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IV

OZET
FARMASOTIK PREPARATLARDA VE PLAZMADA
ETODOLAK MIKTAR ANALIZI

Non-steroid antiinflamatuar olan etodolak’in hem farmasotik preparatlarda hem
de plazmada miktar analizi i¢in UV Goriintir Bélge Spektrofotometrisi, Birinci Tiirev
Spektrofotometrisi, Ikinci Tiirev Spektrofotometrisi yontemleri gelistirilip gegerlilik
testleri yapildi.

UV Goriintir Bolge Spektrofotometrisi yonteminde etodolak 277 nm dalga
boyunda absorbans gostermektedir. In-Vitro ¢alismada giin-i¢i giinler-aras1 degerleri,
bagil standart sapmas1 (RSD) ve geri kazanim degerleri 6l¢tildii.

Birinci Tiirev Spektrofotometri yonteminde, 285 nm’de minumum, 293 nm’de
maksimum pik degerleri elde edildi. Bu g¢alisma iki pikin absorbans verdigi dalga
boylarinda gergeklestirildi. In-Vitro c¢alismada giin-igi giinler-aras1 degerleri, bagil
standart sapmas1 (RSD) ve geri kazanim degerleri 6l¢iildii.

Ikinci Tiirev Spektrofotometri yonteminde, 287 nm’de minumum, 300 nm’de
maksimum iki pik degerleri elde edildi. Bu ¢alisma iki pikin absorbans verdigi dalga
boylarinda gergeklestirildi. In-Vitro c¢aligmada giin-i¢i giinler-aras1 degerleri, bagil
standart sapmasi (RSD) ve geri kazanim degerleri 6l¢tildii.

Anahtar Kelimeler: Etodolak, U.V.-Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi, Plazma




SUMMARY
BIOANALYTICAL METHOD VALIDATION OF ETODOLAC

For the analysis of Etodolac of nonsteroidal anti-inflammatory in both
pharmaceutical preparations and in plasma, UV-Visible Spectrophotometer, First
Derivate Spectrophotometry, Second Derivate Spectrophotomery methods were
developed and varidated.

In UV-Visible Spectrophotometry methods, Etodolac showed absorbance in 277
nm wavelength. Relative standard deviation (RSD) of intra-day inter-day values and
values of recovery were determinated.

In the First Derivate Spectrophotometry method, two peaks were observed as
one minumum at 285 nm, and one maximum at 293 nm. The study was carried out on
the wavelenghts where the two peaks gave absorbance. Relative standard deviation
(RSD) of intra-day inter-day values and values of recovery were determinated.

In the Second Derivate Spectrophotometry method, two peaks were observed as
one minumum at 287 nm, and one maximum at 300 nm. The study was carried out on
the wavelenghts where the two peaks gave absorbannce. Relative standard deviation

(RSD) of intra-day inter-day values and values of recovery were determinated.

Key Words:Etodolac, U.V.-Visible Spectrophotometry, Plasma




1. GIRIS VE AMAC

Tarihin en eski ve iizerinde en fazla ¢alisilmis problemlerinden biri ilag
kullanarak agridan kurtulmaktir. Merkezi sinir sistemine etki eden ve agriy1 dindirmekte
kullamlan ilaglar genel olarak analjezikler diye isimlendirilir. Insanlar en eski
medeniyet ¢aglarindan beri agriy1 dindirmek i¢in bitkilerden elde ettikleri maddeleri
kullaniyorlards.’

Antiinflamatuar ilaglar enflamasyonu azaltarak alerji belirtilerini gidermek iizere
tasarlanmiglardir. Pek ¢ogu tiim mevsimsel alerji belirtilerini etkin bir bigimde tedavi
etmelerine ragmen bu ilaglarin en etkili yonii nazal tikaniklig1 gidermeleridir.

Analjezik veya daha basit bir ifadeyle agr: kesici, agr1 dindirmek ve analjeziye
(ac1 yitimine) yol agmak i¢in kullanilan her tiirlii ilaca verilen isim. Yunanca an-
(olmadan) ve -algia (agri) kelimelerinden tiiremistir. Analjezik ilaglar periferik ve
merkezi sinir sistemine etki eder.

Baglica kullanim yerleri olarak; artritler, romatizmal ates, reiter sendromu,
iskelet-kas sistemi ile ilgili artrit dist durumlarda infeksiyon hastaliklarinda, ates
diistirilmesi i¢in, antitrombositik olarak c¢esitli agrili durumlardir. Etkisiz oldugu
durumlar ise, ila¢g atesi, malign hipertermi, néroleptik malign sendrom, giines
carpmasidir.

Antiinflamatuar; iltihapla savasan ilaglardir. Herhangi bir maddenin iltihap
azaltici Ozelligine verilebilecek isim. Analjeziklerin neredeyse yarisini olusturan
antiinflamatuarlar enflamasyon yani iltihaplanmay1 azaltarak agriy1 azaltirlar. Iltihap;
fiziksel, kimyasal ya da biyolojik herhangi bir saldiriya karsi dokularin gosterdigi 6zgiil
tepkidir. Bu durum, kullanilmakta olan antiinflamatuar maddelerinin sayica ¢oklugunu

cesitliligini acikladigi gibi, bunlarin etki tarzlar1 arasindaki farkliliklar1 da agiklar.




Kortizonlu antiinflamatuarlar 6nce damar tonusunu artirirlar, sonra ldkosit
istilasim1 yavaslatir ve ozellikle fibroblast ve graniilasyon dokusunun olusumunu
engellerler. Salisilatli olanlar iltihabin baslangi¢ devresinde etkilidirler. Odem iistiindeki
etkilerine bir de agr1 kesici etkileri eklenir.

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar, kisaca NSAliler, analjezik, antipiretik ve
antiinflamatuar etkili ilaglardir. Agr, ates ve enflamasyonu azaltirlar. "Non-steroidal"
terimi bu ilaglar1 benzer etkileri olan (¢cok daha genis etki alanlar1 vardir) steroidlerden
ayirmak i¢in kullanilir. NSAli'ler narkotik degildirler. NSAli'ler bazen NSAIA (sondaki
A-Analjezik kisaltmasi) olarak da adlandirilirlar.

Bu ¢alismada; analjezik ve antiinflamatuar ilag grubundan olan etodolak etken
maddesinin insan plazmasi ve ticari preperatlardaki miktar analizi i¢in, UV-Goriiniir
Bolge Spektrofotometrik ve tlirev spektroskopi yontemi gelistirilerek gegerlilik

testlerinin yapilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Etodolak

IZ

Sekil 2.1: Etodolak’in kimyasal yapisi
Molekiil yapisi: C;7Hz;NOs, 1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropiran-|3,4-b]indol-1-asetik asit?

Etodolak indol tiirevi bir non-steroid antiinflamatuar ilagtir.

2.1.1. Farmakolojik Ozellikleri

Etodolak antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik 6zellikler gosterir. Etodolak
enflamasyonlu dokuda prostaglandin sentezini inhibe eder. Béylece agr1 reseptorlerinin,
enflamasyonun mediatorleri olan histamin, serotonin ve kininlere karsi duyarligini

azaltir, onler.’

2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Etodolak oral yoldan alindiginda iyi absorbe olur ve yaklasik bir saatte plazma
pik derisimine ulasir. Plazma pik derisimi 18,6 mcg/ml'dir. Ilag yiiksek oranda
proteinlere baglanir, serbest fraksiyon ise % 1,2 - % 4,7 arasinda degisir. Biyoyararlilig
68 mcg/ml/saat, ortalama yar1 6mrii 7 saat, dagilim hacmi 0,4 1t/kg, plazma klerensi 41

ml/saat/kg'dir. Etodolak’1n biyoyararlanimi gida ve antiasitlerle degismez." .




2.1.3. Etodolak’in Ila¢ Etkilesimleri

Etodolak yiiksek oranda proteinlere baglandigindan birlikte kullanimlari
sirasinda proteinlere yiliksek oranda baglanan diger ilaglarin (antikoagiilanlarin)
dozlarinda ayarlama yapmak gerekir.'

Etodolak’in glyburide(glibenclamide) ile birlikte kullaniminda belirgin bir
farmakokinetik ya da farmakodinamik etkilesme goriilmemistir.

Etodolak’in, diger NSAI ilaglar gibi, renal prostaglandinler iizerine olan etkileri
nedeniyle; siklosporin, digoksin, lityum ve metotreksat ile birlikte kullanimi, s6z
konusu ilaglarin eliminasyonunda degisiklige yol agabilir ve sonugta bu ilaglarin serum
diizeylerinde olusan yiikselmeler toksisite artisina neden olabilir. Siklosporin, digoksin,
lityum ve metotreksat ile birlikte etodolak ya da baska bir NSAI ila¢ kullanan hastalar
(6zellikle bobrek fonksiyonlari bozulmus olanlar), s6z konusu ilaglara bagli spesifik
toksisite gelismesi agisindan gozlenmelidir. Kardiyak, renal veya hepatik yetmezligi
olan, diiiretik kullanan hastalarda etodolak dikkatle kullanilmalidir.!

Etodolak asagidaki ilaglarla birlikte kullanildiginda aditif etkilesmeye neden
olur. Tiklopidinin trombositler {izerindeki antiagregan etkisini artirir. Birlikte kullanim
sirasinda kanama zamani takip edilmelidir. Diger non-steroidal antiinflamatuar ajanlarla
birlikte kullanildiginda iilser ve hemoraji riski artar. Etodolak’in fenitoin ile birlikte

kullaniminda belirgin bir farmakokinetik etkilesme gﬁrﬁlmemisﬁr.

2.1.4. Kullanim Sekli ve Dozu

Romatizmal hastaliklarda; genel olarak giinde 2 kez 400 mg dozunda, akut

enflamatuvar ve agrili olgularda ise; giinde 3 kez 400 mg dozunda kullanilir.




2.1.5. Ticari Takdim Sekli

e Etol fort (Nobel) tablet 400 mg
e Tadolak (Saba) tablet 200 mg
e Tadolak (Saba) tablet 200 mg

2.2. Etodolak Ile lgili Yapilan Calismalar

Yilmaz ve arkadaslari® karbon elektrot kullanmak suretiyle etodolak’in
oksidasyonunu farkli voltametrik tekniklerle incelemislerdir. Bu amagla etodolak’in
optimize sartlarinin belirlenmesi i¢in bazi parametreler esas alinarak ¢alisilmistir. Akim
ve potansiyel siddeti tlizerine pH, derisim ve kullanilan tamponun &zellikleri
tartisilmistir. Elde edilen sonuglara gére en uygun sartlarin Britton-Robinson tamponu
(pH=2,15) olmak iizere, lineer voltametri teknigine gére 2x10° — 8x10° M, puls
voltametri teknigine gore 6x10°- 8x10™ M derisim araliginda denemeler yapilmuistir.

Garcia ve arkadaslar® etodolak’in belirlenmesi igin 2,2’azinobis(3-etil
benzothiazine-6 siilfonik asit) (ABTS") radikalindeki 734 nm’de alinan absorbans
degerlerinde gozlenen degisime dayanan bir yontem onermislerdir. ABTS" etodolak
reaksiyonu i¢in uygun degerler 0,205 ml ABTS" ve 0,329 ml etodolak oldugu durumda
gbzlenmistir.

Ak ve arkadaslari® etodolak’in belirlenmesi igin kapiler bir elektroforetik
yontem gelistirmislerdir. Etodolak ve bir internal standart (IS), erismis bir silika kapileri
kullanilarak pH’s1 9,3 olan 10 mM borat varhiginda ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Ayirim 25
kV uygulanarak, absorbans 6l¢timleri ise 226 nm’de gergeklestirilmistir. Buna gore,
ortalama go¢ zamani etodolak ve IS igin sirasiyla 7,1 ve 8,3 dakika olarak 6l¢iilmiistiir.
Ayrica pik alanlari ve pik normalizasyon oranlari belirlenmistir. 1x107°-2x10* M

derisim araliginda ¢alisilmistir.



Davis ve arkadaslari’ etodolak’in atlar iizerinde farmakokinetigini
belirlemislerdir. Ug haftalik siire ile atlara 20 mg/kg oraninda etodolak verilmis ve daha
sonra alinan plazma 6rneklerinde etodolak miktar1 UV ve HPLC ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, etodolak’in plazma yar1 émrii (t;,) 2,67 saat, dagilim hacmi (V)
0,29 l/kg ve temizlenme islemi de 234,87 ml/saat.kg olarak belirlenmistir.

El Kousy® etodolak ve aceclofenak’in miktar analizinde spektrofotometrik ve
spektroflorometrik ~ yontemlerini uygulamiglardir. Ilk yontemde etodolak ve
p-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) siilfiirik asit ve demir kloriir varliginda reaksiyona
sokulmas: sonucunda renkli bir kompleks elde edilerek spektofotometride analizi
gergeklestirilmistir. Ikinci yontemde ise, etodolak’in etanol igerisinde 235 nm’de
uyarilma dalga boyuna karsilik 345 nm’deki floresans degerleri 6lgiilmistiir.

Strickman ve arkadaslan® ve Strickman ve Blaschke'® kapiler yiiksek
performans sivi  kromatografisi (kapiler HPLC), basing destekli kapiler
elektrokromatografi (pCEC) ve kapiler elektrokromatografisi (CEC) tekniklerini
kullanarak pik verimliligi ve ayirma giictinii kiyaslamiglardir. Bu amagla c¢alismada
etodolak (ET-1), 6-hidroksi etodolak (6-OH-ET), 7- hidroksi etodolak (7-OH-ET,3) ve
8-(1°-hidroksi etil etodolak (8-OH-ET, 4) &rnek olarak segilmistir. Uriin tespiti;
elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (ES-MS) ile CEC’in birlikte kombine
edilmesiyle yapilmistir. Bu sekilde ticari cihazlarda gozlenen baz1 teknik
dezavantajlarin elimine edildigi belirlenmistir.

Pablos ve arkadaslan'' yaptiklari ¢alismada farkli biyolojik aktivite ve
farmokokinetik profiline sahip etodolak enantiomerlerinin ayrimlarini, kapiler
elektroforezde iyi bir kiral segici olan 2-hidroksi probil- B-siklodextrin (HP- B- CD)

varhiginda incelemislerdir. Kapiler sicaklik ve ayirim voltaji gibi enstriimental



parametreler ile birlikte, CD’nin derigimi ile tampon derisimlerinin enantiomerler
tizerine etkisi ¢alisilmistir. Etodolak enantiomerlerinin en yiiksek kararliligi 360 nm’de,
referans dalga boyu olmak tizere 225 nm’de 6lgiilerek 2,5 olarak belirlenmistir. Bu
Ol¢timler 100 mM fosfat tamponu (pH = 7,0) ve 20 mM HP- B- CD kullanilarak
yapilmistir.

Fanali ve arkadaslari'? farmasotik Gneme sahip kiral anyonik bilesiklerin
(etodolak, karprofen, flubifrofen, ketoprifen, naproksen) ayrilmasi ve analizi i¢in kiral
bir selektor olarak vankomisin kullanarak kapiler elektroforez-elektosiprey kiitle
spektrometri (CE-ESI-MS) yontemi kullanmiglardir.

Shi ve arkadaslan'® tavsanlarda etodolak enantiomerlerinin farmakokinetik
ozelliklerini ters faz HPLC ydntemiyle incelemisler ve enantiomerlerin farmakokinetik
ozelliklerinin farkli oldugunu tespit etmislerdir.

Gouda ve Hassan'* farmasotik preparatlarda etodolak miktar tayini i¢in bipridil
ya da o-fenantroline (o-phen) varliginda Fe’* ile etodolakin oksidasyonuna dayanan
spektrofotometrik bir yontem onermislerdir.  Oksidasyon reaksiyonu iizerine pH,
tampon ¢ozeltilerin etkileri incelenmistir.

Lee ve arkadaslari’® -80°C’deki depoladiklar1 ve islemden once oda isinda
getirilen plazma Orneklerine butilasetat ilave edilerek santrifiij ederek organik kismi
ayirtp kalintiyr  asetonitrilde Qﬁimﬁsler ve kiitle spektrometri (MS) yOntemini
kullanmiglardir.

Boni ve arkadaslan'® hazirladiklar farkli konsantrasyon.daki “etodolak standart
¢ozeltilerini insan plazmasina uygulayarak HPLC yontemiyle etodolak’in geri

kazanimini1 %85-%94,8 araliginda bulmuslar.




Corlett ve Chyrstyn'’ siklofosfamit enantiomerlerinin analiz edilerek serum
konsontrasyonu Ol¢timleri ile kiral-akiral ¢ifti HPLC yontemiyle belirlemislerdir.
Hastalardan alinan 0,30 ile 0.75 gm'2 intraveniiz rasemik siklofosfamit 6rnekleriyle
serum enantiomer konsantrasyonlarinda 6lgmiislerdir.

Mao ve arkadaslar'® standart soliisyona plazma orneklerini ilave ederek LC-
MS/MS yontemini kullanmiglardir. Tavsan ilizerinde segici ve duyarli olan HPLC ve
LC-MS/MS yontemiyle direk enjeksiyon metodunu kullanmiglardir.

Walker ve Kanfer' kesin dogru duyarli seci¢gi HPLC metodu ile inaktif
metodonun belirlenmeSi yétemini gelistirmislerdir.

Giuliano ve arkadaslar® tavsanlarda non-steroid antiinflamatuar ilaglarin
sikleogenez 1 ve 2’de hiicre dis1 aktivitesini denemislerdir. Bu ¢alismada goniillii
deneklerle yapilmigtir. Goniilli saglikli denekler 5 giin oral yolla etodolak almislardir.
Goniillii deneklerden ilk alman kan 6rneklerinden 24 saat sonra tekrar kan &rnekleri
alinmistir. Etodolak ilave edilen plazma Orneklerinde sikleogenez-2’nin segiciligini
aragtirmiglardir.

Costa ve arkadaglari®' klinik 6lgiimlerde bir non-steroid antiinflamatuar ajan
olarak kullanilan etodolak Friedel-Crafts reaksiyonunda 7-etilpropil ve B-ketoester ile
hidroliz edilmistir. (+)-(S) enantiomeri kimyasal reaksiyonlarla elde edilmistir.

2 baz non-steroid antiinflamatuar ilaglarin

Duymus ve arkadaglan2
komplekslerini etadolak ve naproksen gibi elektron dondrleri ve bazi m-alicilarinin
21°C’de kloroformla spektrofotometrik yontemle arastirmiglardir.

Lin ve arkadaslari® sikleoksigenaz (COX-2) proteinini canli kanser hiicrelerine

vererek tiimoriin  biiyiimesini  rapor etmislerdir. Etodolak gibi non-steroid

antiinflamatuar ilaglarin kanserin 6nlenmesinde COX-2’nin rol oynayabildigi




belirtilmistir. Bu g¢alisma COX-2 inhibitorlerinin insan kolon kanseri hiicrelerinde

oliimi artirabilecegini belirtmislerdir.
2.3. Spektrofotometre

2.3.1. Isigin Ozellikleri

Enerji transferi tlizerine yapilan arastirma galismalar1 son yillarda giderek
artmistir. Enerji transferinin temelini, 1513in madde ile etkilesimi olusturdugundan,
151810 yapisinin iyi bilinmesi gerekir.? Isik siniisoidal harekete sahip olup birbirine dik
elektrik ve manyetik alan reflektérlerinden olusmaktadir. Isigin dalga hareketi yaninda
teorik ozelligi de sahip oldugu, Plank’in siyah cisim 1simasi olayr ve Einstein’in
fotoelektrik olay1 ile kanitlanmistir.

Kuantum mekaniksel teori; elektromanyetik 1simnimin sogurulmasini ve
yayilmasini izah eder. Bir madde, lizerine diisuiriilen ¢esitli dalga boylarindaki
isinimlardan ancak bazilarini sogurur. Isigin elektrik alan vektoriiyle bir maddenin dipol
momentinin drtiismesi neticesinde, sogurma enerjisi maddeye yani atom veya molekiile
aktarilir. Boylece atom ve molekiillerin uyarilmig halleri olugur. Uyarilmis atom veya
molekiiller daha sonra, sogurdugu enerjiyi ¢esitli yollarla geri vererek temel hale doner.
Bir molekiil tarafindan sogurulan enerjinin geri verilmesi genellikle 1s1 veya 1s1ma
seklinde olur. Her atom veya molekiiliin elektromanyetik radyasyon ile kendine has bir
etkilesimi vardir. Molekiillerin donme, titresim ve elektronik enerjilerinde meydana
gelen degisiklikler en onemli spektroskopi tiirlerini olusurur.”’

Isigin elektromanyetik radyasyonunun bilesenleri temsili olarak asagida sekil

2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2: Elektromanyetik Radyasyonun Dalga Hareketi”’

2.3.2. Spektroskopi

Fotofiziksel ve fotokimyasal islemler, elektromanyetik radyasyonun madde ile
etkilesiminin bir sonucudur. Fotofiziksel olaylarda enerjinin ilgilenilen sistemler igin
cesitli hallere doniigiimii s6z konusu iken, fotokimyasal olaylarda ise enerjinin yani
1518in kimyasal degisimi s6z konusudur. Isigin madde ile etkilesmesi, elektromanyetik
bir dalga ile bir molekiil veya atomun etkilesmesidir. Molekiille elektromanyetik
dalganin sonucunda, o molekiillerin 6teleme, donme, titresimsel ve elektronik uyarilmis
hallerin olusumu s6z konusudur. Fotofiziksel ve fotokimyasal islemler elektromanyetik
radyasyonun madde ile etkilesiminin bir sonucudur. Elektromanyetik radyasyonun

madde ile etkilesimini inceleyen bilim dali ise spektroskopidir.26’ 7

2.3.3. Isigin Absorplanmasi

Absorpsiyonla 1sin enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilir.

Boylece 1s1n enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale
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gecerler. Uyarilmis bir atom veya molekiil 10 saniye kadar yasayabilir.”® Sonra
absorplandig1 151n enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner. Bir
maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, baska bir
maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine &6zgii bir absorpsiyon
spektrumu vardir. Bu spektrumlar genel olarak iki kisma ayrilir.”’

1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari (AAS)

2. Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari (MAS)

2.3.4. Atomik Absorpsiyon Spektrumlar:

Atomlar en dis tabaka elektronlarinin (valans) uyarilmasi tizerine kurulmus olan
spektroskopi dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarinin uyarilmasi tizerine

kurulmus olan spektroskopi dalina da X-1gmnlar1 spektroskopisi denir.®

2.3.5. Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlan

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon
spektroskopisinden ayrilan en 6nemli yani; atomik absorpsiyon spektroskopisinde
birbirinden farkli dalga boylarinda keskin ¢izgiler meydana gelmesine karsilik,
molekiiler absorpsiyon spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarini igine alan genis
absorpsiyon bantlarmin meydana gelmesidir.?® Bir molekiilin UV-Gdriiniir alan
spektrumu, molekiiliin bag elektronlarindan birinin bir foton enerjisini absorplayarak bir

iist elektronik seviyeye gecmesi seklinde agiklanabilir.?®

2.3.6. Gegirgenlik

Bir maddenin ¢o6zeltisinden polikromatik bir 151n demeti gegirilirse, demette

bulunan bazi iginlar madde tarafindan absoplanir ve demet ¢ozeltiden siddetinden bir

miktar kaybederek ¢ikar.?> %
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b (cm)

4

Po (J) P (J)

Sekil 2.3: Bir kapta bulunan ¢ozelti iizerrine gonderilen Po 1sin demetinin yansima, sagilma
(dagilma) ve absorbansla zayiflamasi ve P demeti olarak gozeltiyi terk etmesi

(

Bunun sonucu ¢ozeltiye Po siddetinde giren 15in demeti, ¢ozeltiyi P siddetinde
terk eder. Baska bir deyisle ¢ozeltiden gegen 151n demetinin siddeti Po dan P” ye diigmiis
olur. Isn demetinin ¢ozeltiden gegme oram P/Po seklinde gosterilir. Bu orana

gecirgenlik (T) denir.”** %’ Gegirgenlik:
P ; T
T =— seklinde gosterilir.
Po
Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

P
A=-og,,T=~- logF

0
seklinde formiile edilir. Calismalarda absorplanan 15 miktar1 ya gegirgenlik ya da

absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:

%T:£100
P

o
Bir ¢ozeltinin absorbansi, 1smin ¢ozelti iginde aldigi yolla (b) ve ¢ozeltide
absorpsiyon yapan taneciklerin derigimiyle (c) dogru orantilidir. Bu iliski Lambert-Beer

kanunu olarak adlandirilir:*>?7

A =¢gbc
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seklinde verilir ve burada & molar absorbans ya da molar absorptivite olarak
adlandirilir.

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir.”>

P =P, 10 ~*8¢

2.4. Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri

Ultraviyole-Goriiniir Bolge épektrofotometreleri, 110 nm’den 800 nm’ye kadar
degisen dalga boylar1 arasinda ¢alisirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu
araliginda ¢alisan cihazlar vakum tertibatli cihazlardir. Bundan dolay: laboratuvarlarda
kullanilan spektrofotometri cihazlar1 200 ile 800 nm dalga boyu araliginda
calismaktadir. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 1sin kaynagi olarak déteryum ve
tungsten olmak {izere iki lamba kullanilmaktadir. 160-375 nm araliginda 1sin {iretmek

icin doteryum lambasi, 350-800 nm arasinda ise tungsten lambasi kullamImaktadir.?> '

Ultraviyole-Goriiniir Bolge spektrofotometreleri yapilarina gore iki kisma ayr111r:26’ <

1- Tek 1sinl1 spektrofotometreler

2- Cift 1s1nh spektrofotometreler

2.4.1. Tek Isinh Spektrofotometreler

Absorbsiyon ve gegirgenlik Ol¢timlerinde kullanilan basit, ucuz ve bakim
kolaylig1 olan bir cihazdir. Tek 1sinli spektrofotometreler 151n kaynagi, dalga boyu
segici, filtre ve monokromator, 1sin yoluna konacak eslenik iki hiicre, dedektor,
yiikseltici ve bir gosterge aletinden meydana gelir. Absorbsiyon ve % gegirgenlik
okumak i¢in 6nce numune bélmesine referans madde ile alet konularak alet ve referans

hiicreye gore cihaz sifirlanir. Daha sonra numune hiicresi konur ve 6lgiim yaplllr.26
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2.4.2. Cift Isinh Spektrofotometreler

Son dénemde kullanilan spektrofotometrelerin pek ¢ogu ¢ift 1sinli tasarima
sahiptir. Bu cihazlar tek 151l cihazlara gére hem optik hem de elektronik yonden daha
karmagiktirlar. Cift 1sinli spektrofotometreler 190-800 nm araliginda ¢alismak iizere
tasarlanmiglardir. Cihaz sira ile devreye giren tungsten ve doteryum lambalari,

yansitmali granting monokromatdrii ve bir fotogogaltici dedektorii ile donatilmugtir.”®

2.4.3. Spektroskopinin Kullanim Amaclar

UV-Goriiniir bolge spektroskopisinin kullanim amaglart;
a ) Nicel analiz, b) Nitel analiz, c¢) Titrasyon, d ) Molekiil yapisinin aydinlatilmasi,
e ) Asit baz denge sabitinin bulunmasi

Inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif-kantitatif analizlerinde, asit baz denge
sabitleri ile molekiil yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan spektroskopik yontemler,
elektromanyetik 1sinlarin madde ile etkilesimini incelemektedir.

2.4.3.1. Nitel Analiz

Maddenin tespiti ve yapisit bilinen spektrumlarla karsilastirilarak bulunan
maddenin dalga boyuna bagli olarak absorpsiyon degisimini gosteren spektrum g¢izilir.

2.4.3.2. Nicel Analiz

En iyi absorpsiyon yapilan dalga boyu bulunarak tayini yapilacak maddenin
spektrumu alinir. Dalga boyu sabit tutularak her madde i¢in dalga boyuna baglh
karakteristik bir 6zellik olan absorptivite katsayisi belirlenmeye g¢aligilir. Dalga boyu
sabit tutularak artan derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 okunarak
derisimlere karsi grafige gecirilir ve bilinmeyen maddenin absorbansi okunarak

derisimleri tespit edilir.?®
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2.4.5. Tiirev Spektrofotometrisi

Tiirev spektrofotometrisi, tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasina dayali bir
analiz yontemidir. UV-Goriinilir bolge ¢alismalarindan ¢ok daha genis bir uygulama
alan1 bulmustur. Bunun yaninda sinyal/giiriilti (S/G) oram1 da diisiiktiir. Tiirev
uygulamalar1 bu sorunlara belli oranlarda ¢6ziim getirmis ve karakteristik pikleri az olan
ve ¢ozlimlenmemis bantlar1 i¢ceren spektrumlarin ayirim giiclinii artirmigtir.

Tiirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi vererek bunun omuz
noktalari ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir
bilesik daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Orijinal spektrumlarda st iiste
binen ¢akisan bantlar varsa, bu spektrumlarin bantlar1 alinarak bantlarin belli oranda
birbirinden  ayrilmasi  saglanir. Bu yontemle karigimlarin  analizleri de
yapllabilmektedir.29 Spektrofotometrede bulanik ¢ozeltiler ile calisirken ¢okme hizi
tanecik buyiikligii gibi etkenlere bagli olarak biiyiik oranda hata, yapilirken tiirev
alinarak bulanikligin olusturdugu bu etki ortadan kaldirilabilir.

Yontemin dezavantaji ise, yiiksek tiirev derecelerinde S/G oranin bozulmasi, pik
sekillerinde bozulma ve doniim noktasi kaymasidir. Bu nedenle uygulanacak tiirevin
derecesi iyi se¢ilmelidir.*

Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde {i¢ yontem vardir. Bunlar, pikten
pike 6l¢iim, pikten sifira dl¢iim ve teget ile Slgtimdiir.*

Tiurev spektroskopisi yoOntemi ilag analizlerinde, ayni spektral bdolgede
absorbsiyon yapan ilag karigimlarinin tayininde, bozucu etki yapan matriks

bilesenlerinin varliginda etken maddenin tayininde uygulanmaktadir.




16

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

o Metanol HPLC grade (Merk, Germany)
. Etil asetat (Lab SCAN)

. pH’s1 5,8’e ayarlanmig fosfat tamponu

3.1.2. Cihazlar

o Santrifiij ( Hettich, RPM x100 )

© Ultrasonik Banyo ( Elma LC30)

o Terazi ( Metler Toledo Ad 104-5)
. Karistiric1 Vorteks ( IKA )

. Su Banyosu ( GFL )

° Etiv ( Memmert )

Spektrofotometre (HeAIOS 3)

. Kuvartz Kiivet
® Autosampler vial kit (Thermoquest,1.8 ml screw cap)
. Yazici (Lexmark)
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3.2. Metod
3.2.1. Spektrofotometrik Metodlar

3.2.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

n vitro calismalar icin etodolak’in 150 pg/ml konsantrasyonundaki metanol
stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ézelti metanol ile seyreltilerek 1-30 pg/ml aralifinda yeni
standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Plazma calismalari i¢in etodolak’in 80 pg/ml konsantrasyonundaki —metanol
stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozelti metanol ile seyreltilerek 1-30 pg/ml ¢alisma
¢ozeltileri hazirlandi. 1-30 pg/ml aralifinda bu standart ¢ozeltilerden 0.4’er ml bos
plazmaya spike edilip ekstraksiyon islemi uygulanarak istenilen konsantrasyonlar elde
edildi.

Stok ¢ozeltiler laboratuvar sartlarinda saklandi.

3.2.1.2. Spektrofotometrik Yontem Sartlar

Spektrofotometrik ~ olgtimler  termospektronik  ¢ift gl UV-Vis
spektrofotometrisinde dlgiildii. 1cm kuvartz kiivetler kullamldi. Spektral band genisligi
2 nm ve dalga boyu tarama hizi 600 nm.min”. Spektrumlar 240-350 nm dalga boyu
arasinda alindi.

Calismamizda; 0., 1., 2. tiirev spektrumlar1 alindi. UV- (sifirinc1) 277 nm’de,
birinci tiirev 285 nm’de maximum 293 nm’de minimum ve ikinci tiirev 287 nm’de
maximum 299 nm’de minimum &lgiimler yapildi.

Hazirlanan biitiin ¢ozeltiler 45 pm ¢apindaki filtreden siiziildii. Stok g¢ozeltiler

laboratuvar sartlarinda saklandi.
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3.2.3. Ekstraksiyon Islemi

. Santrifijj tiiplerinin herbirine derin dondurucudan ¢ikarilan 0.4 ml bos
plazma spayk edildi.
. Plazma iizerine stok ¢dzeltiden hesaplanan miktarda etodolak ilave

edilerek 10 sn vortekslendi.

. Uzerine 1’er ml 1 M pH’s1 5,8’e ayarlanmig fosfat tamponundan eklendi
ve 120 sn vortekslendi. )

. 5 ml etilasetat eklendi.

. 120 sn vortekslendi.

o Santrifiijlendi ( 4000rpm, 15dak).

. Sulu tabaka alinarak atildi.

. Faz alind1 40°C de azot gazi altinda buharlastirildi.

UV-Vis spektrofotometre Cihazi icin;

. Kalint1 4 ml metanol ile ¢6ziildi. N
° 30 sn vortekslendi.
o Kuvartz kiivetlere konuldu.

Not: Kor numune igin etodolak ilave edilmeden ekstraksiyon yapilan plazma

kullanilda.

3.2.4. Yontemin Analitik Validasyonu

Etodolak’in plazmadan miktar tayininde kullamlan analitik yontem validasyonu
literatiirde biyoyararlanim ve farmakokinetik galigmalar igin Onerilen analitik yontem
validasyonu esas alinarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada validasyonun analitik

parametreleri olan stabilite, dogruluk, kesinlik, hesaplanmigtir.
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3.2.4.1. Stabilite

Deney sartlarinda etodolak’in stabilitesini incelemek amaciyla farkh
konsantrasyonda hazirlanan &rnekler oda sicakhigi 12, 24 ve 72 saat sonra Olgiilerek

kontrol edilmistir.

3.2.4.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

Etodolak’in analizi i¢in; alt1 farkli konsantrasyonuna gore kalibrasyon egrileri

cizilmistir.

3.2.4.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu, ortalama geri kazanilan (recorvery) veya ortalama % geri
kazanilan ve varyasyon katsayisi (bagil standart sapmasi) ile tespit edildi. Yontemin
kesinligi, giin-i¢i ve giinler aras1 degiskenlikler ile belirlendi. Giin-igi ve giinler arasi
kesinlik bulunan degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi
(BSS) ile verildi.

Giin I¢i Kesinlik: Kalibrasyon egrisi araliginda segilen ti¢ farkli derisimde
hazirlanan etodolak ile, bir giinde alti kez analiz edilen standart ¢ozeltiler dlgiilerek
bulundu.

Giinler Arasi Kesinlik: Kalibrasyon egrisi araliginda segilen ti¢ farkl
derisimde hazirlanan etodolak ile, alti giinde alt1 kez analiz edilen standart ¢ozeltiler

olgiilerek bulundu.

3.2.5. Ex Vivo Calismalar

Etodolak igeren ve Tiirk ilag piyasasindan temin edilen etol fort (400 mg),

tadolak (400 mg) ve tadolak (200 mg) ticari tabletler ex vivo ortamda incelenmistir.
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3.2.5.1. Tabletlerin Hazirlanmasi
Bes tablet ezildi ve agirliklar belirlendi. Ezilen tabletlerden esit miktarda
etodolak, 100 mI’lik balon jojeye alindi. 100 ml metanol eklendi. Bu ¢ozelti siiziilerek,

istenilen konsantrasyonlar1 metanol ile seyreltilerek elde edildi.
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4. BULGULAR
4.1. UV-Visible Spektrofotometri Yontemi
4.1.1. In Vitro Kosullardaki Calismalar ve Validasyonu

4.1.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Etodolak’in 1-50 ng/ml standart ¢ozeltileri HPLC-grade metanolde hazirlandi.
0., 1., 2. tiirev spektrumlar1 alindi. UV (sifirinct) 277 nm de, birinci tiirev 285 nm’de
maximum 293 nm’de minimum ve ikinci tiirev 287 nm’de maximum 299 nm’de

etodolak absorbanslar1 okunarak kaydedildi.

1.4 4 y Ipg/mL
2,5 ng/ml
Spg/mL
10pg/ml
20pg/ml

1.0 4 F ~ . 30ug/ml

1.2 4

0.8 1

06 1

Absorbance

0.4

0.2 1

0.0 1

250 260 270 280 200 300 310
Wavelength(nm)

(a)




2nd Deriv. Absorbance
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1st Deriv. Absorbance

Ipg/mL
2.5 pg/ml
Spg/mL

10pg/ml
20pg/mL
30pg/mL

T

230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330

Wavelength(nm)

(b)

0,03 1
Ipg/mL ',/"'x,
2.5 pg/ml f \
Sug.f'lﬁL I'J \
0-02 L 10pg/ml || 5 ll\.l
20pg/mL )
30pug/mL
0,01 1 SOpg/r
0,00 |
-0,01 A / -
.0,02 4 ~. /
!
250 260 270 280 200 300 310 320

(c)

Wavelength{nm)

Sekil 4.1: Etodolak’nin standart ¢ozeltisinin (10 pg/ml) sirasiyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve

(c) ikinci tiirev spektrumu

4.1.1.2. Yontem Validasyonu

4.1.1.2.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrileri

Etodolak’n analizi igin, etodolak’in derisimine karsi pik yiiksekligi (absorbans)

grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi. Etodolak’in 6 farkli konsantrasyonu’a




(1-30pg/ml) gore kalibrasyon egrisi elde edildi. Etodolak’in
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istatiksel analiz sonuglari Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Etodolak’n istatiksel analiz sonuglari

regrasyon esitliklerinin

Dalga CA
Yontem Boyu LR? Sa Sb R
(nm) (ng/mL)
UV Goriiniir
Bolge _
.| 277 nm 1-50 A2770m=0,0303x+0,0201 0,00005 | 0,0004 | 0,9995
Spektrofotometri
1. Tirev 285 nm 1-50 1D5g5,m=0,0552x-0,1204 0,0029 0,0011 | 0,9636
Spektrofotometri | 293 nm 1-50 1D293nm=0,1312x+0,6195 0,0054 0,0307 | 0,9998
2.Tiirev 287 nm 1-50 2D187,m=0,0007+0,0033 8.94.10% | 0,0001 | 0,9992
Spektrofotometri | 300 nm 1-50 2D199nm=0,0008+0,0030 5,16.10%° | 0,0001 | 0,9997

CA: calisma arahigi, LR: lineer regrasyon, Sb: regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi Sa: regrasyon
egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

Etodolak’in 1-30pg/ml derisim araliginda hazirlanan standart ¢ozeltilerinin UV

gortintir bolge, 1. tirev, 2. tiirev spektrofotometrilerinin derisim grafigi Sekil 4-2’de

belirtilmistir.
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0.03 2.Turev Spektrofotometri
Yontemi

30

Sekil 4.2: Etodolak’in standart ¢ozeltisinin sirastyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve (c) Ikinci tiirev
spektrumlarinin derigim grafikleri

4.1.1.2.2. Dogrusallik. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler aras1 degiskenlikler ile

belirlendi. Giin-i¢i ve giinler arasi kesinlik bulunan degerlerin ortalamasi, standart

sapmasi ve bagil standart sapmasi ile verildi. Orijinal UV. birinci ve ikinci tlirev
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spektrumlar i¢in sirasiyla giin-i¢i kesinlik ve giinler arasi kesinlik sonuglari Tablo

4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2: Etodolak’in sifirinci tiirev, birinci tiirev, ikinci tiirev igin giin-i¢i, giinler arasi kesinlik

sonuglari
Giinigi Giinler Arasi
Eklenen | Bulunan+SD G % Bulunan+SD o %
AM(nm) (ug/mL) (ug/ml) Dogruluk RSD — Dogruluk RSD
2,50 2,741+£0,013 9,658 0,491 2,790+0,101 11,63 3,638
Agrr 7,50 7,383+0,013 1,547 0,182 7,41140,103 1,180 1,398
25,0 25,06+0,017 0,272 0,067 | 25,06+0,061 0272 | 0,245
2,50 2,51610,024 0,652 0,992 2,51340,024 0,531 0,948
1D g5 7,50 8,002+0,018 6,698 0,233 7,966+0,126 6,215 1,592
25,0 28,93+0,052 15,71 0,180 | 28,580,272 1435 | 0,952
2,50 2,638+0,017 5,538 0,675 2,815+0,262 12,60 9,336
1Dsosnn 7,50 6,768+0,007 9,756 0,118 7,1224+0,346 5,030 4,862
25,0 24,39+0,029 2,413 0,122 | 24,56+0311 1,727 1,266
2,50 2,419+0,014 3,238 0,609 2,476+0,073 0,952 2,979
2D 7,50 7,190+0,737 4,126 10,26 7,428+0,782 0,952 10,53
25,0 23,381,475 6,476 6,310 22,90+0,737 8,380 3,220
2,50 2,525+0,049 1,000 1,955 2,597+0,046 3,916 1,785
Mros 7,50 7,504+0,006 0,055 0,086 7,920+0,642 5,611 8,108
25,0 26,2240,094 4916 0,358 26,660,645 6,666 2,420

A: Dalga boyu, SD: Standart sapma, % RSD: Bagil standart sapma (SD/ortalamax100)

4.1.1.3. Yontemin Farmasoétiik Preparatlara Uygulanmasi

Yontem etodolak igeren farmasotik preparatlara uygulandi.

4.1.1.3.1. Etol fort

1 etol fort

tablet 400 mg etodolak igerir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml metanolde

cozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin 0.,1.,2. tiirev spektrumlar1 alindi ve

standart etodolak kalibrasyon egrisine gore degerlendirildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3: Etol fort ¢ozeltisinin (10 ug/ml)sirasiyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve (c¢) ikinci tiirev

spektrumu

Tablo 4.3: Etol fort Tablet miktar analizi

PTicari Yéntem A(om) | n Bulunan+SD %Geri %RSD Gﬁvefl
reparat (mg) kazanim Aralig
UV Goriiniir
Bolge 277 12 216,6+18,20 108,3 8,406 98,97-118,1
Spektrofotometri
Etol Fort 1.Tirev 285 12 177,5£2,913 88,76 1,640 87,21-90,65
Tablet | Spektrofotometri | 293 | 12 | 233,442,454 116,7 1,051 | 1152-118,4
2 Tirev 287 12 | 208,09+14,71 104,04 7,069 95,71-110
Spektrofotometri 299 12 239+12,87 119,7 5.373 112,5-125

A: Dalga boyu, SD: Standart sapma, % RSD: Bagil standart sapma (SD/ortalamax100)

4.1.1.3.2. Tadolak fort

1 tadolak

tablet 400 mg etodolak igerir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml metanolde

¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢6zeltilerin 0., 1., 2. tiirev spektrumlar1 alindi ve

standart etodolak kalibrasyon egrisine gore degerlendirildi (Sekil 4-3).
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Sekil 4.4: Tadolak fort ¢ozeltisinin (10 pg/ml) sirastyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve (c) ikinci tiirev

Spektrumu

Tablo 4.4: Tadolak fort (400mg) tablet miktar analizi

pTicari Yéntem Aai) | o Bulunan+SD | %Geri %RSD Giivep
reparat (mg) kazanim Aralig
UV Goriiniir
Eol Bolge | 277 |12 20594028 102,9 1,955 | 100,9-104.,9
Spektrofotometri
Fort 1. Tirev 285 | 12| 188,5+4,697 94,26 2491 | 91,55-97,17
Tablet | spektrofotometri [ 293 | 12 | 213,07£15.83 106,5 7,430 | 98,66-1143
2 Tiirev 287 12 | 193,5+8,363 96,78 4,320 94,28-95,71
Spektrofotometri [~ 299 | 12 | 200,4+0.973 100,2 0,485 100-101,2

A: Dalga boyu, SD: Standart sapma, % RSD: Bagil standart sapma (SD/ortalamax100)

4.1.1.3.3. Tadolak

1 tadolak tablet 200 mg etodolak igerir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml metanolde

cozeltileri hazirlandi.Elde edilen ¢o6zeltilerin 0., 1., 2. tiirev spektrumlari alind1 ve

standart etodolak kalibrasyon egrisine gore degerlendirildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Tadolak ¢ozeltisinin (10 pg/ml) sirasiyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve (c) ikinci tiirev
Spektrumu

Tablo 4.5: Tadolak (200mg) Tablet miktar analizi

Ticari . + %Geri Giliven
Yontem | A(nm) | n | BUlunantSD | % %RSD ;
Preparat (mg) kazanim Aralig1
UV Goriiniir
Bolge 277 | 12| 219.247.166 1096 | 3267 | 1009-1128
Spektrofotometri
EtT"‘bIl:Ot” I Tirev 285 | 12| 251,122,103 | 1255 | 0837 | 123.0-12638
apie Spektrofotometri | 293 | 12 | 211,743,488 105,8 1,647 | 104,0-107,6
2 Tiirev
Spektrofotometri | 287 | 12| 2152¢11.12 107,6 5,167 95,7-110

A: Dalga boyu, SD: Standart sapma, % RSD: Bagil standart sapma (SD/ortalamax100)

4.1.2. Plazmadan Geri Kazanim Calismalar:

4.1.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

1-30pg/ml ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi. Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan
Alma Merkezinden plazma saglanarak ekstraksiyon islemi uygulandi ve mutlak geri
kazanim hesaplandi. Plazmaya spike ¢alismasinda maddenin konsantrasyonu Ek-1 deki
gibi ve mutlak geri kazanim Ek-2 deki gibi hesaplandi. Etodolak’in plazmadan
ekstraksiyon ile elde edilen ¢alisma ¢ozeltilerin 0., 1., 2. tiirev spektrumlar1 alindi. UV

(Sifirine1) spektrumu 277 nm’de, birinci tiirev spektrumu 285 nm’de maximum 293
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nm’de minimum ve ikinci tiirev spektrumu 287 nm’de maximum 299 nm’de minimum

etodolak’in absorbanslari okunarak kaydedildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6: Etodolak’in plazmadan geri kazanimla elde edilen ¢ozeltilerinin (10 pg/ml) sirasiyla (a)
Orijinal UV, (b) Birinci ve (c)ikinci tiirev Spektrumu

Etodolak’in 1-30 pg/ml derisim araliginda plazmadan ekstraksiyon yontemiyle
hazirlanan ¢6zeltilerinin UV gériiniir bélge, 1. tiirev, 2. tiirev spektrofotometrelerinin

derisim grafigi Sekil 4-6’da belirtilmistir.

18  UV-Gor.Bolge Spektrofotometri 5 1.Turev Spektrofotometri 0.03 , 2.TurevSpektrofotometri
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Sekil 4.7: Etodolak’in standart ¢ozeltisinin sirastyla (a) Orijinal UV, (b) Birinci ve (c) ikinci tiirev
spektrumlarinin derisim grafikleri
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4.1.2.2. Yontem Validasyonu

4.1.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrileri
Etodolak’in plazmadan ekstrasyon yontemiyle giinler i¢i ve giinler aras1 plazma
yiizde geri kazanim degerleri tablo 4.6’da gésterilmektedir.

Tablo 4.6: UV-Gériiniir Bolge, 1 tiirev ve 2. tiirev Spektrofotometri yonteminin giin igi
ve giinler arasi plazma yiizde geri kazanim degerleri

Giin i¢i Giinler Arasi
Nt} Eklenen %Geri % %Geri %

(ng/mL) kazanim RSD kazanim RSD

2,50 75,28 1,261 71,19 2,893

As770m 7,50 68,21 3,054 68,82 5,395
25,0 88,82 0,057 98,03 5,217

2,50 96,27 0,231 111,5 3,114

1D293nm 7,50 91,61 0,140 95,77 3,141
25,0 92,20 0,178 97,24 3,273

2,50 100,1 1,887 99,01 3,016

2D287um 7,50 84,26 6,089 83,56 8,518
25,0 81,53 5,777 87,10 4,708

2:50 99,60 2,747 111,6 9,445

2D199nm 7,50 88,85 1,769 89,41 7,067
25,0 88,95 4,821 91,50 2,94

A: dalga boyu, % RSD: bagil standart sapma (Standart sapma/ortalamax100)(n=6)

Etodolak’in analizi i¢in, etodolak’mn plazmadan ekstraksiyonuyla elde edilen
etodolak’in  derisimine (2,5-25 pg/ml) karsi pik yiiksekligi (absorbans) grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi. Tadolak fort tablet i¢in Tablo 4-7°de, Etol fort

icinse tablo 4-8’de geri kazanim degerleri belirtilmistir.




Tablo 4.7: Tadolak fort tabletin UV-Goriiniir Bolge, 1 tiirev ve 2. tiirev Spektrofotometri
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yonteminin yiizde geri kazanim degerleri

Eklenen Bulunan+SD e — %
A(nm) (ug/mL) (ng/mL) RSD
2,50 8,346+1,76.10 111,28 2,11.10%
Ay770m 7,50 12,66+5,31.10 101,35 4,19.10%
25,0 30,2242.10% 100,75 0,069
2,50 5,620+0,043 74,93 0,774
1D 2850m 7,50 10,81+0,089 86,48 0,825
25,0 29,51+0,064 98,37 0,218
2,50 7,789+0,031 103,8 0,399
1D5930m 7,50 12,0240,013 96,16 0,111
25,0 28,3240,021 94,42 0,074
2,50 8,142+5,8.10"" 108,5 9,31.10%
2D2870m 7,50 12,66+2,102 101,3 16,60
25,0 28,85+0,782 96,19 2,711
2,50 8,708+0,064 116,1 0,741
2D299nm 7,50 12,52+0,094 100,1 0,751
25,0 30,040,102 100,1 0,339
Sl = il *r |
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Tablo 4.8: Etol fort tabletin UV-Goriiniir Bolge, 1 tiirev ve 2. tiirev Spektrofotometrisi igin
yonteminin yiizde geri kazanim degerleri

Eklenen BulunantSD Geri Kazanim N be
A(nm) — (ng/mL) RSD
2,50 8,825+ 0,027 117,6 0,312
7,50 17,46+0,013 139,6 0,077
Ar770m 25,0 30,16+0,020 100,5 0,069
2,50 6,266+0,022 83,55 0,354
7,50 15,93+0,026 127,47 0,167
1D 2850m 25,0 31,04+0,024 103,58 0,079
2,50 8,620+0,021 114,93 0,254
7,50 " 16,7610,014 134,12 0,088
1D2930m 25,0 29,61+0,020 98,72 0,068
2,50 8,166+108.8 108,57 1,316
7,50 16,71+0,017 133,7 0,764
2D287um 25,0 28,14+0,038 93,80 5,943
2,50 8,75+0,023 116,6 0,046
7,50 17,540,032 140 0,233
2D2990m 25,0 31,25+0,049 104,16 0,026
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Tablo 4.9: Plazmadan ekstrasyonla elde edilen etodolak’in istatistiksel analiz sonuglari

. Dalga CA
Yontem 2
Boyu | (ug/mL) LR Sa Sb R
UV Goriiniir
Bolge 0,00004 | 0,0004 | 0,9983
Spektrofotometri 277 nm 1-30 A2770m=0,259x+0,0141 ’ e ’
1.Tiirev 285 nm 1-30 1D5g5:m=0,0504x-0,0491 0,000105 | 0,0008 | 0,9804
Spektrofotometri 293 nm 1-30 1D5930m=0,1052x+0,7201 0,001502 | 0,0021 | 0,9938
2.Tiirev 287nm | 1-30 2D1g7mm=0,0007x+0,003 | 5,4.10% | 0,0003 | 0,9986
Spektrofotometri [ 300 nm | 1-30 2D00mn=0,0007x+0,0029 | 4,8.10%_| 0,0002 | 0,9987

4.1.2.2.2. Dogrusallik Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giin-i¢i ve giinler arasi degiskenlikler ile

belirlendi. Giin-i¢i ve giinler arasi kesinlik bulunan degerlerin ortalamasi, standart

sapmas1 ve bagil standart sapmasi ile verildi. Orijinal UV birinci ve ikinci tilirev

spektrumlar1 igin sirasiyla giin-i¢i ve giinler arasi kesinlik sonuglari Tablo 4.10°da

gosterilmektedir.

Tablo 4.10: Plazmadan ekstrasyonla elde edilen etodolak’in UV-Goriiniir Bolge, 1. tiirev ve 2.
tiirev spektrofotometri y6nteminin giin i¢i ve giinler aras1 plazma dogruluk ve kesinlik degerleri

Giin igi Giinler Arasi
Eklenen | Bulunan+SD 5 % Bulunan+SD 5 %
A(nm) (ug/mL) (isg/mL) Dogruluk RSD (gL} Dogruluk RSD
2,50 2,454+0,032 -1,828 1,284 2,332+0,100 -6,718 4,285
Ay 7,50 5,878+0,199 -21,63 3,392 5,955+0,303 -20,60 5,083
25,0 26,190,021 4,772 0,081 28,96+1,565 15,86 5,404
2,50 1,992+0,022 -20,31 1,116 2,778+0,613 11,11 22,06
1Diosnn 7,50 6,282+0,017 -16,23 0,271 7,307+0,718 -2,569 9,831
25,0 26,63+0,085 6,549 0,320 28,68+1,431 14,73 498
2,50 2,857+0,128 14,28 4,470 2,83+0,210 13,33 7,422
2Dasrn 7,50 5,714+0,128 -23,81 2,236 5,952+0,738 -20,63 12,39
25,0 18,570,639 --25,71 3,440 19,76+1,075 -20,95 5,442
2,50 3,000+0,202 20,00 6,734 2,881+0,292 15,23 10,12
2Dso00m 7,50 7,286%0,202 -2,857 2,773 7,762+0,738 3,492 9,504
25,0 26,33+1,475 5,333 5,603 27,762+1,47 11,04 5,315
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4.1.3. Etodolak’in Plazma Cozeltilerinin Stabilitesi

Etodolak ¢ozeltileri bos plazmaya (0,4 ml) hesaplanan miktarlarda ilave edilerek
1,5; 12 ve 28 pg/ml hazirlanan derisimlerine katilarak galiyma ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda +4 C’de ve -20 C’de (buzlukta) 12 saat, 24 saat,

72 saat bekletilerek UV Goériiniir Bolge, 1. ve 2.tiirev absorbans degerleri 6l¢tildi.

Hemen hazirlanan ¢6zeltilerin absorbanslariyla kargilagtirilarak sonuglar yiizde geri

kazanim ile degerlendirildi.




Tablo 4.11: Etodolak’in standart ¢ozeltilerinin stabilites

(%) Stabilite Oda Sicakhigi, (%GK+SD) +4°C, (%GK+SD) -20°C, (%GK+SD)
Dalga | Added 12 saat 24 saat 72 saat 12 saat 24 saat 72 saat 12 saat 24 saat 72 saat
Boyu | (ug/ml)
(nm)
1,50 | 90,210,166 | 151,1+1,694 | 104,3£1,638 | 153,3+2,609 | 169,6+2,887 | 158,7+0,999 | 176,6+4,00 166,3+2,83 | 164,7+3,324
A277nm
12,0 104,08+ | 62,68+0,073 | 214,5+0,351 | 120,010,334 | 117,2+0,138 115,6+ 123,940,175 | 118,340,138 | 123,6+0,175
1,56.10™ 1,56.10™"
28,0 | 113,6+0,165 | 98,08+0,093 | 98,270,010 | 109,5+0210 | 87,68+37,89 | 115,940,181 [ 111,7+0,141 | 111,120,116 | 114,6+0,075
1,50 | 744,8+856,1 | -342,1+39.96 | -47.27+13,05 | -310,136,62 | 87,78+12,10 | -32,54+9,782 | -483,2+53,61 | -16,46+31,99 | -17,59+7,121
1D »
285
o 12,0 | 92,86+0,318 | 46,91+0,273 | 49,66+1,184 | 109,9+0,269 | 88,20+28.49 | 104,9+0,324 | 115,4+0241 [ 109,9+0,578 | 117,4+0,352
28,0 | 88,98+38,46 | 95,58+0,156 | 93,200,122 | 105,3+0,237 | 100,1£0,321 | 96,34+0,254 | 104,9+0,218 | 106,6+0,274 | 94,51+0,438
1,50 -105,7+0,184 | 1,644+0,163 | -110,8+0,207 | -87,10+49,15 | 0,040+0,124 | -108,00+0,213 | -108,2+0,203 | -100,6+0,407 | -106,7+0,215
1Daosam | 12,0 [ 106,4+0,173 | 108,45+0,124 | 99,400,045 | -108,5+0,039 | -102,5+0,119 | -105,7+0,123 [ -110,2+0,146 | -102,8+0,119 | -110,9+0,111
28,0 | -107.3+0.138 | -96,13+0,116 | 97,38+0,036 | -105,05+0,024 | -99.45+0,052 | -108,9+0,093 | -105,1£0,061 | -105,7+0,080 | -99,18+0,088
1,50 133,3+ -133,3+ -133,3+ -100£0,013 | 97,433,023 | -133,3+ -100+0,056 -133,3+ -133,3+
2Dsg70m 3,11.10M | 3,1110™ | 3,11.10™ 3,11.10™ 3,11.10™ 3,11.10™
12,0 | -96.29+5,737 | -84,25+5,021 | -120,3+7,172 | -108,3+6,454 | -96,29+5,737 | -108,3+6,454 | -108,3+6,454 | -96,29+5,737 | -108,3+6,455
28,0 | -1058+0,175 | -94,11+0,143 | -67.64+82,16 | -105,8+0.472 | -100+0,379 | -111,7+0,378 | -105,8+0,378 | -105,8+0,415 | -111,7+0,489
‘ 1,50 | 16,31+0,278 | 16,31+0,278 | 16,31£0,278 | 16,31+0,278 | 16,31+0,278 | 16,31+0,278 | 16,310,278 | 16,31+0278 | 16,31+0,278
MWiseorn | 120 3,74+ 2,610,175 | 4,081+0,227 | 4,081+0,015 3,741+ 4,081+ 4,081+ 4,081+ 4,081+
4,86.107° 4,86.107" 0,017 0,189 0,219 0,173
28,0 | 3,154+0,003 | 2,901+0,003 | 3,013+0,001 | 3,027+0,003 | 2,901+0,003 | 3,154+0,003 | 3,134+0,054 | 3,154+0,603 | 2,902+0,003

8¢
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5. TARTISMA VE YORUM

Ex vivo ortamlarda etodolak’in analizi i¢in spektrofotometre yontemi
gelistirilmeye ¢alisiimistir. )

UV-Gortintir bir bolgedeki bir spektrum, madde iizerine gonderilen 15181n dalga
boylarina kars1 absorbans degerlerinin grafige gegirilmesi ile elde edilir. Yani A= f(A)
fonksiyonudur. Bu fonksiyonun her bir noktasindaki tiirevi hesaplanabilir. Eger bu tiirev
degerleri dalgaboyuna kars1 grafige gecirilecek olursa “tiirev spektrumu” meydana gelir
ve 1’den n’e kadar derecede olabilir.

Tiirev spektrofotometre ise tiirev spektrumlarin kullanilmas: esasina dayali bir
analiz yontemidir. Bir orijinal spektrum her bir noktasindaki tiirevinin hesapla
bulunmasi ve sonra bunlarin grafige gegirilerek yeni tiirev egrilerinin hazirlanmasi
olduk¢a gii¢ bir islemdir. Bu nedenle hesaplarin yapilmasi i¢in bilgisayardan
yararlanilir.

Tiirev ¢alismasi orijinal spektrumun egrileri hakkinda bilgi verir, bunun omuz
noktalar1 ile déniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boyle bir
bilesik daha kolay taninabilir.

Spektrofotometrik ¢aligmamizda etodolak’in orijinal spektrofotometrisinin
belirlenmesi ile ilgili metot gelistirilmis, 1. ve 2. tiirev spektrofotometrisi yonteminin
daha kesin olarak belirlenmesi saglanmistir. Yontemler valide edilmistir.

Spektrofotometrik ¢alismada optimum kosullar belirlendikten sonra orijinal UV
spektrofotometri 289 nm, birinci tiirev spektrofotemetri 285 nm’de maximum 293
nm’de minimum, ikinci tiirev spektrofotemetri 287 nm’de maximum 299 nm’de

minimum dalga boylarinda absorbans verdigi belirlendi Kalibrasyon grafikleri bilinen
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konsantrasyonlara (2,5-25 pg/ml) karsi orijinal UV absorbanslari, birinci tiirev
absorbanslar: ve ikinci tiirev absorbanslar1 okunarak elde edildi.

Egriler i¢in kolerasyon katsayisi; orijinal UV spektrofotometri r=?.999, birinci
tirev spektrofotemetri 285 nm i¢in r=0.963 ;293 nm i¢in r=0,999 ve ikinci tiirev
spektrofotemetri 287 nm’de r=0,999; 299 nm’de ise r=0,999 olarak bulundu.

Spektrofotometrik ¢alismamizda; ayrica etodolak’in insan plazmasina miktar
tayini igin  ekstraksiyon gergeklestirilerek  kalibrasyon  grafikleri  bilinen
konsantrasyonlara (2-25 pg/ml) karst orijinal UV absorbanslari, birinci tiirev
absorbanslar1 ve ikinci tiirev absorbanslar1 okunarak elde edildi Egriler i¢in kolerasyon
katsayisi orijinal UV spektrofotometri r=0.997, birinci tiirev spektrofotemetri r=0.983
ve ikinci tiirev spektrofotemetri r=0.979 olarak bulundu.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada non-steroid antiinflamatuar ilaglardan UV-goriiniir
bolge  spektrofotometrisi, birinci  tiirev  spektrofotometrisi,  ikinci tiirev

spektrofotometrisi yontemleri gelistirilip gegerlilik testleri yapilmasi amaglanmis ve bu

yolda ¢aligmalar yiirtittilmuistiir.
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7. EKLER
Ek 1. % Geri Kazamim Hesaplama Ydntemi
% Geri Kazanim = (Biyolojik materyale eklenmis ilag pik

alani/hareketli faza eklenmis ilag pik alan1)x100

Ek 2. Bagil Standart Sapma ve Bagil Hata Hesaplama Yontemi

Bagil Standart Sapma (BSS) = (Standart Sapma/Aritmetik
Ortalama)x100
% Bagil Hata = [(Bulunan-Eklenen)/Eklenen]x100




