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OZET

Clopidogrel’in Biyoanalitik Yontem Validasyonu

Amag. Clopidogrel etkin maddesinin miktar tayini i¢in bir yiiksek performansli sivi
kromatografisi ve UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin gelistirilmesi,
gegerlilik testlerinin yapilmasi ve uygulama asamasinda farmasotik preparatlarda clopidogrel

miktar tayinin gerceklestirilmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot. Farmasotik preparatlarda clopidogrelin belirlenmesi i¢in UV-Goriiniir
Bolge Absorpsiyon Spektroskopi ve HPLC yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi.
Spektroskopi yonteminde, farkli ¢oziiciilerde clopidogrelin spektrumu alindi ve en iyi
absorbans degeri metanol-asetonitril (50:50, h/h) ¢6ziicii bilesiminde 202 nm dalga boyunda
elde edildi. HPLC yonteminde ise asetonitril-metanol-su (45:45:10, h/h/h) hareketli fazi, C18
ters faz kolonu, 0.9 mL/dak hareketli faz akis hizi, 10 pL enjeksiyon hacmi ve 230 nm dalga
boyundan olusan ¢alisma parametreleri kullanildi. HPLC galismasinda i¢ standart (IS) olarak
meloksikam kullanildi. Her iki yontemin ¢alisma parametreleri belirlendikten sonra
dogrusallik, analitik geri kazanim, giini¢ci ve giinler arasi dogruluk ve Kkesinlik gibi

parametreleri igeren gecerlilik testleri yapildi.

Bulgular. 0.25-30 pg/mL derisim araliginda HPLC ydnteminin, 1.25-25 pg/mL derisim
araliginda UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin dogrusal oldugu tespit
edildi. Gilinigi ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk degerleri sirasiyla % 5.38 ve % 2.66
(HPLC yontemi igin), % 3.77 ve % 3.60 (UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi
yontemi igin), analitik geri kazanim degeri ise her iki yontem igin ortalama olarak % 99.5
olarak belirlendi. Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan HPLC ve UV-Gorlinir Bolge

Absorpsiyon Spektroskopi yontemleri clopidogrel igeren farmasétik preparatlara uygulandi.

Sonug. Clopidogrel i¢in gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan HPLC ve UV-Goriiniir Bolge
Absorpsiyon Spektroskopi yontemlerin farmasotik preparatlarda (Karum, Plavix ve Atervix)

clopidogrel miktar tayinine basari ile uygulandi.

Anahtar Kelimeler: Clopidogrel, UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yontemi,
HPLC, farmasétik preparat

\



ABSTRACT

Bioanalytical Method Validation of Clopidogrel

Aim. It is aimed to develop and validate a high performance liquid chromatography and UV-
Visible Absorption Spectroscopy method for determination of clopidogrel and apply these

methods on pharmaceutical formulations that include clopidogrel.

Material and Method. UV-Visible Absorption Spectroscopy and HPLC methods to
determine clopidogrel in pharmaceutical formulations were developed and validated. In the
spectroscopy method, the spectrum of clopidogrel was taken in different solvent mixtures and
optimum absorbance values were obtained, where it detected at 202 nm, in methanol-
acetonitrile (50:50 v/v) mixture. In HPLC method, working parameters which were mobile
phase (acetonitrile-methanol-water (45:45:10, v/v/v)), reverse phase column (Cyg), flow rate
(0.9 mL/min), injection volume (10 uL) and wavelength (230 nm). Meloxicam was used as
internal standard (IS) for HPLC analysis. After the optimization of both methods, the
validation tests were made including analytic recovery, linearity, intra and inter day accuracy

and precision.

Results. It was noticed that methods were linear in concentration range of 0.25-30 pg/mL for
HPLC method and 1.25-25 ug/mL for UV-Visible Absorption Spectroscopy method. The
intraday and inter-day accuracy and precision values were lower than 5.38% and 2.66% (for
HPLC method), 3.77% and 3.60% (for spectroscopy method). The analytic recovery values
for both methods were found as averagely % 99.5. Developed and validated HPLC and UV-
Visible Absorption Spectroscopy methods were applied to pharmaceutical preparation
including clopidogrel.

Conclusion. The developed and validated HPLC and UV-Visible Absorption Spectroscopy
methods for clopidogrel were successfully applied on pharmaceutical preparation (Karum,

Plavix and Atervix).

Key words: Clopidogrel, UV-Visible Absorption Spectroscopy method, HPLC,

pharmaceutical preparation

VI



BSS
BH
GK

HPLC

LOD
LOQ
ng

nm

ng
uv

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Bagil Standart Sapma

: Bagil Hata

: Geri Kazanim

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
: I¢ Standart

: Gozlenebilme Sinir1

: Miktar Tayin Alt Sinir1
: Nano Gram

: Nanometre

: Mikro Litre

: Mikro Gram

: Ultraviole

Vil



SEKILLER DiZiNI

Sekil No : Sayfa No:
Sekil 2.1. Clopidogrelin Kimyasal YapIST .......cccueiiiiiiieiiiiiiie i 6
Sekil 2.2. Clopidogrelin {i¢ boyutlu gOTUnUmMIL.........cccveviiiiiiiiiii e 7
Sekil 2.3. Elektromanyetik 1sinlarin sistematik olarak tanimlanmasi...........ccccoevveeiiiieenineenne, 15
Sekil 2.4. Bir molekiil i¢in elektronik, titresimsel, rotasyonal enerji seviyelerini gésteren
1S TG 12T 1 0 TP TP 16
Sekil 2.5. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren PO siddetindeki 1sin demetinin P siddetine diigsmiis
01aTAK GIKIMAST ..ottt ettt et e et e s be e e bt e et e e et e e naeeenbeennee s 17
Sekil 2.6. Tek 151nl1 Spektrofotometre cihazinin sematik gOSterimi........coecvveveeiieriiiriieeninens 20
Sekil 2.7. Cift 1s1nl1 spektrofotometre cihazinin sematik gOStErimi.........cevvvveieriiieiiniieeninns 21
Sekil 2.8. HPLC Cihazi Kisimlariin Sematik GOSterimi ........c.eeverriieierniiienieniie e 27
Sekil 2.9. Coziinen maddelerin kolonda go¢ h1zlart ...........ccooeiiiiiiiiii 33
Sekil 2.10. Kromatografik ayirimin basari ile gergeklesmesi........ccoocverviriiieniiiiiieniiiiieennens 35
Sekil 2.11. Ayrilmanin seg¢icilikle deZISIMI .......ocveiiiiiiriiieiie e 35
Sekil 2.12. Ayrilmanin kapasite faktorii ile deGiSimi........ccoovveriviiiiiiiiieiieieee e 36

Sekil 4.1. 17.5 pg/mL derisiminde standart clopidogrel ¢6zeltisinin HPLC kromatogramu.... 45
Sekil 4.2. Artan derisime bagli clopidogrel standart ¢alisma ¢ozeltilerinin HPLC

kromatogramlari (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 ve 30 pg/mL)...... 46
Sekil 4.3. HPLC yonteminde elde edilen ortalama kalibrasyon egrisi .........c.ccovvvevvrecinennennn 47
Sekil 4.4. Clopidogrel kalite kontrol ¢ozeltilerine ait kromatogramlar ............c.ccoeveevrveennne 48
Sekil 4.5. 5 ug/mL derisimde ilag ¢ozeltisine 3 farkli clopidogrel derisiminde ekleme sonrasi
elde edilen ¢ozeltilerin HPLC Kromatogrami...........cccovviiiieiiiiiicnieee e 49
Sekil 4.6. 5 ng/mL derisiminde standard Clopidogrel ¢ozeltisinin spektrumu..............cccoee.e. 35
Sekil 4.7. 1.25, 2.50, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25 pg/mL derisimlerde clopidogrel standart
caligma ¢ozeltilerinin SPeKtrumIart .........coociiiiiiiiiiii e 52
Sekil 4.8. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminde elde edilen ortalama
KAlIDTASYOMN ©TITST 1.vviveiiieitiiiie ittt 53
Sekil 4.9. 2.5, 12.5 ve 20 pg/mL derisimlerde clopidogrel kalite kontrol ¢ozeltilerine ait

] 015 S (0] ] -SSR 54



TABLOLAR DiZINi

Tablo No: Sayfa No:
Tablo 2.1. Ayirabildikleri maksimum madde miktarina gore kolonlar...........cc.cooevivivenennen, 31
Tablo 3.1. Clopidogrel igin HPLC yOntem $artlart ...........ccocooovreiieiiienene e, 41
Tablo 3.2. Clopidogrel igin spektroskopi yontem Sartlart ............cocevvvereiieeiieeresieeseesesieinnns 41
Tablo 4.1. HPLC y6nteminin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri.................... 47
Tablo 4.2. HPLC y6nteminin giini¢i - glinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6) ...... 48
Tablo 4.3. Farmasoétik preparatlarda yontemin analitik kazanim degerleri (n=6).................... 50
Tablo 4.4. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminden elde edilen
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz SONUCU .........cccoccviiiiiiiiiiicec e 53
Tablo 4.5. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin giini¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri (N=6) .........cccooveriiiiiiieiii e 54
Tablo 4.6. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin analitik kazanim
EGETIETT (13) ettt e sttt e s he e e b e e et n e e nne e neenree s 56



1. GIRIS

Antitrombositler (antiagregan), tromboz (damar i¢i piht1) tedavisinde kullanilan
kanin pihtilagma yetenegini azaltan ilaglardir. Bu ilaclar, o6zellikle koroner arter
hastaliklarindaki koruyucu etkilerinden dolay1 son yillarda iizerinde ¢ok durulan ve
arastirmalar yapilan bir ilag grubudur. Vendz tromboz ve arteriyel tromboz olmak iizere ikiye
ayrilir. Venoz tromboz fibrin i¢eren kirmizi tromboz ve artiyel trombozda platelet iceren
beyaz tromboz olarak bilinir." Damar i¢inde tromboz olusumunda rol oynayan cesitli faktorler
vardir. Bunlar, damar c¢eperinin durumu, trombositlerin veya plazma proteinlerinin
aktivasyonudur. Trombozun olustugu yer, bilesimini ve olusum mekanizmasini belirleyen
temel faktordir. Bu nedenle arterlerde, venlerde olusan trombozlar arasinda ve bunlarin
tedavilerinde Onemli farkliliklar vardir. Vendz tromboz, pihtilasma faktorlerinin
aktivasyonuna bagli olarak gelisir. Damar c¢eperi genellikle normaldir ve trombosit
aktivasyonunun Onemi azdir. Arteriyel trombozda ise damar g¢eperinin ateroskleroza bagl
olarak bozulmasi temeldir ve buna bagli olarak trombosit aktivasyonu gelisir. Plateletler
tromboz olusumunda ve kanamanin durmasinda etkilidirler. Burada hemostatik fonksiyon ve
tromboplastik fonksiyon olmak tizere iki fonksiyon 6nem tasimaktadir. Hemostatik fonksiyon
fiziksel etki yapabilirken, tromboplastik fonksiyon plateletlerin kimyasal bilesenlerinin

koagiilasyon mekanizmasina katilmasidir.*

Arter ve venlerin ¢eperinde kan dolasan yiizeylerde tromboz olugmasini gelismesini
engelleyen ve olusmus pihtiy1 ortadan kaldiran ilaglara anti trombotik ilaglar denir. Patolojik
olan trombosit olusumu ve fizyolojik olan kanama durmasi yakin benzerlik gosterir. Bu
yiizden bu ilaglarin dozlarinin asiriligl veya etkilerini arttiran ilaglarla kullanilmasi anormal
kendiliginden kanamalara neden olur. Kalitsal veya kazanilmig hemostaz bozukluklar

olanlarda bu ihtimal artar.?



In vivo tromboz olusumunu engelleyen ve in vitro pthtilasma testlerini bozan ilaglar
hem antitrombotik, hem de antikoagiilan ilaglardir. Heparin ve varfarin bu grubun
Ozelliklerini tasiyan ilaglardir. In vivo trombozu engelleyen fakat in vitro pihtilagma testlerini
bozmayan ilaglar antitrombotik olup, antikoagiilan degillerdir. Aspirin ve clopidogrel gibi
antitrombosit ilaglar1 da antitrombotik olarak kabul etmek gerekir.?

Kanin pihtilagmasini engelleyen ya da olusan pihtiy1 eriten ilaglara antitrombotik
ilaglar denir. Pihtilasma; hemostaz sirasinda damar disinda, tromboz olayinda ise damar
icinde olusur. Yasamsal, fizyolojik bir olay olan hemostaz, zedelenmis ya da kesilmis
damardan kanamanin durmasidir. Tromboz ise hemostaza benzer mekanizmalarla olusan
damar i¢i piht1 (tromboz) olusumudur; istenmeyen ve patolojik bir durumdur. Antitrombotik
ilaglar esas olarak tromboz ve onun neden oldugu hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.
Ancak benzer mekanizmalarla olusan fizyolojik hemostazi da engelleyerek istenmeyen

etkilere yol agabilirler.*

Bu calismada, antitrombotik ilaglardan clopidogrelin miktar tayini i¢in Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) ve UV-Goériiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi
yontemleri gelistirilip, gecerlilik testlerinin yapilmasi ve daha sonra bu yontemler ile
clopidogrel etkin maddesini iceren tabletlerde clopidogrel miktar tayinin yapilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Hemostaz (kanamanin durmasi) ve tromboz (damar i¢inde piht1 olusumu), birbirine
yakindan benzer; ancak kanamanin durmasi fizyolojik, tromboz ise patolojik bir olaydir. Yani
yanlis yer ve zamanda olan koagiilasyondur. Hemostaz, cerrahi girisimlerde damarin
zedelenmesi veya damar lizerindeki travma sonucu endotel tabakasinin biitiinliigiinti yitirmesi
ve kanin subendoteliyal bag dokusu ile etkilesmesi ile tetiklenir."? Trombozun baslamasinda
ise damar endotelinin zedelenmesi, yirtilmasi veya disfonksiyonu esastir. Pthtilagma tromboz
sirasinda damar i¢inde ve hemostaz sirasinda damar disinda meydana gelir. Pihtilasma; cogu
plazmada bulunan pihtilagma faktorleri isimli 6zel proteinlerin etkilesmesine ve pihtilagsma
faktorlerinin kendi aralarinda belli bir diizene gore etkilesmesine bagli karmasik bir olay
zinciridir.> Akut koroner hastalik tablosu ya da iskemik inme gibi aterotrombotik klinik
durumlarda trombositler kritik bir rol oynar.” Antitrombosit ajanlar trombosit aktivasyonunu
ve agregasyonunu inhibe ederek tromboz gelisimini 6nlemektedir. Mevcut tedavi secenekleri

etkinlik ve giivenilirlik agisindan verimli bir secenek sunamamaktadir.®

Arterlerin ve venlerin ¢eperinde ve iginde kan dolasan yapay yiizeylerde, tromboz (damar-
i¢i piht1) olugmasini ve gelisimini inhibe eden ilaglara (antikoagiilanlar ve antitrombositikler gibi)

ve olusmus pihtiy1 eriten ilaclara (fibrinolitikler gibi) antitrombotik ilaglar denilir.”

2.1.1. Antikoagulan ilaclar

Bunlar heparin ve oral antikoagiilanlardir. Bu iki grup, kimyasal, farmakodinamik ve
farmakokinetik olarak farklidir. Antikoagulanlarin baslica kullanim alani, dolasimin yavas
oldugu venler icinde var olan trombositler ve eritrositlerle dolu bir fibrin agindan olusan
trombozun biiylimesini veya olusumunu Onlemektir. Bu nedenle, bacaklardaki derin ven
trombozlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar. Kan akisinin hizli oldugu

damarlarda ise trombozlar bol miktarda trombosit ve ¢ok az miktarda fibrinden olustugu igin,



arterlerdeki trombozun onlenmesinde antikoagulanlarin rolii azdir. Kalp kapak protezleri

iizerinde tromboz olusumunun énlenmesi i¢in de kullanilirlar.”

2.1.2. Oral Antikoagiilanlar

K vitamini antimetaboliti olmalar1 nedeniyle, karacigerde K-vitaminine bagimli olarak
sentez edilen protrombin (faktor II), faktor VII, IX ve X'un sentezini ve 6zellikle bu faktorlerin
aktive edilebilir hale gelmesi i¢in gereken, molekiillerinin glutamik asid rezidiilerinin
ribozomlarda gama-karboksiglutamik asid (Gla) rezidiisiine donistiiriilmesi olayini inhibe
ederler. Bu olayimn bozulmasi, olaya kenetli K vitamini epoksidinin indirgenmis K vitaminine

déniismesi olayini katalizleyen epoksid rediiktazin inhibisyonuna baglidir.’

Bu azalma geg ortaya ¢iktigindan, antikoagiilan etkileri, heparin ile oldugu gibi hemen
degil, ilag verildikten en az 48-72 saatlik bir latent siireden sonra tam olarak ortaya ¢ikar. Bu

siire i¢inde, acil durumlarda heparin ile antikoagiilasyon hemen baslatilmalidir.”

Oral antikoagulan tedavi igin baslica endikasyon derin ven trombozudur. Pulmoner
embolizmi olan hastalar ile atriyal fibrilasyonu olup emboli olusma tehlikesi olanlar ve mekanik
kalp kapakgig1 protezi olanlar da tedavi edilmelidir. Bu hastalarda, antitrombositik ilaclar da
yararlt olabilir. Asetilsalisilik asit, gecici iskemik ataklarda riskin azaltilmasi i¢in daha
uygundur. Oral antikoagiilanlar, agizdan verilirler; hepatik metabolizma hizlar1 ve
absorpsiyonlari bireyler arasinda fazla degiskenlik gisterdiginden, doz elde edilen cevaba gore

belirlenmelidir.’

2.1.3. Antitrombositik Ilaclar
Trombositlerin aktivasyonu engelleyerek, damar endoteline yapismalarin1 (adezyonu)
ve onlarin birbiri ile yapismalarini (agregasyonu) onleyen ilaglardir. Trombosit agregasyonu

pihtilagma olayinda merkezi rol oynamaktadir. Trombositlerin 6zellikle koroner ve serebral arter



tikanmalarinda 6nemli olduklarmma inanilmaktadir. Trombosit agregasyonu adenozin difosfat

(ADP), tromboksan, serotonin, fibrin ve diger maddelerce kolaylasm7

2.1.4. Etki Mekanizmasi

Aspirin ve diger steroid olmayan non stereoidal antienflamatuar ilaclar (NSAII)
siklooksigenaz enzimi bloke ederek tromboksan sentezini inhibe ederler. Tromboksan Ay,
trombosit agregasyonunun potent stimiilatoriidiir. Aspirin, enzimi geri doniistimsiiz olarak bloke
ettiginden Ozellikle ¢ok etkilidir. Ciinkii trombositler yeni protein sentezleyemezler ve aspirinle
inhibisyon yeni trombositler olusuncaya kadar devam eder. Diger NSAIl’larm antitrombosit
etkileri daha az siirer. Tiklodipin ve clopidogrelin etki mekanizmasi ADP reseptoriiniin geri
doniisiimsiiz inhibisyonudur, boylece ADP araciligi ile trombosit agregasyonu inhibe olmus olur.
Absiksimab, fibrinojenin trombositler tizerindeki glikoprotein Ilb/llla reseptorlerine
baglanmasini1 bloke ederek trombosit agregasyonunu Onleyen monoklonal antikordur.
Dipiridamol, trombositlerin adenilat siklazim1 aktive ederek ve endotelyal prostasiklinin

antiagregant etkisini potansiyalize ederek antiagregant etki yapar.”

Antitrombositik ilaglar, trombosit agregasyonunu azaltarak, arteriyel dolagimda tromboz
olusmasini engelleyebilirler. Arteriyel dolasimda antikoagiilanlarin etkisi azdir. Trombotik
serebrovaskiiler ya da kardiyovaskiiler hastaliga yonelik ikincil korumada, asetilsalisilik asit
kullanilir. Iskemik olaydan sonra, tercihen su igerisinde dagitarak ya da gignenerek tek doz
asetilsalisilik asit alinmalidir. Miyokard infarktiisii ve iskemik (hemorajik degil) inmeden sonra
300 mg’lik doz verilir. Ik dozdan sonra giinde 75-300 mg asetilsalisilik asit ile idame tedavisine
gecilir.”

Vaskiiler olaylara karst birincil koruma i¢in de, on yillik tahmini koroner kalp hastalig
riskinin en az %15 oldugu vakalarda, hipertansiyonun kontrol altinda tutulmasi kosuluyla, diisiik

doz asetilsalisilik asit yararlhidir. Koroner bypass ameliyatindan sonra da, diisiik doz asetilsalisilik



asit (giinde 75-100 mg) verilir. Atriyalfibrilasyonda, stabil anginada ve intermitan klodikasyonda

da kullanilir.”

2.2. Clopidogrel

Clopidogrel tiklopidin isimli etkin maddenin kimyasal olarak degisiklige ugratilmasi
sonucu elde edilen bir etkin maddedir. Clopidogrel bisulfat olarak diinya piyasasinda Sanofi-
Synthelabo ve BMS tarafindan Plavix ve Iscover ismi ile pazarlanmaktadir. Aterotrombotik
olaylarin azaltilmasinda, miyokard enfarktusu, inme ve kardiovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde kullamilan bir etkin maddedir.® Ayrica perkutan koroner miidahale sonrasi stent

trombosis olusma sikhigm azaltigi da gorilmiistir.'*

Clopidogrel, diger platelet
inhibitorleri gibi akut koroner sendrom sebebi ile sonuglanan oliimlerin veya hastaliklarin
azaltilmasinda etkili oldugu kamtlanmis bir maddedir.***® Clopidogrelin klinik anlamda
yararli oldugu diinya c¢apinda 30000 hasta iizerinde yapilan calismalar da uzun sure

kullaniminda aterotrombotik olaylarin Onlenmesinde etkili oldugu klinik anlamda

kanitlanmigtir.>***® Clopidogrel bisulfat beyaz ya da krem renginde bir tozdur.’

Clopidogrel bisulfatin molekiil agirligi 419.9 g/mol’dir. Pratikte suda veya notral pH

degerlerinde ¢oziinmez. Metanolde ve asetonitrilde kolaylikla ¢oziinmekte, dietileterde ise

pratikte ¢oziinmemektedir.'®*’

Sekil 2.1. Clopidogrelin kimyasal yaplsl9



Clopidogrel bisulfatin kimyasal ismi; (S)-a-(2-klorofenil) 6,7-dihidrotiyeno [3,2-c]

piridin 5(4H) asetik asit metil ester hidrojen siilfat tuzu diye okunur.**?

Sekil 2.2. Clopidogrelin {i¢ boyutlu gériiniimii

Clopidogrel in vitro olarak inaktif in vivo olarakda platelet inhibisyonu etkisini
gosterebilmesi  i¢in  karaciger sitokrom P450 izoenzimleri tarafindan  hepatik
biyotransformasyona ugramasi gereklidir. Bir tiyol tiirevi olan aktif metabolit clopidogrelin 2-
oxoclopidogrele oksidasyonu daha sonrada gergeklesen hidrolizi ile olusmaktadir.**? in vitro
izole edilen aktif tiyol metaboliti hizla ve geri donilisiimsiiz olarak trombosit reseptorlerine
baglanmaktadir.>® Bu aktif metabolit plazmada izole edilmis ve tayini
ger<;eklestirilmis,tir.22’23 Oral uygulanmasindan sonra clopidogrelin plazma seviyesi olduk¢a
diistiktiir. Plazmada sirkiile olan bilesigin yaklasik % 85’ini temsil eden inaktif metabolit
karboksilik asit tiirevidir.>** Karboksilik asit metaboliti, clopidogrelin karboksil esteraz

enzimleri tarafindan ester baglarinin par¢alamasi sonucu olusmaktadir.?*%



2.2.1. Kullanim Alanlari

Clopidogrel ile aspirin kombine halde klinik ¢alismalarda ¢ok fazla kullanilmaktadir.
Ozellikle tromboz olusumunu engellemek, platelet antijen polimorfiziminde, miyokard
enfarktus’de, perkutan koroner miidahale ge¢irmis hastalarin uzun dénem tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir.®*"* Fakat bu birlesim, maddelerin tek basina kullanimlara oranla,
kanama zamanlarinin uzamasina neden olmaktadir.>® Yapilan bir ¢alismada iskemik olay riski
altinda bulunan 19185 hasta tizerinde clopidogrel ile aspirinin etkileri karsilastirilmistir.
Sonug olarak clopidogrel iskemik inme, miyokardial enfarktusde ya da vaskiiler 6limleri

onlemede aspirinden daha etkili bulunmustur.®

2.2.2. Clopidogrelin Formlari

Clopidogrelin alt1 tane polimorf yapis1 ve bir tane de amorf yapisi bulunmugtur.>*
Fakat farmasotik preparatlarda yalnizca form I ve form II kullanilmaktadir.** Form I’de patent
siiresi sona ermis fakat form II’de ki patent korumasi devam etmektedir. Form I, ticari
anlamda piyasada kullanilmaya baslanmasindan sonra, molekiilii kesfeden firma form II'yi
kesfetmistir. Yapilan incelemelerde form II’nin form I’den termodinamik acidan daha stabil
oldugu bulunmustur.’

Clopidogrelde, bir asimetrik karbon atomunun neden oldugu R ve S olmak tizere iki
enantiyomeri mevcuttur.®?° Sanofi-Synthelabo tarafindan yapilan galismalarda clopidogrelin
aktif bilesiginin S-enantiyomeri oldugu gi)'s‘[erilmistir.g’?’2 Ayrica aktif S-enantiomeri
stabilitesini koruyabilecek ortam ve sartlarda tutulmasa R-enantiomerine doniiserek etkisini
yitirmektedir.>*® Clopidogrelin iiriinlerinde ve bitmis iiriinlerinde R-enantiyomeri ¢ok dikkatli
olarak takip edilmesi Onerilmekte ve iilke saglik otoriteleri tarafindan da R-enantiyomerin

takip edilmesi istenmektedir. Amerika da R-enantiyomeri miktart % 0.2 ile

sinirlandirimigtir.”



Yapilan bir caligmada clopidogrel bisulfati iceren ve ¢esitli lilkelerde piyasada ruhsath
olan on sekiz tane jenerik ilag ile innovator iiriin (Plavix) kiitle benzerligi, impurite profili ve
icerigi, ¢oziinme Ozelligi ve stabilite agisindan karsilagtirilmistir. Sonug¢ olarak; kiitle
benzerligi agisindan ilaglarin birbirine yakin oldugu ve farmakope limitlerinde kaldigi,
¢oziinme Ozelligi acisindan innovator triiniin 30 dakika icerisinde % 94-96 oraninda
¢oziindiigi, benzer ilaglarin ise % 50-60 civarinda ¢ozilindiigii, stabilite ¢aligmalarinda ise
benzer ilaglarin hidroliz tirtinleri, R-enantiyomeri ve total impurite degerlerinin Gst limitlerde

bulundugu tespit edilmistir.®

2.2.3. Clopidogrelin Etki Mekanizmasi

Trombositler adenozin difosfat (ADP), kollajen, plazminojenaktivator faktor (PAF),
prostagladinler (PG-G2 ve PG-H2), thrombin, serotonin, adrenalin, thromboxane A2 ve
vazopresin gibi maddeler tarafindan uyarilmasi sonucu, membran tlizerindeki reseptor araciligi
ile aktif olup agregasyon ve sekresyon fonksiyonlarini gergeklestirirler.6’34

Adenozin difosfat (ADP), aktive olmus plateletler, eritrositlerve endoteliyal
hiicrelerden salinmaktadir.”*> ADP’nin salinmasinin ardindan, ADP trombosite baglanarak
membranindaki glikoprotein (Gp-lIibve Gp-llla) tipi fibrinojen reseptorlerini aktive ederek
fibrinojenin baglanmasia ve yakinindaki trombositlerle birleserek agregasyona yol acarlar.®®
Clopidogrelin aktif metaboliti, adenozin difosfatin (ADP) trombositteki reseptore
baglanmasin1 ve bu yolla selektif olarak glikoprotein GPIIb/Illa kompleksinin ADP uyarimli
aktivasyonunu, bunun sonucu olarak da trombosit agregasyonunu inhibe eder.®**" Ayrica
trombosit aktivasyonunun salgilanan ADP ile artmasini engelleyerek diger agonistlerin yol
actig1 trombosit agregasyonunu inhibe eder. Clopidogrelin aktif metaboliti, trombosit ADP

reseptoriinii geri doniisiimsiiz olarak modifiye etmek suretiyle etkisini gosterir.>*



2.2.4. Clopidogrelin Farmakokinetigi

Giinde oral olarak alinan 75 mg clopidogrel hizla absorbe olur ve clopidogrelin
gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu % 50 dolaylarindadir.®*° Dolagimda bulunan ana
metabolitin kinetigi clopidogrelin 50 ile 150 mg’lik doz araliginda dogrusaldir ve yarilanma
émrii uzundur.>® Tekrarlanan dozlarda giinliik olarak uygulanan 75 mg clopidogrelin ana
bilesiginin plazma derisimi (<0.00025mg/L) oldukga diisiik ve platelet inhibisyon etkisinden
de yoksundur.? Oral olarak alman clopidogrelin kararli hal (steady state) derisimine ulagmasi
ortalama olarak sekiz giinde gelm;eklesmektedir.40’41 Clopidogrel ve dolasimda bulunan ana
metaboliti, in vitro ortamdaki plazma proteinlerine geri déniisiimlii olarak baglamir.’ Bu
baglanma in vitro olarak 100 pg/mL dstiindeki derisimlerde ger(;eklesmistir.9 Insanlarda, 120
saatlik bir aralikta yaklasik % 50 oraninda idrarla ve yaklasik % 46 oraninda fecesle atilir.”*?
Doza bagimli platelet agregasyonunu inhibe edici etkisi, uygulanan75 mg’lik dozun ardindan
42,43

en az iki saat sonra goriilmekte ve bes ile yedi giin boyunca etki devam etmektedir.

Maksimum plazma derisimine bir saatte ulasmaktadir.*®

2.2.5. Clopidogrel ile Tedavide Beklenen Yan Etkiler

Her ilagta oldugu gibi bu etkin madde igin de s6z konusudur. Yan etki olarak
hemorajik bozukluklar (kanama zamanin artmasi, gastointestinal kanama, intrakraniyal
kanama), hematolojik bozukluklar (notropeni, trombositopeni, trombotik trombositopenik
purpura), santral ve periferik sistem bozukluklar1 (bas agrisi, sersemlik, bas donmesi,
uyusukluk), gastrointestinal bozukluklar (karin  agrisi, dispepsi, diyare, gastrit,
konsitipasyon), hepatik ve biliyer bozukluklar, deri ve eklemlerde bozukluklar

goriilmektedir. %44

a. Hematolojik Yan Etkiler

Kanama
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Notropeni/Agrunositozis

TTP, Pansitopeni

TTP-HUS

Aplastik anemi

Kemik iligi baskilanmasi
b. Hematolojik Olmayan Yan etkiler

Gastroenterit

Urtiker dokuntu

Akut artirit

Yetiskin nefrotik sendrom

Anjioodem

Hepatoseluler ve kolestatik karaciger zedelenmesi

2.2.6. Clopidogrel ile Yapilan Calismalar

Panderi ve arkadaslan®® sivi kromatografisi-kiitle spektrometri (LC-MS) yontemiyle
insan plazmasinda clopidogrelin karboksilik asit metobolitini belirlemislerdir. Bu ¢alismada i¢
standart olarak sulfafuratol, kati faz ekstraksiyon metodu, PGC kolon, metanol-% 0.1
trifloraasetikasit igeren sudan (70:30, h/h) olusan mobil faz ve 0.25 mL/dak akis hizindan

olusan ¢alisma parametreleri kullanilmistir.

Zaazaa ve  arkadaslar® clopidogrel  bisiilfatin = spektrofotometrik  ve

spektrodensotometrik olarak belirlenmesi ve bazik olarak ayristirma kinetigini ¢alismiglardir.

Serra ve arkadaslar® kapiler elektroforez yontemiyle clopidogrel ve onun karboksilik

asit metabolitlerinin es zamanli olarak belirlenmesini ¢alismislardir.

Mitokoz ve Panderi®® yaptiklari calismada farmasotik preparatlarda clopidogrelin
belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemini gelistirip gegerlilik testlerini yapmiglardir. Bu
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calismada Cig kolon, 0.3 mL/dak akis hizi, naproksen olarak i¢ standart, 235 nm dalga boyu
ve sodyum dihidrojen fosfat-asetonitrilden (35:65, h/h) olusan hareketli faz ¢alisma
parametreleri kullanilmistir. Clopidogrelin ve IS’ alikonma zamanlar sirasiyla 6.28 ve 3.08

dakika olarak tespit edilmistir.

Rao ve arkadaslar® farmasotik preparatlarda sitalopramin enantiometrik safligimin
belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemini gelistirip gegerlilik testini yapmislardir. 240 nm dalga
boyu, UV dedektér, clopidogrel hidrojen siilfat1 i¢ standart olarak ve n-hexane:2-
propanol:trietilaminden (95:0.5:0.1, h/h/h) olusan hareketli fazi ¢alisma parametreleri

kullanilmustir.

Ksycinska ve arkadaslari®™ LC-MS yontemiyle insan plazmasindaki clopidogrelin
metobolitini belirlemeye ¢alismiglardir. Plazmadan clopidogrelinin geri kazaniminda Sivi sivi
ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Calismada Cig kolon, mobil faz olarak asetonitril-su-
formikasit (60:40:0.1, h/h/h), 0.2 mL/dak akis hizi, repagliniti i¢ standart ve 35 °C kolon

sicakligindan olusan parametreler kullanilmigtir. Analiz siiresi 12 dakika olarak belirlenmistir.

Takahashi ve arkadaslar®™ LC-MS-MS yontemiyle insan plazmasinda clopidogrel
aktif metabolitinin miktar tayini i¢in ¢alisma yapmislardir. Bu caligmada i¢ standart olarak
clopidogrel aktif metabolitinden tiiretilen bir analogu, Kat1 faz ekstraksiyon yontemi, metanol-
formikasitden (70:30, h/h) olusan hareketli faz1 ve 0.2 mL/dak akis hiz1 kullanilmistir. Analiz

stiresi 6 dakika olarak belirlenmistir.

Fayed ve arkadaslari™ trietilamin fosforik asit tampon ¢ozeltisi kullanarak kapiler
elektroforez yontemiyle clopidogrelin ve safsizliklarinin belirlenmesi ve ayrilmasini

calismislardir.
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2.3. Spektroskopik Yontemler

Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis bir
analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin Kkalitatif, kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarinin aydmlatilmasinda
spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Spektroskopi kavrami Onceleri goriiniir
bolge 1s1mninin ¢esitli dalga boylarina ayrilip spektrumlariin elde edilmesi i¢in kullanilirken
giinlimiizde ise elektromanyetik 1s1nlarin madde ile etkilesimini inceleyen genel bir bilim dali
olarak tanimlanmaktadir. Onceleri sadece elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki
etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin i¢in spektroskopinin kapsami madde ve diger enerji
tirleri arasindaki etkilesimleri de icerecek sekilde genisletilmistir. Elektromanyetik 1sima
uzayda cok biiyiik bir hizla hareket eden dalga ve parcacik yapisinda bulunan, pek ¢ok yapiya

girebilen bir enerji seklidir.”

Elektromanyetik 1sinin madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi veya
yayillmasi inceleniyorsa sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Isinin molekiiller tarafindan sogurulmasit molekiildeki
atomlarn tiirtine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiytikliigiine vb. 6zelliklerine bagh
oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve stereokimyasal 6zelliklerinin
bulunmasi, tanimnmasi ve saflik kontrolii gibi c¢ok genis bir alanda uygulanmaktadir.
Spektroskopik c¢alismalarda madde iizerine dalga boyu 110 nm den 30000 nm’ye kadar
degisen cesitli 1sinlar gonderilir. Biitiin bu dalga boylarin1 verecek ve hangi dalga boylarinin
absorplandigimi tespit edecek tek bir cihaz yapmak miimkiin olmadigindan, belirli dalga
boylar1 arasinda calisan cihazlar gelistirilmistir. 110-1000 nm dalga boylarindaki isinlarla
caligan cihazlara ultraviyole ve goriiniir alan, 2500-30000 nm dalga boylarinda calisan
cihazlara infrared ve dalga boylar1 ylizlerce metreye kadar degisen radyo dalgalariyla galisan

cihazlara da niikleer manyetik rezonans cihazlari denir. Bu cihazlarin gegerli olduklar1 alan
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spektroskopilerine de sirasiyla Ultraviyole-Goriiniir Bolge Absorpsiyon (UV-Visible),
Infrared (IR titresim) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri adi verilir.”’
Analitik amaclar i¢cin 6nemli spektral bolgelerin dalga boyu ve dalga sayis1 araliklarim

gosteren diyagram Sekil 2.3’de verildi.

2.3.1. Isimin Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 1s1n iceren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gegirilirse, icinden bazi dalga boylarinin kayboldugu goriiliir. Buna 1sinin absorplanmasi
denir. Absorpsiyonla 151n enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilir. Boylece 1s1n
enerjisini absorplamig olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmig hale gecerler. Uyarilmis bir
atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir. Sonra absorpladigi 1sin enerjisini geri
vererek tekrar eski haline veya temel haline doner. Madde tarafindan absorplanan 1sin
enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde
ise absorplanan 151n enerjisi daha uzun dalga boylu 1sinlar halinde yaymlanir. Buna
fotoliiminesans olay1r denir. Bu olaymn ¢ok kisa siireli olanina floresans, daha uzun siireli

olanina fosforesans adi verilir.>®

Bir maddenin temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, bagka bir
maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine 6zgii bir absorpsiyon spektrumu

vardir. Absorpsiyon spektrumlari genel olarak iki kisma ayr111r.59

1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

2. Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari
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Sekil 2.3. Elektromanyetik 1ginlarin sistematik olarak tanimlanmasi

2.3.2. Atomik Absorpsiyon Spektrumlari

Polikromatik UV-Goriiniir Bolge 1511 civa veya sodyum gazi gibi tek atomlu bir
ortamdan gegirilirse demetten bazi 1ginlarin kayboldugu goriiliir. Sodyum buharindan 151n
gegcirildiginde sar1 1smin kayboldugu goriiliir. Sari1 1smin sodyum atomlar1 tarafindan
adsorplanmasi, sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan bir elektronun sar1 111

absorplayarak 3p enerji seviyesine ¢ikmasiyla aciklanabilir.*®*°

Atomlarda, en dis tabaka elektronlart UV-goriiniir bolge 1sinlarla uyarildiklart halde, i¢
tabaka elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarmi uyarabilmek i¢in X-1sinlar1 kullanilir.

X-1g1nlar1 goriiniir bolge 1s1nlarindan daha fazla enerjilidirler.58’59

Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmasi lizerine kurulmus olan spektroskopi
dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarinin uyarilmasi iizerine kurulmus olan

spektroskopi dalina da X-1s1nlar1 spektroskopisi denir.*®*®
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2.3.3. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi
Molekiiller, UV, goriiniir ve infrared 1sinlar ile uyarildiklar1 zaman, kuantlagsmis 3 tip
gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler ve 1sin ile olusturulabilen titresim ve dénme

gecisleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi Et;

Et = Eelextronik + Eitresim T Edonme
dir. Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin ¢esitli dig orbitallerindeki elektronlarla iligkin enerji,
titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iliskin enerji, donme enerjisi ise molekiil agirlik
merkezi etrafinda donmesine iligkin enerjidir.ss‘s7 Titresim ve donme gegisleri ¢ok atomlu

molekiiller i¢in gegerlidir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Bir molekiil icin elektronik, titresimsel, rotasyonal enerji seviyelerini gésteren
enerji diyagrami
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Elektronik gecisler dalga boylar1 200-800 nm arasinda olan UV ve goriiniir alan

1sinlartyla gergeklesir.

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon spektroskopisinden
ayrilan en Onemli yani; atomik absorpsiyon spektroskopisinde birbirinden farkli dalga
boylarinda keskin ¢izgiler meydana gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon
spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarini igine alan genis absorpsiyon bantlarinin meydana
gelmesidir. Bir molekiilin UV-Goriinlir Bolge Absorpsiyon spektrumu, molekiiliin bag
elektronlarindan birinin bir foton enerjisini absorplayarak bir iist elektronik seviyeye gecmesi

seklinde agiklanabilir.

Bir maddenin c¢d6zeltisinden polikromatik bir 1s51n demeti gecirildiginde, demette
bulunan bazi 1simlar madde tarafindan absorplanir ve 151n demeti ¢ozeltiden siddetinden bir

miktar kaybederek ¢ikar (Sekil 2.5).%%%°

b (cm)

c(glh >

Sekil 2.5. Absorblayan bir ¢ozeltiye giren PO siddetindeki 1s1n demetinin P siddetine diismiis
olarak ¢ikmasi

Po ()

C

(

Cozeltiye Py siddetinde giren 1s1n ¢ozeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 15in

absorblayan atom veya molekiiller arasindaki etkilesimin sonucu olarak 1ginin giicii Pp’dan
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P’ye diismiis olur. Buna gore 1sin demetinin ortamdan ge¢me oranina gegirgenlik (T) adi

verilir.>®

Seklinde gosterilir.

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

A= —og,,T = - log PB

0

seklinde formiile edilir. Calismalarda absorplanan 1gin miktari ya gecirgenlik ya da absorbans

olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle ylizde olarak verilir:

%T =—100

Bir ¢ozeltinin absorbansi, 1511n ¢ozelti i¢inde aldig yolla (b) ve ¢ozeltide absorpsiyon yapan
taneciklerin derisimiyle (c¢) dogru orantilidir. Bu iliski Lambert-Beer kanunu olarak
adlandirilir:

A=¢b.c

seklinde verilir ve burada ¢ molar absorptivite katsayisi olarak adlandirilir.

56,59

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir.

P=Py. 10 “#"<
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2.3.4. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunu sadece ¢ok seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilen bir kanundur.
Bunun nedeni yiiklii taneciklerin birbirinin yiik dagilimini etkilemeleri veya degistirmeleridir.
Yiik dagilimi degisen bir tanecigin absorplama kabiliyeti ¢cok degisir. Bu da derisimle
absorbans arasindaki lineer bagintinin bozulmasina neden olur. Absorplayan maddenin
derisimi diisiik olabilir fakat yaninda bulunan maddelerin derisimi yiiksek olursa yine sapma
gozlenebilir. Kanundan sapmalar ortamda ytiklii tanecikler bulundugu zaman daha da biiyiik

olur. Sapmalar; °**°

1- Cihazdan gelen sapmalar
2- Kimyasal maddelerden gelen sapmalar
3- Analizci hatasindan gelen sapmalar

seklinde iice ayrilabilir.

2.3.5. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1sinin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans ya da gecirgenligini 6lgmek i¢in kullanilan bir cihazdir. UV-Goriintir
Bolge Absorpsiyon spektrofotometreleri, 110 nm’ den 1000 nm arasinda degisen dalga
boylarinda caligirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu araliginda ¢alisan cihazlar vakum
tertibatlh ve olduk¢a pahali cihazlardir. Bundan dolay1r laboratuvarlarda kullanilan
spektrofotometri cihazlar1 200 nm ile 800 nm dalga boyu araliginda caligmaktadirlar.
Spektrofotometrelerde elektromanyetik 151n kaynagi olarak déteryum ve tungsten olmak tizere
iki lamba kullanilmaktadir. 160-400 nm araliginda 1s1n tiretmek i¢in doteryum lambasi, 350-
2500 nm arasinda 1$1n iiretmek i¢in tungsten lambasi kullaniimaktadir.>®*® UV-Gériiniir Bolge

Absorpsiyon Spektrofotometreleri yapilarina gore iki kisma ayrilir;
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1- Tek 151nl1 spektrofotometreler

2- Cift 1s1nl1 spektrofotometreler

2.3.6. Tek Isinh Spektrofotometreler

Absorpsiyon ve % gegirgenlik 6l¢iimlerinde kullanilan basit, ucuz ve bakim kolaylig
olan bir cihazdir. Tek 1sinl1 spektrofotometreler asagida gosterildigi gibi 1s1n kaynagi, dalga
boyu segici, filtre veya monokramatdr, 1sin yoluna konacak eslenik iki hiicre, dedektor,
yiikseltici ve bir gosterge aletinden olusur. Absorpsiyon ve % ge¢irgenlik okumak icin dnce
numune bdlmesine referans madde konularak alet ve referans hiicreye gore cihaz sifirlanir.

Daha sonra numune hiicresi konur ve 8l¢iim yapilir (Sekil 2.6).%°

Ism kapag

I ” Referans Fotodedektor

Gosterge

hiicre
50
20 l:l_> Yiikseltici I, (M)

hv Filtre veya
“~>| monoknomator

Numune
hiicresi

Sekil 2.6. Tek 151nl1 Spektrofotometre cihazinin sematik gosterimi
2.3.7. Cift Isinh Spektrofotometreler
Modern spektrofotometrelerin pek ¢ogu cift 151l tasarima sahiptir. Bu cihazlar tek
1s1nl1 cihazlara goére hem optik hem de elektronik yonden daha karmasiktirlar. Cift 1s1nh
spektrofotometreler 190-800 nm araliginda ¢alismak {izere tasarlanmislardir. Cihaz sira ile
devreye giren tungsten ve doteryum lambalari, yansitmali granting monokromatdrii ve bir
fotocogaltict dedektorii ile donatilmistir. Cift 1sinli cihazlar, 151k kaynagindaki biitiin

dalgalanmalar1 giderebilme, kagak i1sinlari ve sagilan iginlardan gelen sapmalari minimize
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etme ve yikselticideki voltaj degisikliklerinden fazla etkilenmeme gibi tstiin 6zelliklere
sahiptirler (Sekil 2.7). Giiniimiiz modern optoelektronik teknolojisinin iirlinlerinden olan ¢ok
kanall1 veya diod serili spektrofotometreler kullanilmaktadir. Bu cihazlar, ¢ok kisa zamanda

biitiin UV ve Gériiniir Blge Absorpsiyon spektrumunun kaydini miimkiin kilar.*®

Foto-
Referans dedektor

Isin kapagi hiicresi
,\/ﬁ(}\)
Gosterge
Kaynak Y
) 50

ho Filtre veya Foto- Viik o0

monokromatorler dedektor| .o -

yiikseltici

Numune
hiicresi

Sekil 2.7. Cift 1s1nl1 spektrofotometre cihazinin sematik gdsterimi

2.3.8. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektrofotometre Cihazinin Kullanim

Amaclan

1. Kalitatif Analiz

2. Kantitatif Analiz

3. Molekiil Yapisin1 Aydinlatma

2.3.9. Kalitatif Analiz ve Molekiil Yapisin1 Aydinlatma

Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum, her
yoniiyle ayni sekilde daha oOnce alinmis olan spektrumlarla karsilagtirilir. Bilinmeyen
maddenin spektrumu daha 6nceki madde spektrumlarindan hangisine uyuyorsa, bilinmeyen
madde o maddedir. Bundan baska maddelerin saflik kontroliinde de kullanilmaktadir.

Numunenin alinan spektrumunda beklenmedik pikler goriiniiyorsa bu o maddenin saf
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olmadigmi gosterir. Ayrica, Kromofor gruplarin kalitatif tayininde ve organik molekiillerin
yapilarinin  aydmlatilmasinda da UV  spektroskopi yontemi kullanilmaktadir. Yap1
aydinlatilmasinda, 200-400 nm araliginda bir veya daha ¢ok pik gozleniyorsa bu, molekiilde
doymamis gruplarin veya kiikiirt, halojen gibi hetero atomlarin varligint gosterir. Cogu
zaman, analitin spektrumu, ¢ok sayida kromofor grup iceren ve yapist bilinen bagka bir
molekiilin spektrumu ile karsilastirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir
edinilebilir. Fakat genel bir kural olarak, analitin kesin yapisint anlamak igin yeterli ayrintili
bilgileri, UV spektrumlarinda bulamayiz. Bu yiizden, UV spektrumlarindan elde edilen
kalitatif veriler, NMR, MS gibi baska fiziksel ve kimyasal verilerle desteklenmeli miimkiinse

coziiniirliik, erime noktas1 ve kaynama noktas1 gibi bilgilerle birlestirilmelidir.®®

Kalitatif analiz amagli UV spektrumlar1 genelde analitin seyreltik ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlari alinabilirse, daha
ayrintili  ve dolayisiyla daha yararli spektrumlar ele gecer. UV-Goriiniir Bolge
Spektroskopisinde kullanilacak ¢o6ziicliniin bu bdlgedeki 1sinlar i¢in gecirgen olmasi ve
numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde ¢ozmesi gerekir. Ayrica ¢oziicii ile
absorpsiyon yapan tiir arasindaki miimkiin etkilesmeleri de hesaba katmak gerekir. Ornegin,
su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢oziiciiler, spektrumdaki titresim ayrintilarini ortme etkisi
gosterirler. Polar ¢oziiciiler, hem spektrumun titresimlerinden ileri gelen kiigiik piklerin
kaybolmasima, hem de absorpsiyon bantlarimin ve dolayisiyla piklerin esas yerlerinden

kaymasina neden olurlar.”®>®

2.3.10. Kantitatif Analiz

UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi, kimyacilarin kantitatif analizlerde en
cok faydalandiklar1 yontemlerden biridir. Kantitatif analizde, ilk Once analizi yapilacak

maddenin en iyi absorbans yaptig1 dalga boyu bulunur ve bu dalga boyunda spektrumu alinir.
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Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslari
okunur. Derisime karsi absorbans grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra
bilinmeyen maddenin derisimi kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica secilen dalga

boyu sabit tutularak absorbtivite katsayis1 da belirlenmeye ¢alisilir.

2.4. Tiirev Absorpsiyon Spektrofotometrisi Yontemi

Tiirev Absorpsiyon Spektrofotometresi, tiirev spektrumlarinin kullanilmasi esasina
dayal1 bir analiz yontemidir. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi ¢alismalarindan
cok daha genis bir uygulama alani bulmustur. Bunun nedeni UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon
spektrumlarinda st {iste binen, cakisan bantlar daha ¢ok goriiniir ve aymrim giicli zayiftir.
Bunun yaninda sinyal /giiriiltii (S/G) oran1 da diisiiktiir. Tiirev uygulamalari bu sorunlara belli
oranlarda ¢oziim getirmis ve karakteristik pikleri az olan ve ¢dziimlenmemis bantlar1 igeren

spektrumlarin ayirim giiclinii artirmistir.

Tirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi vererek bunun omuz
noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine neden olur. Boylece bir bilesik
daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Orijinal spektrumlarda {ist iiste binen ¢akisan
bantlar varsa, bu spektrumlarin bantlar1 alinarak bantlarin belli oranda birbirinden ayrilmasi
saglanir. Bu yontemle karisimlarin analizleri de yapilabilmektedir. UV-Goriintir Bolge
Absorpsiyon Spektroskopi yonteminde bulanik g¢ozeltiler ile ¢alisirken ¢okme hizi tanecik
biiyiikliigii gibi etkenlere bagl olarak biiyilik oranda hata yapilirken tiirev alinarak bulanikligin
olusturdugu bu etki ortadan kaldirilabilir. Bu yontemin dezavantaji ise; yiiksek tiirev
derecelerinde S/G oranin bozulmasi, pik sekillerinde bozulma ve doniim noktas1 kaymasidir.

Bu nedenle uygulanacak tiirevin derecesi 1yi secilmelidir.®
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2.5. Kromatografi

Kromatografi, diger yontemlerle ayrilmayan ve yapi olarak birbirine benzeyen
bilesenleri ayirmakta kullanilan bir yontemdir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla
sabit faz lizerinde degisik hizlarda hareket etmeleri veya siirliklenmeleri esasina dayanir. Sabit
faz tarafindan bagil olarak kuvvetle alikonulan bilesenler hareketli fazla yavas ilerlerken zayif
alikonulanlar hizli ilerleyecektir. Bu sekilde karisimi olusturan bilesenler birbirinden ayrilarak

nitel ve nicel analizleri miimkiin olacaktir.®!

S1vi kromatografisi diizlemsel ylizeylere ve kolonlara uygulanabilen bir kromatografi
tiriidiir. S1vi kromatografisi normal-faz sivi ve ters-faz sivi olmak tizere iki farkli teknikle
uygulanabilir. Normal-faz sivi kromatografisinde sabit faz hareketli faza gore daha polarken,

ters faz sivi kromatografisinde hareketli faz polar, sabit faz ise apolardir.®*

2.5.1. Kromatografinin simiflandirilmasi:

Kromatografi ayrilma mekanizmasina gore dorde ayrilir.

2.5.1.a. Adsorbsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon, bir karisimda bulunan gaz veya buhar halindeki ¢6ziinmiis maddelerin
kat1 faz lizerinde tutunmasidir. Adsorbsiyon kramotografisi ise drnek bilesenlerinin dolgu
maddesinin yilizeyinde farkli giiglerde tutunmalar1 sonucu meydana gelen bir ayirma islemidir.
Bir ¢ozeltideki maddeler sabit faz iizerinde adsorbe olabildikleri gibi hareketli fazada desorbe
olmaktadirlar. Denge durumunda adsorbsiyon ve desorpsiyon hizlari esittir. Adsorbsiyon

kromarografisi ile 6rnegin izomerler, hormonlar ve antibiyotikler kolayca ayrllabilir.62

2.5.1.b. Dagilma (Partisyon) Kromatografisi
Bir faz sistemi (birbirleri ile karigmayan iki sivi karigimi) i¢cine konulan madde bu

stvilardaki ¢oziiniirliigline bagl olarak iki faz arasinda dagilir ve dengeye ulasir. Boyle bir
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sistemde maddenin iki faz arasindaki dagilimi sabit olup buda dagilim (partisyon) katsayisi ile

ifade edilir.5*%*

Kd=C,/C, C,;=Maddenin 1. fazdaki derisimi
C,=Maddenin 2. fazdaki derisimi

Dagilma kromatografisinde, maddeler birbiriyle karigmayan sivi sabit faz ve hareketli
faz arasinda dagilima ugrar. Siv1 sabit faz olarak genelde su, bazen de organik ¢oziiciiler
kullanilabilir. Sabit faz tasiyicisi olarak kagit, selliiloz, silikajel, diatome topragi, aliiminyum
oksit gibi su veya organik ¢oziiciiler emdirilerek sivi sabit faz olusturulur. Hareketli faz olarak
tek veya karisim halindeki ¢oziiciiler kullanilir. En uygun hareketli faz c¢esitli ¢oziicii
sistemleri denenerek bulunur. Dagilma kromatografisinin ayirma giicii, adsorpsiyon
kromatografisinden fazladir. Bu yontemle Ornegin aminoasitler, asitler, seker tiirevleri ve

alkoller gibi yapilari birbirine ¢ok yakin maddeler ayrilabilir.®®

Adsorpsiyon kromatografisinde, maddeler kat1 olan sabit faz ile sivi olan hareketli faz
arasinda etkilesir. Dagilma kromatografisinde ise; maddeler sivi olan sabit faz ile sivi olan
hareketli faz arasinda dagilir. Adsorban destek materyali olarak kullanilip iizerine sivi faz

emdirilir ve madde bu s1v1 sabit faz ile hareketli faz arasinda dagilima ug“grar.e‘r"67

2.5.1.c. Iyon Degisim Kromatografisi

Maddelerin iyonik gruplar ile iyon degistiricilerdeki iyonik gruplarin karsilikli yer

degistirme esasma dayanur.®’

2.5.1.d. Eleme (Jel Filtrasyon, Jel Geg¢irgenlik) Kromatografisi

Karisimdaki maddelerin molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilmasi esasina dayanlr.67

25



2.5.2. Kromatografik Ayirim

Kromatografik ayirimda, maddeler karismayan iki faz arasinda dagilirlar. Fazlardan
biri hareketli faz, digeri sabit fazdir. Kolon olarak adlandirilan dar bir tiip i¢ine doldurulmus,
birbirine yakin, gozenekli partikiiller sabit faz olarak adlandirilir. Hareketli faz ise bu
partikiiller arasindaki boslugu doldurur. Hareketli faz kolon boyunca maddeleri siirtikler.
Kolondan ¢ikan her maddenin derisim profili pik olarak adlandirilir, piklerin olusturdugu

tabloya da kromatogram ad1 verilir.®*®

2.5.3. Bir Kromatografik Ayirimin Amaclari
Bir kromatografik ayirimin kalitatif analiz, kantitatif analiz ve preparatif ayirim olmak

.. . 7
iizere ii¢c temel amaci vardir.?® "°

2.5.3.a. Kalitatif Analiz
Maddelerin bilinen alikonma zamanlari ile karsilastirma yapilir. Bununla birlikte
sadece HPLC ile gerceklestirilen kalitatif analiz maddenin kimlik tayini i¢in tek basina yeterli

degildir, spektroskopik veya diger yontemlerle desteklenmesi gerekir. 68-70

2.5.3.b. Kantitatif Analiz
Kromatografinin en yaygin kullanim alani kantitatif analizdir. Kromatografik pik
altindaki alan mevcut madde miktarina karsilik gelir. Pik alanlar1 genellikle bir elektronik

integratOr veya bilgisayar data sistemi ile Slgiiliir. 20087

2.5.3.c. Preparatif Analiz
Preparatif ayirma, biiylik miktardaki numunelerin ayirma ve saflastirma islemlerinde
kullanilir. Analitik ¢alismalarda mikrogram mertebesindeki numuneler ayrilirken, preparatif

caligmalarda miligram, hatta gram mertebesindeki madde miktarlar ayrllabilir.so’eg’70
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2.5.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Giiniimiizde kromatografik teknikler, ¢ok sayida kompleks yapiya sahip bilesenleri
(g1da, ilag vb.) kalitatif ve kantitatif olarak katki, kalint1 ve kontaminasyonlarinin tespitinde
kullanilmaktadir. Hareketli fazin sivi oldugu ve basing yardimiyla kolona gonderildigi
sistemlere yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) denir. HPLC cihazinin kisimlari

enjektdr, pompa, dedektor, kolon ve kaydediciden olusur ve Sekil 2.10°da gdsterilmistir.*°

Kolon }1

Dedektdr | apk

Gazelti

b 4

» Enjektdr
Pampa " Kaydedici

?

Mumune

Sekil 2.8. HPLC Cihazi Kisimlarinin Sematik Gdsterimi

2.5.4.a. Enjeksiyon Uniteleri

a) Manuel Enjeksiyon Valfleri

Enjeksiyon valfleri yiiksek basingli bir ortama numune aktarmak amaciyla kullanilan
sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune yiikleme ve enjeksiyon olmak tizere iki konumu
vardir. Yiikkleme konumunda loop basingli ortamdan izole edilir. Enjeksiyon konumunda loop

tekrar yiiksek basingli ortama donerek numuneyi sisteme aktarir.”

b) Basit Otomatik Enjektorleri

Basit otomatik enjektorlerde, manuel enjeksiyon valfine benzer bir valf kullanilir. Bu
sistemde Ornek sisesine azot basinci uygulayarak loop doldurulur ve valfin donmesi ile 6rnek

enjekte edilir.®
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¢) Programlanabilen Otosamplir

Programlanabilen otosamplirlar 6rnek loopuna doldurmak icin hassas motor ile
hareket ettirilen siringa kullanirlar. Enjektorle g¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen

miktarda 6rnek loopa doldurulur.®

Avantajlari: Loop’un kismi doldurulmasi ile kiiglik miktardaki 6rnek enjeksiyonlar
gergeklestirilmekte ve drnek kayiplart minimum olmaktadir. Bu tip otosamplirlarda 10 puL’lik
toplam 6rnek hacminden 2 pL gibi kiigiik miktar enjekte edebilirler. Ayrica istenilen 6rnek
sisesinden, istenilen sayida enjeksiyon yapmak miimkiindiir. Programlanabilen

otosamplirlarin dezavantaji baslangictaki yiiksek maliyetidir.®®

2.5.4.b. Pompalar
Hareketli fazin kolon boyunca akisim1 saglamak i¢in kullanilirlar. Akisin sabit ve
deneylerin tekrarlanabilir olmasi i¢in hareketli fazin pompalanma hizi sabit olmalidir.

Pompalar iki tiptir.%®"

a) Sabit Basin¢ Pompalari: Ilk gelistirilen pompalardir. Hareketli faz bir haznede
bulunur ve bu hazne azot gibi eylemsiz bir gaz yardimiyla basing altinda tutulur, bu basing

hareketli fazin akigini saglar.”*

b) Sabit Hacim Pompalari. Basinci motor saglar. Herhangi bir nedenle sistemin
gecirgenligi bozulursa veya ¢oziiciiniin viskozitesi degisirse olusan i¢ basing degisikligi
motorla saglanan basing degisikligi ile kapatilir. Ozellikle gradient eliisyonlarda bu tip

pompalar kullanilir.%®™
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2.5.4.c. Dedektorler
Isik enerjisini elektrik enerjisine dontistiiren cihazlara dedektor denir. Dedektor se¢imi
ornegin kimyasal yapisina ve kullanilan yontemin gereksinimlerine baglidir. HPLC’de UV,

fluoresans, rekraktif indeks, elektrokimyasal ve kiitle dedektérleri kullamiimaktadir.”

a- UV Dedektorler: Cogu ilag analizinde kullanilan UV dedektorler, maddenin 15181
absorplayip absorplamadigini anlamak igin 151k kaynagindan gelen 1s181n siddetinin dl¢iilmesi

amaciyla kullanilan dedektorlerdir. Bunlar iki tiptir.

Sabit dalga boylu dedektorler: basit bir dedektor olup, dalga boyunun segimi igin
farkli interferanslh filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi olarak civa
lambas1 kullanilir. Bunun disinda alternatif 151k kaynaklar1 ile daha degisik dalga boylarim

gdzlemekte miimkiindiir.

Degisken dalga boylu dedektorler: 108-400 nm arasinda siirekli 151k verebilen
doteryum lamba ya da 400-800 nm arasinda 151k veren bir tugsten lambaya sahip ve istenilen
dalga boyunu se¢gmek icinde bir monokromatdr tasiyan fotometrelerdir. Maddenin maksimum
absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda c¢alisma olanagi saglayan bu dedektorler,

hassasiyet artirdig1 i¢in ve diisiik dalga boyunda ¢alisabildigi icin son derece kullanghdir. "

b. Diyod Array Dedektorler: Degisken dalga boylu UV esash dedektorleridir. Hem
sabit hem de taramali dalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir. Diyod array
dedektorler se¢imlilik ve hassasiyet agisindan degisken dalga boylu UV dedektor ile aym

avantajlara sahiptir.”” Buna ek olarak;
1. Ayni anda spektrumun biitiin dalga boylarinda piklerin 6l¢timii yapilabilir.

2. Cok hizli spektrum taramasi yapilabilir ve istenilen pikin ti¢ boyutlu kromatogrami

alinabilir.
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3. Birden fazla dalga boyunda kromatogramdaki piklerin UV spektrumlari alinabilir.

4. Spektrumlarin ¢akistirilmasi yontemi ile pik safliginin tespiti yapilabilir.

C. Floresans Dedektorler: Bu dedektorde floresans, uyarict 1gina 90 derecede
yerlestirilmis bir fotoelektrik dedektér yardimiyla gozlenmektedir. Basit dedektdrlerde,
uyarict 151k kaynagi olarak civa lambasi ve yayilan 1sinlarin belli bir bandini izole etmek i¢in
birkag filtre kullanilir. Daha gelismis cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi ve floresans
1s1masint izole etmek icin optik ag monokromatdr kullanilir. Floresans 6zellik gosteren ya da
floresans hale getirilebilen numunelerin ayrilmasi ve analizinde kullanilan bir yontemdir.
Floresans ozellige sahip ilaglar, dogal iiriinler, klinik numuneler ve petrol iiriinleri gibi

maddelerin analizinde oldukga fazla tercih edilen yontemlerdendir.’*™

2.5.4.d. Kolon

Dolgu maddesini yani sabit fazi tasiyan kolonlar genellikle paslanmaz celiktir. 2-5 mm
capinda ve 10-100 cm boyunda olabilir. Dolgu maddesi taneciklerinin ¢ap1 5-10 pum ile 35-
125 um arasinda degisir ve sistemin performansini biiylik 6l¢iide belirleyen niteliktir. Tanecik
capt 2-3 pum olan kolonlarda gelistirilmistir. Analitik amagla kullanilan dolgu maddesinde
kiitle aktarimi1 daha hizli, etkinlik daha yiiksek, kolonun yeniden dengelenmesi ise ¢ok
hizlidir. Kolonlarin émrii kullanima gore degisir. Kolonun dmriinii uzatmak i¢in 6n kolon
kullanilabilir.”

HPLC ile ilag analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilim kromatografisi uygulanir.
Bu sivi-sivi kromatografi tiiriinde uygun bir analiz yapabilmek icin maddenin belli bir
¢oziiciide ¢oziinmiis olmasi gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasma gére maddenin
polaritesine yakin bir sabit faz segilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi ayrilabilmesi igin sabit

faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir. Silika, aliimina gibi katilar sahip olduklar1 —OH
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gruplart nedeniyle polar bilesenlerdir ve normal-faz sivi kromatografisinde kullanilir. -OH
grubu yerine -CigHss gibi bir hidrokarbon baglanirsa kat1 yilizey apolar 6zellik kazanir ve ters-

faz s1v1 kromatografisinde kullamlir.*"

Dagilim kromatografisinde sistemin ayirim giicti, sabit faz, hareketli faz ve maddenin
polaritesine bagli olarak degisir. Ters-faz sivi ve normal-faz sivi kromatografisinde madde
polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz
polaritesine yakin olan maddeler kolonu once terk eder. Ayrabildikleri maksimum madde

miktaria gore kolonlar ii¢ farkl tipte siniflandirilabilir (Tablo 2. 1).72’73

Tablo 2.1. Ayirabildikleri maksimum madde miktarina gére kolonlar

Kolon tipi Cap1 Uzunluk Ornek miktar1 (mg) Akis hiz1 (mL/dak)
(mm) (cm)
Mikrobor Analitik 1-2 7-30 0,01 0,1
Standart Analitik 35 7-30 0,1 1,0
Preparatif 5-20 25-50 10 10

2.5.4.e. Hareketli Faz
HPLC sisteminde kullanilabilecek sabit faz tiirii secilebilecek hareketli faz bilesimine
gore daha siurlidir. Ayrica hareketli fazin bilesimi alikonmayi ve segiciligi en ¢ok etkileyen

faktorler asagida verilmistir.”*""

a. Ayirimi etkileyen ¢oziicii 6zellikleri: Eliisyon giicii ve segiciliktir.

b. Isletime bagh 6zellikler: Viskozite, bastirilabilirlik, dedektdrle gecimlilik, kolon

ile gecimlilik, numuneyle etkilesmeler, saflik ve i¢inde ¢6zlinmiis gaz orani
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Hareketli fazin cihaza verilmeden 6nce siiziilmesi gerekir. Siizme islemi i¢in 0.45—
0.60 um capinda membran veya teflon filtreler kullanilir. Teflon filtrenin sakincast pahali
olmasi ve organik ¢oOziicliyli siizmeden once bir miktar su ile 1slatmanin gerekmesidir.
Vakumda gergeklestirilen slizme islemi hareketli fazda ¢6ziinmiis gazlarin kismen
uzaklastirllmasimni da saglar. Biitiin ¢oziiciiler az c¢ok oksijen tasir ve hava kabarcigi
olusumuna neden olur. Bu durum, pompada diizensiz hareketlere ve zemin bozukluklarina,
dedektorde girisimlere ve yanlis okumalara neden olur. Coziiciideki hava kabarcigimi yok
etmek icin ultrasonikatdérde bekletme, vakumla gazlarin arindirilmasi ve ¢oziiciiden inert gaz

(He, Ne) gegirme islemleri uygulanir.”*"

Hareketli faz sulu ve/veya tamponlu ise kimyasal bozunmanin yan1 sira mikrobiyolojik
ireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, HPLC analizleri sirasinda taze hazirlanmis

hareketli faz kullanilir.

2.5.5. HPLC’de KullanilanTemel Parametreler

2.5.5.a. Ahlkonma Zamam ve Kapasite Faktorii

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore ulagmasi igin gegen siireye alikonma
zamani denir. Alikonma zamani (tg) terimi yerine alikonma hacmi (V) de kullanilir (Sekil
2.11). Bir maddenin alikonma hacmi bir bilesenin sabit fazdan elue olmasi i¢in gerekli olan

hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hiz1 (F)’ndan hesaplamr.n'77

Alikonma hacmi temel kromatografik parametre olan dagilim katsayist (K) ile

asagidaki esitlik geregi dogrudan iliskilidir®’.

Vi=V+K.Vs
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Bu esitlikte Vyy kolondaki hareketli faz hacmi; Vs kolondaki sabit faz hacmidir.

Dagilim katsayis1(K) ise;

K=sabit fazdaki madde derisimi/hareketli fazdaki madde derisimi olarak tanimlanir.
Kolonda hi¢ tutulmayan bir tiiriin dedektore varigi arasinda gegen zamana Olii zaman (t,)

denir.

Kapasite faktori (k), 6nemli bir deneysel parametre olup, ¢dziinen maddelerin
kolonda go¢ hizlarimi tanimlamakta yaygin olarak kullanilir. Kapasite faktorii olarak bilinen

bu kavram Esitlik I1.5°de verilmistir.”*"’

ek,

F Y
Y

o

Sekil 2.9. Coziinen maddelerin kolonda gb¢ hizlari

k =(tr-to)/to

Kapasite faktorii, hareketli fazin kompozisyonu ile kontrol edilir. Kapasite faktorii her
maddenin kendine o6zgldiir ve bir karisimi olusturan bilesikleri secici olarak ayiran
kromatografik sistemin se¢iminde goz Oniinde tutulan en Onemli parametredir. Uygun bir
hareketli faz-sabit faz ¢ifti se¢ildiginde belirli bir karisimdaki her bir bilesen igin farkli
kapasite faktorii degerleri elde edilir ve bu degerler ayrilan maddelerin nitel tayini i¢in

kullanilir.”*""
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2.5.5.b. Secicilik
Kapasite faktorii orani secicilik veya ayirim faktorii olarak adlandirilir. Bir kolondaki
iki analit i¢in se¢icilik katsayisi, bu kolonun s6z konusu iki maddeyi ne kadar iyi ayiracaginin

bir 8l¢iisidiir ve asagidaki esitlikle verilir.”®"’

o= kz/ k]_

ki kisa alikonma zamanli maddenin, k, ise daha uzun alikonma zamanli maddenin kapasite
faktorii olarak tanimlanir. Segicilik, esas olarak sabit faz 6zelliklerine baglidir ancak; hareketli

faz bilesimi de segiciligi etkiler.

2.5.5.c. Kolon Etkinligi

Basaril1 bir kromatografinin asil amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik

bant elde etmektir. Kolon etkinliginin 6l¢iisii kolonun kuramsal tabaka sayist (N)’dir ve

asagidaki esitlikte verilir."*"

N=16.(ts/W)?

Bu esitlikte W, baseline bant genisligi tr, alikonma zamanidir.

2.5.5.d. Kolonun Ayirma Giicii

Kolonun ayirma giicii (rezollisyon, Rs) degeri, kolonun iki analiti ayirma giicliniin

kantitatif 6l¢iitiidiir. Rezolusyon genel olarak asagidaki esitlikle verilmektedir’® "2,

R:2.(tR2-tR1)/W1+W2

Rezolusyon (R); kapasite faktorii (k), secicilik (a ) ve kolon etkinligi (N) terimleriyle

iligkisi asagidaki esitlikle ifade edilebilir.

R=1/4V N.( o-1/o )/.k/(k+1)
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Verimlilik Seg¢icilik Kapasite
Kromatografik ayirimin basari ile gergeklesmesi igin o>1 olmalidir.a=1 oldugunda iKi

bilesik ayrilamaz (Sekil 2.12.).

Rezolusyon degerler’l

AR AL

Mo W

Sekil 2.10. Kromatografik ayirimin basari ile gergeklesmesi

Genel olarak segicilik arttik¢ca ayrilmanin da artmasi beklenir. Fakat belli bir secicilik
degerinden sonra toplam ayiricilikta gercek bir iyilesme olmadan farkli alikonma siirelerine
sahip madde pikleri elde edilir. Segicilik disinda kalan terimler sabit kabul edilerek secicilige

kars1 ayiricilik grafige isaretlendiginde bu davranis acikc¢a goriilmektedir (Sekil. 2. 13).70'72

0.& -

Ayt

o4l

0z

Sekil 2.11. Ayrilmanin segicilikle degisimi
Kapasite faktoriiniin ayrilma iizerine etkisi bu kavramdan tiiretilmis olan seciciligin

etkisine benzer. Kapasite faktorii disindaki biitiin terimler sabit kabul edildiginde kapasite
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faktoriiniin toplam ayrilmaya etkisi Sekil 2.14’de goriilmektedir. k =0 oldugunda herhangi bir

ayirma iglemi gerqeklesmez.7o'72

Ayrica k' degeri arttikga k'/k™+1 degeri bire yaklasir ve kapasite faktoriindeki artigin

toplam ayrilmaya etkisi kalmaz. Kapasite faktorii i¢in en uygun degerler 1 ile 10 arasindadir

70-72

ve daha cok hareketli faz 6zelliklerine gore degisir.

Aynlma

Sekil 2.12. Ayrilmanin kapasite faktorii ile degisimi

Kromatografide ayrilma kolon etkinliginin karekokiiyle dogrusal olarak degisir. Kolon

etkinligi ise kolon boyuyla dogru orantilidir.

2.5.5.e. Hareketli Faz Bilesiminin Ayirima Etkisi

S1vi kromatografide iyi bir ayirim i¢in uygun ¢oziicii ¢ifti secilerek ayrilan maddenin
kapasite faktorii 1 ile 10 araliginda degistirilebilir. ki veya daha fazla sayida madde aym
kapasite faktoriiyle elue edilirse hareketli faz seciciligi yeterli degildir ve degistirilmesi
gerekir. Normal faz sivi kromatografisinde yaygin olarak hekzan, metil-t-butil eter, metilen

kloriir, asetonitril, metanol gibi organik ¢dziiciiler kullanlir.”®"
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2.5.6. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik testi (validasyon), lriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif veya
kantitatif analizlerde segilen yontem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde uygulanabilir
oldugunu gostermek icin yapilan testlerin tiimiidiir.*>"® Farmasétik preparatlarda ve biyolojik
ortamlarda etkin maddelerin miktarlarinin belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gegerlilik
testlerinin yapilmis olmasi1 gerekmektedir. Secilen analitik yontemin gegerliligini géstermek

icin kullamlan parametreler:’®
1. Dogruluk
2. Kesinlik
3. Saklanan Omeklerin Kararlih (Stabilite)
4. Dogrusallik
5. Segicilik
6. Duyarlilik

7. Geri Kazanim

2.5.6.a. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, bir analitik yontemde sonuclarin ger¢ek degere veya gergcek olarak kabul
edilen degere yakinligi olarak ifade edilir ve bagil hata (% BH) ile verilir. Kesinlik ise,
analitik bir islemde Onceden belirlenmis kosullar altinda ayn1 homojen ornekten birgok
ornekleme yapilir ve bu orneklerin her birinden alinan bir seri 6l¢iim sonuglarinin birbirine

yakinlig1 olarak ifade edilir ve % BSS (bagil standart sapma) ile verilir.%*"®
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i) Giini¢i kesinlik: Bir birinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis numunelerin ayn1 giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinligi (n=6, n:6l¢iim sayis1) % BSS

degeri ile verilir.”®

ii) Giinler aras1 Kesinlik: Bir birinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis numunelerin
farkli giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az alt1 kez, n=6) sonuglarinin
birbirlerine olan yakinlik o6l¢iisiidiir. Bu calismayla elde edilen degerler ayni zamanda

yontemin uygulanabilirliginin de bir dlgiisidiir.”

2.5.6.b. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Saklanan Orneklerin analiz siiresince bozulmadan sabit kaldigindan emin olmak igin
yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Etken maddeyi igeren kan Grneklerinin
normal laboratuvar kosullarinda nem, sicaklik, hava ve 6rneklerin dondurulup-eritilmesi (-20
°C bekletilmesi) gibi etkilere maruz kaldiginda etken maddenin bozulmadan sabit kaldig: siire
tespit edilmeli ve ayn1 zamanda elde edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de desteklenmesi

gerekmektedir.’®™

2.5.6.C. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak yontemin
dogrusal oldugu araligin belirlenme iglemine dogrusallik denir. Bu aralik belirlendikten sonra
cozeltinin derisimine kars1 elde edilen cevaplar grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi tiiretilir.
Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve
korelasyon katsayist elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel

+eeq e _ee e (6.7
bir Olgiisiidiir. 6.78
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2.5.6.d. Duyarhhk

Analitik  yontemin en disik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir

w1 e e 1. 69,76,78
Olciisiidiir.

2.5.6.e. Miktar Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Belirlenen deney kosullar1 altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri numune
icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik derisimdir.
Kromatografik calismalarda tayin alt sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giirtiltii yiiksekligine

oranin 10 oldugu derisim olarak belirlenir.

2.5.6.f. Gozlenebilme (Teshis) Simir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gozlenebilme (teshis) siniri, bir 6rnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin i¢in tam
olarak kesinlik ifade eden bir deger olamayip sadece bir sinir degeridir. Kromatografik
calismalarda gozlenebilme smir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii yiliksekligine oranin 3

oldugu derisim olarak ifade edilir.

2.5.6.9. Geri Kazanim

Analiz sonucunda bulunan degerin gergek degere orani olarak ifade edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada kullanilan meloksikam (1S) ve clopidogrel standart maddeleri Novagenix
ARGE Merkezinden, asetonitril ve metanol Merck’ten (Almanya) temin edildi. Calisma
sirasinda kullanilan otomatik pipetler (10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 puL ve 1000-5000
uL), ve oto drnekleyici vial kitleri (Agilent, 1,8 mL screw cap), meziir, deney tiipii, balon joje,
kuartz kiivet Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Laboratuvarindan temin

edildi.

3.1.2. Cihazlar

Terazi (Bosch S 2000), Karnstirici Vorteks (IKA), pH metre ( Schott ), Etiiv
(Memmert), Vakum Pompasi (Phenomenex), Spektrofotometre (Helios) ve Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografi (HPLC) Sistemi (Agilent Technologies 1200 Series), Degazer
(Agilent Technologies), Pompa (Agilent Technologies), Kolon (Cig, 5 um, 250 x 4,6 mm)

(USA), Otoornekleyici (Agilent Technologies) ve Bilgisayar (HP).

3.2. Yontemler

3.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Yontem Sartlar
HPLC calismasinda, clopidogrel etkin maddesi i¢in uygulanan kromatografik yontem

sartlar1 Tablo 3.1.’de verildi.
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Tablo 3.1. Clopidogrel i¢in HPLC yontem sartlari

Yontem Sartlari Clopidogrel

Kolon Cig (250x4.6 mm, S5um )

Dedektor uv

Dalga Boyu 230 nm

Hareketli Faz Metanol : Asetonitril:
Deiyonize su
(45:45:10, h/h/h)

Kolon Sicakligi Degisken

Kolon Akis Hiz1 0.9 mL/dak

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

3.2.2. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi Yontem Sartlar:

Spektroskopi ¢alismasini gergeklestirmek tizere ilk olarak clopidogrel etkin maddesi
asetonitrilde ¢oziildii ve Olgtimler alindi. Fakat bu sartlar altinda yapilan Ol¢iimlerde
maksimum dalga boyunun 190 nm’nin altinda oldugu gozlendi. Bu dalga boyunda mevcut
spektrofotometre ile Ol¢lim alinamayacagindan ¢oziicli polaritesi metanol ile ayarlanarak
clopidogrel etkin maddesi absorbans piki 202 nm’ye ayarlandi. Deneylerde
metanol:asetonitril (50/50, h/h) ¢o6ziicii karisimi kullanildi. Clopidogrel etkin maddesi igin

uygulanan spektroskopi yontem sartlar1 Tablo 3.2’de verildi.

Tablo 3.2. Clopidogrel igin spektroskopi yontem sartlari

Yontem Sartlart Clopidogrel

Kiivet Kuartz

Dedektor uv

Max. Dalga Boyu 202 nm

Coziicu Metanol : asetonitril

(50:50, h/h/h)

3.3. Yontem Gegerlilik Testleri
Analitik alanda farkli amaglara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkli bolgelerinde

ve farkli amaglara gore farkliliklar gostermektedir. Bu c¢alismada, clopidogrel analizinde
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kullanilan her iki yontemin gecerlilik testi, ICH (The International Conference on
Harmonization) rehberinde kabul edilen analitiksel yontem gegerlilik parametreleri esas

alinarak gergeklestirildi.

3.3.1. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

HPLC yonteminin dogrusalligi, 0.25-30 pg/mL derisim araliginda on dort standart
¢ozeltinin, spektroskopi yonteminde ise 1.25-25 pg/mL derisim araliginda dokuz standart
¢Ozeltinin analizi ile belirlendi. Her iki ¢aligmada da galisma aralig1 segilirken; kabul edilebilir
dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi derisim araliklari tercih edildi. HPLC
caligmasinda belirtilen derisim araliklarinda ¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen pik alan
oranlar1 (clopidogrel pik alani/IS pik alani) ve spektorskopi c¢alismasinda ise clopidogrel
derisimine karsi okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi
(n=6). Kalibrasyon egrilerinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemleri

ve korelasyon katsayilar1 elde edildi.

3.3.2. Dogruluk/Kesinlik

Clopidogrel kalibrasyon egrileri i¢inde yer alan ii¢ farkli derisimde (2.5, 12.5 ve 20
png/mL) kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin giinigi (ayn1 yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arasi (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez)
analizleri yapildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmalari belirlendi. Dogruluk
bagil hatayla (% BH = [(bulunan-eklenen)/eklenen] x 100) ve kesinlik bagil standart sapma
(% BSS = [SS/ortalama] x 100) ile verildi.

Analitik geri kazanim ise, standart ekleme yontemine gére yapildi.

3.3.3. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)
HPLC yonteminde, kromatogramdan sinyal/giiriiltii (S/G) orant 3 oldugu derisim
gozlenebilme sinir1 (LOD) ve 10 olan derisimde miktar tayin alt sinir1 (LOQ) degeri olarak
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belirlendi. Spektroskopi c¢alismasinda ise kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha
kiigiik derisimlerde bir seri ¢ozeltiler hazirlandi ve alti kez absorbanslar1 okundu. Okunan
degerlerin % BBS’lart belirlendi. % BBS degeri % 20’den kiiciik olan derisim degeri
gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiigiik olan derisim degeri ise miktar tayin alt sinir1 olarak

tespit edildi.

3.4. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Clopidogrel etkin maddesini igeren tablet formunda {i¢ adet ticari Atervix, Plavix ve
Karum tabletlerinde miktar tayin islemleri yapildi. Calismada her bir tabletten sekiz adet
tablet alinip tartilarak ortalamasi alindi ve bir tabletin kiitlesi belirlendi. Daha sonra bu
tabletler toz haline gelinceye kadar 6giitiildii ve harmanlandi. Bu karisimdan 1 tablet agirlig
kadar clopidogrel olacak sekilde belirli bir miktar alinarak 100 mL’lik balon jojeye koyuldu
analitik safliktaki HPLC yontemi igin asetonitrilde UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon
Spektroskopi yontemi i¢in ise methanol:asetonitril (50:50, h/h) ¢oziicii karisiminda ¢ozildi ve
ayni ¢oziictiler ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozeltiler siiziildii ve ¢alismada

kullanilacak derisimde ¢ozeltileri hazirlanip miktar tayinleri yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. HPLC Yontemi

4.1.1. Standart Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Clopidogrel stok ¢ozeltisi, clopidogrel etkin maddesinin hassas terazide tartilip daha
sonra 100 mL balon joje icerisinde asetonitril eklenerek ¢oziilmesiyle 100 pg/mL derisiminde
hazirlandi. Stok ¢ozeltiden uygun miktarlarda alinip asetonitril ile seyreltilerek 0.25, 0.50,
1,25, 5, 7.5, 10, 125, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 ve 30 ug/mL derisimlerinde standart calisma

¢oOzeltileri hazirlandi.

4.1.2. HPLC Yontem Gelistirme

S1vi kromatografik bir yontemin gelistirilmesinde iizerinde durulacak en 6nemli husus,
yeterli ayirmaya ulasildiginin  belirlenmesidir. Kromatografik sistemin segiciligi,
kromatografik sistemde c¢oziinen, mobil faz bilesenleri ve durgun faz arasindaki biitiin
etkilesimleri yansitir. Bu etkilesimler, sicaklik, mobil fazin yapisi gibi deneysel kosullarin

degistirilmesiyle yonetilebilir.

4.1.2.a. Hareketli Faz Optimizasyonu

Mobil fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografisinde bilesiklerin alikonmalarinda
onemli rol oynar. Mobil faz olarak kullanilan ¢oziicii karisimlarinda polarite ve mobil fazin
eliisyon giicii ters faz HPLC c¢alismalarinda analitin alikonmasini etkileyen temel faktordiir.
Bu ¢alismada hareketli faz olarak metanol-su ve asetonitril-su ¢oziicii karisimlar: denendi ve
asetonitril-metanol-su ¢oziicii karisimi uygun mobil faz olarak secildi daha sonra uygun
kromatografik ayirimi saglamak igin hareketli faz karigiminin farkli bilesimleri, su-metanol
orant: 70:30, 80:20 ve 90:10, (h/h) test edildi ve elde edilen sonuglara gére asetonitril-Su-

metanol oraninin 45:45:10 (h/h/h) oldugu deger optimum mobil faz karigimi olarak belirlendi.
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4.1.3. HPLC Yontem Gegerlilik Testleri
Yontemin farkli ortamlarda uygulanabilirligini géstermek amaciyla yontem gecerlilik

testleri yapildi.

4.1.3.a. Segicilik (Belirleyicilik)

Standart ¢ozeltiler ile elde edilen kromatogramlarin incelenmesinde clopidogrel ve
meloksikam (IS) alikonma zamanlar1 sirasiyla 3.1 ve 1.2 dakika olarak belirlendi.
Clopidogrele ait kromatogram Sekil 4.1’de verildi. Clopidogrel etkin maddesinin IS sabit

tutularak derisime bagl olarak alinan kromatogram Sekil 4.2°de verildi.

WD A, Wiavelength=230 nm (KLOPIDOGRELWETIN 2042.07-31 14-33-4561005-0501 D)

30|

20|

Sekil 4.1. 17.5 pg/mL derisiminde standart clopidogrel ¢6zeltisinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.2. Artan derisime bagli clopidogrel standart ¢alisma ¢6zeltilerinin HPLC
kromatogramlari (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 ve 30 pg/mL)

4.1.3.b. Dogrusalhik/Cahsma Arahgi
0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5 ve 25 pg/mL derisimlerindeki
clopidogrel cozeltilerinin ve 10 pg/mL derisiminde IS olan meloksikamin kromatogramlari
almarak pik alanlar1 tespit edildi. Daha sonra clopidogrel c¢o6zelti derisimlerine karsi
clopidogrel pik alaninin meloksikam pik alanina oranlar1 (clopidogrel pik alani/IS pik alani)
grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi (n=6). Clopidogrel etkin maddesine ait
ortalama kalibrasyon egrisi Sekil 4.3°de verildi. Kalibrasyon egrilerinin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.
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Clopidogrel pik alani/ Meloksikam pik
alani

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Clopidogrel Derigsimi (ug/mL)

Sekil 4.3. HPLC yo6nteminde elde edilen ortalama kalibrasyon egrisi

Tablo 4.1. HPLC yonteminin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Madde Derisim ) LR? Sa Sh R
(ng/mL) A (nm)

Clopidogrel 0.25-30 230 Y=0.1331x-0.0251  66.8x10*  1.5x10° 0.9999

A: dalga boyu, : 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmas, Sb:
regresyon egrisindeki e§imin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

4.1.3.c.Dogruluk/Kesinlik

kalite kontrol ¢6zeltilerinin giinici (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez)
ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez) analizleri yapilarak giinici ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri belirlendi. Sekil.4.4’te kalite kontrol ¢dzeltilerinin
kromatogrami verildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmalar1 elde edildi.

Dogruluk bagil hatayla ve kesinlik bagil standart sapma (% BSS) ile verildi (Tablo 4.2).
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Sekil 4.4. Clopidogrel kalite kontrol ¢ozeltilerine ait kromatogramlar
Tablo 4.2. HPLC ydnteminin giini¢i - glinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Eklenen vGiimgn _ vGiinler Arasi _
Madde (ug/mL) Ortalama+SS Dogruluk Kesinlik Ortalama+S  Dogruluk Kesinlik
A (nm) (ug/mL) % BH % BSS S (ug/mL) % BH % BSS

2.5 2.49+0.09 -0.40 3.61 2.52+0.08 0.80 3.18

Clopidogrel 125 12.36+0.15 -1.12 121 12.28+0.20 -1.76 1.63

20 20.17+0.44 0.85 2.18 19.7340.39 -1.35 1.98

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: bagil hata, BSS: bagil standart sapma

4.1.3.d. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Clopidogrel standart c¢alisma ¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlardan

sinyal/gliriiltii (S/G) oranin 3 oldugu derisim gdzlenebilme sinir1 (LOD) ve 10 oldugu derisim

ise miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi. HPLC yonteminin LOQ degeri 0.25 pg/mL

ve LOD degeri ise 0.09 pg/mL olarak tespit edildi.
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4.1.3.e. Analitik Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim calismalar1 standart ekleme yontemi ile yapildi.
Bunun i¢in 75 mg clopidogrel etkin madde igeren Plavix, Karum ve Atervix farmasotik
preparatlardan Bolim 3.4.°de belirtildigi sekilde 5 pg/mL derisimde tablet ¢ozeltileri
hazirlanarak kromatogramlar: alindi ve pik alanlart belirlendi. Her bir farmasdtik preparat
¢ozeltisi tizerine 2, 12.5 ve 20 ug/mL derisimlerinde {i¢ farkli clopidogrel standart ¢alisma
cozeltileri eklendi, kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlar1 belirlendi. [(toplam ¢6zeltinin pik
alani-eklenen standart ¢ozelti pik alani)/farmasotik preparat ¢ozeltisinin pik alani]x100

formiilii kullanilarak analitik geri kazanim degerleri tespit edildi ( Tablo 4.3).

mALl -

7o
60 —

50 —

.

Sekil 4.5. 5 pg/mL derisimde ilag ¢ozeltisine 3 farkli clopidogrel derisiminde ekleme sonrasi
elde edilen ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami
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Tablo 4.3. Farmasotik preparatlarda yontemin analitik kazanim degerleri (n=6)

Ticari Preparat ¢ozeltisi Eklenen  Ortalama+SS % Geri 0
Y% BSS
Preparat (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) kazanim
2.5 7.49+0.07 99.8 0.93
Plavix 5 12.5 17.47+0.08 99.4 0.46
20 25.08+0.11 101.6 0.44
2.5 7.53+0.09 100.6 1.20
Karum 5 125 17.54+0.13 100.8 0.74
20 24.94+0.12 98.8 0.48
2.5 7.49+0.08 99.8 1.07
Atervix 5 125 17.47+0.09 99.4 0.52
20 24.95+0.71 99.0 2.85

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma

4.1.3.f. HPLC Yoénteminin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan HPLC yonteminin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla, 75 mg clopidogrel etkin maddesini iceren piyasada mevcut olan ii¢ ticari

ilacta (Plavix, Karum ve Atervix) clopidogrel miktar tayini mevcut yontemle yapildi.

4.2. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi Yontemi

4.2.1. Standart Calisma Cozeltilerin Hazirlanmasi

Clopidogrel stok c¢ozeltisi 100 pg/mL derisimde metanol:asetonitril (50:50, h/h)
¢oziicii karigiminda clopidogrel standardindan hazirlandi. Bu stok ¢dzeltiden uygun
miktarlarda alinip ayn1 ¢6ziicii karisimi ile seyreltilerek 1.25, 2.50, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 ve

25 pg/mL derisimlerde clopidogrel standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.

4.2.2. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi Yonteminin Optimizasyonu
Laboratuvarda kullanilan UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre cihazi 190-800 nm
araliginda olglim yapmaktadir. Clopidogrel etkin maddesi igin yapilan 6n g¢alismalarda;
asetonitril igerisinde ¢ozlinmiis clopidogrelin dl¢iimleri alindiginda maksimum dalga boyunun
bu etkin madde i¢in 190 nm’nin altinda oldugu gdzlemlendi. Olgiimlerin hassas ve giivenilir
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olabilmesi i¢in maksimum dalga boyunu cihazin 6l¢iim araligina almak iizere clopidogrel
metanol ile asetonitril 50:50 (h/h) oraninda karistirildi ve bdylece batokromik kayma

gerceklestirilerek maksimum dalga boyu 202 nm’ye ¢ekildi.

4.2.3. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi Yonteminin Gegerlilik

Testleri

Yontemin farkli ortamlarda uygulanabilirligini gostermek amaciyla yontem gegerlilik

testleri yapildi.

4.2.3.a. Secicilik (Belirleyicilik)

50/50 (h/h) metanol:asetonitril ¢oziicii karigiminda hazirlanan clopidogrel standart
calisma ¢ozeltilerinin 202 nm dalga boyunda maksimum absorbans verdigi belirlendi. 5
ug/mL derisiminde clopidogrel standart ¢ozeltisine ait spektrum Sekil 4.6°da, dokuz farkli

derisimde hazirlanan clopidogrel standart ¢alisma ¢ozeltilerine ait spektrumlarda Sekil 4.7’de

verildi.

0,250
0,225 {
0,200
0,175
0,150

0,125

Ahsorbance

0,100
0,075
0,050
0,025

0,000

190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 2
Wifavelrnnthinm

Sekil 4.6. 5 ng/mL derisimde standart clopidogrel ¢6zeltisinin spektrumu
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Ahsorbance

190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245
Wavelenathinem)

Sekil 4.7. 1.25, 2.50, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 ve 25 pg/mL derisimlerde clopidogrel standart
caligsma ¢ozeltilerinin spektrumlari

4.2.3.b. Dogrusallik/Calisma Arahg

1.25, 2.50, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 ve 25 pg/mL derisimlerdeki clopidogrel standart
calisma ¢ozeltilerinin spektrumlar1 alindi1 ve en az alt1 kez okunarak absorbans degerleri tespit
edildi. Clopidogrel derisimine karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gegirilerek
kalibrasyon egrileri tiiretildi. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminde elde
edilen ortalama kalibrasyon egrisi Sekil 4.8’de, kalibrasyon egrilerinin regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 da Tablo 4.4°de verildi.
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Sekil 4.8. UV-Goriinilir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminde elde edilen ortalama
kalibrasyon egrisi

Tablo 4.4. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminden elde edilen
kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonucu

Etkin Derisim s LR Sa Sb R
Madde (ug/mL)
(nm)
Clopidogrel  1.25-25 202 A=0.0443x+0.0229 0.0002 0.0034 0.9991

A: dalga boyu, % 6 tane kalibasyon egrisinin ortalamasi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart
sapmasi, Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

4.2.3.c. Dogruluk/Kesinlik
Clopidogrelin kalibrasyon egrisi igine diisen li¢ farkli derisimde (2.5 12.5 ve 20
pg/mL) kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Bu c¢ozeltiler giini¢i (ayn1 yontem ve aymn
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez)
analizleri yapildi. Sekil 4.9°da kalite kontrol ¢ozeltilerinin spektrumlari verildi. Analiz
sonuclarinin ortalamasi ve standart sapmalar1 belirlendi. Yontemin dogruluk degeri bagil

hatayla (% BH) ve kesinlik degeri ise bagil standart sapma (% BSS) ile verildi (Tablo4.5).

53



Absorbance
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Sekil 4.9. 2.5, 12.5 ve 20 pg/mL derisimlerde clopidogrel kalite kontrol ¢dzeltilerine ait
spektrumlar

Tablo 4.5. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin giini¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Eklenen Glinigi Giinler Arast
(ug/mL) Ortalama+SS Dogruluk  Kesinlik  Ortalama+SS ~ Dogruluk Kesinlik
A (nm) (ng/mL) % BH %BSS (ug/mL) % BH % BSS
25 2.39+0.05 -4.40 2.09 2.51£0.11 0.40 4.38
202 12.5 12.16+0.11 -2.72 0.91 12.28+0.20 -1.76 1.63
20 20.17+0.12 0.85 0.60 19.73+0.39 -1.35 1.98

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: bagil hata, BSS: bagil standart sapma

4.2.3.d. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en diisiik degeri olan 1.25 pg/mL den daha diisiik derisimlerde
bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin alt1 kez absorbans degerleri okundu.
Okunan degerlerin ylizde bagil standart sapmalar1 (% BSS) belirlendi. % BSS degeri %
20’den kiigilik olan derisim gozlenebilme sinirt (LOD) ve % 10°dan kiigiik olan derisim degeri
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ise miktar tayin alt sinirt (LOQ) olarak tespit edildi. Yontemin LOQ degeri 1.25 ug/mL ve

LOD degeri ise 0.45 ug/mL olarak elde edildi.

4.2.3.e. Analitik Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim ¢alismalart standart ekleme yontemi ile yapildi.
Bunun i¢in 75 mg clopidogrel i¢eren Plavix, Karum ve Atervix farmasotik preparatlarin
cozeltileri Boliim 3.4.de belirtildigi sekilde 5 pg/mL derisimde tablet ¢ozeltileri hazirlandu.
Bu ¢ozeltilerin spektrumlar1 alind1 ve absorbanslar1 okundu. Bu ilag ¢ozeltilerine ii¢ farkli
derisimde (2, 12.5 ve 20 pug/mL) clopidogrel standart ¢alisma ¢6zeltileri eklendi, karistirildi
ve spektrumlart alinarak absorbans degerleri tespit edildi. Analitik geri kazanim degerleri
[(toplam ¢Ozeltinin  absorbans degeri — eklenen standart ¢Ozeltinin absorbans
degeri)/farmasdtik preparat ¢ozeltisinin absorbans degeri] X 100 formiilii kullanilarak elde

edildi ( Tablo 4.6.).

1,24

0,5 1

0F A

Absorbance

04

0,2 1

0,0

190 194 200 205 210 215 220 225 230 235 2

Sekil 4.10. 5 ug/mL derisimde ilag ¢ozeltisine eklenen 3 farkli derisimde (2, 12.5 ve 20
ug/mL) clopidogrel standart ¢alisma c¢ozeltilerinin eklenmesi ile elde edilen ¢ozeltilerin
spektrumlari
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Tablo 4.6. UV-Goriiniir Bélge Absorpsiyon Spektroskopi yonteminin analitik kazanim

degerleri (n=3)

Ticari Preparat ¢ozeltisi  Eklenen  Ortalama+SS  Geri kazanim BSS
Preparat (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) % %

25 7.45+0.08 99.0 1.07

Plavix 5 12.5 17.52+0.21 100.4 1.20

20 24.82+0.31 96.4 1.25

25 7.53+0.07 100.6 0.93

Karum 5 12.5 17.55+0.09 101.0 0.51

20 24.90+0.40 98.0 1.61

2.5 7.52+0.08 100.4 1.06

Atervix 5 12.5 17.37+0.07 97.4 0.41

20 24.92+0.48 98.4 1.93

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma

4.2.3.f. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi Yonteminin Farmasotik

Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan UV-Goriintir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi

yonteminin uygulanabilir oldugunu gérmek amaciyla, 75 mg clopidogrel etkin maddesini

iceren piyasada mevcut olan ¢ ticari ilacta (Plavix, Karum ve Atervix) gelistirilen mevcut

yontem ile clopidogrel miktar tayini yapildu.
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5. TARTISMA

Analitik kimyada, herhangi bir maddenin analizi i¢in kullanilacak analitik tekniklerin
iistlinliikleri, sinirlamalart hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve iyi bir karar verme
yetisine sahip olmak gerekir. Bunlara ilaveten de ¢alisilacak konu ile ilgili iyi bir literatiir
taramasinin yapilmis olmasi gerekmektedir. Aslinda analitik bir teknigin nasil segilecegi
konusunda net bir sey sdylemek miimkiin degildir, ¢iinkii laboratuvar kosullarina bagli olarak
kullanilacak teknikler degisebildiginden dolayr her zaman en iyi yol sadece bir tane
olamayabilir. Analitik yontem secimi yapildiktan sonra da bu yontem ile analitin farkli
ortamlarda miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugunu gostermek amaciyla dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, se¢icilik, spesifiklik, hassaslik ve analiz siiresinin kisa olmas1 gibi yontem
gecerlilik testlerinin (validasyonunun) yapilmasi gereklidir. Yontem gegerlilik testleri
yapilirken bilesimi tam olarak bilinen gilivenilir standart numuneler kullanilmaktadir.
Kullanilan standart numunelerin hem bilesim bakimindan hem de analit derisimi bakimindan

analizi yapilacak numune ile benzer olmasi gerekir.

Ilag analizlerinde, analizin yapilacagi ortama (farmasétik preparat veya biyolojik
stvilar) gore literatiir bilgilerine de dayanarak analitik yontem sec¢iminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bilgiler 1s181nda yontem secimini gergeklestirmeden once iyi bir literatiir
taramas1 yapilmalidir. Literatlir c¢aligmasi 15181 altinda antitrombosit olarak kullanilan
clopidogrelinin farmasotik preparatlarda miktar tayini i¢in UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon

Spektroskopi ve HPLC yontemleri gelistirilip gecerlilik testleri yapildi.

Calismada kullanilan clopidogrel standart etken maddesi Novagenixden temin edildi.
UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi yontemi, yiiksek duyarlik, orta ve yiiksek
secimlilik, yiiksek dogruluk, kesinlik, kolaylik ve rahatlik bakimindan ila¢ endiistrisinde
farmasotik preparatlarda ilag etkin maddelerinin miktar tayininde tercih edilen tekniklerden

biri olarak sodylenebilir. Bu teknikte, UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon spektrumu, madde
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lizerine gonderilen 15181n dalga boylarina karsi absorbans degerlerinin grafige gegirilmesi ile

elde edilir. Yani A= f(A) fonksiyonudur.

UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopi ¢alismasinda, clopidogrel etkin maddesi
icin yapilan On calismalarda; asetonitril igerisinde ¢Ozlinmiis Clopidogrelin Ol¢timleri
alindiginda maksimum dalga boyunun bu etkin madde i¢in 190 nm’nin altinda oldugu
gozlemlendi. Olgiimlerin hassas ve giivenilir olabilmesi i¢in maksimum dalga boyunu cihazin
Olgtim araligina almak {izere clopidogrel metanol ile asetonitril 50:50 (h/h) oraninda
karistirildi ve boylece batokromik kayma gergeklestirilerek maksimum dalga boyu 202 nm’ye

cekildi.

Yontemin dogrusal oldugu 1.25-25 pg/mL derisim aralifinda bir seri standart (1.25,
2.50, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 ve 25 ug/mL) clopidogrel ¢ozeltisinin derisimine karsi okunan
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinin
regrasyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemi A=0.0443x+0.0229 (A: Absorbans, x:
clopidogrel derisimi) ve korelasyon katsayisi (r) 0.9991, gézlenebilme sinirt (LOD) degeri
0.45 pg/mL ve miktar tayin sinir1 (LOQ) degeri 1.25 pg/mL, glinigi ve giinler arasi1 dogruluk
ve kesinlik ¢aligmalarinda bagil standart sapma (% BSS) ve bagil hata (% BH) degerlerinin %
4.5’dan kiigiik oldugu ve yontemin analitik geri kazanim degeri de ortalama % 99.1 olarak
tespit edildi. Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon
spektroskopi yontemiyle ticari olarak satilan ili¢ farmasotik preparatta clopidogrel miktar

tayini i¢in basariyla uygulandi.

Kromatografi, miktar1 bilinmeyen ve i¢inde baska maddelerinde oldugu karigimlardaki
kimyasal bilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan bir
yontemler biitiintidiir. Bu yontemler icerisinde Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi

(HPLC) dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, secicilik, duyarhilik, geri kazanim, diisiik
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hacimde numune ile analiz yapilmasina imkan tanimasi ve sonuglarin hizli tayin edilebilmesi
ozellikleri sayesinde diger yontemlere kiyasla daha avantajli bir yontem olarak géze ¢arpar.
HPLC’nin bu tstiinliikleri sebebiyle ilag endiistrisinde gerek farmasdtik preparatlardan miktar
tayininde gerekse de biyolojik sivilardan ilag etkin maddelerinin analizlerinde oldukga yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir.

HPLC ¢alismalarinda sicaklik, kolon, sabit faz, hareketli fazin bilesenleri ve mobil faz
icerisindeki bulunma yiizdeleri gibi parametreler analizi yapilacak maddenin analiz siiresine
etki etmektedir. Bundan dolayr ayrimin iyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuglarin
alinabilmesi i¢in kromatografik kosullarin optimizasyonuna gerek duyulmaktadir. Caligmada,
ters faz Cyg kolonu (5 um, 250 x 4.6 mm), hareketli faz olarak (Su-metanol orani: 70:30, 80:20
ve 90:10, h/h) test edildi ve elde edilen sonuglara goére asetonitril-metanol-su oraninin
45:45:10 h/h/h oldugu deger optimum olarak belirlendi. Kolon sicakligi degisken, hareketli
faz akis hiz1 0.9 mL/dak, dalga boyu 230 nm ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlendi. Bu
parametreler belirlenirken oncelikle literatiirdeki veriler incelendi ve bu verilere gore bazi
testler yapilarak en uygun araliklar tayin edildi. 4. boliimde anlatmis oldugumuz optimizasyon
kisminda ayrintili olarak yer verdigimiz tizere mobil faz, pH gibi degerler degistirilerek
rezollisyonu en yliksek, alikonma zamanlar1 en uygun pikler elde edilmeye ¢alisildi. Ayrica
literatiirdeki var olan yontemlere alternatif olabilecek yeni bir HPLC yonteminin ortaya

konmas1 amaglandi.

Caligmamizda diger bazi yontemlerde kullanilan tiirevlendirme ajanlarina ihtiyag
duyulmadan dogrusallig1 olduk¢a iyi bir kalibrasyon egrisi elde edildi ve geri kazanim

degerleri de baz alindiginda tatmin edici bir ¢calisma oldugu gozlendi.

Standart ¢ozeltilerin 0.25-30 pg/mL derisim aralifinda yontemin dogrusal oldugu

belirlendi. Stok ¢ozeltiden 0.25, 0.50, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 ve 30
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pug/mL derisimlerinde bir clopidogrel standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi ve karigima ig
standart olarak 10 pg/mL derisimindeki meloksikam standart ¢ozeltisi eklenerek HPLC’de
kromatogramlari alindi. Her bir ¢o6zeltinin derisimine karsi clopidogrel pik alaninin
meloksikam pik alanina orani grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon
egrisinin regresyon analizinden, regresyon dogrusunun denklemi y= 0.1331x — 0.0251 (y:
clopidogrel pik alani ile IS (meloksikam) pik alani orani, X: clopidogrel derisimi); clopidogrel
etkin maddesi icin korelasyon katsayist (r) 0.9999 olarak belirlendi. Yontemin gézlenebilme
siirt (LOD) ve miktar tayin alt sinir1 (LOQ) degerleri sirasiyla 0.09 pug/mL ve 0.25 pg/mL
olarak tespit edildi ve aymi zamanda gilinigi ve gilinler arast dogruluk ve kesinlik
caligmalarinda giini¢i ve giinler arasi1 % BSS ve % BH degerlerinin sirasiyla % 3.7 ve %
2.0’den kiigiik oldugu belirlendi. Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan HPLC ydnteminin
uygulanabilir oldugunu gérmek amaciyla ticari olarak satilan ii¢ farmasétik preparatta (Plavix,
Karum ve Atervix) clopidogrel miktar tayini HPLC yontemiyle basariyla yapildi. Tabletten
ortalama analitik geri kazanim degeri % 99.9 olarak ve % BSS degeri ise % 3.0’den kiiciik

oldugu belirlendi.

Mitokoz ve Panderi,®® farmasétik preperatlarda clopidogrelin belirlenmesi igin bir
HPLC yontemi gelistirip gecerlilik testlerini yapmuslardir. Bu c¢alismada Cig kolon
kullanilmis, akis hiz1 0.3 mL/dak olarak belirlenmistir. I¢ standart olarak naproksen segilmis
ve 235 nm dalga boyunda ¢alisilmistir. Mobil faz olarak sodyum dihidrojen fosfat-asetonitril
(35:65, h/h) kullanilan ¢alismada clopidogrelin ve IS alikonma zamanlar1 sirasiyla 6.28 ve
3.08 dakika olarak belirlenmistir. Bizim gelistirdigimiz yontemde ise clopidogrel ve IS
alikonma zamanlar sirasiyla 3.1 ve 1.2 dakika olarak elde edildi. Kullandigimiz yontemin
analiz siiresinin literatiirlerdeki diger yontemlere gore daha kisa olmasi ayri bir iistiinliik

saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu c¢alismada, clopidogrel etkin maddesinin standart ¢ozeltilerde ve farmasotik
preparatlarda miktar tayini igin literaratiirdeki yontemlere alternatif olacak UV-Goriiniir

Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi ve HPLC yontemleri gelistirilip gegerlilik testleri yapildi.

Gelistirilen bu yontemlerin hassas, duyarli, se¢ici, dogru ve kesin oldugu gecerlilik
testleri ile gosterildiginden dolay1 yontemlerin farmasétik preparatlarda kalite kontrol amagl
calismalarda basariyla uygulanabilir oldugu sonucuna varildi. Bu calismadan elde edilen

verilerin ileriki ¢aligmalara da yol gosterici olacagi diigtiniilmektedir.
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