analit Karsit Iyon*] Cifti

Buradaki ayrilma siireci i¢in iki mekanizma onerilmistir. Birincide, hareketli
fazdaki zit yiikli analit iyonu, kullanilan karsit iyon ile yiiksiiz bir iyon ¢ifti haline
gelir. Ardindan bu iyon ¢ifti, apolar sabit faz ile polar hareketli faz arasinda dagilir.
Iyon ciftinin her iki faza olan ilgisi numune bilesenlerinin alikonma &zelliklerini

farklandirir. Ikinci mekanizmada ise, karsit iyon, notr sabit fazda kuvvetle tutunarak
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bu fazi1 yiikli hale getirir. En sonunda, hareketli fazdaki zit yiiklii iyonlarla tersinir
iyon ¢ifti kompleksleri olusur ve sabit fazla en iyi kompleksi olusturan ayrilacak iyon
en uzun siire alikonulur. Bu esasa gore bir ayrilma gergeklesir. Ayni numunede
bulunan ve kimi iyonik olan kimi olmayan bilesiklerin, bu tip dagilma kromatografik
yontemlerle ayrilmasina iliskin ¢ok 6zel ayirmalar miimkiin olabilmektedir (27).

Iyonik analitleri aywrmak igin iyon ¢ifti kromatografisi kullaniminin
avantajlar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir (31):

- Ayirma igin ters fazl sistemler kullanilabilir.

- Asitlerin, bazlarin ve nétr tirtinlerin karigimlart ve ayrica (bir katyonik ve bir
anyonik gruba sahip olan) amfoterik molekiiller ayrilabilir.

- Analitlerin pKa degerleri ¢cok benzer ise iyon ¢ifti kromatografisi de iyi bir
secim olabilir.

- Segicilik, karsi iyonun seciminden etkilenebilir.

Iyon ¢ifti kromatografisi tiim iyonik bilesikler icin uygundur ancak tiim kars1
iyonlar her durumda uygun bir sekilde kullanilmayabilir. Tablo 2.2, metanol-su veya
asetonitril-su ile ters faz kromatografisi i¢in uygun olan bazi karsi iyonlari

listelemektedir.

Tablo 2.2. Farkli karsi iyonlarin uygulanabilirligi (31)

Karsi iyon Uygulanabilirlik

Kuvarterner aminler Kuvvetli ve zayif asitler,

(6rn, tetrametil-, tetrabiitil-,  palmitiltrimetil | siilfonatli boyalar, karboksilik

amonyum) asitler

Tersiyer aminler Siilfonatlar

(6rn, trioktilamin)

AlKil- ve arilsiilfonatlar Gigli  ve zayif Dbazlar,

(6rn, metan- ve heptansiilfonat, kamforsiilfonik | benzalkonyum tuzlar,

asit) katekolaminler

Perklorik asit Birgok baz ile ¢ok giiclii iyon
ciftleri

Alkilsiilfatlar Siilfonik asitlere benzer, farkli

(6rn, laurilsiilfat) secicilik




13

Molekiiler Eleme Kromatografisi

Molekiiler eleme kromatografisinde kullanilan dolgu maddeleri, ¢dziinen
madde ve ¢oziicli molekiillerinin i¢ine difiize olabilecegi diizenli gbzenek agina sahip
kiiciik silis veya polimer taneciklerinden olusur. Gozenekler i¢inde molekiiller etkin
bir sekilde yakalanir ve hareketli fazin akisindan etkilenmezler. Gozeneklerde kalma
stiresi, analit molekiillerinin biiylikliigline baglidir. Dolgu maddesinin ortalama
gozenek boyutundan daha biiylik olan molekiiller disarida kalir ve dolayisiyla
alikonmazlar. Bu tiir molekiiller ilk olarak ayrilir. Gozeneklerden daha kii¢iik ¢caplara
sahip molekiiller ise gozeneklere kolayca niifuz eder ve bu nedenle en kiigiik
molekiiller en uzun siire tutulur ve en son ayrilirlar. Orta biyiikliikteki molekiiller,
dolgu maddesinin gozeneklerine yaricaplarina bagli olarak kismen niifuz ederler.
Ayrica, molekiiler eleme kromatografisinde analit ve sabit faz arasinda kimyasal ve

fiziksel etkilesimler bulunmaz (28).
Afinite Kromatografisi (29)

Afinite kromatografisinde, afinite ligandi denilen bir reaktif madde, kat1 bir
destegin ¢eperine kovalent olarak baglanir. Numune kolondan gegerken, yalnizca,
afinite ligandina se¢imli olarak baglanan molekiiller alikonur. Baglanmayan
molekiiller, hareketli fazla birlikte kolondan geger. Istenmeyen molekiiller
uzaklastiktan sonra, analiz edilecek olan analitler, hareketli fazin bilesimi
degistirilerek ayrilabilir. Bu kromatografinin en giizel tarafi, olaganiistii seciciligidir.
Preparatif caligmalarda gerekli olan biyomolekiillerin hizli izolasyonu amaciyla

kullanilir.
2.2.4. Kromatografide Temel Parametreler
i. Allkonma Zamani ve Alikonma Hacmi

Numune cihaza enjekte edilmesinin ardindan dedektore belli bir siirede ulasir,
bu siireye alikonma siiresi (tr) denir. Bazen alikonma siiresi yerine alikonma hacmini
(VR) kullanmak daha yararli olabilir. Esitlik 2.1’de alikonma siiresi ile alikonma
hacmi arasindaki iliski verilmistir:

VrR=tr xF (2.1)
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F: Kolon i¢inde bir numunenin ortalama hacimsel akis hizidir.

Ashinda alikonma hacmi, numunenin sabit fazdan geg¢mesi i¢in harcanan
hareketli faz miktaridir. Alikonma hacmi, kolon igerisindeki hareketli fazin hacmi
(V) ve sabit fazin hacmi (Vs) arasindaki iliski su sekildedir:

VR=VH + KVs (2.2)

K: Dagilim katsayist

K, sabit fazdaki analit konsantrasyonunun (Cs) hareketli fazdakine (Cr) orani
olarak su sekilde gdsterilir:

K=Cs/Cx

Ii. Kapasite Faktorii
Kolondan gecerken sabit fazla bir etkilesmeye girmeyen maddelerin eliie

edilme hacmine 6lii hacim (bos hacim) (Vo) denilir. Maddenin alikonma hacmi ve

(2.3)

6li hacim arasindaki iliski de su sekildedir:

kl — (VR_VO) (24)
Vo
k’: Kapasite faktorii

Sabit fazdan gecis sirasinda hacimsel akis hizi (F) sabit tutulursa esitlik (2.4)
su sekilde de gosterilebilir:
k’=(tr —to) / to

to: Olii zaman
Alikonma zamani ve 6lii zaman Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

(2.5)

..H
=

\

)

L]
-

1

¥

Dedektir sinyali ——

Zaman ==

Sekil 2.6. Alikonma zamani ve 6lii zaman
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Esitlik 2.2°den;

(VR=VH)/Vs =K (2.6)
Dolayisiyla k’ ve K arasindaki iliski de su sekilde gosterilebilir:
k’=KxVs/V (2.7)
Burada;

V =Vr—-VH (2.8)

k’, maddenin sabit faz lizerindeki tutunmasini belirten bir degerdir. k’, sabit
ve hareketli fazin tiirline ve maddenin yapisina gore degisir. Bu sebeple k> maddenin
kendisine 6zgii bir degerdir. Maddenin kolondan iyi ayrilmasi i¢in 1 < k> < 10
araliginda olmasi gerekir. Eger k> < 1 durumunda analitin sabit fazda tutunmasi az,
10 < k’ iken analitin sabit fazda tutunmasi ¢ok demektir, bu da analizin siiresinin

uzadig1 anlamina gelmektedir.
iii. Secicilik (Ozgiinliik)

Analizi yapilan iki maddenin pikleri arasindaki ayrimin bir ifadesidir.
Birbirini takip eden bu iki pike ait maddenin alikonma faktorlerinin orani, segicilik
(ov) olarak tanimlanir ve su sekilde ifade edilir:

o = Kz — (tR)2=to (2.9)

k't (tr)1—to
Buna gore, k’> uzun alikonma zamanli maddenin alikonma faktorii, k’1 ise
kisa alikonma zamanli maddenin alikonma faktoriidiir. Ayirma igleminde maddelerin

seciciliginin 1yi olmas1 ayrim giiciiniin 1yi oldugunun bir gostergesidir.
iv. Kolon Verimi

Kolonun verimi, ayrilacak maddenin kolon boyunca ilerlemesi esnasinda
olusan pikin genisligi ile ilgilidir. Verimli kolonlarda pikler dar bir bant seklinde
olusurlar ve bu kolonlarla maddeler kolay ayrilir. Yani, bantin dar olmasi ayiriciligin
cok 1y1 oldugunu gosterir.

Kolon verimini etkileyen iki parametre vardir: H, tabaka yiiksekligi ve N ise

tabaka sayisidir. Bu parametreler arasinda soyle bir iliski vardir:

H=L/N (2.10)
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L: Kolonun dolgu boyu

Kolonun ¢alisma performansinin artmasi i¢in, tabaka sayisinin (N) artmasi ve
tabaka yiiksekliginin (H) azalmasi gerekir. N ve H parametrelerinin kolon
performansini etkileme Olgiisti, kullanilan kolonun tiiriine ve sabit ve hareketli
fazlarn tiirlerine gore degisir.

N icin ise su formiil kullanilir:

N =16 x (:B)? (2.11)

Burada W, pikin taban genisligidir (yani pikin yiiksekliginin %10 undaki
genisliktir).

N degerini hesaplamak i¢in kullanilan baska bir yontemde ise, W12 nin yani
pikin yiiksekliginin yarist alinarak pikin genisliginin tayinine bakilir. Burada N

degeri su sekilde verilir:

N =554 x (%,2)2 (2.12)

Bir kromatografide kolonun verimi, yaklasik olarak su esitlikle ifade
edilebilir:
H=A+ 2+ Cou + Cyu (2.13)

u: Hareketli fazin dogrusal hiz1

A: Coklu yol etkisini (Eddy difiizyonu) ifade eden bir katsay1

B: Boyuna difiizyon katsayisi

Cs: Sabit fazin kiitle aktarim katsayist

Ch: Hareketli faz icin kiitle aktarim katsayisi

Esitlik 2.13, 1950’lerde Hollandali kimya miihendisleri tarafindan gelistirilen
ve kromatografik verimi belirlemede sik kullanilan Van Deemter denklemine

esdegerdir.
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Esitlik 2.13’1 inceledigimizde, kromatografik bir kolonda verimli bir ¢alisma
elde etmek i¢in hareketli fazin optimum akig hizinin belirlenebilmesi gerekir. Sekil
2.7’ye gore kolonda bandin ne kadar genisleyecegi, hareketli fazin sabit fazla temasta

kaldig: siireye; bu siire ise, hareketli fazin akis hizina baghdir.

net etki

Tabaka ylksekligi, cm

Minimum H

ideal hiz

Hareketli faz hizi, u, cm/s

Sekil 2.7. Van Deemter egrisi

Kolonun verimini artirmanin bir yolu, H degerini kiiciik tutmaya ¢alismaktir.
Maddenin molekiilleri kolondan gegerken farkli biyiikliikteki yollar1 izlemesi
nedeniyle kolondaki molekiil hizlar1 da degisiklik gosterir. Molekiillerin hepsinin
kolondan gegisi esnasinda kromatografik bant genislemesi olusur. Bunun anlami,
¢oklu yol etkisidir (A) (Eddy difiizyonu). Kolonun dolgu maddesi kii¢iik tanecikli
secilirse akis hiz1 ylikselir, hareketli fazin sabit fazla temasta kaldigi siire azalir, bant
daralir ve madde molekiillerinin kolonda aldig1 yollar azalir, dolayisiyla A degeri
azalir, bu da kolonun verimini artirir. Kolon verimini artirmanin bir diger yolu, kolon
sicakligini diisiik tutmaktir. Boylece, B (boyuna difiizyon katsayisi) sicakliga bagl
olarak diiser. B’nin degerini diisiirmenin diger yollar1 da, diisiik akis hizlarinda
calismak veya kolon basincini artirmak olabilir. Bazen de, kolonlarda yiiksek akis
hizlarinda calisildiginda, sabit ve hareketli faz arasindaki dagilma dengelerinde
diizensizlik olusur. Buna engel olmak i¢in, C’nin (kiitle aktarim katsayilar1)
kiigtiltiilmesi gereklidir, eger yiiksek akis hizlarinda ¢alismak zorunluysa bile, bunun
¢cOziimii ya hareketli fazin viskozitesini diisiirmek, ya kolon sicakligini artirmak ya

da sabit faz i¢in s1v1 film kalinlig1 ince olan bir kolon se¢imi yapmaktir.
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V. Ayrcihik

Ayiricilik (Rs), analitlere ait bantlar arasi mesafenin, genisligi tiirlinden
degeridir ve analitlerin kolondan ayrilma becerisinin bir géstergesidir. Ug ayri

ayirma giiciindeki kromatogram Sekil 2.8’de gosterilmektedir.
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Zaman, dakika

Sekil 2.8. Ug ayr1 ayirma giiciindeki kromatogramlar

Ayiricilik i¢in verilen esitlik su sekilde gosterilmektedir:

_ 2x[(tr)2—(tR)1]
Rs = —wiw, (2.14)

Alikonma faktorii ve a ayirma giiciinii etkiler. Dolayisiyla, kolon ayirma

giici, k’, o ve N ile degisir:

_ N2 (x—1) k'
e M R 2.19)

Buna gore, Rs = 0.75 ve Rs = 1.0 iken piklerin birbirinden ayrilmasi ¢ok iyi

degilken, Rs > 1.5 oldugunda iki pikin ayrilmasi tam saglanir.
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Esitlik 2.15°e gore, a = 1 olmasi pik ¢akismasi oldugunu gosterir ve bu pikler
kolondan birlikte ayrilir. Dolayisiyla o > 1 olmalidir ve bu basarili bir kromatografik
ayrimin gostergesidir. a, 1’e yaklastik¢a pikler birbirine yaklasmaya baslar. o’nin

degisimi hareketli faz, hareketli fazin akis hiz1 ve sabit faza baghdir.

Yine esitlik 2.15’ten de goriildiigi gibi a ile Rs dogru orantilidir, ancak o
belli bir degere ulastiktan sonra Rs degerinde herhangi bir degisim olmaz, bu noktada
alikonma faktorii devreye girer, yani farkli alikonma zamanlarina ait maddeler

sayesinde ayrilma gergeklesir.
vi. Pik Simetrisi

Yapilan ¢aligmalarda daima simetrik pikler secilmelidir. Analitin hareketli
fazdaki derigimiyle (CH) sabit fazdaki derisimi (Cs) grafige gegirildiginde gesitli
sonuclar ortaya ¢ikabilir. Buna gore temel izoterm sekilleri ve pik sekillerine etkileri

Sekil 2.9’da gosterilmektedir.

(a) b} (c)

Dogrusal Anti-langmuir Langmuir
£
=
5
=
L
=
=
::_.;
w2
Hareketli Faz Derigimi
Gauss On Kuyruklanma Kuyruklanma

Dedektir Cevam

Sekil 2.9. Temel izoterm sekilleri ve pik sekillerine etkileri

Sekil 2.9 (a)’da goriilen sabit faz izotermi dogrusaldir ve burada hesaplanan
egim dagilim katsayisina esittir (K). Burada tim Cp’larda K’'nin sabit oldugu
diisiiniildiiginde tiim derisimlerde bant hizi degismez ve dedektér cevabina

bakildiginda analit piki simetrik bir yapida olur.
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Sekil 2.9 (b)’de goriilen sabit faz izotermi disbiikeydir ve kolonda maddenin
¢ok tutundugunu gosterir. Bu da K degerinin artmasma neden olur ve dedektor
cevabina bakildiginda ise pikin onilinde bir alan olustugu goriiliir. Bu olusum 6n
kuyruklanma olarak adlandirilir. Burada maddenin derisimi ne kadar fazlaysa tr de 0
kadar ¢ok olacaktir.

Sekil 2.9 (c¢)’de izoterm icbiikeydir ve kolonda maddenin az tutundugunu
gosterir. Bu durumda da K degerinin diismesine ve pikin ¢ikisinda alan olugsmasina
neden olur. Bunda da maddenin derisimi arttik¢a tr azalir.

Izotermler dogrusalliktan saptiklart zaman nicel analiz giiclesir, bu yiizden
dogrusal izotermler ve simetrik pikler elde etmek icin pik asimetri oranina (PAO)
bakilir ve kromatografik kosullar buna gore diizenlenir. Pik asimetri oraninin

hesaplanmasi icin verilen 6rnek grafik Sekil 2.10°da gosterilmektedir.

Pik yiiksekliginin
% 10'u

l

Dedektior Cevab

Hacim veya Zaman

Sekil 2.10. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

PAO su sekilde hesaplanir:

PAO = (5) (2.16)

CB ve AC araliklarinin uzunluk gosterimi Sekil 2.10°da belirtilmistir.

Pik asimetri degeri i¢in, tabandan pikin tepe noktasina kadar dik bir hayali
¢izgi cizilir ve bu ¢izginin %10’ unda x-eksenine paralel bir ¢izgi ¢izilir. Piki kestigi
noktalar arasindaki uzakliklar AC ve CB olarak adlandirilir. Diizgiin ve tam simetrik
bir pik, PAO = 1 oldugunda belirlenir. Diizgiin varsayilan pikler i¢in pratikte PAO
degerinin 0.9 — 1.2 arasinda olmasi beklenir.

Genellikle bir kromatogramda ge¢ gelen pik onde gelen pike gore yayvan ve

genis olur. Burada tr’nin artirilmasi ise pik seklini bozabileceginden, tr diisiiriiliip
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hareketli fazin bilesimi veya akis hiziyla ilgili degisiklikler yapilarak ya da gradiyent
akis gecirilerek pik sekli diizeltilebilir.

2.2.5. Hareketli Fazin I¢eriginin Kromatografik Ayrima EtKisi

Sivi kromatografide iyi bir ayrim olmasi i¢in Oncelikle uygun coziiciiler
secilmelidir. Ayrilmasi istenen maddenin alikonma faktoriinii degistirmek de bir
diger secenektir. Ancak birden fazla madde ayrilmak isteniyorsa, tek bir alikonma
faktorii ile hareketli fazin seciciligi yeterli olmaz. Bu noktada hareketli fazin
bilesimini degistirmek gerekir. Ayrimin daha iyi olmasi i¢in hareketli faza ilave
edilen maddelere diizenleyiciler denir. Hareketli faz olarak su ve organik ¢oziicii
karisimlarinin  kullanildigi  kromatografik sistem ters faz sivi kromatografisidir.
Organik diizenleyiciler genellikle asetonitril, metanol veya tetrahidrofuran gibi diisiik
polariteli ¢oziiciilerdir. Bazen bu sekilde hareketli fazin seciciligini diizenlemek de
yeterli olmaz c¢ilinkii kullanilacak organik c¢oziiciiler sinirhidir, o zaman organik
diizenleyicinin tiirinii degistirerek segicilik ayarlanabilir. Bu durumda diizenleyicli
olarak tampon ¢ozeltiler kullanilir ve hareketli fazin pH’1 ayarlanarak zayif baz ve

asitler icin se¢icilik diizenlemesi yapilmis olunur.
2.2.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC’de kullanilan hareketli faz yapist s1vi, sabit fazin yapisi ise kat1 halde
bir materyal veya kat1 bir materyal tizerine baglanmis siv1 bir tabakadir. Hareketli faz
kolona basin¢ yardimiyla iletilir. Kolon boyunca sivinin ilerlemesini saglamak i¢in
de yiiksek basinglar gerekli oldugu i¢in bu yonteme, yiiksek basingli sivi
kromatografisi de denmektedir.

Bu yontemin yaygin kullanilmasinin en 6nemli nedenleri, yiiksek hizli ve
yiiksek derecede ayirict bir yontem olmasi, kullaniciya yiiksek kesinlik, ytliksek
duyarlilik ve yiiksek secicilik sunmasi, nicel analizlerin kolaylikla uygulanabilir
olmasi, kolay bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi, endiistrinin bir¢ok
alaninda bir¢ok bilesene uygulanabilirligidir. Bu bilesenlere 6rnek olarak, ilaglar,
aminoasitler, proteinler, karbonhidratlar, hidrokarbonlar, niikleik asitler, c¢esitli

organik ve inorganik bilesenler verilebilir.
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2.2.7. HPLC Cihaz1 Boliimleri

HPLC cihazinin bdliimleri hareketli fazin konuldugu rezervuar bdoliimii,
degazdr, pompa, enjeksiyon boliimi, kolon, dedektdr, veri kaydedici ve atik
boliimiinden olusur ve Sekil 2.11°de gosterilmistir. HPLC sisteminde kullanilan
kimyasallarin korozif etkisi olabilecegi igin sistemdeki tim malzeme korozyona

dayaniklidir.

Pompa

Enjeksiyon

Kolon

Degazor

s et [

Elektronik

Dedektor

:

Rezervuar

Veri kaydedici

Atik

Sekil 2.11. Yiiksek performansli s1vi kromatografisi cthazinin bdliimleri

i. Hareketli Faz (Rezervuar Boliimii)

Bir HPLC sisteminde bir veya daha fazla hareketli faz kullanilabilir. Hareketli
fazin gorevi, analiz edilecek maddenin (analitin), enjektorle alinip kolon boyunca
ilerlemesini saglamaktir. Hareketli faz genellikle tampon ¢ozeltiler, su, asetonitril,
metanol, organik ¢oziicliler veya bunlarin karigimlarindan olusur. Hareketli fazlar

sisteme yerlestirilmeden ©once mutlaka ultrasonik sonikator cihazlarinda sonike
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edilmeli; eger tampon veya tuz ¢ozeltisi ise, sistemde kat1 pargaciklarin sebep olacagi
tikanma riskine karg1 mutlaka hareketli faz filtrasyonu ile siiziilmelidir.

Hareketli fazin bilesimi ve pH degeri alikonmay1 ve segiciligi etkiler. Bu
ylizden gelistirilen metoda, kullanilan analite ve kolon tipine gore hareketli faz
sec¢ilmelidir.

Hareketli fazin sistem boyunca akis hizi ve bilesimi sabitse izokratik akis;

akis hizi, bilesim igeri8i ve oranlar1 degiskense buna gradiyent akis denir.
ii. Gaz Giderici

Gaz giderme islemi, hareketli fazdaki ¢oziinmiis gazlar1 ortadan kaldirmak ve
ayirma sirasinda pompa veya dedektorde kabarcik olusup tikanma olasiligini
azaltmak icin kullanilir. Dedektorde kabarcik olusumunu 6nlemek icin, hareketli faz
kuvvetlice karigtirillarak dolu rezervuara birka¢ dakika vakum uygulanarak gaz

giderme islemi gergeklestirilebilir (32).
iii.Pompa

HPLC sisteminin en 6nemli boliimlerinden birisi pompadir. Sistem igerisinde
hareketli fazin akisinin sabit olmasin1 ve kolon boyunca ilerlemesini saglar. iki tiir
pompa kullanilir:

Sabit _hacimli _pompalar: Genel olarak tatmin edici performanslar

nedeniyle, giiniimiizde HPLC uygulamalarinda en yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Bu pompalar, ¢oziicii akigini kolonun geri basincina kars1 yonlendirmek i¢in ileri geri
hareket eden pistonlara veya esnek diyaframlara sahip kiigiik hacimli (35 — 400 uL)
hazneler kullanir. Bunlardan bazilari, akis titresimini azaltan 0zel tahrik
mekanizmalarina sahip, bazilari ise hassas akis dagitimi i¢in 6zel 6zelliklere sahip
olan ¢esitli tipte pistonlu pompalardir. Yaklagik 10.000 psi'ye kadar ¢ikis
basinglarina sahip modeller mevcuttur, analitik uygulamalar i¢in olduk¢a uygundur
(32).

Pompa sabit hacim sagladig i¢in akis da izokratiktir, yani hareketli fazin
bilesimi sabittir. Bu tip sistemlere izokratik sistem denir. Dolayisiyla sabit hacimli

pompalar genellikle izokratik sistemler i¢in kullanilir.
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Sabit basinch pompalar: Sistemin analiz boyunca ayni basingta ¢alismast

prensibine gore tasarlanmis pompalardir.

Sabit basingli pompanin en basit bigiminde gaz basinci, boru bobini gibi bir
rezervuarda tutulan hareketli faza uygulanir. Bu tiir pompalarla ilgili olas1 bir sorun,
gazin yliksek basing altinda ¢6ziinmesi ve boylece rezervuar hacminin yalnizca ligte
ikisinin kullanima hazir olmasidir; kalan solventteki ¢oOziinmiis gaz, dedektor
hiicresinde kabarciklar olusturacaktir (32).

Bu tip pompalarla hareketli fazin bilesimi zamanla degistirilebilir, buna
gradient sistemler denir. Pompa basinci sabit tutuldugu i¢in hareketli fazin akis hizim

icerigindeki orana veya bilesimindeki degisime gore ayarlar.
iv. Enjektor

HPLC’de kullanilan enjeksiyon sistemleri yiiksek basing altinda
calisilabildigi icin yiiksek basingtan etkilenmeyecek ve paslanmaz celik yapida
olmalidir. Enjektor sistemlerinde kullanilan hacim araligi genellikle 0.1 — 100 pL
arasinda degisir. Bu aralik, enjektoriin ¢esidi degistirilerek ayarlanabilir. Enjeksiyon
kisminda gorev alan 6nemli kisimlar sunlardir: Enjeksiyon ignesi, ¢oziicii ignesi,
enjeksiyon valfi, loop.

Enjeksiyon ignesi, numune haznesindeki analiz edilecek analitin oldugu
bolmeden, ayarlanmis miktarda numuneyi ¢ekip enjeksiyon valfine gonderir. Coziicii
ignesi, enjeksiyon valfi kismindadir ve analizde gesitli tasinma ve kirlilik riskini
azaltmak veya sifira indirmek i¢in yikama ¢ozeltisiyle her analizde yikanir.
Enjeksiyon valfi, kolon ile dedektér arasinda numunenin gectigi baglantiy1 saglar.
Loop kismu ise, enjeksiyon valfi icerisinde ignenin ¢ekebildigi maksimum numune
miktarin1 barindirir. Burada, enjeksiyon icin belirlenen analit miktari, loop
icerisinden alinarak analizlenmek tizere kolona gonderilir.

Enjeksiyon sistemleri iki c¢esittir: Bunlar manuel enjeksiyon ve otomatik
enjeksiyondur.

Manuel enjeksiyon: Analizci analizi kendisi kontrol eder, enjeksiyon miktari

her analizde degistirilebilir. Analizci farkli hacimlerde numune bélmesi kullanabilir.

Ancak tekrarlanabilirligi diisiiktiir.
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Otomatik enjeksiyon: Herbir analizde ayni enjeksiyon miktari olacagi ve

istenildigi kadar analiz enjeksiyonu yapilabilecegi icin tekrarlanabilirlik yiiksektir.
Enjeksiyon miktarmin tekrarlanabilirligi kesinligin iyi oldugunu gosterir. Kesinligi

iyi olan numunenin dogruluk parametresi diizgiin ¢ikmaktadir.
v. Kolon

Sistemin bir¢ok boliimii gibi kolon kisminin yapisi da olas1 korozif etkilere
kars1 paslanmaz ¢elikten olmalidir. Kolon i¢ ¢ap1 genellikle 2 — 10 mm, uzunlugu 20
— 30 cm civarindadir. Dolgu maddelerinin ¢ap1 ise genellikle 3 — 20 um civarindadir.

Ayrilmig numune bantlarinin minimum genislemesini saglayan yiiksek
performansli kolonlar, HPLC sisteminin kalbidir.

En yiiksek kolon verimi su sekilde elde edilir (32):

* Yogun, sikica sikistirilmis ve diizgiin bir kolon yatagi saglayan kolon
dolgusu kullanmak,

« flave bir sabit faz katmanmin gerekli oldugu durumlarda ince, gegirgen
kaplamalar kullanmak,

* 5 — 10 um ¢apinda kiiciik parcacikli dolgular kullanmak.

HPLC ig¢in kolon dolgulari asagidaki 6zelliklere gore siniflandirilabilir (32):

* Sert katilar (silika, aliimina), sert jeller veya yumusak jeller

» Gozenekli ve pelikiiler gozenekli pargaciklar

» Kiiresel veya diizensiz pargaciklar

Silika veya aliimina yapisindaki sert katilar, giiniimiizde kullanilan ¢ogu
HPLC kolon dolgu maddesinin temelini olusturur. Bu tiir dolgu maddeleri, kiigiik
parcaciklardan olusur ve nispeten yiiksek basinglara (10.000 — 15.000 psi)
dayanabilir. Bu silika parcaciklar1 c¢esitli boyutlarda, sekillerde ve degisen
gozeneklilik derecelerinde olabilir. Ayrica, gesitli fonksiyonel gruplar veya polimerik
katmanlar silika ylizeyine kolayca eklenebilir, bdylece bu pargaciklarin
uygulamalardaki kullanimi genisletilebilir (32). Ornegin, silika ve aliimina gibi bu
sert katilar yapisindaki —OH grubu nedeniyle polar yapida birer dolgu maddesidir.
Normal faz sivi kromatografisinde, bu tip dolgu maddeleri hareketli fazin apolar
yapida oldugu zaman kullanilir. Bir baska deyisle, polariteyi artiran —OH grubu

yerine, apolar 6zellik kazandiran —C1gHss grubuna sahip bir organik dolgu maddesi
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kullanilirsa, yani sabit faz apolar hale getirilirse, hareketli fazin da polar yapida bir
¢oziicli ile degistirilmesiyle sistem ters-faz sivi kromatografisi olarak degistirilmis
olur.

Gozenekli dolgu maddeleri preparatif uygulamalar i¢in kullanilirken,
pelikiiler dolgu maddeleri daha ¢ok analitik uygulamalarda kullanilir. Pelikiiler dolgu
maddeleri kolona yiiksek verimlilik saglar: Kolonun dengeye gelme hiz1 yiiksektir

dolayisiyla dolgu maddesi arasinda kiitle aktarimi hizlidir.
vi. Dedektor

HPLC sisteminde kolon ¢ikisinda madde analizi gereksinimini saglayan kisim
dedektodrdiir. ideal bir dedektdr sunlara sahip olmalidir (32):

e Yiiksek hassasiyete sahip olma

e Tim ¢ozlinen maddelere yanit verme ve Ongoriilebilir 6zgiilliige sahip
olma

e Genis bir dogrusallik araligina sahip olma

e Sicaklik degisimi ve hereketli faz akisindaki degisikliklerden
etkilenmeme

e Hereketli fazdan bagimsiz olarak yanit verme

e Siitun dis1 bant genislemesine katkida bulunmama

e Giivenilir ve kullaniminin rahat olmasi

e (oziinen madde miktariyla dogrusal olarak artan bir tepkiye sahip olma

e (0ziinen maddeye zarar vermeme

e Tespit edilen pik noktas1 hakkinda niteliksel bilgi saglama

e Hizli yanit verme

HPLC dedektorlerinin iki genel tiirii kullanilir:

Madde ile flgili Dedektorler: Hareketli faz ve igindeki ¢oziinenin bazi genel

fiziksel 6zelliklerindeki degisikligi dlger. En bilinen tiirleri sunlardir:
e Fotometrik (UV/GB dedektorler, fotometrik tiirlindeki dedektorlere iyi bir
ornektir)
e Ayrim sonrasi tepkimeye girenler
o Elektrokimyasal

e Elektron yakalayicilar
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e Radyoaktivite
o Kiitle spektrometre dedektorleri

Cozelti_ile Tlgili Dedektorler: Maddenin icinde ¢oziindiigii ortamin

ozelliklerinin 6l¢iilmesine yonelik dedektorlerdir. En ¢ok kullanilan ¢esitleri
sunlardir:

e Yogunluk

o Dielektrik sabiti

e Kondiiktivite

o Refraktif indeks

Hangi dedektoriin  kullanilacagi gelistirilen yonteme gore degisir. Bu

caligsmada tercih edilen dedektor UV/GB dedektoriidiir.

UV/GB Dedektor

HPLC’de siklikla yer alan organik bilesiklerin absorpsiyonlar1 da yiiksektir,
bu yiizden UV/GB 15181 absorpsiyonu prensibine dayanan UV/GB dedektoriiyle
yiiksek duyarlilikta ¢aligilabilir. Bunun yaninda, sicaklik degisimlerine fazla duyarh
olmamasit ve genis bir dogrusal araliga sahip olmasi sayesinde tercih edilebilir bir
dedektor tipidir.

UV/GB dedektorlerinin bazist sabit dalga boylu bazisi da degisken dalga
boyludur. Sabit dalga boylu dedektorlerde, dalga boyunun tespit edilmesinde
interferans filtreleri kullanilabilir. Ultraviyole kaynag1 olarak civa lambasi kullanilir.
Dalga boyu degistirilebilir dedektorlerde ise doteryum lamba (190 — 400 nm) veya
kuartz — iyot lamba, volfram lamba (350 — 700 nm) kullanilir.

Onemli bir UV/GB tiirii olan DAD (dizi diyot dedektdr), gelismis ultraviyole
ve goriiniir bolge dedektdr gesididir. i¢inde doteryum lambasi kullanilir ve lambadan
gecen 151k dedektoriin igindeki akis kismina gider. Optik ag lizerinde dagilan bu 151k,
igerisinde bir¢ok diyot bulunan foto diyot dizisi lizerine diiser. Dolayisiyla, DAD’lar
birden fazla dalga boyunda 6l¢lim alabilir, bu ylizden analizlenen maddelerin dalga
boylar1 da birbirinden farkli oldugu i¢in, kromatografide saflik tayininde siklikla

kullanilir.
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2.3. Steroid Olmayan Antiinflamatuvar flaclar (NSAID)

Bireyleri uykuya sokmadan ya da bilinglerini kaybetmeden agr1 impulslarinin
algilanmasimin azalmasi veya engellenmesi durumuna analjezi, bu agr1 hissiyatinin
biling diizeyinde algi esigini yiikselten veya bu hissiyati engelleyen ilacglara da
analjezik ila¢ denir. Analjezik bilesiklerin genel anestezik etkileri yoktur. Analjezik
ilaglar narkotik analjezikler (opioidler) ve steroid olmayan (nonsteroidal)
antiinflamatuvar ilaglar (NSAID) veya narkotik olmayan analjezik ilaglar olarak
ikiye ayrilir.

NSAID’lerin kullanimim kisitlayan faktdrlerden biri midedeki prostaglandin
inhibisyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan gastrointestinal (sindirim sistemi) yan
etkilerdir. Bir organizmada hiicrelerde olusan agr1 ve iltihapta rolii olan kimyasallara
“prostaglandin” denir. Viicutta agriy1 artirma, iltihaplanmaya neden olma, kan akisin
ve kan pihtilagmasini artirma gibi etkiler prostaglandinin goérevlerinden sadece
birkagidir. Siklooksijenaz enzimi (COX) prostaglandin olusumundaki temel bir
enzimdir ve NSAID’lerin primer ¢alisma prensibi bu COX enziminin inhibe olmasi
temeline dayanir. Yani NSAID’lerin etki mekanizmasi aslinda, bu endojen
medyatoriin sentezini inhibe etmektir.

Insan viicudunda COX enzimi iki ¢esitte bulunmaktadir.

1. COX-1 enzimi: Viicutta tiim dokularda kendiliginden var olan ve gerekli
durumlarda kullanilan bir enzimdir. Kan yogunlugunun ayarlanmasi,
mide ic¢yapisinin diizenlenmesi, ¢esitli i¢ organlarin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde kullanilir.

2. COX-2 enzimi: Agn ve iltihaplanma sonucu prostaglandin medyatoriiniin
sentezlenmesi i¢in a¢iga ¢ikan bir enzimdir. COX-2 enzimine
enflamasyonlu  dokularda rastlanmigtir. COX-2  arttifi  zaman
prostaglandin miktar1 artar ve viicutta agri hissedilmeye baglanir.
NSAID’lerin asil hedef noktasi COX-2 enzimini azaltmaktir. Ancak
kullanilmakta olan NSAID’lerin hepsi COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
ikisine kars1 inhibisyon gostermektedir. Bu sebeple, NSAID’lerin ciddi

yan etkileri bulunmaktadir.
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2.3.1. NSAID’lerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi (33)

1. Karboksilik asitler:
a) Salisilik asit ve esterleri: Aspirin, diflunisal
b) Antranilik asit tiirevleri: Flufenamik asit, mefanamik asit
2. Asetik asitler:
a) Fenilasetik asit: Diklofenak, fenklofenak
b) Karbo ve heterosiklik asitler: infometazin, etodolak, sulindak, tolmetin
3. Propanoik asit: ibuprofen, ketoprofen, flurbiprofen, suprofen, naproksen,
fenoprofen, tiaprofenik asit
4. Fenamik asitler: Flufenamik, mefanamik, meklofenamik
5. Enolik asitler:
a) Pirazolonlar: Fenilbutazon, oksifenbutazon, azapropazon
b) Oksikamlar: Piroksikam, isoksikam, sudoksikam

6. Nonasidik ajanlar: Prokuazom, traramid, pflunizol, naubmetan
2.3.2. NSAID’lerin Yan Etkileri
Gastrointestinal yan etkiler:

NSAID’lerin en sik karsilasilan yan etkileri gastrointestinal yan etkilerdir.
Gastrik asit mitarin artirir, mide mukoza seviyesini ve midede bikarbonat seviyesini
diisiiriir; dolayisiyla, mide bulantisi, kusma, reflii, gastrik erezyon, hazimsizlik,

kanama gibi sorunlara yol agabilir.
Bobrekler iizerine yan etkileri:

Prostaglandin sentezinin azalmasi viicutta sodyum artigina ve su tutulumuna
sebebiyet verdigi i¢in kilo alimi, 6dem, potasyum dengesinde bozulma (hiperkalemi)

gibi yan etkilere neden olabilir.
Hepatotoksik etkiler:

NSAID’lerin hemen hemen hepsinin hepatotoksik yan etkileri bulunmaktadir.
Bunun sebebi COX inhibisyonu degil, ilacin yarilanma 6mrii ve viicuttan atilma

stiresi ile ilgilidir.
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Merkezi sinir sistemi iizerine yan etkiler:

Bas agris1, bag donmesi, sersemlik, tinnitus (kulakta ¢inlama, ugultu), isitme

kaybi, konfiizyon (kafa karisikligi, dikkat eksikligi) haliisinasyon goriilebilmektedir.
2.4. Ketoprofen

Bu tez kapsaminda, bir NSAID olan KET, HPLC’de insan plazmasindan

analizi i¢in yontem gelistirilmesi amaciyla incelenecektir.
2.4.1. Ketoprofenin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

KET, NSAID’lerin propanoik asit sinifindandir. KET kimyasal olarak (RS)-
2-(3-benzoyilfenil) propanoik asit yapisindadir (Sekil 2.12).

0 CHj
OH

Sekil 2.12. KET in kimyasal yapisi

KET’in kimyasal yap1 formiilii CisH1403, molekiiler kiitlesi 254.281
g/mol’diir. Elementel analiz verilerine gore %68.25 C, %5.08 H, %26.67 O igerir.
KET, 93 — 96 °C arasinda eriyen, kokusuz, beyaz veya beyaza yakin kristalize toz
halindedir. Aseton, etanol, metilen kloriir ve giiclii alkali pH'ta ¢oziiniir. pH'a bagh
¢Oziiniirlik profili nedeniyle suda ve asidik kosullarda az ¢Ozilinlir. Zayif
¢cOziiniirliiglin ~ genellikle biyoyararlannmda azalmaya yol agtigt ve ilag

formiilasyonunda biiyiik bir zorluk olusturdugu bilinmektedir (34).
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2.4.2. Farmakodinamik Ozellikleri

KET analjezik ve antipiratik ozellikleri olan antiinflamatuvar bir ilagtir.
Steroid olmayan antiinflamatuvar ilaglarin propanoik asit grubuna dahildir.
Prostaglandin sentezini inhibe ederek antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etki

gosterir.
2.4.3. Farmakokinetik Ozellikleri (35)

Insan farmakokinetik calismalari, oral olarak uygulanan KET’in hizla
emildigini, metabolize edildigini ve atildigin1 gostermistir. Emilim %90'dan fazladir.
Cogu kiside plazmada maksimum konsantrasyona 1 — 2 saat i¢inde ulasilir. Toplam
biyoyararlanim, 75 — 200 mg araliginda dozla orantilidir. Yar1 émrii saglikli geng
bireylerde yaklasik 2 saattir ve plazmada maksimum konsantrasyona ulastiktan
yaklasik 2 saat sonra yavas yavas azalir, yani dozlamadan 4 saat sonra plazma
seviyelerini asar. Kan akisinda, KET proteine (¢ogunlukla albiimine) %99 oranda
baglanir.

KET viicuttan ¢ogunlukla idrarla atilir. Yash deneklerde (65 yas ve istii)
viicuttan atiliminin daha uzun siirdiigii, dolayisiyla eliminasyon yarilanma siiresinin
3 — 5 saate kadar ¢iktig1 gézlemlenmistir. Hatta romatoit artriti olan yash hastalarda
yartlanma Omriiniin ilacin toksik birikimini onleyecek kadar kisa oldugunu ve bu

kisilerde rutin bir doz ayarlamasinin gerekli goriilmedigini gostermektedir.
2.4.4. Antiinflamatuvar Ozellikleri

Inflamasyon, birtakim zararli kimyasallarin, baz1 gevresel faktorlerin veya
bulasic hastaliklarin neden oldugu bir viicut tepkisidir. Iltihaplanma olarak bilinir.
KET, NSAID grubuna dahil agr kesici, ates diisiirticii ve inflamasyonu azaltic1 etkisi

sebebiyle kullanilir.
Klinik olarak:

- Oral KET artrit agrisi, osteoartrit, eklem sertligi, yumusak doku

romatizmasi ve spor yaralanmalar1 dahil olmak iizere kas ve eklemlerdeki
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kas-iskelet agrist ve iltihaplanmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(36).

Yiiksek atesi diisiirmede,

Inflamasyon durumunu yok etme veya azaltmada etkili oldugu igin

iltihapl eklem hastaliklarnin tedavisinde kullanilir (romatoit, osteoartrit
gibi).

2.4.5. Ketoprofenin Yan Etkileri (37, 38)

NSAID ilaglarin hepsinin yan etki yelpazesi hemen hemen aynmidir ve KET

bireylerde diger NSAID’leri kulanan bireylerdekine benzer yan etkiler gosterebilir.

Ancak KET’in yan etkileri her ilagta oldugu gibi bireyden bireye gore farklilik

gosterebilir.

En sik goriilen yan etkiler, hastalarin %13’linde gozlenen bulant1 ve
kusmadir.
65 yas istii 314 hastada yapilan baska bir ¢alismada yan etkilerin
cogunun sindirim sistemini (%28.2) etkiledigi goriilmiistiir. Kalan oranlar
da swrasiyla %4 oranda merkezi sinir sistemini, %3.2 oranda
kardiyovaskiiler sistemi etkiledigi saptanmistir. Ulserasyon ve kanama
gibi gastrointestinal yan etkiler %1.7 oraninda bulunmustur.
KET’in genel yan etkileri;

o Kabizlik

o Ishal

o Mide yanmasi

o Mide agrist

o Agizda yaralar

o Bag agrisi

o Bas donmesi

o Sinirlilik

o Uyusukluk

o Uykuya dalmakta veya uykuda kalmada zorluk

o Kulak ¢ilamasi
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2.4.6. Endikasyonlari

KET igeren ilaglar;
e Osteoartrit ve romatoit artrit gibi eklem iltihaplar
e Romatizmal ates
e Bel, sirt, omurga agrilari
e Boyun, bas, tendinit, burkulma ve diger kas-iskelet sistemi agrilari
e Dis agrilar1 ve ¢esitli periodontal agrilar
e Soguk alginlig1 ve gribal enfeksiyonlara bagli atesli durumlar
e Menstrual agrilar

e Migren agrilar1 gibi durumlarda kullanilir.
2.4.7. Kontrendikasyonlar:

KET, NSAID’lere karst hipersensitivitesi olan kisilerde, mide ve bagirsak
iilseri olanlarda, gastrointestinal kanama ve perforasyon ge¢misi olanlarda, bobrek ve
karaciger yetmezligi olanlarda, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve kalp yetmezligi olan
kisilerde, gebelikte, emzirme doneminde ve astimi olan kisilerde KET kontrendikedir

ve kullanilmamalidir.
2.4.8. Ilac Etkilesimleri

Metatreksat ve sisplatin gibi kanser ilaglariyla birlikte alindiginda plazma
proteinlerinden ayrilma ve bobreklerin klirensindeki azalmadan dolay:r hematolojik
olarak toksik etkileri artirabilir ve bunun sonucunda o&liimciil olabilir. Yiiksek
dozlarda salisilat ve diger NSAID’lerle birlikte alindiginda, gastrointestinal sistemde
kanamalara neden olabilir. Lityumla birlikte alindiginda plazmadaki lityum miktarini
toksik degerlere kadar cikarabilir. Bu yiizden, lityum dozu ayarlanarak KET

kullanilmalidir.
2.4.9. KET’in Kaynaklarda Yer Alan Analiz Yontemleri

Negru ve dig. (1), asetonitril ve %1°lik trifloroasetik asit karigimi (55:45, h:h)
ve Zorbax SB-Cis kolonla kromatografik ayrim gergeklestirmislerdir. Insan kan

plazmasindan KET’i protein ¢oktiirme ekstraksiyon yontemiyle ayirmiglardir.
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HPLC’de ve UV dedektorde 257 nm’de analizlemislerdir. Bu caligmaya ait geri
kazanim %96.5 — 103.6 arasinda bulunmustur.

Allegrini ve dig. (8), pH’1 3.5’a ayarlanmis asetonitril ve 0.01 M’lik
potasyum dihidrojen fosfat karistmi hereketli fazi ve monolitik kolon ile
kromatografik ayirma yapilmistir. KET insan kan plazmasindan metanol ve su (1:1,
h:h) karisimi ile kati faz ekstraksiyonu yontemiyle ayrim yapilmistir. Analiz
HPLC’de DAD dedektorde 254 nm’de tayin edilmistir.

Kotthireddy ve Devi (15), pH degeri 6.5 olarak ayarlanmis 0.01 M
derisimindeki, sodyum dihidrojen fosfat:metanol:asetonitril hareketli faz karigimin
(4:3:3, h:h:h) oraninda kullanarak, ODS kolon ile ayrimi saglamislardir. Koyun kan
plazmasi iizerine standart KET ¢ozeltisi ekleyip, dietil eter ve kloroform karigimi
kullanarak (4:1) (h:h) sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile ketoprofeni ayirmislardir.
RP-HPLC sisteminde, 265 nm’de UV dedektorii ile analizlemislerdir.

Zafar ve dig. (39), pH’1 fosforik asitle 3.3’e ayarlanmis metanol ve su (70:30,
h:h) hareketli fazi ile Discovery HS Cis kolonla kromatografik ayrim
gerceklestirmislerdir. Insan kan plazmasindan KET’i asetonitril ile protein ¢oktiirme
ekstraksiyon yontemiyle ayirmiglardir. Analiz RP-HPLC’de ve UV dedektoriinde
260 nm’de analizlenmistir. Bu calismada alt tayin smirt 0.244 pg/mL olarak
saptanmustir. Gelistirilen yontem yiiksek kesinlik ve dogruluk degerleri igermektedir
ve geri kazanim1 %99’dur.

Tsvetkova ve Peikova (40), kromatografik ayirma islemi i¢in LiChrosorb Cisg
kolonu kullamilmis ve metanol:0.1 M amonyum asetat tamponu (pH
6.9):asetonitril:tetrahidrofuran karisimini (73:20:5:2, h:h:h:h) hareketli faz olarak
kullanmiglardir. KET hareketli faz karisiminda ¢oziilmiis ve HPLC sisteminde UV
dedektorle 230 nm’de analizlenmistir. Bu yOntemin geri kazanimimi %99 olarak
belirlemislerdir. LOD degerini 0.5 ug/mL olarak saptamiglardir.

Hayball ve dig. (41), KET’in kan plazmasindan ekstraksiyonu i¢in n-heksan,
dikloro metan ve etil asetat ile tiirevlendirme yapmuslardir. Taginabilir faz olarak
asetonitril:asetat tamponu (10.0 mM derisiminde ve pH 3) (50:50, h:h) oraninda ve
silika iceren SGE cam astarli HPLC kolunu kullanmiglardir. UV dedektérde 260

nm’de analizlemislerdir.
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Lopez ve dig. (42), kati faz ekstraksiyonu yontemini kullanmislardir.
Hareketli faz olarak heksan, etanol, asetik asit (93:7:0.5, h:h:h) karigimi1 ve kolon
olarak da paslanmaz c¢elik kolon kullanmislardir. HPLC ve UV dedektorde 254
nm’de analizlenmistir. Gelistirilen bu yontem c¢ok yiiksek geri kazanim degerleri
icermektedir. Calismalarinda ulagilan LOQ degeri 0.25 pg/mL’dir.

Jamali ve dig. (43), hareketli faz olarak heksan, izopropanol ve trifloroasetik
asit karistmi (90:10:0.1, h:h:h) ve kiral kolon kullanmislardir. Sigan kan plazmasi
kullanmislar ve KET’1 sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile ayirmiglardir. KET, HPLC
sisteminde UV dedektorle 254 nm’de analizlenmistir.

Wanwimolruk ve dig. (44), hareketli faz olarak asetonitril, metanol ve su
karigimi (15:20:65, h:h:h) ve kolon olarak da Cig mikrobor kolon kullanmislardir.
KET insan kan plazmasindan sivi-sivi ekstraksiyon yontemiyle ayrilmistir. Analiz,
UV dedektoriinde 258 nm’de gerceklestirilmistir. Bu ¢alismadaki geri kazanim %85
olarak hesaplanmustir.

Kaynaklarda yer alan analiz yontemlerine ait bilgiler ve bulgular Tablo 2.3’te

Ozetlenmektedir.
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3. GERECLER VE YONTEM
3.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Gerecler
3.1.1. Cihazlar

HPLC sistemi:

e Pompa: Shimadzu LC — 20AB

e Oto ornekleyici: Shimadzu SIL — 20AC

e Kolon Firmi: Shimadzu CTO — 20AC

e UV Dedektor: Shimadzu SPD — M20A

e Data Analizorii: Shimadzu LC Solution Software
Hassas Terazi: Mettler Toledo AG 285
pH Metre: Mettler Toledo MA 235
Otomatik Mikropipet: Eppendorf (10-100/100-1000 pnL)
Ultrasonik Banyo: Bandelin, Sonorex, RK514 BH
Santrifiij: Hettich, EBA 20
Vortex Karistirict: IKA Vorteks Genius 3
Saf Su Sistemi: Barnstead NanoPure Diamond
Buzdolabi: Bosch
Manyetik Karistirici: Hotplate Stirrer

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Ketoprofen: C16H1403

Metanol: CH3OH (Merck)

Etanol: CHsOH (Merck)

Asetonitril: CoHsN (Merck)

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat: Na,HPO4.2H20 (Merck)
Fosforik asit: HsPO4 (Merck)

3.1.3. Sarf Malzemeler

Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um)
Otomatik pipet ucu: 100 ve 1000 pL
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Vial: Cam, 1 mL

Mikro santrifiyj tiipii: 2 mL

Ultrafiltre: 500 uL, < 3 kD (Microcon, EMD Millipore)
Balon joje: 1, 10, 250 ve 1000 mL’lik, payreks

Spatiil: Metal

Tartim kabi: Plastik

Meziirler: 100 ve 1000 mL’lik

3.2. Deney Hazirhklari
3.2.1. Etken Maddenin Safhig

KET etken maddesi Drogsan Ilaglar1 Sanayi ve Ticaret A. S. tarafindan
sertifikas1 (Bkz. Ek 1) ile saglanmuistir.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

KET Ana Stok Cozeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg KET hassas olgiim
terazisinde tartilmig, ardindan 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildiktan sonra, bir
miktar etanol eklenip ultrasonik banyoda 5 dk bekletilip ¢6ziilmiistiir. Ardindan,
etanol ilave edilerek hacmi 10.0 mL’ye tamamlanmstir.

Hazirlanan KET ana stok c¢ozeltisi, + 4 °C buzdolabinda saklanip
kullanilacag1 zaman laboratuvar sicakligina ulagmasi beklenmistir.

KET Iceren Plazma Calisma Standartlari: Tn vitro olarak, calisma
standartlarindan alinan miktarlar spike yontemiyle plazma oOrneklerine eklenerek
hazirlanmistir. Ependorf tiipe aliman 400’er pL insan plazmasi iizerine (Seri
numarast: MFCD00131920) son derisimler 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 10.0, 15.0 ve 25.0
ng/mL olacak sekilde KET stok c¢ozeltisi eklenerek 1 dk siireyle vortekslenerek
karigmasi saglanmigtir. Daha sonra 500 pL ACN eklenerek hacmi 1 mL’ye
tamamlanmis ve 10000 devir/dk’da 20 dk santrifiijlenerek proteinlerin ¢okmesi
saglandiktan sonra, santrifiigattan alinan 500’er pL ultrafiltrasyon tiiplerine alinip
10000 devir/dk’da 2 kez 30’ar dk santrifiijlenmistir. Bu sekilde dogrusallik araligini

saglayan 7 farkli derisimde plazma c¢alisma standardi hazir hale getirilmistir.
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Plazma Numunesi (3 ug/mL): Ticari olarak satin alinan insan plazmasindan
(Seri numarasi: MFCDO00131920) 400 pL alinip iizerine KET etken maddesi
eklenerek olusturulmus spike numunelerinin hazirlanmasi i¢in 100 pg/mL’lik KET
ara stok cozeltisinden 30 puL eklenip 1 dk silireyle vortekslenerek karigmasi
saglanmigtir. Daha sonra hazirlanan sentetik numune tizerine 500 uL. ACN ilave
edilip 10000 devir/dk’da 20 dk santrifiijlenerek proteinlerin ¢okmesi saglanmaistir.
Santrifiigattan 500’er pL ultrafiltrasyon tiiplerine alinip 10000 devir/dk’da 2 kez
30’ar dk santrifiijlenmis ve alinan miktarlar viallere konulup analizlenmistir.

40 mM Derisiminde Fosfat Tamponu (pH 6.0): Hareketli fazin
bilesimlerinden biri olan fosfat tamponunu hazirlamak i¢in 1.78 g Na;HPO4.2H>0
tartilmig, 250 mL hacmindeki balon jojeye alinip, biraz saf su eklenip sonra da ultra
sonik banyoda 5 dk bekletilerek ¢6ziilmiistiir. Sonrasinda, hacmi saf su ilavesiyle 250
mL’ye getirilmistir. Ardindan tamponun pH’1 HsPOs ile pH metrede 6.0’a
ayarlanmigtir. Hazirlanan tampon ¢6zelti kullanilmadan once siiziilmiis ve degaze

edilmistir.
3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

3.3.1. HPLC Deneyinin Yapihisi ve Kromatografik Kosullarin

Saptanmasi

Hareketli faz1 olusturan organik ¢oziiciinlin orani, tampon c¢ozeltinin pH
degeri, hareketli fazin akig hizt ve enjeksiyon hacmi kromatografik yontemin
optimizasyonu i¢in incelenmistir. Dedektorde okunan dalga boylarindan en yiiksek
pik alanlarimin gozlemlendigi dalga boyu calisilacak dalga boyu olarak segilmistir.
KET’in HPLC ile analizleri, ACE Cis (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um) kolon ile
gerceklestirilmistir. Hareketli fazin bilesimi ve orani asetonitril:fosfat tamponu 30:70
olarak kullanilmistir. Calisgma boyunca yapilan her deneyden 6nce sistemden 20 dk
boyunca 1 mL/dk akis hizinda uygun su gegirilmistir. Ardindan sistemden 20 dk
boyunca hareketli faz gegcirilmis, kromatogramda minimum giiriiltii seviyesinin ve
sabitliginin saglandig1 bir taban c¢igisi elde edildiginde, kolonun ve dedektoriin
dengelendigne karar verilerek analizlere baslanmstir.

Hareketli faz bilesimlerinden biri olan asetonitrilin oraninin saptanabilmesi

igin %25, %30 ve %35 oranlari, diger bir bilesen olan fosfat tamponunun derisiminin
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belirlenebilmesi i¢in ise 36 mM, 40 mM ve 44 mM derisimleri denenmistir. Bunun
yaninda, fosfat tamponunun pH’inin belirlenmesi igin 5.8, 6.0 ve 6.2 pH degerlerinde
tampon ¢ozeltiler denenmis ve optimum akis hizinin saptanabilmesi igin bu hareketli
fazlar 0.8 mL/dk, 1.0 mL/dk ve 1.2 mL/dk seklinde c¢esitli akis hizlarinda
denenmistir. Yontemin optimize edilmesi i¢in gereken parametreler kabul kosullarina

gore denenip galisilmig, buna gore optimum kromatografik kosullar belirlenmistir.
3.3.2. Yontem Validasyonu Calismalari

Yontemin valide edilmesi kapsaminda kararlilik, segicilik, dogrusallik ve
aralik, dogruluk ve geri kazanim, kesinlik, tekrarlanabilirlik, duyarlilik, saglamlik ve
tutarlilik parametreleri ile sistem uygunluk kriterleri arastirllmis (45-47) olup,

bulunan sonuglar istatistiksel hesaplamalarla gozden gegirilmistir (48).
Kararhhk

KET referans c¢ozeltisinin kararliik parametresini  belirlemek i¢in 3.0
pg/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Uzun donem (2 aylik) ve kisa donem (48
saatlik) i¢in saglanan kararlilik sonuglar1 gézden gegirilmistir.

+ 4 °C’deki dolapta tutulan KET referans ¢ozeltilerinin 2 aylik (uzun donem)
kararlilik aragtirmasi1 kapsaminda, 1000 pg/mL derisimindeki ana c¢dzeltilerden
hazirlanan 3.0 pg/mL’lik standart ¢ozeltilerin analizleri yapilarak, taze hazirlanmig
standart ¢ozeltilerin analiz sonuglart ile kiyaslanmistir.

KET stok ¢ozeltilerinin kisa donem kararlilik arastirmasi igin, karanlikta ve
aydinlikta olmak {izere 48 saat oda sicakliginda ve + 4 °C dolapta bekletilen esit
derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin ve taze hazirlanmig standart ¢ozeltilerin analizi
yapilip kiyaslanmistir. Bulunan alan degerlerinden % kalan miktar hesaplanarak,
KET ¢ozeltilerinin kisa donem kararliliklar tespit edilmistir.

Kisa donem kararlilik arastirmasi i¢in standart ¢ozeltiler, aydinlikta,
karanlikta ve buzdolabinda (+ 4 °C); 8 saat, 24 saat ve 48 saat boyunca tutulmustur.
Uzun siireli kararlilik arastirmasi, ¢6zeltiler buzdolabinda (+ 4 °C) 2 ay boyunca
tutularak gerceklestirilmistir. Ardindan, herbir siire sonunda bu stok ¢ozeltilerinden

hazirlanan 3.0 pg/mL derisimindeki KET caligma standartlari1 analizlenmistir.



41

Secicilik (Ozgiinliik)

Secicilik parametresi, sistemin analiti karisimdaki diger bilesenler varliginda
analiz edebilme yetenegidir. Bunun igin, hareketli faz, ilagsiz plazma, standart ¢ozelti
(3.0 ug/mL) ve numune (3.0 pg/mL derisimindeki plazma numunesi) analizlerine ait
kromatogramlar karsilagtirilmistir. Standart ¢ozeltideki KET’in, diger piklerle girisim
yapip yapmadigi arastirilmigtir.

Dogrusallik ve Arahk

KET’in miktar tayini i¢in dogrusallik araligi 1.0 — 100.0 ug/mL araligindaki
derigimler denenmistir. Plazmadan yapilacak analizleri i¢in analitin diisiik derisimleri
inceleneceginden dolayr aralik olarak dogrusalligin saglandigr 1.0 — 25.0 pg/mL
secilmigtir. Kalibrasyonun dogrusal oldugu araligi belirlemek i¢in hazirlanan 1.0,
2.0, 3.0, 5.0, 10.0, 15.0 ve 25.0 pg/mL kalibrasyon ¢ozeltileri analiz edilip,
kromatogramlar kaydedilmistir. Kalibrasyon egrileri KET derisimine karsi elde
edilen alanin grafige gegirilmesiyle elde edilmis ve elde edilen kalibrasyon

dogrusunun dogrusalliktan ayrilisi istatistiksel olarak incelenmistir.
Dogruluk ve Geri Kazanim

Kromatografik metodun dogruluk c¢alismasi igin giin i¢i ve giinler arasi
caligmalarin sonuglar1 bagil hata (BH) cinsinden test edilmistir. Giin i¢i dogruluk
calismasi i¢in, KET in diisiik, orta ve yiiksek derisim olmak tizere 3 farkli noktadaki
(1.0, 5.0 ve 15.0 ug/mL) ¢ozeltileri 6 tekrarli olarak hazirlanip, ayni giin i¢inde analiz
edilmis ve bulunan sonuglarin BH degerleri hesaplanmistir. Giinler aras1 dogruluk
calismasi i¢in ise, bu 3 farkli derisimdeki ¢ozeltilerin pes pese 6 giin boyunca
hazirlanarak analizlenip bulunan sonuglarin BH degerleri hesaplanmuistir.

Dogrulugu ifade etmek igin geri kazanim ¢alismasi i¢in ise; 3 farkh
derisimdeki plazma Orneklerinin 6 tekrarli analiz sonuglari incelenip plazmaya
eklenmis ve suya eklenmis etken maddenin yiizde bagil ve mutlak geri kazanim

sonuglari olarak belirtilmistir.
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Kesinlik

Kesinlik parametresi, analizlerin sonucunda bulunan degerlerin birbirine
yakinligimm1 gosterir. Bu parametrenin  olglimii i¢in, giin i¢i ve giinler arasi
bulgularinin  bagil standart sapmasindan (BSS) yararlamilmistir.  Kesinlik
parametresinin arastirilmasi i¢in yine giin i¢i ve giinler aras1 faktorlerine bakilarak
KET’in diisiik derigim, orta derisim ve yiiksek derisim noktalarindaki (1.0, 5.0 ve
15.0 pg/mL), 6’sar ¢Ozeltinin analizi sonucu bulunan verilerin BSS degerleri

hesaplanarak yapilmuistir.
Tekrarlanabilirlik

Kesinligi ifade eden bu parametre hem yontem i¢in hem de enjeksiyon i¢in
ayr1 ayri incelenmistir. Yontem tekrarlanabilirliginde, dogrusallik araligindaki 3.0
pg/mL KET iceren 10 tane farkli plazma ¢ozeltisi hazirlanip analizlenmistir.
Enjeksiyon (cihaz) tekrarlanabilirliginde ise, 3.0 pg/mL KET igeren plazma ¢ozeltisi
viale alindiktan sonra 10 kez ayni vialden enjeksiyonu ile analizi ger¢eklestirilmistir.
Bu iki tekrarlanabilirlik verilerinden hesaplanan pik alanlarmin BSS degerleri

caligilarak tekrarlanabilirlik parametresi incelenmistir.
Gozlenebilirlik Sinir1 ve Alt Tayin Siniri

KET’in gelistirilen analiz yonteminde istenilen duyarlilikta &lg¢iim
yapilabilmesi i¢in gozlenebilme sinirina (LOD) ve alt tayin siir1 (LOQ) diizeyine
bakilmistir. Bu bilgi i¢in iki sekilde degerlendirme yapilabilmektedir. Birincisi;
Sinyal / Giiriiltii (S / N) = 3 iken etken madde derisimi LOD’ye esitken, S/ N = 10
iken KET degerinin de LOQ’ya esit oldugu kabul edilir (42).

Ikinci yontemde ise, LOD ve LOQ degerlerinin saptanabilmesi igin Esitlik

3.1 ve 3.2’den de yararlanilir:
LOD =33 x () (3.1)
LOQ =10 x (=) (3.2)
Bu denklemlerde,

SS: Elde edilen kalibrasyon grafiklerindeki y-kestirimlerinin standart

sapmasidir.
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S: Elde edilen kalibrasyon grafiklerindeki egimlerinin ortalamalaridir.
Gelistirdigimiz yontem i¢in ikinci yontemde sunulan esitlikler kullanilarak

LOD ve LOQ degerleri belirlenmistir.
Saglamhik ve Tutarhhk

Yontemin saglamlifinin test edilmesi i¢in analiz sonuglarinin ydntemde
yapilacak birtakim degisiklikler ile etkilenip etkilenmedigine bakilmistir. Bunun igin,
akis hizi, dalga boyu, tampon derisimi ve pH degeri parametrelerindeki kii¢iik kasti
degisikliklerin sonucu ne kadar etkiledigi incelenmistir. 3.0 pug/mL derisimde
hazirlanan KET plazma ¢ozeltisinin, belirtilen bu parametre degisiklikliklerinden
sonraki analiz sonuglari, optimizasyon sonrasindaki analiz sonuglariyla
karsilastirilmistir.

Yontemin tutarliliginin test edilmesi i¢in ise, ya farkli bir cihazda ya da farkh
bir analizci ile calisilip sonuglar optimum sartlarla karsilastirilir. Bu ¢alismada,
analizci degisiminin analiz sonuglarini nasil etkiledigine bakilmistir. Analizci A ve
analizci B’nin her ikisi de, 3.0 pg/mL derisiminde KET plazma ¢ozeltisi hazirlayip (n
= 6), bu ¢ozeltileri ayr1 ayr1 analiz edilmelerinin ardindan, elde ettikleri sonuglar

istatistiksel hesaplamalar yapilarak kiyaslanmistir.
3.3.3. Sistem Uygunlugu Testi

Sistem uygunlugu testi cihazin, elektronik bilesenlerin, analitik prosediirlerin
ve numunelerin birlikte degerlendirilmesine dayanir (49). Gelistirilen yontemin
sistem uygunluk testi i¢in USP’deki kriterler gbz Oniinde bulundurulmustur (50)
(Tablo 3.1). Sistem uygunlugunu test etmek i¢in, standart ¢ozeltinin 6 Olgiim ile

gerceklestirilen analizi neticesinde bulunan degerler kullanilmistir.

Tablo 3.1. Sistem uygunlugu test parametreleri (50)

Test edilen parametre Simir deger
Enjeksiyon kesinligi BSS<%1,n>5
Kapasite faktorii k'>2

Ayiricilik Rs>1.5

Pik asimetri orani PAO<15
Teorik tabaka sayisi N > 2000

(BSS: Bagil standart sapma, n: Enjeksiyon sayisi, k’: Kapasite faktori, Rs: Aywricilik, N: Teorik
tabaka sayist)
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3.3.4. Gelistirilen Yontemin Spike Edilen Plazma Numunelerine

Uygulanmasi

Standart KET stok c¢ozeltisinden eklenerek hazirlanan sentetik plazma
numune ¢ozeltileri (Bkz. Bolim 3.2.2) gelistirilip valide edilen yontem ile analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. HPLC Sisteminin Optimizasyonu

Bu tez ¢alismasinda, KET’in HPLC ile analizi i¢in en ideal kromatografik
kosullar1 tespit etmek amaciyla, ¢esitli parametrelerin ayirma siirecine etkileri
degerlendirilmistir. Bu parametreler hareketli fazin tiiri ve miktari, tampon
¢ozeltinin derisimi ve pH’1 ve hareketli fazin akis hizidir.

HPLC yonteminde dalga boyunun se¢ilmesine absorpsiyon spektrumu (Sekil

4.1) incelenerek karar verilmistir.

1
1.0¢f A KET UV spektrumu
Absorbans ' -== 258 nm
(A) :
1
1
1
0.8} :
1
1
1
1
1
0.6} i
1
1
1
1
1
1
0.4+ !
i
1
1
1
1
1
0.2F 1
1
1
1
1
1
i
0.01 i l £ 8 i 3 : i _ Dalga boyu (nm)
200 225 250 275 300 325 350 375 400

Sekil 4.1. KET e ait UV spektrumu

4.1.1. Sabit Faz

KET’in analizlenmesinde HPLC’de Cig InertSustain (150 x 4.6 mm i.¢., 5
um) ve Inertsil ODS (150 x 4.6 mm i.¢., 5 um) kolonlari test edilmis ancak yeterli bir
ayrim saglanamamistir. Kolon boyunun 150 mm’den 250 mm’ye ¢ikmasi ile tr’nin
arttig1 ve pik seklinin iyilestigi tespit edildiginden ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5

um) kolonunun sabit faz olmasina karar verilmistir.
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4.1.2. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Akis hizi, organik ¢oziicii tiirii, hareketli faz bilesimi orani, tampon derisimi
ve pH faktorlerinin KET’in kromatografik ayrimina etkilerini inceleyerek, hareketli

fazin bilesimi belirlenmistir.
Organik Coziicii Tiirii ve Miktarinin KET’in Ayrimina Etkisi

KET’in HPLC’de analizi i¢in optimum kosullarin saglanabilmesi adina
organik ¢oziicii olarak kullanilan asetonitril %25, %30 ve %35 oraninda hareketli
faza cklenmis ve KET’in kromatografik parametrelerine etkileri hesaplanmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Organik ¢oziicti miktarinin KET kromatografik parametreleri tizerine

etkisi
KET
ACN (%) tr (dk) k' PAO N
25 7.99 3.24 0.87 7689
30 5.75 2.05 1.12 7003
35 3.49 0.85 1.58 6797

(ACN: Asetonitril, t: Alikonma zamanu, k’: Kapasite faktorii, N: Teorik tabaka sayisi,
PAO: Pik Asimetri Orant)

Asetonitrilin hareketli fazdaki orani arttik¢a, KET’in sabit fazda tr ve k’
azalmakta, ayrica asetonitril oran1 hacimce %35 oldugunda, k’ niin belirlenen
sinirlarin disinda oldugu goézlemlenmektedir. Asetonitril oranlart %25 ve %30
oldugunda, PAO < 1.5 oldugu goriilmiistiir. N tiim oranlar i¢in 2000’den biiyiik iken,
hareketli fazda hacimce %30 asetonitril kullanildiginda benzer sonuglar elde
edilmesine ragmen analiz siiresi daha fazla uzamadigr i¢in bu oranin KET’in

kromatografik ayrimi i¢in uygun olduguna karar verilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Asetonitril orani ile k’ degisimi
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(Kromatografik Kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0), Akis hizi: 1.0 mLI/dk, Kolon:

ACE C15 (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um) Kolon sicakligi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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Sekil 4.3. Asetonitril orani ile N’nin degisimi

(Kromatografik Kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0), Akis hizi: 1.0 mL/dk, Kolon:

ACE Ci8 (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakhigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)



48

Tampon Coézeltinin pH’1nin Belirlenmesi

KET’in ultrafiltrasyon sonrast HPLC’de analiz edilmesi i¢in hareketli fazda
kullanilacak tampon ¢ozeltinin pH degerinin kromatografik parametrelere etkilerinin
incelenmesi igin hareketli faz, asetonitril:40 mM fosfat tamponu olarak, 30:70, h/h
oraninda ve akis hiz1 1.0 mL/dk olacak sekilde ayarlanmistir. Dogru pH degerini
belirlemek amaciyla hareketli fazin pH degeri sirasiyla 5.8, 6.0 ve 6.2 olarak

ayarlanip kromatografik parametreler hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hareketli fazdaki tampon ¢6zeltinin pH’1nin kromatografik parametrelere

etkisi
KET
pH tr (dk) k' PAO N
5.80 3.86 1.05 0.73 7291
6.00 5.75 2.05 1.12 7003
6.20 7.34 2.89 1.53 6834

(t: Alikonma zamani, k’: Kapasite faktorii, PAO: Pik Asimetri Orani, N: Teorik tabaka sayisi)

pH degeri arttikga PAO’nin artis gosterdigi, buna karsilik N degerlerinde

azalma oldugu tespit edilmistir. pH degerlerinin artmasiyla tr ve k’niin de arttig

goriilmiistiir. pH 6.2 ile ¢alisildiginda PAO < 1.5 kriterlerini saglamadigi i¢in, ayrica
pH 5.8’de k’ kriteri 2’ye ¢ok yaklastigi i¢in pH 6.0 optimum pH olarak se¢ilmistir
(Sekil 4.4, Sekil 4.5).

4,00 -
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E
=~
=
2 2,00 -
Z
2.
2

0,00 . . . .

5,60 5,80 6,00 6,20 6,40
pH
———Kapasite Faktorii

Sekil 4.4. Tampon ¢ozeltinin pH’1 ile k> degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu, 4kig Hizi: 1.0 mL/dk, Kolon: ACE Cisg
(250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakligi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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Sekil 4.5. Tampon ¢ozeltinin pH’1 ile PAO degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu, Akis Hizi: 1.0 mL/dk, Kolon: ACE Cisg
(250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicaklhigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)

Tampon Cozeltinin Derisiminin Belirlenmesi
KET’in analizine fosfat tamponunun derisiminin etkilerini degerlendirmek
amaciyla pH 6.0 olan, asetonitril: 36, 40 ve 44 mM derisimlerindeki fosfat

tamponlar1 (30:70, h/h) akis hiz1 1.0 mL/dk segilerek kullanilmis ve bu farkliliklarin

kromatografik parametrelere etkisi incelenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hareketli fazdaki tampon derisiminin kromatografik parametrelere etkisi

KET
Tampon Derisimi (mM) tr (dK) k' PAO N
36 5.63 1.99 0.79 7198
40 5.75 2.05 1.12 7003
44 5.90 2.13 1.52 6894

(t: Altkonma zamam, k’: Kapasite faktorii, N: Teorik tabaka sayisi, PAO: Pik Asimetri Orant)

Artan tampon derisimiyle k’niin ve PAO’nin arttigi, N’nin azaldigi

gozlemlenmistir. Tampon ¢dzeltinin derisimi 40 mM oldugunda, PAO’nin ve k’niin
kabul simirlari i¢inde oldugu goriildiigiinden bu derisimde ¢aligma karari alinmistir

(Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. Tampon ¢ozeltinin derisimi ile k* degisimi

(Kromatografik Kosullar: Asetonitril:Fosfat tamponu (pH 6.0) karisimi (30:70, h/h), Ak Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakiigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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Sekil 4.7. Tampon ¢6zeltinin derisimi ile PAO degisimi

(Kromatografik Kosullar: Asetonitril:Fosfat tamponu karigimi (30:70, h/h), pH 6.0, Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakiigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)

Hareketli Fazin Akis Hizinin Belirlenmesi
KET’in analizine farkli akis hizlarinda hareketli fazlarin etkilerini

degerlendirirken, hareketli faz karisimi olarak, asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH

6.0) (30:70, h/h) kullanilmistir. Kromatografik parametreler {izerinde akis hizinin
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etkisini arastirmak igin, hareketli fazin sirasiyla 0.8, 1.0 ve 1.2 mL/dk debilerinde

tasinmasiyla KET in analizlenebilirligi incelenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Akis hiz1 degisikliginin KET kromatografik parametrelerine etkisi

KET
Akis Hiz1 (mL/dk) tr (dk) k' PAO N
0.80 7.67 3.07 0.93 8224
1.00 5.75 2.05 1.12 7003
1.20 4.74 1.51 1.52 6885

(t: Alikonma zamani, k’: Kapasite faktorii, N: Teorik tabaka sayisi, PAO: Pik Asimetri Orant)

Akis hizindaki artigla birlikte k’niin ve N’nin azaldigt PAO’nin arttig
gozlenmistir. PAO’nin kabul smuirlari iginde oldugu, k’nlin uygun degerde oldugu

akis hiz1 olan 1.0 mL/dk segilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Hareketli faz akis hiz1 ile PAO ve k’ degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakhigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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Sekil 4.9. Hareketli faz akis hiz1 ile N’nin degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cug (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakiigi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)

Enjeksiyon Hacminin Belirlenmesi

Enjeksiyon hacminin KET analizine etkilerini incelemek i¢in, asetonitril:
fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h) iceren hareketli faz, 1.0 mL/dk akis hizinda
gecirilmistir. Enjekte edilme hacimleri sirasiyla 10 pL, 20 uL ve 30 pL olacak
sekilde standart KET ¢o6zelti enjeksiyonlart yapilip analiz sonuglari incelenmistir

(Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Enjeksiyon hacmi degisikliginin KET kromatografik parametrelere etkisi

KET
Enjeksiyon Hacmi (uL) tr (dk) PAO N
10.00 5.75 0.83 7163
20.00 5.75 1.12 7003
30.00 5.75 1.18 6985

Elde edilen verilere gore, diizgiin varsayilan pikler icin PAO degeri 0.9 — 1.2
arasinda olmasi gerektiginden, enjeksiyon hacmi daha az miktarda olan 20 pL

olmasina karar verilmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Enjeksiyon hacmi ile N’nin degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakligi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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Sekil 4.11. Enjeksiyon hacmi ile PAO’nun degisimi

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 um), Kolon sicakligi: 25 °C, Dedektor: UV 258 nm)
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4.2. KET’in Gelistirilen Yonteminin Validasyonu

KET etken maddesinin FDA’nin biyoanalitik metot yonergesi (49)

cercevesinde valide edilmistir.
4.2.1. Sistem Uygunlugu

KET analiz yonteminin sistem uygunlugunu degerlendirmek amaciyla 3.0
pug/mL standart ¢ozeltinin 6 tekrarli enjeksiyonuna bakilmis ve USP’de tanimlanan

esaslara gore hesaplanmustir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. 6 Tekrarli KET analizi i¢in elde edilen sistem uygunlugu parametreleri

Test Edilen Parametre KET
Alikonma Zamam (dk) 5.75
Enjeksiyon Kesinligi (% BSS) 0.11
k' 2.10
PAO 1.18
N 6994

4.2.2. Analit Cozeltilerinin Kararhhg:

KET g¢ozeltisinin kararliligin1 belirlemek amaciyla Boliim 3.3.2°de belirtilen
sartlarda tutulan KET c¢ozeltileri analiz edilmis, ardindan elde edilen bulgular,
derisimi esit olan taze ¢ozeltinin (3.0 pg/mL) en az 8 saat oda sicakliginda 151k
altinda ve en az 24 saat karanlikta stabil oldugu belirlenmis, buzdolabinda (+ 4 °C)
ise en az 48 saat stabil oldugu ve bu kosullarda en az 2 ay boyunca saklandiginda

belirgin bir bozunmaya ugramadigi belirlenmistir (p < 0.05 olmali, Tablo 4.7).

Tablo 4.7. KET ¢ozeltisinin kararliliklar

KET

. Buzdolabi . Uzun Donem
gurc: Aydmlik | Karanlik (+4°C) SKre (+4°C)
(Saay % Kalan | % Kalan % Kalan (AY) % Kalan

0 100.00 100.00 100.00 0 100.00

8 99.57 99.71 99.99

24 97.64 98.62 99.96 2 99.24

48 96.47 97.89 99.92

Istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek 2 (p < 0.05).
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KET’in segiciliginin arastirilmasi i¢in, KET standart ¢ozeltisi, ilagsiz plazma,

3.0 ug/mL KET igeren plazma ve hareketli faz numunelerine ait kromatogramlar
alinip karsilastirilmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

maAll

KET
5.0+
2.5
0.0 s s e e
T T T T T T T
u] 1 2 3 4 5 g 7

Sekil 4.12. 3.0 pg/mL standart ¢ézelti kromatogrami

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 % 4.6 mm i.¢., 5 um), Dedektor: UV 258 nm)

maAl

20+

20

10+

Sekil 4.13. ilagsi1z plazma kromatogrami

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 % 4.6 mm i.¢., 5 um), Dedektor: UV 258 nm)
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maAl

254

20+

15+

10+

Sekil 4.14. 3.0 pg/mL KET iceren plazma ¢ozeltisinin kromatogrami

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 % 4.6 mm i.¢., 5 um), Dedektor: UV 258 nm)

mAL

020+

015+

010+

0.05+

0.00+

Sekil 4.15. Hareketli faz kromatogrami

(Kromatografik kosullar: Asetonitril:40 mM fosfat tamponu (pH 6.0) (30:70, h/h), Akis Hizi: 1.0
mL/dk, Kolon: ACE Cig (250 % 4.6 mm i.¢., 5 um), Dedektor: UV 258 nm)

Elde edilen bulgulardan, ultrafiltrasyon ile ekstraksiyonu yapilmis KET’in
HPLC yontemi ile analizlerinde, analit pikinin hareketli fazin piklerinden veya

plazmadaki herhangi bir matriks bileseninden etkilenmedigi sonucuna vartlmistir.
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4.2.4. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik Arahgi

KET’in derisimleri pik alanlarina kars1 grafige gegirildiginde, dogrusal bir
kalibrasyon egrisi 1.0 ile 25.0 ug/mL araliginda bulunmustur (Sekil 4.16 ve Tablo
4.8).

400000

y = 14975x - 1032,6
350000 R® = 0,0999

300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Pik Alanlan

0 5 10 15 20 25 30
Ketoprofen Derisimi (pg/mL)

Sekil 4.16. KET icin kalibrasyon grafigi

KET egrisinin dogrusalliktan sapmasinin 6nemsiz oldugu, ayrica korelasyon

katsayilarinin tesadiifi olmadigi istatistiksel agidan belirlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. KET analizine gore elde edilen kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi
ve dogrusalliktan sapma 6nem kontrolii

Korelasyon Katsayist Onem Kontrolii

n r Sr tn tT

6 0.9999 0.004 261.40 2.78

tn > t1: Korelasyon katsayisi tesadiife bagli bir deger degildir (p < 0.05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

RKT YOAKT RAKT RAKO FH FT

83022500356 83026962163 4461806.37 1115452 | 7442950 |7.71

Fu > F1: Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (p < 0.05).

Istatistiksel terimler ve hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 3.
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KET’e ait analizler sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerine ait bulgular

Tablo 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.9. KET analizi i¢in elde edilen kalibrasyon egrilerine ait bulgular

Regresyon denklemi

*y = 14975 - 1032.6

Egimin standart hatasi 6113.39584
Kesisimin standart hatasi -421.54887
Korelasyon katsayist (r) 0.9999
Tanimlayicilik katsayist (R?) 0.9999
Dogrusallik araligi 1.0- 25.0 pg/mL
Gozlenebilme smir1 (pg/mkL) 0.33

Alt tayin sinir1 (ug/mL) 1.00

*y = ax + b; x: ug/mL biriminde derisim, y: Pik alanlari, a: Egim, b: Kesisim

4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik

1.0, 5.0 ve 15.0 pg/mL derisimlerinde hazirlanan 6'sar seri KET ¢ozeltilerine

ait giin i¢i ve glinler arasi kesinlik ve dogruluk arastirmalari yapilmis, ¢ikan sonuglar

Tablo 4.10'da gosterilmistir. Dogruluk arastirmasi kapsaminda % BH verileri,

kesinlik arastirmasi kapsaminda % BSS verileri degerlendirilmistir.




Tablo 4.10. KET analizi i¢in giin i¢i ve giinler arasi analiz sonuglari (n = 6)
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. Giin i¢i! Giinler Arasi?
KET Miktart (ng/mL) Bulunan Miktgr % BH | Bulunan Miktar | % BH
1.00 0.30 1.01 0.84
1.02 1.75 0.99 1.48
1.00 1.00 0.32 0.99 1.45
1.02 1.59 1.01 1.11
1.01 0.78 0.99 0.60
0.99 0.96 0.98 1.60
Ort X 1.01 £0.00 0.99 £0.00
SS 0.01 0.01
% BSS 1.06 1.23
4.98 0.46 5.01 0.17
5.09 1.90 5.04 0.84
500 5.05 0.97 4.99 0.16
5.08 1.56 4.99 0.26
5.03 0.58 5.00 0.08
4,99 0.15 5.02 0.48
Ort X 5.04 £0.02 5.01 £0.01
SS 0.05 0.02
% BSS 0.92 0.41
14.99 0.05 15.01 0.05
15.00 0.02 15.06 0.37
15.00 0.01 15.04 0.24
15.00 15.11 0.75 15.00 0.01
15.05 0.30 14.99 0.04
15.02 0.10 15.03 0.19
Oort X 15.03 £ 0.02 15.02 = 0.01
SS 0.05 0.02
% BSS 0.30 0.16

YGiin ici calismalar; ii¢ derigim seviyesinde 6 ayri ¢ozelti kullanilarak aym giinde yapilmistir.
2Giinler arast calismalar; ii¢ derisim seviyesinde 6 ayri ¢ozelti kullanilarak 6 ayri giinde yapilmistir.,
X: Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma (Istatistiksel

hesaplamalar i¢cin Bkz. Ek 2).

4.2.6. Duyarhhk

KET’in analiz yontemine ait LOD 0.33 pg/mL ve LOQ 1.00 pg/mL seklinde

bulunmustur.




4.2.7. Geri Kazanim
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KET’in geri kazanim degerlendirmesi i¢in 1.0, 5.0 ve 15.0 pg/mL’lik plazma

¢ozeltileri ve suda hazirlanmis ¢ozeltiler analiz edilmis ve hesaplanan geri kazanim

sonuglar1 plazma ¢ozeltileri i¢in bagil geri kazanim, suda hazirlanmis ¢ozeltiler i¢in

mutlak geri kazanim seklinde Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11. KET analizine ait 3 farkli derisimdeki geri kazanim degerleri (n = 6)

Madde Miktars (umL) | Kagamm ¢6) | 255 %9 | Gort Kavamm %) | 555 (%
1.0 100.53 £ 0.44 1.06 99.98 + 1.07 1.17
5.0 100.73 + 0.33 0.80 100.62 + 0.23 0.91
15.0 100.19+0.12 0.30 100.04 + 0.34 0.52

X: Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(Istatistiksel hesaplamalar i¢in Bkz. Ek 2).

4.2.8. Tekrarlanabilirlik

KET analizine ait yontem ve enjeksiyon tekrarlanabilirligi i¢in ¢ikan sonuglar

Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12. Yontem ve enjeksiyon tekrarlanabilirligi verileri (Analiz edilen: 3.0

pg/mL, n = 10)
Bulunan Miktar (ug/mL)
HPLC yo6nteminin tekrarlanabilirligine Enjeksiyon tekrarlanabilirligine
ait analiz bulgulari ait analiz bulgular
3.03 2.98
3.03 3.02
3.03 3.03
3.03 2.98
3.01 3.01
2.97 2.98
2.97 3.01
2.99 3.00
2.98 3.00
2.98 3.00
Xort: 3.00 £ 0.01 Xort: 3.00 + 0.01
SS:0.02 SS:0.02
BSS: %0.82 BSS: %0.55
GA: 2.98 - 3.02 GA:2.99-3.01

X: Ortalama =+ standart hata, SS: Standart Sapma, BSS: % Bagil Standart Sapma, GA: Giiven Aralig

(a :0.05) (Bkz. Ek 2)
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4.2.9. Saglamlik ve Tutarhhk

Geligtirilen  yontemin saglamhigmin  degerlendirilmesi i¢in, yontem
parametrelerindeki kii¢iik degisikliklerin analiz sonuglarina etkileri incelenmis ve

veriler Tablo 4.13’te sunulmustur.

Tablo 4.13. Yonteme ait saglamlik verileri (Analiz edilen: 3.0 ug/mL KET, n = 3)

KETOPROFEN

Bulunan (pg/mL) BSS (%) thesap

Optimum Kosullar 3.01 £0.02 0.96 -
Tampon Derisimi 36 mM 3.00+0.01 0.37 0.42
Tampon Derisimi 44 mM 3.01 £0.01 0.33 0.02
Tampon pH'15.8 2.99 £0.01 0.38 0.58
Tampon pH'1 6.2 3.02+0.00 0.12 -0.71
Akis Hiz1 0.9 mL/dk 3.01 £0.01 0.68 -0.05
Akis Hiz1 1.1 mL/dk 3.00 £0.02 1.13 0.21
Dalga Boyu 256 nm 3.00 £0.01 0.35 0.31
Dalga Boyu 260 nm 3.00 £0.02 0.88 0.13

BSS: % Bagil Standart Sapma, Sonuglar tek tek normal sartlarda bulunan sonu¢larla t-testi
kullamilarak karsiastirdmistir: t wplo = 2.78 > 1 pesap (p > 0.05) (Bkz. Ek 4)

Tutarliliginin degerlendirilmesi kapsaminda ise Tablo 4.14’te gosterilen ayri

iki analizcinin bulgular istatistiksel agidan kiyaslanmistir.
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Tablo 4.14. Gelistirilen HPLC y6ntemine ait tutarlilik bulgular1 (Analiz edilen: 3.0
pg/mL KET, n = 6)

1. Analizci 2. Analizci
Etken Madde Bulunan . Bulunan :
Miktar Miktar szzfslr;l Miktar Izﬁ)zfslrlln
(ng/mL) (1g/mL) (ng/mL)
2.97 98.97 2.99 99.81
2.99 99.57 2.94 97.92
30 3.00 99.99 2.98 99.33
' 2.98 99.45 2.99 99.77
2.99 99.76 2.97 99.07
2.99 99.56 2.93 97.66
Xort 2.99 +0.00 99.55+0.14 2.97 £0.01 98.93 +£0.38
SS 0.01 0.34 0.03 0.93
BSS (%) 0.34 0.34 0.94 0.94
GA 2.98-3.00 99.19-99.91 2.94-3.00 97.95-99.90
Iki analizcinin bulgularina gére Wilcoxon eslestirilmis iki drnek testi sonuglari: thesap
=5> ttablo = 2, p > 0.05

X: Ortalamazxstandart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma (Bkz. EK 2); ty: Hesaplanan t
degeri, tr: n = 6 serbestlik derecesindeki teorik t degeri, p: Hesaplanan yanilma diizeyi (Bkz. Ek 5)

4.2.10. Spike Edilen Numunenin Analizi

Birbirinden bagimsiz 3.0 pg/mL KET igeren alt1 plazma ¢ozeltisinin analiz

sonuclarina gore bulunan geri kazanim degerleri Tablo 4.15’te gosterilmistir.

Tablo 4.15. Spike edilen KET analizine ait geri kazanim degerleri (n = 6)

Analiz Edilen Etken Madde Bulunan Miktar

% Geri Kazanim

Miktari (ng/mL)
2.98 99.35
2.99 99.52
2.98 99.29
2.99 99.66
30 gL 200 09,5
Xort: 2.99 +0.003 Xort: 99.56 £ 0.103
SS:0.01 SS:0.25
BSS: %0.25 BSS: %0.25
GA: 2.98-2.99 GA: 99.29-99.82

)?_.' Ortalama + Standart hata, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GA: Giiven araligi
(Istatistiksel hesaplamalar icin Bkz. Ek 2).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda oncelikle, KET’in asetonitril ile protein ¢oktiirmesi
ardindan ultrasantrifiij yonteminin uygulanmasiyla, numune hazirlama basamagi
tamamlanmistir. Hazirlanan numuneler, gelistirilip valide edilen HPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Numune hazirlama basamaginda kullanilan asetonitril ile plazma
proteinlerine baglanmis olan ilag etken maddesinin baglar1 koparilarak serbest ilag
molekiillerinin a¢iga c¢ikmast saglanirken, ultrafiltrasyon teknigi ile plazma
proteinlerinin ortamdan uzaklastirilarak matriks etkisinin giderilmesi amaglanmustir.
Uygulanan numune hazirlama tekniginin verimi, suya ve plazmaya eklenen KET
standart ¢ozeltisinin geri kazanim sonuglarindan da goriilecegi iizere (Tablo 4.11),
cok yiiksek verimle gerceklesmistir. Matriksin s6z konusu olmadigi suya spike edilen
ila¢ etken maddesinin ve plazmaya spike edilen ila¢ etken maddesinin geri kazanim
degerlerinin ¢ok yakin bulunmasi numune hazirlama basamaginin ne kadar basarili
oldugunu gostermektedir. Ayrica gerceklestirilen biyoanalitik analiz ile elde edilen
dogruluk ve kesinlik ¢alismalarina ait diisiik BH ve BSS degerleri ile yiiksek geri
kazanim degerleri; uygulanan numune hazirlama teknigiyle biyoanalitik 6rnek i¢in
neredeyse farmasdtik ornek analizi kalitesinde sonuglarin elde edilmesine neden
olmustur.

Kaynaklarda protein ¢oktiirme ile yapilan analizler de yer almaktadir.
Ultrafiltrasyon tekniginin numune hazirlama basamagina katkis1 bu calismanin,
yapilmis olan baska bir c¢alismayla (39) karsilagtirma tablosu Tablo 5.1 olarak

verilmistir.
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Tablo 5.1. Yapilan ¢alismanin baska bir ¢alismayla (39) karsilastirilmasi

Gelistirilen Yontem

Diger Yontem (39)

Ayirma Yontemi

Protein ¢oktiirme +
Ultrafiltrasyon

Protein ¢oktiirme

Hareketli Faz

Asetonitril:40 mM

Bilesimi Didsodyum hidrojen fosfat Metanol:Su
Hareketli Faz
Orani 30:70 70:30
Tampon Cozelti
pH"1 6.0 3.3
Akis Hiza
(mL/dKk) 1.0 1.0

ACE C18 (250 mm x 4.6 Discovery HS C18 (250 mm x
Kolon mm i.¢., 5 um) 4.6 mmi.c., 5 um)
UV (nm) 258 260
Geri Kazamim % | 100.07-100.31 99.0
tr (dk) 5.75 9.4
Dogrusalhk
Aralig: (ug/mL) 1.0-25 0.24-125
r 0.9999 0.9999
LOQ (pg/mL) 1.00 0.24
LOD (pg/mL) 0.33 0.12
% BH giin ici 0.30-1.90 0.30
% BH giinler
arasi 0.01-1.60 0.70
% BSS Giin igi 0.30-1.06 0.98-0.99
% BSS Giinler
arasi 0.16-1.23 0.98-0.99

Sadece protein ¢Oktlirme

yontemi

ile yapilan analiz sonuglariin

gelistirdigimiz numune ultrafiltrasyon ve protein ¢oktiirme kombine yontemi ile elde

edilen numunelerin analiz sonuglar1 karsilastirildiginda giin i¢i ve gilinler arasi

caligmalarda daha diisik BH ve BSS degerleri ile daha yiiksek geri kazanim

sonuclar elde edildigi goriilmektedir.

KET’in insan plazmasindaki c¢esitli uygulama yollarima ait Cmax degerleri

Tablo 5.2°de verilmistir. Her ne kadar topikal uygulama ile elde edilen maksimum

plazma diizeyi diger formlara gore g¢ok diisiik olsa da, gelistirilen yontem ile

dogrusallik araligi oral, ampul ve tablet formlarinin analiz edilmesinde ve terapotik

diizeylerinin izlenmesinde uygulanabilecek diizeydedir. Bu tezde analiz edilen
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sentetik plazma numuneleri i¢in belirlenen 3 pg/mL derisim diizeyi KET’in farkli

formlarin1 da kapsayacak sekilde se¢ilmistir.

Tablo 5.2. KET’in insan plazmasinda topikal, oral, ampul ve tablet formlarda Cmax

degerleri (51,52)
Uygulama Yolu Cmax (pg/mL)
Topikal 0.1-0.2
Oral 4.0-6.0
Ampul 20.0-30.0
Tablet 3.0-9.0

Numune hazirlama basamagmin ardindan, gelistirilip valide edilen HPLC
yontemi ile hazirlanan spike numuneleri analiz edilmistir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda amag, ila¢ sektdriinde genis bir kullanima sahip olan NSAID ilag¢ olan
KET’in, ultrafiltrasyon ile ayrilmasinin ardindan basit, giivenilir ve valide edilmis bir
HPLC yontemi gelistirmektir. HPLC analiz yontemleri kisa zamanda dogru sonuglar
verdiginden ve uygulamasi kolay oldugundan kalite kontrol laboratuvarlarinda
siklikla kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, ultrafiltrasyon teknigi ile yiiksek verimlilikte, yiiksek saflikta
ve hizli bir sekilde plazma numuneleri hazirlandiktan sonra optimize edilip, FDA

(49) standartlarina gore valide edilen HPLC yontemi ile analiz edilmistir.
5.1. HPLC Yontemi

HPLC, bir¢ok farkli numunenin belirlenmesi ve miktarlarmin tespit edilmesi
amaciyla, numunelerin sabit bir fazdan hareketli bir fazla gegirilerek ayrilmasini
temel alan, yliksek hassasiyet ve ayrim saglayan; farmasotik, gida, ¢evre ve kimya
endiistrisinde siklikla kullanilan bir yontemdir.

Analiz i¢in Drogsan Ilaglar1 Sanayi ve Ticaret A. S.’den temin edilen KET
etken maddesi kullanilmis, saflig1 fdireticiler tarafindan iletilen sertifika ile
dogrulanmistir (Bkz. EK 1).

KET analizleri, UV spektrumunda kaydedilen KET’in en yiiksek absorpsiyon
yaptig1 (Sekil 4.1) dalga boyu olan 258 nm’de gergeklestirlmistir.

Cihazdaki belirsizlikleri onlemek ve bu belirsizliklerin sonuclara etkisini

minimize etmek i¢in kullanilan i¢ standart kalibrasyon teknigine, bir biyoanalitik
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yontemle analize gore ¢ok diisik BSS ve BH degerleri kaydedildiginden dolay1
bagvurulmamistir. Pik normalizasyonu gerekmeksizin dogrudan kalibrasyon teknigi

ile analizler yapilmustir.
5.1.1. Sabit Faz

Kolonun uzunlugu 150 mm’den 250 mm’ye arttikca, KET in kolon icinde
gecirdigi zaman artmis, uzun kolonlarda daha fazla teorik tabaka oldugundan N
degerleri yiiksek ¢ikmistir. Analiz yontemi gelistirme ¢alismalarinda, sabit faz olarak
C1g yapida ve 250 mm uzunlugunda, hidrofobik bir 6zellik gosteren ACE Cig (250
mm x 4.6 mm i.¢., 5 um) ve hareketli faz olarak da daha polar bir 6zellik gésteren
asetonitril ve tampon ¢o6zelti karisimimin kullanimiyla ters faz sivi kromatografisi
gelistirilmistir.

Ciws kolon yapist hidrofobik oldugundan apolar bir sabit faz olarak
kullanilirken, hareketli fazdaki sulu bilesene ilave edilen asetonitril ile hareketli fazin
polaritesini azaltarak etken maddenin kolonda belirli bir siire tutunduktan sonra
dedektore ulagsmasi saglanmistir. Boylece, incelenen kolonlar arasinda uygun tr elde
edilen kolon segilerek calismanin devaminda kullanilmasina karar verilmistir. Ters
faz sivi kromatografisinde organik ¢oziiciiniin cinsi ve derisimi maddenin alikonma
zamanina etki eden temel bir parametredir. a ve k’niin en yiiksek oldugu, en iyi pik
sekillerinin elde edildigi ve en kisa analit siiresine sahip kromatografik sartlar géz

ontinde bulundurularak HPLC yontemi gelistirilmistir.
5.1.2. Organik Coziicii Etkisi

Asetonitrilin hareketli fazdaki derisiminin %25°ten %35’e degisimi sirasinda
KET maddesinin tr ve k’ azalmis, %35 asetonitril oraninda, k’niin kabul sinirlart
disina ciktigi gorilmistiir (iyi bir sistem uygunlugu optimizasyonu i¢in k> > 2
olmalr). %35 asetonitril oraninda, KET’in N’nin azalmis oldugu ancak kabul edilen
aralikta yer aldig tespit edilmistir (N > 2000). PAO’nin, hareketli faza %25 ve %30
oranlarinda asetonitril eklendiginde 1.5’tan kiigiik oldugu goriilmiistiir (PAO < 1.5).
%30 derisimde asetonitril iceren hareketli fazin k” degeri 2’nin iistiinde oldugu igin,
bu orandaki hareketli faz KET’in kromatografik ayrim Kriterlerini saglamaktadir
(Tablo 4.1).
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5.1.3. Tampon Derisimi ve pH Etkisi

Hareketli fazdaki tampon pH’1 bazi etkilesimler sebebiyle analitin
kromatografik matrisini etkiledigi i¢in, pH’taki degisimler tr’yi degistirir, bundan
dolayr pH degisimi onemli bir faktordiir. Analit molekiilleri pH degisiminden
etkilenip hemen iyonize olabilir. Calismada tampon ¢ozeltinin pH’ 11 ayarlamak igin
kullanilan H3POas miktar: arttikga, HsPOs molekiilii daha fazla H iyonunu serbest
birakip iyonlasacagi ig¢in tampon ¢ozeltinin pH’1 diiser ve analitin iyonizasyonu artar.
Analiz esnasinda tampon pH’s1t 5.8, 6.0 ve 6.2 scklinde degistirilmis ve cihaz
optimizasyonu igin sonuglar incelenmistir, pH 5.8 degerinde H* iyonu daha fazla
arttigindan, KET molekiilii kromatografik matrise daha az baglanmis ve tr’nin de
azaldig1 goriilmiistiir. pH degerleri arttikga tr’ler artmis, dolayisiyla k’ artmis ancak
pH 6.0 ve 6.2 iken kabul sinirlari i¢inde kalmistir. PAO’lar pH ile artmis ancak pH
6.2’de kabul sinir1 digina ¢ikmis, pH 6.0°da ise en diizglin oran1 verdigi i¢in tampon
¢ozelti pH’1 6.0 olarak secilmistir (Tablo 4.2).

Tampon c¢ozeltinin hareketli fazdaki derisiminin artmasiyla k> nin arttig
ancak 40 mM ve 44 mM derisimlerde kabul sinirinda oldugu; PAO’nun arttig1 ancak
40 mM derisimlerde kabul kriterlerini sagladigr goriilmistir. N degerleri ise
azalmistir; ancak kabul sinirlart igindedir. PAO’nun ve k’ nin kabul sinirlart iginde

oldugu 40 mM tampon derisimi olarak se¢ilmistir (Tablo 4.3).
5.1.4. Akis Hiz1 Etkisi

Akis hizinin kromatografik faktorler iizerindeki roliinli arastirmak amaciyla
denenen akis hizlar1 0.8, 1.0 ve 1.2 mL/dk’dir. Akis hiz1 artirildikga tr’nin ve k’ nin
azaldigi, hatta 1.2 mL/dk oldugunda k’ nin smir disina ¢iktigr gézlenmistir. N’ler
akis hiz1 artisiyla azalmig, PAO’nun da artmakta oldugu goriilmiistiir, ancak PAO 1.2
mL/dk akis hizinda kabul kriterleri disindadir. Dolayisiyla 1.0 mL/dk akis hiz1 tercih
edilmistir (Tablo 4.4).

5.1.5. Enjeksiyon Hacmi Etkisi

Madde derisimi sabitken sistemdeki kiitle miktarin1 enjeksiyon hacmi belirler.

Enjeksiyon hacmindeki artig, kiitle miktarinda artisa dolayisiyla kolondan gegen
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madde miktarinda yiiklenmeye sebep olur, buna bagli olarak, kromatografide
kuyruklanma olmasi beklenir. Bu ¢alismada enjeksiyon hacminin artmasiyla tr’lerde
bir degisim olmadigi ve dolayisiyla k’ larin degismedigi goriliirken, enjeksiyon
hacmi 10 pL ve tizerine ¢iktiginda PAO’da artma, N’de ise azalma oldugu tespit
edilmistir. Ancak, 10 pL enjeksiyon hacminde PAO kabul sinirlari iginde olmasina
ragmen, diizgiin varsayilan pikler i¢in belirtilen 0.9 — 1.2 araliginda degildir. Buna ek
olarak, enjeksiyon hacmi artisiyla ortaya ¢ikan N’deki azalmanin PAQO’ya belirgin
bi¢imde yansimadigi da gorilmiistiir. Dolayisiyla, en iyi PAO’nun ve N’nin elde
edildigi 20 puL ve 30 pL enjeksiyon hacimlerinden minimum olaninin segilmesi

uygun bulunmustur (Tablo 4.5).
5.1.6. HPLC Yonteminin Validasyonu

Caligilan HPLC yonteminde sistem uygunluk testi i¢in gerekli parametreler
incelenmistir (k> > 2, N > 2000, BSS < %1, PAO < 1.5). Test i¢in ayn1 standart
¢ozeltinin 6 tekrarli enjeksiyon sonuglart kullanilmis ve bu sonuglarin kabul
edilebilir sinirlar i¢inde oldugu gorilmistiir (Tablo 4.6). Ardindan FDA Biyoanalitik
Yontem Validasyonu kilavuzuna gore kararhilik, secicilik, dogrusallik ve aralik,
dogruluk, kesinlik, duyarlilik, tekrarlanabilirlik, duyarlilik, geri kazanim, saglamlik
ve tutarlilik faktorleri arastirilmistir.

Yontemi valide etmeden Once kararlilik parametresine bakilmis, standart
¢ozeltinin kararliligi belirlenmis ve sonuglar dogrultusunda ¢6zeltinin hangi ortamda

ne kadar siire muhafaza edilmesi gerektigi tespit edilmistir.
Kararhhk

Tiim ¢aligmalar boyunca her giin ¢alisma standart ¢ozeltileri hazirlanmistir.
KET stok ¢ozeltisinin aydinlik ortamda, karanlik ortamda ve buzdolabinda sirasiyla 8
saat, 24 saat ve 48 saatlik kisa donem ve yine buzdolabinda 2 aylik uzun dénem
kararlilik ¢alismalar1 yapilmis ve bunun sonucunda KET maddesinin analiz
sonuglarindaki degisimler incelenmistir (Tablo 4.7). Yapilan deneylerin sonuglarina
gore yiizde kalan miktarlar hesaplanmis, KET stok ¢6zeltisinin + 4 °C buzdolabinda
kararli oldugu saptanmistir. Dolayisiyla standart c¢ozelti hazirlandiktan sonra

buzdolabinda 2 ay boyunca saklanabilmis ve yeni standart ¢ozelti 2 ay sonunda
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hazirlanmistir. Bunun yaninda, her giin giinliik olarak hazirlanan ¢alisma ¢ozeltileri
de 2 ay boyunca analiz i¢in kullanilabilmis, her deney oncesinde stok ¢ozeltiden

seyreltilerek hazirlanmistir.
Secicilik (Ozgiinliik)

Secicilik, KET’in analizi yapilirken ortamdaki diger maddelerin varligina
ragmen analiz edilebilme yetenegidir. KET standart ¢ozeltisi, ayn1 derisimde plazma
numunesi, ilagsiz plazma, hareketli faz numunelerine ait kromatogramlar
karsilastirilmis, analit pikinin hareketli fazin piklerinden veya plazmadaki herhangi
bir matriks bileseninden etkilenmedigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13,

Sekil 4.14, Sekil 4.15).
Dogrusallik

Geligtirilen yontemde KET’in pik alanlart derisime karsi grafige
gegirildiginde bulunan kalibrasyon egrilerinin dogrusal oldugu derisim araliginin 1.0
— 25.0 ug/mL oldugu, th = 261.40, tt = 2.78 olarak bulundugu ve t4 > tr oldugu i¢in
korelasyon katsayilarinin 6neminin belirgin oldugu istatistiksel hesaplamalarla
saptanmugtir (Sekil 4.16, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9, p < 0.05). Ayrica, Fn = 74429.50,
Fr = 7.71 olarak bulundugu ve Fy > Fr oldugu i¢in (p < 0.05) derisim ile dedektor
cevabi arasindaki iliski dogrusaldir. Bunlara ek olarak, egrilerin tanimlayicilik
katsayilarinin ise 1.0000 degerine ¢ok yakin olan 0.9999 seklinde tespit edilmesi,

olusturulan kalibrasyon egrilerinin dogrusalligini kanitlamaktadir (Tablo 4.8).
Dogruluk ve Kesinlik

Giin i¢i ve giinler arast dogruluk arastirmalart i¢in KET numuneleri 1.0, 5.0
ve 15.0 pg/mL seklinde 3 ayr1 konsantrasyonda 6’sar tekrarli analizlerle ¢aligilmistir.
Buna gore metodun giin i¢i analiz sonuglarindan ulasilan % BH verileri, 0.30 — 1.90
arasinda degismektedir. Giinler arast analiz sonuglarindan bulunan verilere
dayanarak % BH degerleri 0.01 — 1.60 arasinda saptanmistir (Tablo 4.10). Burada en
yiiksek % BH degerinin 2’yi gegmemesi (45, 46) sart1 dikkate alindiginda 6nerilen

yontemin dogru oldugu belirlenmistir.



70

Yontemin kesinlik arastirmasi i¢in ise giin i¢i ve giinler arasi kesinlik
deneylerine ek olarak cihazin ve yontemin tekrarlanabilirlik arastirmalari igin
deneyler yapilmistir. Kesinlik sonuglarin tekrarlanabilirliginin bir géstergesidir ve %
BSS ile ifade edilir. Giin i¢i ve gilinler arasi arastirmalarda denenen 3 ayri
konsantrasyon diizeyinde 6’sar ¢ozelti analizlenmis ve bulgularin % BSS degerleri
saptanmistir. Giin i¢i analizlerden ulasilan % BSS verileri 0.30 ile 1.06 araliginda
iken, giinler arasinda bu 0.16 ile 1.23 araliginda bulunmustur (Tablo 4.10). % BSS
degerinin 2’yi gegmemesi (45, 46) sart1 dikkate alinarak, yontemin kesin oldugu

kanitlanmistir.
Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik arastirmasinda, 3.0 pug/mL’lik 10 aynn KET ¢ozeltisi
analizlenmistir (Tablo 4.12). Saptanan % BSS degeri 0.82 olup, %2’den az
bulunmasi (46) sonuglarin tekrarlanabilirliginin iyi oldugunun bir kanitidir.

Cihazin tekrarlanabilirlik calismasi, 3.0 pg/mL’lik KET c¢ozeltisinin ayni
giinde ayni vialden 10 kez enjeksiyonu sonucunda gergeklestirilmistir. KET’in pik
alan1 i¢in % BSS degerinin 0.55 olarak bulunmasi %1’den (47) kii¢iik oldugunu

kanitlayarak, cihazin tekrarlanabilirliginin iyi oldugunu gostermektedir.
Duyarhhk

Kalibrasyon egrisinin egim ve kestirimi kullanilarak hesaplanan LOD degeri
0.33 pg/mL, LOQ degeri ise 1.00 pg/mL olarak bulunmustur. Kalibrasyon egrisi de
LOQ degerinden baslayacak sekilde olusturulmustur. Bulgulara gore gelistirilen
yontem plazmadan KET analizi i¢in yeterli duyarhiliktadir (45, 47).

Geri Kazanim

Geri kazanim plazmada hazirlanan KET ¢ozeltilerinin analizleri sonucunda,
bagil ve mutlak yiizde geri kazanim olarak ifade edilmistir. Geri kazanim arastirmasi
kapsaminda 3 tane derisimde hazirlanan 6 ayri ¢ozelti analizlenmistir. KET in en
diisiik bagil geri kazanim yiizdesi, 0.30 % BSS ile 100.19 + 0.123 seklinde
bulunmustur. En diisiik mutlak geri kazanim yiizdesi ise, 1.17 % BSS ile 99.98 +
1.07 seklinde hesaplanmistir (Tablo 4.11).
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Saglamlik ve Tutarhhk

Yontemin saglamlik calismasi kapsaminda hareketli fazdaki tampon
¢ozeltinin derisimi, tampon ¢6zeltinin pH’1, hareketli fazin debisi ve c¢alisilan dalga
boyu gibi bazi parametrelerde ger¢eklestirilen degisikliklerin KET’in kantitatif
tayinine etkisi arastirilip degerlendirilmistir. Istatistiksel inceleme neticesinde thessp <
tranlo = 2.78 (p > 0.05) olarak saptanmis ayrica bu degisimlerin elde edilen sonuglari
etkilemedigi goriilmistiir (Tablo 4.13).

Yontemin tutarlilik ¢alismasi kapsaminda ise farkli iki analizcinin hazirladigi
6’sar ayr ¢ozeltinin analiz bulgularinin istatistiksel agidan kiyaslamasi yapilmus,
thesap > trablo (P > 0.05) seklinde bulunmustur (Tablo 4.14). Buna gore, iki analistin
buldugu deneysel sonuglar arasinda 6nemsiz bir fark oldugu tespit edilmistir.

Calismada, HPLC analizi ve FDA kriterlerine uygun olarak gergeklestirilen
kapsamli validasyon, KET’in analiz sonuglarinin dogrulugunu, hassasiyetini,
seciciligini, LOQ ve LOD degerlerini ve yontem dayanikliligini basariyla teyit
etmistir. Bu bulgular, gelistirilen yontemin giivenilir oldugunu ve arastirma amagh

uygulamalarda giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ilag endiistrisi ve birgok endiistride numunelerin belirlenebilmeleri, ayni
zamanda yeni analiz metodlarinin olusturulabilmesi, analitik kimyanin arastirma
alanmna girmektedir. Ultrafiltrasyon teknigi ise bir¢cok endiistriyel alanda ¢ozeltilerin
saflastirilmasinda bir ayirma islemi olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. HPLC
analizleri Oncesinde numune hazirlama islemini daha kisa tutabilmek ve zaman
kazanabilmek adina arastirmacilara kullanmasi Onerilen ultrafiltrasyon tekniginin,
bircok endiistriyel alanda iiretim verimliligini artirdig1 goriilmiistiir.

Bu tez ¢aligsmasinda, bir NSAID olan KET’in ultrafiltrasyon teknigi ile insan
plazmasindan ayrimi yapilmis, ardindan HPLC’de analizi i¢in yontem gelistirilmis
ve FDA Biyoanalitik Yontem Validasyon kilavuzuna gore valide edilmistir. Bu
yonteme gore tiim analizler ACE Cig (250 x 4.6 mm i.¢., 5 pum) kolon ile yapilmistir.
Iyi bir kromatografik ayirma icin hareketli faz olarak 40 mM derisiminde fosfat
tamponu ¢ozeltisi (pH 6.0) ve asetonitril 70:30 h/h oraninda karistirilmis, akis hizi
ise 1.0 mL/dk seklinde saptanmustir. UV dedektor ile 258 nm’de ¢alisilmistir. FDA
Biyoanalitik Yontem Validasyon kilavuzuna gore yontem segicilik, kararlilik,
dogrusallik ve aralik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik, tutarlilik, saglamlik,
tekrarlanabilirlik ve geri kazanim parametrelerine gore valide edilmis, yontemin
giivenilirligi kanitlanmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan ultrafiltrasyon teknigi arastirmacilara, kan
plazmas1 gibi bircok biyolojik materyallerden tek adimli, kolay uygulanabilir, basit

ve yenilik¢i bir numune hazirlama se¢enegi sunmaktadir.
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EK 2. Istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma (BSS) == x 100

SS: Standart sapma

X: Aritmetik ortalama

% Bagil Hata Hesaplanmasi

|Olmasi gereken miktar—Bulunan miktar| y

100

% Bagil Hata (% BH) =

Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart Hata (SH) = j—;

SS: Standart sapma

n: Olgiim sayisi

% Geri Kazanim Hesaplanmasi

. Bulunan miktar
% Geri Kazanim = : x 100
Olmasi gereken miktar

Evren Ortalamasi Giiven Araliginin Hesaplanmasi

p=X +(SH xt) veya X—SH< p< X+SH
u: Evren ortalamasi

X: Orneklem ortalamasi

SH: Standart hata

t: Secilen yanilma diizeyi a ile n — 1 serbestlik derecesindeki t tablosundaki deger
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EK 3. Korelasyon Katsayisi ve Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

Bulunan korelasyon katsayisinin 6nemli bir katsayr m1 yoksa tesadiife bagli bir

katsay1r m1 oldugu test edilmistir.

Testin yapimindaki islemler:

1.
2.

Ho: Korelasyon katsayisi tesadiife bagli bir degerdir (r = 0).

Test istatistiginin hesaplanmast:

r
thesap = S,
r

—r2
Sr= /lrlTrz (Korelasyon katsayisinin standart hatasi)

Yanilma olasilig1 olarak o = 0.05 se¢ilmistir.

Serbestlik derecesi =n— 2

a = 0.05 diizeyinde ve 4. maddede bulunan serbestlik derecesinde tablo t
degerine bakilir.

Karsilastirma: Eger thesap > tranio iSe Ho hipotezi reddedilir, thessp < teabio iS€
kabul edilir.

Karar: Korelasyon katsayist onemli bir degerdir, tesadiifen bulunmus bir
deger degildir (p < 0.05) veya korelasyon katsayist 6nemli bir deger degildir,
tesadiifen bulunmus bir degerdir (p > 0.05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

1.

Kareler toplam1 bulunur:

a. Regresyon Kareler Toplami (RKT):

vy - EXANT

RKT = 5
2 XZ _ (Zri()

b. Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

YOAKT = Zyz _ Gy

n
c. Regresyondan Ayrilis Kareler Toplam1 — RAKT = YOAKT — RKT
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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 —
RSD
Kareler Ortalamalar1 Bulunur:
a. Regresyon Kareler Ortalamasi = RKT / RSD
b. Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamast — RAKO = RAKT / RASD
Ho = Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iligki dogrusal degildir.
Yanilma olasilig1 a = 0.05 olarak se¢ilmistir.
F =RKO/RAKO
p = 0.05 diizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo F
degerleri bulunur.
Karsilastirma: Eger Fhesap > Ftabio iSe Ho hipotezi reddedilir, Fhesap < Ftavlo iS€
kabul edilir.
Karar: Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iliski dogrusaldir (Fhesap, p <

0.05) veya dogrusal degildir (Fhesap, p > 0.05).

Kesisimin Sifirdan Ayrilisinin Onem Kontrolii

N oo g &~ W

2_ 2 _2m_1y11/2
Sy = LGN o A 0o
n-1 n-2

Sua = (Sy)? [(ﬁ) - (E%_))]

Ho = Kesisim degeri (a), sifira esittir.

Yanilma olasilig1 p = 0.05 secilmistir.

th =a/ She

a = 0.05 diizeyinde tr degeri bulunur.

Kargilagtirma: Eger thesap > tranio iSe Ho hipotezi reddedilir, thesap < tiablo iS€
kabul edilir.

Karar: Kesisim degeri sifira esittir (tn+ = Hesapla bulunan, p > 0.05) veya
kesisim degeri sifirdan farklhidir (tv = Hesapla bulunan, p < 0.05).
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EK 4. t — Testi

Iki ortalama arasinda fark olup olmadigin1 test eder.

2 _ [i=Dsi*+mz-1)s;?]

S (n1+ n, —2)
X;—-X
t = ( 11 21)
s f—+ =
nq np
Ni: 1. yontemin 6l¢iim sayisi Nz: 2. yontemin Olglim sayisi
S1: 1. yontemin standart sapmasi s2: 2. yontemin standart sapmasi
X,: 1. ydntemin ortalamasi X,: 2. yontemin ortalamasi

Serbestlik derecesi=n1 +ny—2

1. Ho = Iki ortalama arasinda fark yoktur.
2. o = 0.05 yanilma diizeyinde ve n1 + nz — 2 serbestlik derecesindeki ttavio
degerine bakilir.
3. Karsilastirma: Eger thesap > ttablo iSe Ho hipotezi reddedilir, thesap < ttavlo iS€
kabul edilir.
4. Karar:
a. Ortalamalar arasinda fark yoktur (thesap, p > 0.05).
b. Ortalamalar arasinda fark vardir (thesap, p < 0.05).
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EK 5. Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi

Ayni Orneklerin degisik iki durumdaki Ol¢iim sonuglart arasinda fark olup
olmadiginin belirlenmesinde n < 25 ise uygulanan onemlilik testidir.
Ho = Iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur.

0=0,05 yanilma diizeyi se¢ilmistir.

Test istatistidinin hesaplanmasi:

Iki yontemden elde edilen sonuglar iki siitun seklinde yanyana yazilir. Sagda yeni bir
slituna satirlar arasindaki farklar +/- isaretleriyle birlikte yazilir. Daha sonra bulunan
farklar kiiciikten biiyiige dogru siralanip ve herbirinin karsisina sira numarasi yazilir.
Sira numaralarinin 6niine farklardaki +/- isaretleri yazilir. + ve - isaretli sira numarasi
gruplar1 arasinda isareti sayica fazla olan grup toplanir. Elde edilen deger, hesapla
bulunan t degeridir (thesap)-
Olgiim sayis1 (n) serbestlik derecesindeki tablo t degerine bakalir.
Karar: @) thesap > tranlo ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark yoktur (thesap
= Hesaplanan t degeri, p < 0.05).

D) thesap < tiabio ise iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda fark vardir (thesap

= Hesaplanan t degeri, p > 0.05).
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EK 6. Orjinallik Ekran Ciktis1

ULTRAFILTRASYON TEKNIiGI KULLANILARAK KETOPROFEN'IN
INSAN PLAZMASINDAN YUKSEK PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFIST iLE TAYINI ICIN ANALITIK YONTEM
GELISTIRILMESI VE VALIDASYONU
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