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OZET
A, E ve K vitaminlerinin farmasotik preparatlarda, insan plazmasinda ve tavsan
plazmasinda farkh analitik yontemlerle miktar analizi.

Viicudumuzda gesitli gérevleri olan vitaminler, kii¢iik miktarlarda alinmasi gereken temel
besinlerdir. B-karoten (B-K), provitamin A olmasi1 yaninda serbest oksijen radikallerini sondiiren
antioksidanlardan biridir. a-tokoferol (a-T) zincir kirict 6zelligi ile serbest radikalleri sondiiriir
ve biyolojik sistemlerde en Onemli antioksidanlardan biri olarak bilinir. Kanin pihtilagsma
proteinlerinin (faktor 2, 7, 9 ve 10) karboksilasyonunda kofaktor olarak gorev alan K vitaminin
ise son zamanlardaki ¢aligmalarda antikanser aktivite gosterdigi belirtilmektedir.

Calismamizda, farmasoétik preparatlarda, insan ve tavsan plazmasinda A (B-K ve retinol),
E (0-T) ve K; (menadion sodium bisulfit (MBS) ve menadion (MN)) vitaminlerinin
belirlenmesi igin farkli kromatografik ve spektrofotometrik yontemler gelistirildi ve valide
edildi (UV-Goériiniir Bolge, Birinci ve ikinci Tiirev Spektrofotometri ve HPLC-DAD
yontemleri). B-K, a-T ve MBS i¢in gelistirilen ve valide edilen yontemler, her bir vitamini ayri
ayr1 igeren farmasotik preparatlara basari ile uygulandi. Bu vitaminler ic¢in gelistirilen
yontemlerden elde edilen sonuglar ayr1 ayr1 F-testi ile karsilagtirildi ve istatiksel olarak bir fark
belirlenemedi. Ayrica, onerilen kromatografik yontemler ile, tavsanlara ayr1 ayr1 tek doz olarak
B-K (100 mg), o-T (400 IU) ve MBS (100 mg) verilen ve verildikten sonra belirlenen
zamanlarda toplanan plazma 6rneklerinde, B-K, retinol, a-T ve MN analizleri yapildi ve Retinol,
a-T ve MN’nin plazma derisim-zaman grafikleri ve farmakokinetik parametreleri elde edildi.
Tavsan ¢aligmasindan sonra, gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan kromatografik yontemler,
tek doz olacak sekilde ayr1 ayr1 B-K (Carovit® yumusak jelatin kapsiil; 20 mg), a-T (Evicap®
yumusak jelatin kapsiil; 400 TU) ve MBS’ nin (Libavit K® ampul; 40 mg) uygulandig1 alt:
saglikli goniilliiden (1. grup) ve altt mesane kanserli hastadan (2.grup) belirlenen zamanlarda
toplanan insan plazma Orneklerinde B-K, retinol, a-T ve MN’nin belirlenmesinde basari ile
uygulandi. Her biri alt1 kisiden olusan bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda Student-t (%95
giiven seviyesinde) testi kullanildi. Bu istatiksel analiz yonteminden elde edilen sonuglara gore
belirtilen zamanlarda ( B-K ve retinol i¢in 0. ve 2,5. saat, o-T igin 0., 12., 24., 48. saat ve MN
icin 3. ve 5. dakika) 1. ve 2. grubun plazma B-K, retinol, a-T ve MN derigsimleri arasinda énemli
bir fark bulunamazken, 0, ve 10. dakikalarda 1. ve 2. grubun plazma MN derigimleri arasinda

istatiksel olarak 6nemli bir fark bulundu. (sirasiyla, p=0.007 ve 0.049).

Anahtar Kelimeler: -karoten ve retinol, a-tokoferol, menadion, spektrofotometri, HPLC
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SUMMARY
Quantitative analysis of Vitamin A, E and K in pharmaceutical preparations, human and
rabbit plasma samples with different analytical methods.

Vitamins are essential nutrients your body needs in small amounts for various roles in the
human body. B-carotene (B-K) is one of antioxidant acting as a potent free radical singlet
oxygen scavenger, rather than as pro-vitamin A. a-tocopherol (o-T) has been recognized as a
classic free radical scavenger with chain-braking properties and as one of the most important
fat-soluble antioxidant in biological systems. Vitamin K served as a cofactor in carboxylation of
blood clotting proteins (factors 2, 7, 9 and 10) has been determined to be shown anticancer
activite in recent resarch.

Our study, For determination of B-K and retinol (vitamin A), o-T (vitamin E) and
menadione sodium bisulphite (MBS) and menadione (MN) (vitamins K3) in pharmaceutical
preparations, human and rabbit plasma were developed and validated with spectrophotometric
and chromatographic methods (Zero-, first- and second- order derivative spectrophotometry and
HPLC-DAD methods).The developed and validated methods for B-K, a-T and MBS could be
successfully applied to pharmaceutical preparations containing separately each vitamin. The
results obtained from developed methods for these vitamins were separately compared (F-test)
and no statistically significant difference were found. Furthermore, with proposed
chromatographic methods, retinol, a-T, MN analyzed in plasma samples collected at designated
time point after single dose separately administration of f-K (100 mg), a-T (400 IU) and MBS
(100 mg) to rabbits and the plasma concentration-time profiles and the major pharmacokinetic
parameters of retinol, a-T, MN were obtained. After in rabbit studys, the developed and
validated chromatographic methods could be successfully applied to the in-vivo determination
of B-K, retinol, a-T and MN in human plasma samples collected at designated time point from
six healthy volunteers (group 1) and six bladder cancer patients (group 2) following separately
administration of single dose of B-K (Carovit” capsule; 20 mg), o-T (Evicap” capsule; 400 IU)
and MBS (Libavit K® ampul; 40 mg). Student-t test (at 95 % coeffidence level) was used to
compare two independent group (1 and 2) each consisting of six subjects. According to data
obtained from this statistically analysis, while there was no a significant difference between
plasma B-K, o-T, retinol and MN concentrations in group 1 and 2 at the time ( 0 and 2,5™ h for
B-K and retinol, 0, 12", 24™ 48™ h for a-T and 3™ and 5™ min for MN) the difference between
plasma MN concentrations in inter-group at 0 and 10™ min were statistically significant

(p=0.007 and 0.049, respectively).

Keyword: B-carotene, retinol, o-tocopherol, menadione, Spectrophotometry, HPLC
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1. GIRIS VE AMAC

Gilintimiizde teknolojinin gelismesiyle birlikte c¢evre kirliliginin artmasi, hayat
sartlarmm giderek agirlagsmasiyla artan stres ve sigara gibi insan hayatini olumsuz
yonde etkileyen pek cok etken serbest radikal olusmasina, buna bagl olarakta
hiicrelerin degismesine ve kontrolsiiz olarak cogalmasina (kansere) neden olmaktadir.

Insan hayatim1 olumsuz etkileyen kanserle birlikte diger birgok hastaligin
onlenmesinde ve tedavisinde vitaminler dnemli bir yere sahiptir. Vitaminler genellikle
besinlerle, gerektigi takdirde de ilag olarak almabilmektedir.

Vitaminler, suda ve yagda ¢oziinen vitaminler olmak {izere iki sinifa ayrilirlar. A,
E ve K vitaminleri yagda ¢6ziinen vitaminlerdendir. E vitamini; hiicre zarmi ve tasiyici
molekiillerin lipid kismini stabilize ederek hiicreyi serbest radikaller, zehirli bilesikler,
ilag ve radyasyonun zararh etkilerinden koruyan antioksidan vitaminlerden birisidir.
Karotenoid tiirevi olan B-karoten (A vitamini, B-K) giiclii singlet O, temizleyicisi olup
peroksi ve alkoksi radikalleriyle reaksiyon vererek lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonunu Onleyen ve E vitamini ile sinerjik etki gosteren diger bir antioksidan
vitamindir. Kanin pihtilagsma proteinlerinin (faktoér 2, 7, 9 ve 10) karboksilasyonunda
kofaktor olarak gorev alan K3 vitamini (menadion) ise, yiliksek dozlarda cesitli kanser
hiicrelerinde oksidatif bir mekanizma ile sitotoksik aktivite gostermektedir.

Literatlirde, B-K’nin, retinoliin, a-tokoferoliin (a-T), menadionun (MN) ve
menadion sodyum bisiilfitin (MBS) plazma ve ticari preparatlarda miktar tayinine
yonelik cesitli calismalar bulunmaktadir. Ancak UV-Gériiniir Bolge, Birinci- ve Ikinci-
Tiirev Spektrofotometri yontemleriyle farmasotik preparatlarda tiirevlendirmeksizin -K

ve MN’nin miktar tayinine yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.



Glinlimiiziin 6liimciil hastaliklarindan 6nemli bir yere sahip olan kanserin
onlenmesi i¢in yapilan caligmalarda beslenme aliskanliklarinin 6nemi ve vitamin
tilketiminin koruyucu etkisi ¢ok acik olmasa da gosterilmistir. Mesane kanserli
hastalarin kandaki A ve E vitamini seviyelerinin kontrol grubuna gore belirlendigi
calismalardan elde edilen sonuglar ile A ve E vitamin tiiketimi ile kansere yakalanma
riski arasindaki iliskinin belirlendigi ¢alismalardan elde edilen sonuglar birbirleri ile
uyumsuzdur. Mesane kanserli hastalarda K vitaminin kan seviyesinin kontrol grubuna
gore belirlendigi herhangi bir calismaya da rastlanilmamistir. Ayrica, vitaminlerin
metabolizmasmin ve farmakokinetiginin birgok anlasilamaz yonleri oldugu klinik
olarak yapilan ¢caligmalarda belirtilmistir.

Calismamizda, B-K, retinol, a-T, MN ve MBS’nin farmasotik preparatlarda
(Carovit”, Evicap” ve Libavit K*) ve plazmada diizeylerinin belirlenmesi i¢in Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi (HPLC), UV-Gériiniir Bolge, Birinci Tiirev ve Ikinci
Tirev Spektrofotometri  yontemleri gelistirilip gecerlilik testlerinin  yapilmasi
amaglanmistir. Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan yontemlerin uygulama asamasinda
ise A, E ve K vitaminlerinin ilag formiilasyonlarmin tek doz olarak yiiksek dozlarda ayr1
ayr1 tavsana uygulayarak vitaminlerin sistemik dolasima ge¢me orani ve farmakokinetik
paramatrelerin belirlenmesi esastir. Ayrica, hayvan caligmalarindan elde edilen veriler
dogrultusunda mesane kanserli ve saglikli kisilere de ayr1 ayr1 tek doz uygulayarak A, E
ve K vitaminlerin plazma diizeylerinin belirlenmesi ve sistemik dolasimdaki
davraniglarinin incelenmesi amaglanmistir. Buna ilaveten saglikli kisiler ile kanserli
kisilerin plazmasinda A, E ve K vitaminlerinin diizeylerinin karsilastirilmasi
hedeflenmistir. Bu calismadan elde edilen bilgilerin mesane kanserinin 6nlenmesi ve

tedavisi ve gelisimi asamasindaki ileriki ¢alismalara yardimci olacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Vitaminler

Vitaminler, saglikli beslenme i¢in kiigiik miktarlarda alinmalar1 zorunlu olan,
herhangi birinin eksikliginde spesifik bir bozukluk veya hastalik meydana gelen organik
maddelerdir.

James Lancaster, 1601 yilinda gemi tayfalarmin diyetlerine turunggil meyvelerini
eklediginde gemiciler arasinda oldukc¢a yaygin olan dis etlerinin kanamasi, dislerin
diismesi ve genel durumun bozulmasiyla belirlenen bir hastalifa kars1 koruyucu bir
etkinin oldugunu belirlemistir. 1882 yilinda Takaki’de Japon gemicilerin diyetlerine et,
arpa, meyve eklendiginde beriberi olarak bilinen deri hastaliginin tedavi edildigini
gozlemlemistir. 1912 yilinda da Hopkins, siit igermeyen, karbonhidrat, yag, protein ve
tuzlardan ibaret sentetik bir diyetle beslenen siganlarin normal olarak biiylimediklerini;
fakat diyetlerine hayvan basma giinde 2 mL siit eklemekle biiylimenin normale
dondiiglinii ve siit eklenmis diyetle beslenen siganlari diyetinden siitiin ¢ikarilmasiyla
bliylimede durmanin oldugunu tespit etmistir. Hopkins, bu gozlemlerinden siitte
hayvanin bliylimesi ve yasamasi i¢in gerekli faktor veya faktorlerin bulundugu
sonucunu ¢ikarmis; bilyiime ve yasama i¢in gerekli bu faktérlere vitaminler demistir.'

Vitaminler, suda ve yagda ¢6ziinen vitaminler olmak tizere iki siifa ayrilir; ayrica
dogada vitamin benzeri bilesikler de mevcuttur.

Suda Coziinen Vitaminler: Kimyasal yapilart birbirinden ¢ok farkli olan B,
vitamini (tiamin), B, vitamini (riboflavin), nikotinik asit (niasin), B, vitamini
(pantotenik asit), B, vitamini (pridoksin), biotin (vitamin H), folik asit, B,, vitamini ve

C vitamini (askorbik asit) suda ¢Oziinen polar yapili vitaminlerdir. Suda c¢oziinen



vitaminlerden B, ve C vitaminin disindaki vitaminler depolanamadiklarindan dolay:
stirekli olarak besinle alinmalar1 gereklidir.

Yagda Coziinen Vitaminler: A, D, E ve K vitaminleri yagda ¢oziinen vitaminler
olup hepsi izopren tiirevi apolar molekiillerdir.

Vitamin Benzeri Bilesikler: Kolin, karnitin, o-lipoik asit, p-aminobenzoat
(PABA), inozitol, koenzim Q gibi vitamin benzeri bilesikler suda ¢oziiniirler ve bazi
biyokimyasal tepkimelerde katalitik etki gosterirler. Viicutta sentezlenemediklerinden
dolay1 disaridan besinlerle alinmalar: gerekir.'”

2.1.1. E Vitamini
2.1.1.1. E vitamininin Kimyasal Bilesimi

Tokol (2 metil,-2 fitil-6-hidroksi kronom) basit yapisina sahip olan dort tokoferol
ve dort trienolden olusan sekiz molekiillii bir aile i¢in E vitamini terimi kullanilir.
Tokoferoller 5, 7 ve 8 pozisyonlarinda metil gruplarmin farkli substitasyonu ile bir
kronom zincirinden ve 16 karbonlu doymus bir fitil yan zincirinden olusur (Sekil 2.1A)
ve bir¢cok izomerleri mevcuttur.

Tokotrienoller ise tokoferoller ile ayni sekilde siibstiitie olmus metil gruplarimni
iceren bir kronom zincirinden ve 3, 7 ve 11 pozisyonlarinda ¢ift bagli 16 karbonlu
doymamus bir isoprenoid yan zincirinden olusur® (Sekil 2.1B).

Bitkisel yaglar ve tohumlar zengin E vitamini kaynaklaridir. Yer fistigi, soya
fasulye, aycicegi cekirdegi, kuru fasulye, badem, pamuk yag1 ve keten tohumunda bol
miktarda; yumurta, tahil, balik, zeytinyagi, siit ve siit iriinlerinde ise az miktarda

4
bulunur.
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Sekil 2.1: Kimyasal yap1 A) Tokoferol B) Tokotrienol

2.1.1.2. E Vitamininin Kesfi

1922°de ilk olarak Evans ve Bishop tarafindan hamile sicanlarda fetiisiin normal
gelisimi i¢in faktér X olarak adlandirilan bir bilesige ihtiyacin oldugu belirlenmis ve
daha sonra bu bilesik E vitamini ve tokoferol olarak adlandirilmistir. E vitamini
aktivitesine sahip a-, B- ve y-T olarak adlandirilan bilesikler daha sonraki ¢aligmalarda
izole edilmistir. 1937°de a-T nin yapis1 agiklanmis, bir sene sonra sentezi yapilmis ve E
vitamininin biyokimyasal fonksiyonlarmin tam olarak belirlenmesi daha sonraki
calismalara konu olmustur.

E vitamini ilk zamanlarda sicanlardan biyoanaliz yontemleri ile analiz edilirken
daha sonra Emmerie-Engel tarafindan gelistirilen yontem ile analiz edilmeye baslanmis
ve uzun yillar boyunca bu ydéntem kullanilmistir. Bu yontem 2,2’-dipridil ile Fe™ iin
Fe™ ’ye indirgenmesi ve kolorimetrik olarak Slgiilmesi esasina dayanmaktadir.’
2.1.1.3. a-Tokoferol

a-Tokoferol, E vitaminin yaklasik olarak % 80’ini olusturan ve biyolojik aktivitesi
ile antioksidan etkisi en fazla olan bir E vitamini biles,enidir.s"g’7 5, 7, 8 trimetiltokol
yapisinda olup (Sekil 2.2) yapisindaki fenolik hidroksil guruplu aromatik halka

vitaminin kimyasal olarak aktif kismn1 olusturmaktadir.’®
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Sekil 2.2 : a-Tokoferoliin kimyasal yapisi

a-Tokoferoliin molekiil formiilii C,oHs0O, olup molekiil agirlig1 430,71 dir. Rengi
sari-kirmizi, sivi formda ve yogunlugu 0,950 g/mL (20°C)’dir. Hekzan, DMSO ve
alkolde ¢oziinlirken; suda ¢oziinmez. 292 nm ve 298 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gosterir ve 2-8°C’de depolanmalidir.®
2.1.1.4. E Vitamininin (a-Tokoferol) Biyokinetigi

E vitamini ince bagirsaktan pasif difiizyonla emilerek lenf sistemine oradan da f3-
globiiline baglanarak kan yoluyla karacigere tasinir. Hiicre mebraninin etrafin1 sararak
koruyucu bir tabaka olusturur. E vitamini karacigerden ¢ok yag dokularinda depolanar.
Cok az miktarda da kalp, adele dokusu, testis, uterus, bobrek iistii bezi ve beyinde depo
edilir. Depolanmayan kismi ise genellikle digki ile atilir.

Viicutta biyolojik ve kimyasal proseslerin yiiksek derecede meydana geldigi
karaciger, beyin, bobrek ve dalak gibi organlarda olusabilecek oksidatif hasarlardan bu
organlarin korunmasinda E vitamininin biiylik bir rolii vardwr. E vitamininin plazma
diizeyi 5-18 pg/mL arasinda degisirken; serum derisimi ise ortalama olarak 10,76
ng/mL’dir.” R.R,R-0-T’nin eliminasyonu yaklasik olarak 48 saat olup a- ve -
tokotrienoller i¢in bu siire yaklasik olarak 4 saattir.'”
2.1.1.5. a-Tokoferoliin Antioksidan Ozelligi

Zincir kirict antioksidan bir 6zellige sahip olan E vitamini, hiicre membran

fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal (02*', OH*,



singlet O,, lipit peroksit radikalleri ve diger radikaller) etkisinden koruyan ilk savunma
eleman1 olup bir molekiill E vitamini 100 molekiil yag asidi peroksidasyonunu
engelleyebilmektedir.”'® Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve E
vitamininin diger antioksidanlar gibi antikanserojen etki gostererek kanserin
yayilmasii ve gelismesini 6nledigi bildirilmektedir.*”'°
2.1.2. A Vitamini
2.1.2.1. A Vitamininin Kimyasal Bilesimi

A vitamini besinler i¢inde ¢esitli vitaminler ve prekiirsorleri halinde bulunurlar. A
vitaminlerin viicutta en yaygm ve onemlisi retinoldiir. Kimyaca izopren birimlerinden
olusan doymamuis alifatik zincirinin ucunda B-iyon (siklohekzenil) halkasi iceren ve
yagda ¢oOziinen primer bir alkoldiir (Sekil 2.3A). Isigm varliginda retinol ve onun
tirevleri izomer karisimlarina doniisiirler. Biitiin retinoidler ozellikle gecis

elementlerinin varliginda oksidasyona ve peroksidasyona hassastirlar. Retinal, retinoliin

oksidasyonu sonucu olusan bir aldehittir (Sekil 2.3B)."
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Sekil 2.3: Kimyasal yap1 A) Retinol B) Retinal

Retinoik asit viicutta indirgenmez ve bu yiizden de retinol ve retinale doniisemez.

Retinoidlerin  yan zincirindeki doymamis baglar etrafinda meydana gelen



konfigiirasyonlar sonucu bir¢ok cis-trans izomerleri olusur.'' A vitamini kaynagi
genelikle besinlerle alinan karotenoidlerdir.

Karotenleri igeren bitkisel besinler; sar1 ve kirmizi renkli bazi sebze ve meyveler
(havug, domates, patates, elma, kayisi, seftali ve bazi kavun tiirleri) ve bazi yesil
yaprakli sebzeler (1spanak, pancar yapragi vb) dir. Bunlarin yaninda karaciger, balik, siit
ve yumurta sarisinda da A vitamini bulunur.'?
2.1.2.2. A Vitamininin Kesfi

Renkli bitki pigmentleri olan karotenoidler 1800’1 yillarin baglarindan itibaren
biyoloji ve kimya bilim dallarinin ilgi konusu olmus, taninmasi ve kimyasal
siniflandirmalar ise ilk olarak 1920’de gerceklestirilmistir. Karotenoidler iizerine ilk
bilimsel ¢alisma da 1971°de yapilmistir.'"""
2.1.2.3. B- Karoten

A vitamini prekiirsorii olan karotenoidler (provitamin A) bitkisel besinlerde
bulunur. Bunlarin baglicalart a, B, y ve & karotenlerdir. Diger yaygin karotenoidler,
farkli zincir sistemleri i¢eren ve izole edilmis ¢ift baglarin sayisinda cesitlilik gosteren
hidroksi, aldehit, okso veya epoksi siibstitientlerinden olusur. Son zamanlarda yapilan
arastirmalara gore 563 farkli karoten vardir ve bunlara ek olarak all-trans
karotenoidlerinin ¢ogunun cis izomerleri de vardir. Karotenoidler i¢inde en etkili ve en
onemlisi B-K’dir. B-K molekiilii iki u¢ kisminda 2 B-ionon halkasi ve 11 konjuge cift
bag igeren 8 izopren biriminden olusan 40 karbonlu simetrik bir molekiildiir (Sekil 2.4).
B-K, A vitamini prekiirsorii olmasi yaninda biyolojik olarak lipitte ¢oziinen antioksidan
olmas1 ve serbest oksijen radikallerini notralize etmesi yoniinden iki onemli 6zellige

sahiptir. Karotenoidler 1s13a ve sicakliga hassas olup hemen parcalanirlar.'’



H.C

CH; CHs CH; p

| )W\ e H:C -

R \/W\\\M{\
—CH, CH; CH; CH,
CH;

Sekil 2.4: B-Karotenin kimyasal yapisi

B-K molekiil formiilii, C40Hs¢ olup molekiil agirligi 536,87 dir. Rengi kirmizi,

kristal formdadir.'* Hekzan, DMSO ve klorofomda ¢6ziiniirken suda ¢oziinmez.

450 nm ve 478 nm dalga boylarinda maksimum absorbans gosterir ve -20°C’de
depolanmalidir."’
2.1.2.4. A Vitamininin (pB-karoten, Retinol, Retinal) Biyokinetigi

B-Karoten, oksijen ve safra tuzlarmin mevcudiyetinde B-K-dioksigenaz enzimin
etkisi ile orta kismindan ikiye pargalanmasi sonucunda olusan retinal, bagirsak
mukozasinda retinal rediiktaz enziminin etkisi ile retinole, kiigiik bir kism1 da retinoik
aside doniisiir. Retinol ve retinaller birbirlerine kolaylikla doniisebilmektedirler (Sekil
2.5). Retinol, doymus yag asitleriyle ester yaparak lenf silomikronlar1 yolu ile kan
dolagimina girerken retinoik asitte plazmada albiimine baglanarak tagmar.

Besin i¢inde bulunan B-K’nin kismen absorbe edilmesi ve kismen retinole
donlismesi nedeniyle vitaminin biyoyararlanimi, kimyasal olarak olusturabilecegi
maksimum retinol miktarinin ancak 1/6’sidur.

Retinol ince bagirsakta epitel hiicrelerinde kolaylastirilmis diflizyon ile absorbe
edilirken, B-K basit difiizyon ile absorbe edilir.”">"'®

Ozellikle A vitamini eksiklifinde karanlikta gdrme kusuru, korlik ve gesitli
organlarin epitel dokularinda keratinizasyona neden olur ve gozlerde kseroftalmi

meydana gelir.
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-Karotenin toksisitesi bildirilmemis fakat fazla miktada alinan B-K ihtiyaca gore
A vitaminine doniistiigli icin biliylik bir zarar1 olmadigr sadece ciltte pigment
birikiminden dolay1 gegici bir sararma meydana geldigi, ¢ok fazla miktarda alindiginda
ise karaciger hasar1 basta olmak iizere ¢esitli toksik etkilerinin olabilecegi
belirtilmektedir. A vitaminin eriskinlerde giinliik alim ihtiyact 2—-6 mg (=3350 IU)
arasinda degismektedir. Bu alim miktar1 8§ mg’1 asti§1 zaman bulanti, sa¢ dokiilmesi ve

bas agrisi, cok daha yiiksek dozlarda ise karaciger hasar1 olusabilmektedir.'?

CH

CHg CHs CHg
CHg B-Karoten
i Olsidasyon
C H B p
HBW CT H
CIE Eetinal
Z
N G G
o= Eetinol { A Vitamin)

Sekil 2.5: B-Karotenden, retinal ve retinoliin meydana gelisi

2.1.2.5. A Vitamininin Antioksidan Ozelligi
Son derece giclii singlet O, temizleyicisidir. Ayrica peroksi ve alkoksi
radikalleriyle de dogrudan reaksiyon vererek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu

onleyebilir. Serbest radikallerle dogrudan reaksiyona girer. Ozellikle diisiik oksijen
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basinglarinda ¢ok etkilidir ve E vitamini ile sinerjik etki gosterir. Toksik oksijen
radikallerinden singlet oksijeni inaktif oksijene indirger. Ornegin yiiksek dozlarda B-K
anormal porfirin birikimi olan hastalarda 1518a duyarlilig1 azaltir ve yine yiiksek dozda
insanlarda kanser gelisimini nleyebilir.'’

Burton ve Ingold,18 B-K’nin organizmada A vitamininin 6l¢iitii olmas1 yaninda bir
antioksidan olarak gorev yaptigini belirtmistir. Yine ayni1 ¢aligmada B-K’nin bir lipit
peroksi radikali ile giiclii bir sekilde reaksiyon verdigini bildirmislerdir. Krinsky19 ise B-
K’nin iki, {i¢ ve hatta dort radikali birden sondiirebilecegini bildirmistir.

2.1.3. K Vitamini
2.1.3.1. K Vitamininin Kimyasal Bilesimi

2-metil-1,4-naftokinon grubu iceren ve poli izoprenoid bir zincirle substitiie
edilmis olan cesitli naftokinon tiirevleri K vitamini etkinligi gosterir ve genelde K
vitamini olarak isimlendirilmektedir.”® K vitamini @i¢ formda bulunur, bunlardan ikisi
dogaldir. 1- K; vitamini (fitonadion, filokinon) 2-metil-3-fitil-1,4-naftakinon (Sekil 2.6
A) kimyasal yapismna sahip olan oncelikle yiyeceklerden alman ve alindigir formuyla
dolagima katilan K vitamin tiriidiir.>' 2- K, vitamini (menakinon) naftokinonun iigiincii
pozisyonunda multi izopren tniteleri ile bir¢ok vitaminleri kapsar (MK-1, MK-14)
(Sekil 2.6B). Fermente edilmis yiyeceklerde ve bagirsaklarda bulunur. Bagirsak
mikroflorasi tarafindan sentez edilmektedir.*** 3- K3 vitamini (menadion, 2-metil-1,4-
naftokinon) yagda ¢6zlinen sentetik olarak {iretilen en basit yapili K vitamini tiirevidir
(Sekil 2.6C). Bu vitaminden tiireyen MBS ve menadion sodyum difosfat suda ¢6ziinen

K vitamini tiirevidir.>'
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Sekil 2.6: Kimyasal yap1 A) Filokinon B) Menakinon (K, vitamini) C) MN (Kj; vitamini)

Menadionun alkol ¢ozeltileri notraldir. 120°C ye kadar sitildiginda bozunmadan
kalabilirken 1g1kta bozunmaktadir. MN molekiil formiilii, C;;HzO» olup molekiil agirlig1
172,2°dir. Rengi sari, kristal formdadir. Hekzan, DMSO ve alkolde ¢oziiniirken suda
¢Ozlinmez. 245 nm, 251 nm ve 333 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterir ve
2-8°C’de depolanmalidir.** K vitamini yaprak seklindeki bitkisel besinlerin genellikle
hepsinde (6zellikle 1spanak ve lahana), karnibahar, domates, bezelye, patates, zeytinyagi,
soya yag1 ve hububat tiirlerinde, ayrica karaciger, balikk yagi, yumurta saris1 ve inek
siitiinde de bulunmaktadir.>”’
2.1.3.2. K Vitamininin Kesfi

Ilk olarak, Henrick Dam K vitaminini tanimlamis ve 1934 yilinda Nobel Baris
Odiilii’nii almistir. K vitamininin saf hali olan filokinon 1939 yilinda bitkilerden elde
edilmis ve azalmis protrombin seviyesi ile belirlenen beslenme eksikliginin tedavisi ig¢in

kullamlmlstlr.25



13

2.1.3.3. K Vitamininin (Filokinon, Menakinon, Menadion) Biyokinetigi

K vitamini, yagda ¢oziinen diger vitaminlere benzer sekilde, besinlerdeki yaglarin
absorbsiyonuna benzer bir mekanizma ile absorbe edilmektedir. K vitamini oral veya
parenteral yolla uygulanir. Safra tuzlarinin varliginda gastrointestinal kanaldan absorbe
edilir. Yag absorbsiyonunu bozan durumlar ile yagdan fakir beslenenlerde K vitamini
absorbsiyonu azalir. Fakat bu sartlarda sentetik K vitamininin absorbsiyonu bozulmaz.

K vitamininin glinliik alinim ihtiyaci, 6 aydan kii¢iik bebeklerde 5 pg/giin, 1-3 yas
cocuklarda 15 pg/giin, 10 yasa kadar 30 pg/giin, eriskin bayan ve erkeklerde sirasi ile
90 ve 120 pg/giin ve 65 yas ve listii yaslilarda ise kemik kirilmasi ve osteoporoz riskine
kars1 250 pg/giin olup yasa bagl olarak degismektedir.”’

K vitamini, kan koagiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Osteokalsin ve matriks Gla
proteinleri ile birlikte aktif protrombin (faktor II), prokonvertin (faktor VII), plazma
tromboplastin kompenenti (faktér IX) ve stuart faktorii (faktor X) sentezinde gerekli
olan bir kofaktordiir. K vitaminin diger dnemli fakat belki de az bilinen diger bir rolii
antikoagiilant olarak islev goren protein C ve protein S’in sentezinde gorev almasidir.
Bu vitamin K’ya bagli olan proteinler kalsifikasyon ve homeostasisde dnemli rol
oynarlar. Ek olarak bazi arastirmalarda, kemik sagliginda K vitamininin 6nemli bir rolii
oldugu belirtilmekte ve K vitamini iceren modifiye edilmis bir diyetin osteoporozu
onledigi’’ (insanlarda®™ ve kemirgen hayvanlarda®™) ve kemik erimesini azaltigi
belirtilmektedir. K vitamininin kemik deformasyonunu onardigi ve kortikosteroidlerin

30,31

sebep oldugu kemik kaybin1 6nledigi belirtilmektedir’™"". Baska bir ¢calismada sentetik

K3 vitamininin (MN), yiiksek dozlarda ¢esitli kanser hiicrelerine kars1 antitimor aktivite

gdsterdigi bulunmustur.**~
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2.1.3.4. K Vitamininin Oksidan Ozelligi

K; vitamini, tirazin fosforilasyonu araciligi ile hiicreler arasi iletisimi etkiler.’*
MN hiicre kiiltiir cizgilerinin degisikliklerine karsi sitotoksik aktivite gosterir ve
osteoklast ve osteoblast gibi kiiltlir hiicrelerinin peroksit ve siliperoksit radikal
seviyelerini yiikselterek apoptosisi artirabilir.**~

Bu teoriyi destekleyen MN’nin malign hiicrelerde oksidatif stresi artirdigi
gozlemlenmistir. Oksidatif stres MCF-7 (kanser hiicresi) hiicre kiiltiirlinde MN’nin
varliginda tretilen hidroksil radikallerinin DNA’y1 bozdugu tespit edilmistir. Hidroksil
radikalleri degisik gecis metalleri ve bir Fenton reaksiyonu ile siiperoksit radikallerden
ileri gelir. Ayn1 zamanda bu teoriyi destekleyen glutatyon ve enzimler (katalaz ve
siiperoksit dismutaz) gibi antioksidanlarin MN’nin oksidatif stresini azaltan siiperoksit
ve hidrojen peroksiti bastirdigi gosterilmistir. Oksidatif stresde azalmanin MN’nin
antikanser etkisini azalttig1 gosterilmistir. Kisaca, yapilan ¢alismalarda K3 vitamininin
hiicre i¢cine girdiginde yabanci bir madde olarak algilandigi ve hiicreden
uzaklastirilabilmek i¢in g¢esitli enzimler yardimi ile redoks dongiisiine girdigi
belirlenmistir. Dongii sirasinda K3 vitamini, elektronunu kaybederek yiikseltgenmesi ve
sonra ortamda bulunan oksijen ile reaksiyona girerek, hiicre i¢cinde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Hiicre iginde bulunan ROT
miktarmin artmasi sonucunda hiicre oliimii gerceklestigi ve olusan olumsuz kosullarin
hiicre dongiistinii baskiladig1 belirtilmistir. Bununla birlikte, askorbik asit ile kombine
edildiginde MN’nin etkinliginin arttig1 séylenmistir..34 K3 vitamini i¢in oksidatif etki
mekanizmasinin bagka bir yoniide MN tarafindan hiicre i¢indeki tiollerin glutatyon
ve/veya siilfidril igeren proteinlerin azalmasi ile sonuglanan direkt arilasyonlarini

icerir.*
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2.2. Kanser (Neoplazi)

So6zciik anlami, yeni gelisme, yeni biiylimedir (neo: yeni; plazi: gelisme, bliytime).
Kanser, bazi etkilerle degisime ugramis hiicrelerin kontrolsiiz olarak c¢ogalip
biiylimelerinin sonucu olusan kotii huylu hastaliklar grubudur (Sekil 2.7). Kanser hemen

hemen her organda goriilmektedir.*
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Sekil 2.7. Kanserin olusum semasi

2.2.1. Mesane Kanseri
Idrar torbasi olarak ta bilinen mesane her iki cinste de bulunur. Bos oldugunda
simphisis pubis arkasinda yer alan, rezarvuar goOrevi yapan pelvik bir organdir.
Eriskinlerde kapasitesi yaklasik olarak 340-400 mL’dir. *">*
Her organda olabildigi gibi mesanede de kotii huylu (malign) ya da iyi huylu
(benign) tiimorler geligebilir. Mesane kanseri, genito iiriner kanserler icinde en sik
gortiilenidir. Beyaz wkta daha fazla goriilir. Diinyada erkeklerde goriilen maligniteler

sirasinda dordiincii sirada, iilkemizde ise iiglincii sirada yer almaktadir. Kadimnlarda ise
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mesane kanseri Uriner sistemde en sik goriilen tiimor olup genel kanser siralamasinda
sekizinci swrayr almaktadir. Mesane kanseri tiim malign hastaliklarin % 4-10’unu,
iiroepitelyal tiimorlerin ise % 90’11 olusturmaktadir. Ortalama goriilme yasi atmisbes
olup atmis yasindan sonra goriilme siklig1 gittikce artar. Kirk yasin altinda % 1 oraninda
goriiliir. Son yillarda mesane kanseri insidansinda artis gozlenmektedir. Bu artis
sanayilesmenin hizla ilerlemesine ve sigara igme oranmdaki artisa baghidir. Mesane
kanseri nedeniyle yilda ortalama yiiz bin kisinin hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir.
Bu sayr malignitelerin neden oldugu tiim Olimlerin % 5’ini olusturmaktadir. Tam
konuldugunda % 85 oraninda lokalize iken % 15 oraninda uzak metastazlar
mevcuttur.”>*

Mesane kanserinin etiyolojisi diger kanserlerde oldugu gibi tam olarak
belirlenememis olmakla birlikte, bazi risk faktorleri ve potansiyel karsinojenler tizerinde
durulmaktadir. Bu faktorler; cevresel faktorler ve beslenme ahgkanliklars,®' genetik

predispozisyon,** triptofan metabolitleri', sigara,” endiistriyel karsinojenler,**’

enfeksiyon ve irritasyondur. ****
2.3. Litaratiir Ozetleri
2.3.1. A, E ve K Vitaminleri ile flgili Cahsmalar
2.3.1.1. A Vitamini

Mettlin ve Graham,* diyetle diisiik A vitamini alan kisilerin mesane kanserine
yakalanma riskinin daha yiiksek oldugunu; La Vecchia ve ark.”’ havug ve yesil sebze
tiketiminin az oldugu durumlarda mesane kanserine yakalanma riskinin arttigini;

Paganini Hill ve ark.*® yiiksek miktarda B-K tiiketen insanlarda yasla iliskili mesane

kanseri goriilme insidansinin daha diisiik seviyede oldugu belirlemislerdir.
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Kolonel ve ark.*” mesane, akciger ve prostat kanseri ile A ve C vitaminlerinin
alimi arasindaki iliskiyi arastirmislar ve mesane kanserli hastalarm her iki vitamin
aliminin kontrol grubuna gore daha az oldugunu ve A ve C vitaminlerinin mesane
kanseri iizerinde koruyucu bir etkisinin oldugunu belirtmislerdir.

Steineck ve ark.® beslenmelerinde vitamin takviyesi icermeyen kisilerde
yaptiklar1 ¢alismada, C vitamini ve B-K alimi ile mesane kanseri arasinda iliski
bulamamiglardir.

Nomura ve ark.*”’ erkeklerde koyu yesil sebzelerin bayanlarda ise C vitaminin
tiiketiminin artmasi ile kanser olugma riskinde bir azalma oldugunu belirlemislerdir.

Wald ve ark.”® Londra’da 22000 erkegin katildig1 bir ¢alismada erkeklerin serum
orneklerini toplamislar, uzun siire depoladiktan sonra B-K analizi yapmislar ve kanser
gurubundaki ortalama B-K seviyesinin kontrol gurubundan istatistiksel olarak 6nemli
derecede daha diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Knekt ve ark.’’ 1968-1977 yillar1 arasinda mesane kanserli hastalarm ve kanser
olusmamis kontrol gurubu kisilerin dondurulmus serum orneklerinde retinolii, retinole
baglanan proteini ve B-K derisimlerini 6l¢miisler ve retinol ve B-K ile kanser arasinda
bir iligkinin oldugunu belirtmislerdir.

Stahelin ve ark.”? 1971-1973 yillar1 arasinda 2974 erkegin katildig1 ¢alismalarinda,
A, C ve E vitaminleri ile birlikte karotenin plazma derigimlerini 6lgmiislerdir. Tiim
kanserlerde A vitamini ve karotenin diisiik plazma seviyelerini ve ozellikle yash
kisilerde retinoliin diisiik plazma seviyesi ile kaydedeger artmis bir risk ile
iligkilendirmislerdir.

Comstock ve ark.” 1974-1975 yillari arasmda Washington’da 25802 géniilliiniin

serum Orneklerini analiz etmisler ve mesane kanserinde yiiksek serum -K seviyesinin
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anlamli koruyucu bir etkisinin oldugunu ve yiliksek serum E vitamini seviyesinin ise
etkili bir iliskiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Hung ve ark.”® mesane kanseri ile plazma vitamin derisimi arasindaki iligkiy1
belirlemisler ve sigara icimi ile karotenoidlerin etkilerini degerlendirmislerdir.
Plazmada lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin, likopen, a-K, B-K, retinol, a-T ve y-T
miktar analizlerini HPLC yontemiyle gerceklestirmislerdir. Sonugta, hastalarin yaslari,
cinsiyeti, egitimi ve sigara igmeleri géz Oniine almmis olup mesane kanseri lizerinde
karotenoidlerin koruyucu etkisinin oldu§unu ve aynm1 zamanda vitaminlerle beslenen
sigara icenlerin mesane kanserine yakalanma riskinin daha az oldugunu belirtmislerdir.
2.3.1.2. E Vitamini

1982°de, a-T sussinat kanser hiicrelerinin biiyiime inhibisyonunda bir rolii oldugu
gosterilen ilk E vitamini analogu oldugu belirtilmis ve bugiine kadar bu etki bir¢ok
kanser hiicresinde gosterilmis fakat insan prostat kanser hiicrelerinin biiyliime
inhibisyonunda rasemik a-T ve o-T asetattan daha etkin oldugu belirtilmistir. a-T nin
ise diyetle yliksek seviyede alinmasinin mesane kanseri gelisme riskini 6nemli derecede
azalttig1 ve Amerikada o-T’den daha fazla tiiketilen y-T’nin mesane kanseri {izerine
koruyucu etkisinin olmadig: belirtilmistir.”>=°

Mirvish,”” hayvanlar {izerinde yaptig1 calismalar sonunda, bir antioksidan olarak E
vitamininin mesane kanserinin olusumunda yardimci olan nitrozo bilesiklerini
indirgedigini ve boylece mesane kanseri olusma riskini azalttigini belirtmistir.

Ayrica, y-T’nin DU-145 prostat karsinoma hiicrelerinin hiicre dongii prosesinin
inhibisyonunu ger(;ekle@tirdigi58 bagka bir calismada da y-T ile sinyal veren (1-10 uM)
ve daha kii¢iik boyuttaki o-T (50 uM) ile iligkili benzer bir etki PC-3 prostat kanser

hiicresi dizisinde oldugu gdsterilmistir.”
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2.3.1.3. K Vitamini

K vitaminin antitimdr etkisi 1947°den beri inceleme altindadir.>>*® MN’nin

61-63 64-66

antikanser aktivitesinin hem kemirgenlerin hem de insanlarin kanser
hiicrelerinde yapilan birka¢ in vitro calismada gosterilmistir. Ayrica, MN bir¢ok ilaca
direngli 16semik hiicrelerine karsi etkin oldugu bildirilmektedir.** Yapilan baska bir
calismada, K3 vitamini ile C vitamini kombinasyonunun kemoterapi ve radyoterapi
verilmeksizin kullanimi, hem in vivo hem de in vitro anti kanser etkileri
gdsterilmistir.®”*®

Venugopal ve ark.®’ 100/1 oranindaki C ve K3 vitaminlerinin karisimmmn iirolojik
kanser hiicre sayisini azalttigini belirlemislerdir. Benzer sonuglar1 Ervin ve ark.®® 2,13
pM K vitamini ile 212 pM C vitamini karisiminin sitotoksik etkisi, bir CD50 (% 50
sitotoksik doz) degeri ile mesane karsinoma hiicrelerinde ve androjenden bagimsiz
insan prostat hiicrelerinde goézlemlenmistir. K; ve C vitaminlerinin karigimimin
uygulamasi ile sadece K; vitaminin uygulamasi karsilastirildiginda K3 ve C vitamininin
birlikte uygulanmasinin sitotoksik etkiyi 5 ila 20 kat artirdigi belirlenmistir.®’
2.3.1.4. A ve E Vitaminleri

Helzlsouer ve ark.”” mesane kanser gelisimi ve serum besinleri arasindaki iliskiyi
incelemek icin, 1974’de Washington’da 25802 kisiden toplanan serumlarda selenium,
a-T, likopen, B-K, retinol ve protein baglh retinol derisimlerini belirlemislerdir. 12 yillik
takip periyodunda a-T derisiminin mesane kanseri gelismis kisilerin kontrol grubuna
gore Onemsiz seviyede diisiik oldugunu gostermislerdir. Mesane kanseri gelismis

gruplarda ve kontrol guruplarinda, retinol, proteine bagli retinol ve B-K’nin

derisimlerini benzer degerlerde belirlemislerdir.
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Holland ve ark.”’ Fin’li sigara icen saglikli erkeklerde mesane kanseri ilizerine
B-K ve E vitamininin koruyucu etkisini arastirmis ve bu vitaminlerin mesane kanseri
gelisiminde Onleyici etkisinin olmadigini saptamistir.

Michaud ve ark.”', sigara icen erkekler arasinda yaptiklar: bir calismada mesane
kanser riski ile meyve ve sebze diyeti ile alman A, E ve C vitaminleri arasindaki iligkiyi
11 yi1l boyunca arastirmislardir. Calisilan grublarin yas, sigara igme ve enerji alimi
dikkate alinmis olup meyve ve sebze tiikketimi ile mesane kanser riski arasinda bir ilisiki
belirlenememistir (relatif risk: 1,28, % 95 giiven araliginda). Ayrica, a-T, B-K, likopen,
lutein/zeakstin, P-kritokzantin, folat ve E, A ve C vitaminleriyle mesane kanserine
yakalanma riski arasinda da bir iliski belirleyememislerdir.

Albanes ve ark.”” kanserin onlenmesi ve kanserin goriilme siklig1 iizerine o-T ve
B-K’nin etkilerini arastrmiglardir. 2x2 faktoriyel ¢aligma tasariminda yaslar1 50—69
arasinda olan 29133 goniillii erkegi rastgele ikiye bolmiisler ve 50 mg a-T ile 20 mg -
K vermislerdir. B-K verilen grup vitamin almayan gruplar ile karsilastirildiginda,
akciger, prostat ve mide (sirasiyla 402°de 474, 112°de 138 ve 56’da 70) kanserine
yakalanmada bir artis gézlenirken, mesane kanseri ve diger kanser tiirlerinde bir artis
gozlemlenmemistir. E  vitamini verilen grup ile vitamin almayan gruplar
karsilastirildiginda, prostat ve kolerektum kanserine yakalanma riskinin daha az (151°de
99 ve 81’de 68), mide kanserine yakalanma riskinin daha ¢ok (56’da 70) oldugunu
belirtmislerdir.

Ross ve ark.” iskog erkeklerinin plazmasinda, major karotenoidlerin miktarini
HPLC yontemi ile dlgmiisler ve sigara igme aliskanligiin etkilerini arastirmislardir.
Karotenoidlerin ve E ve C vitaminlerinin derigsimini yas¢a benzer (50—59 yas arasi) olan

50 sigara icen erkek ve 50 sigara icmeyen erkekten alinan plazma Orneklerinde
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belirlemislerdir. Sigara igenlerin plazmasinda igcmeyenlere kiyasla kayda deger daha az
a-K, B-K, B-kriptoksantin ve C vitamin miktar diizeyleri belirlenmis, likopen,
lutein/zeaksantin ve E vitamininden elde edilen degerlerin her iki gurupta da benzer
oldugunu belirtmiglerdir.

Liang ve ark.”* mesane kanseri riski ile serum vitaminleri arasimdaki iliskinin
iizerine yapilmis mevcut ¢alismalarin sonuglarinin uyumsuz oldugunu belirtmislerdir.
Bu yiizden bir vaka-calisma grubu olusturduklarini, bu vakalardan topladiklari
plazmalarda E vitaminini (a-T ve y-T) ve A vitaminini (retinol) HPLC yontemi ile
belirlediklerini ve bu vitaminlerin mesane kanseri ile iliskisini degerlendirdiklerini
belirtmiglerdir. 386 mesane kanserli hasta ile kontrol grubu olarak 389 saglikli kisi
calismada yer almis ve hasta grubundaki ortalama plazma a-T ve retinol derisiminin
(23,93 pg/mL ve 1,41 ug/mL), kontrol gurubundan (27,48 ug/mL ve 1,53 pg/mL) diisiik
oldugunu belirlemislerdir (P<0,001). Artan plazma a-T ve retinol seviyesi ile mesane
kanserine yakalanma riskinde anlamli bir azalma oldugunu ve bu bilesenlerin plazma
seviyeleri ile diyet alimlar1 arasinda anlamli bir kolerasyonun oldugunu belirtmislerdir.

Boonsiri ve ark.”” Kuzeydogu Thai’de yasayan saghkl kisilerin serumlarinda a-T,
B-K ve likopen derisimlerinin belirlenmesini amacglamislardir. Yaslar1 23—75 arasinda
degisen 294 kisiden elde edilen serumda a-T, B-K ve likopen seviyelerini HPLC ile
belirlemislerdir. Ortalama serum B-K, likopen ve o-T seviyelerini sirasiyla 0,53 + 0,32
umol/L, 0,57 + 0,37 pmol/L ve 26,64 + 14,85 umol/L olarak ve ayrica bayanlardaki
serum PB-K ve likopen derisimlerinin (n=118) erkeklerin derisimlerinden (n=176)
anlaml sekilde daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte erkeklerdeki

a-T derisimi (28,60 = 14,34 pumol/L) bayanlarinkinden daha yiiksek (23,72 £+ 15,16
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umol/L) oldugunu (p=0,006) ve B-K derisiminin, likopen (r=0,63, p<0,001) ve a-T
(r=0,22, p<0,001) derisimleri ile pozitif sekilde iliskili oldugunu gostermislerdir.
2.3.2. A, E ve K Vitaminleri ile flgili Analiz Calismalar
2.3.2.1. A Vitamini

Kelm ve ark.”® CO, ile zengin olan bir bblgede yetisen lahanay: tiikketen kisilerin
plazmasinda A vitamini, retinol, lutein, B-K’nimn isaretli C-13 izotopunun ve endojen
B-K’nin derisimlerini belirlenmek icin LC/PB-MS ve GC-MS yontemlerini
gelistirmiglerdir. LC/PB-MS yOnteminde biitlin analitlerin analizleri negatif kimyasal

ionizasyon modunda gergeklestirilmistir. I¢ standart olarak 2-8-B-K kullanmislar ve

plazma f-K derisimlerini belirlemislerdir. HPLC yOntemi ile elde edilen
fraksiyonlardan toplanan retinoliin analizi ise trimetil silil esterlerleri olusturularak GC-
MS yontemi ile gerceklestirilmistir.

Xiong ve ark.”’ B-K iceren ¢igneme ve kapsiil tabletleri 150 mg olacak sekilde tek
doz rastgele ¢apraz olarak erkek saglikli goniilliilere verilerek serumlarinda B-K miktar
tayini, HPLC yontemi ile yapilmis ve B-K’nin bagil biyoyararlanimimi inceleyerek iki
ilag preparatinin serum derisim-zaman grafiklerini elde etmislerdir. Calismada B-K’nin
iki ticari formu arasindaki tn.x ve t;, paremetreleri arasinda onemli bir farkin olmadigi
ve AUC (24n ve Cmax paremetreleri arasinda ise onemli farkin oldugu ve ¢igneme
tabletinin bagil biyoyararlaniminin kapsiiliinkinden daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir.

Rajendran ve ark.”® insan serumunda B-K’1 iceren 21 karotenoidin belirlenmesi
icin C-30 kolon, metanol ve metilen kloritten olusan hareketli faz, gradient eliisyon, 476
nm dalga boyu ¢alisma parametrelerini kullanarak bir HPLC yontemini gelistirmislerdir.

Trans B-K, trans likopen, trans lutein, trans a-kriptoxantin, trans B-kriptoksantin, trans
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a-K ve trans zeaksantinin serum derisimlerini sirastyla 256,3-864,2 ng/mL, 64,4-569.2
ng/mL, 137,9-450,3 ng/mL, 55,7-188,2 ng/mL, 43,1-134,5 ng/mL, 20,0-122,1 ng/mL
ve 9,1-21,3 ng/mL araliginda belirlemislerdir.

Rushin ve ark.” ters faz HPLC yontemi ile insan serumunda karotenin trans ve cis
izomerlerini belirlemislerdir. Depolama ve ¢alisma esnasinda 6rneklerde olusabilecek
izomerleri belirlemek icin taze hazirlanmis ¢6zeltiler ile bekletilmis cozeltilerin
analizleri yapilmis ve geri kazanimlar1 hesaplanmaistir. 9-cis ve 13-cis f-K’nin ortalama
geri kazanimlar1 her ikisi i¢cinde % 101 olarak belirlenmis ve ayrica kan Ornekleri
alindiktan sonra cis-izomerlerinin olugsmadigi ve insan kan dolasimmda B-K’nm cis
izomerinin 6nemli bir derisimde oldugunu tespit etmislerdir.

Van Bremen,™ karotenoidlerin belirlenmesi i¢in LC/MS-ES yontemi gelistirmistir.
Kromatografik ayirim, 1 mL/dak. akis hizinda metanol-metil tersiyer biitil eter-
amonyum asetat iceren hareketli faz karigimu ile C; ters faz kolonda gerceklestirilmistir.
HPLC kolonundan ¢ikan eliientler 6nce DAD dedektérden gecirilmis ve daha sonra
elektrosprey iyonizasyonlu kiitle spektrometrisine gonderilmistir. Bu sekilde yapilan
analiz sonucunda maksimum hassasiyet elde ettiklerini belirtmistir. B-K ve lutein i¢in
gozlenebilme simirlarini sirastyla 1 ve 2 pmol olarak belirlemistir.

Van Bremen,®' diger bir ¢alismasida ise, karotenoidlerin biyoyararlanimimi
belirlemek i¢cin LC/MS/MS ve stabil izotop isaretleme yontemlerini kullanarak deneysel
bir dizayn olusturmustur. ila¢ verilmeden dnce ve sonra ¢esitli zaman araliklarinda kan
ornekleri toplanmig ve serumda, Cig kolon kullanilan HPLC y6ntemi ile B-K’1 da igeren
karotenoidlerin derigimi belirlenmistir. Oral olarak verilen 3-K’nin retinole biyodegisim

miktarini belirlemislerdir.
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Franko ve ark.® plazmada, o-K, trans B-K, PB-kriptoksantin ve likopenin
belirlenmesi i¢in termal lens spektrometri (TLS) dedektorlii HPLC yontemi gelistirmis,
gecerlilik testleri yapmig ve HPLC-UV yontemi ile karsilastirmislardir. Plazma
orneklerinde a-K, trans B-K, B-kriptoksantin ve likopenin tayin alt sinirlarini sirasiyla
85 pg/mL, 100 pg/mL, 70 pg/mL ve 120 pg/mL olarak belirlemislerdir.

Khachik ve ark.® insan plazmasinda karotenoidlerin ve oksidatif iirtinlerinin
taninmasi ve ayrilmasi icin HPLC yontemi gelistirmislerdir. E vitaminin {i¢ formunu (o-
T ve y-T), A vitaminini ve onsekiz karotenoidi silika bazli nitril kolonda ayirmiglar ve
ters faz C,3 kolonunda kromatografik analizini ger¢eklestirmislerdir.

Hosotani ve Kitegawa,* insan serum ve rat karacigerinde p-K ve retinoliin birlikte
belirlenmesi icin HPLC ydntemi gelistirmislerdir. Insan serumundan ve homojenize
edilmis rat karacigerinden ekstraksiyon n-hekzan ile yapilmis olup ornekler hareketli
faz ¢oziicii karisiminda analiz edilmistir. HPLC sisteminde ayirim, C;s kolon ve
metanol-su-1-biitanol hareketli fazi1 ile gergeklestirilmistir. Ekstraksiyonda kullanilan
etanol ve n-hekzana sirasiyla % 0,125 ve % 0,025 derisimde bir antioksidan olan BHT
eklenmis ve serumdaki B-K, retinol ve retinil palmitatin geri kazanimlarmni sirasiyla, %
99,7, % 93,7 ve % 98,3 olarak, karacigerdeki [-K, retinol ve retinil palmitatin geri
kazanimlarini ise sirasiyla, % 107,1, % 92,8 ve % 98,8 olarak belirlemislerdir. B-K ve
retinoliin giini¢i varyasyon katsayisini sirastyla, serumda % 6,0 ve % 7,1 karacigerde %
4,7 ve % 5,1 olarak, giinler aras1 varyasyon katsayismi ise serumda % 2,7 ve % 6,4
karacigerde de her ikisi i¢cin % 2,7 olarak belirlemislerdir.

Van Breemen ve ark.® termal olarak kararsiz (sicakliga duyarl)) ve ugucu
olmayan karetonoidlerin aywrimi ve tamimlanmasi i¢cin FAB/LC/MS ydntemini

gelistirmiglerdir. Gelistirilen LC/MS ve LC/UV yontemlerinin tayin alt smirlari
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karsilastirildiginda MS dedektoriin daha hassas oldugunu (lutein ve a-K i¢in sirasiyla 40
ng ve 70 ng (UV dedektoriiyle) ve 5 ng ve 15 ng (MS dedektoriiyle)) belirtmiglerdir.

Nelis ve ark.*® insan serumunda retinoliin belirlenmesi icin susuz ters faz sivi
kromatografi temeline dayali yeni bir analiz yontemi gelistirmislerdir. 100 pL serum
ornegine retinil propiyonat i¢ standardini eklemisler, asetonitril ile deproteinizasyonu ve
daha sonra hekzan ile ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. Yontemin tayin alt sinirmi 15
pg/mL, giini¢i ve gilinler arasi kesinlik degerlerini ise sirasiyla % 2,6 ve % 2,7 olarak
belirlemis ve deneysel verileri spektroflorimetri yontemi ile karsilastirmislardir.
Gelistirmis olduklar1 her iki yontemi hastanede yatan 135 hastanin serum Ornegine
uygulamislardir. Serumda spektroflorimetri yontemi ile yapilan analizlerde, analitlerin
serumdaki interfere maddelerden etkilendigi gosterilmis ve bu yilizden disik bir
kolerasyon katsayisia sahip (r=0,955) oldugunu ve pratikte yapilan rutin testler i¢in
sadece bir yol gosterici yontem olabilecegini ama gelistirilen sivi kromatografi
yonteminin potensiyel referans yontemlerle karsilastirilabilecegini soylemislerdir.

Krinsky ve ark.® insan plazmasinda B-K’1 da igeren gesitli karotenlerin HPLC
yontemi ile analizlerini gerceklestirmisler ve insan plazmasinda 13-cis-zeaksantinin
derisimini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda insan plazmasinda yapisal izomerlerin (lutein,
a-kriptoksantin ve 0-K), karotenoidlerin B ailesinin (zeaksantin, [-kriptoksantin ve
B-K) ve B-karotenoidlerin tiimiiniin oranlarini1 belirlemigler ve bu oranlar arasinda
belirgin farkliliklar gbzlemlemislerdir.

Stahl ve ark.*® insan serum ve dokularinda iki baskin karoten olan B-K ve
likopenin geometrik (cis-trans) izomerlerinin analizi i¢in bir ters faz HPLC yontemi
gelistirmiglerdir. Insan plazma ve dokularinda B-K’nin bes ve likopenin yedi geometrik

izomerini belirlemisler ve analiz etmislerdir.
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Yamanushi ve Igarashi,* yiiksek BP-K aliminin kanser risk oranini azaltigmi
gosteren degisik epidemiyolojik caligmalarin  bulundugunu fakat B-K’nin etki
mekanizmasinin hala bilinmedigini belirtmislerdir. -K’nin biyolojik fonksiyonlarmi
aydinlatmak i¢in, siganlarda all-trans-B-K’nin dagilimmi ve metabolizmasini
incelemisler ve sicanlarmn B-K’nin bozulmamis formunu absorbe edemedigi rapor
edildiginden intravendz olarak B-K’1 siispansiyon formunu enjekte etmislerdir (2,0
mg/rat). Enjeksiyondan sonra, B-K’nin yiiksek bir miktarinin akcigerlerde oldukca hizli
sekilde (5 dak.’da) birikdigini sonra karacigere hareket ettigini ve 1 hafta sonra yag
dokularina, 2 hafta sonra pankreasa, 3 hafta sonra da kas dokusuna veya testislere
dagildigmi belirlemislerdir.

Yasuda,” elektrokimyasal dedektdrle kombine edilmis HPLC ydntemiyle hem
saglikli hem de degisik hastalifa sahip kisilere karotenoid izomerleriyle all-trans
izomerlerini iceren dogal B-K preparatlarmin (% 59,7 B-K) ve sentetik all trans B-K
izomerlerinin verilmesinden sonra serumdaki B-K seviyelerini belirlemistir. Saglkli
eriskin erkeklerde total karoten derisimleri 2,6~56,0 mg/dL (18,2 + 3,7) ve eriskin
bayanlarda 7,5~86,0 mg/dL (32,5 = 16,4) olarak, erkek cocuklarinda toplam serum -K
derigimini ise 55,7 £ 12,2 mg/dL ve kiz ¢ocuklarinda da 56,8 + 20,3 mg/dL olarak
belirlemislerdir. 60 mg sentetik all trans B-K’nin uygulanmasindan sonra toplam serum
B-K seviyesi 40,7 = 31,6 mg/dL den 104,2 + 46,2 mg/dL’ye yiikselmis 48 saatlik AUC
degeride 2,204 + 753,5 mg.saat/dL olarak, ayrica dogal B-K’nin ayni dozunun
uygulanmasindan sonra toplam serum B-K seviyesi 40,5 + 24,0 mg/dL’den 70,5 + 20,4
mg/dL’ye ylikselmis ve 48 saatlik AUC degeri 870,6 + 358,7 mg.saat/dL olarak tespit

etmislerdir. All trans B-K’nin igecek emiilsiyon ve tablet seklinde verilmelerinden sonra
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serum derisimleri kiyaslandiginda, toplam serum B-K derisiminin emiilsiyon seklinde
verildigi zaman daha hizl bir yiikselis gosterdigini ama her ikisininde saghkl kisilerde
AUC degerlerinin esit oldugu gozlenmistir.

Parvin ve ark,’’ B-K’nin A vitaminine doniisiim iliskisini elde etmek i¢in
siganlarda ve ¢ocuklarda yeni bir yontem gelistirmislerdir. Doniisiim iligkisini, standart
A vitamininin ve B-K’nin oral dozundan sonra plazma A vitamininin derisim-zaman
grafiginde AUC oranmi esas alarak belirlemiglerdir. Cocuklarin ve ratlarin her ikisine
de A vitaminin ve B-K’nin tek dozu ayri1 ayr1 verildikten sonra 0, 4, 8, ve 12’inci
saatlerde kan 6rneklerini toplamis ve 25-30 pg/dL derisim araliginda bulunan serum A
vitamininin bagil donilisiim oranmi 0,5 (n=6, p<0,05) olarak belirlemislerdir. Ayrica,
farkli denemelerde A vitamini ve B-K’nin baglangi¢ plazma derisimleri arasinda pozitif
bir korelasyonun oldugunu belirtmislerdir.

Hagiwara ve ark.”” serumda likopen, o-K ve B-K’nin birlikte belirlenmesi i¢in
APCI/MS ve LC/MS/SIM yontemlerini gelistirmiglerdir. LC/MS/SIM  yontemi ile
karotenoidlerin belirlenmesinde serum kolesteroliin interfere edici etkisinden dolayi,
karotenoidleri kolestrolden aymrmislar ve kromatografik ayirimi, ODS-5 (75 mm 34,6
mm ID) kolonunda metanol ve asetonitril (70/30, h/h) hareketli fazi1 kullanarak
basarmiglardir. APCI/MS’in pozitif modunda likopeni, a-K’1 ve B-K’1 537 m/z’de i¢
standardi ise 411 m/z’de belirlemislerdir. 15-150 ng/mL, 25-50 ng/mL ve 7-70 ng/mL
derisim araliginda sirasiyla likopen, o-K ve B-K’nin dogrusal oldugunu ve biitiin
karotenoidlerin tayin alt sinirlarmimin 3 ng oldugunu belirlemislerdir. Ayrica likopen, a-
K ve B-K’nm giini¢i kesinlik degerlerinin sirasiyla % 10, % 8,4 ve % 5,3 ve giinler

arasi kesinlik degerlerinin ise sirasiyla % 11,2, % 8,8 ve % 6,5 olarak tespit etmislerdir.
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Bagka bir c¢alismada da insanlardaki biyolojik fonksiyonlar1 etkileyen
karotenoidler ve retinoidlerin farkli doku dagilimlarini anlamak i¢in, insan dokularinda
ve plazmasinda retinol ve B-K’nm belirlenmesi icin HPLC yontemi gelistirilmisdir.
Ornek hazirlama adimlarindaki hatalar1 minimize etmek igin retinal-O-etiloksim ve o-
apo-12-karotenal-O-#-biitilloksim i¢ standartlar1 ve ikincil referans standartlar
kullanilmistir. Dokular etanolde hazirlanan KOH ile pargalanmis ve doku ve plazma
orneklerinden analitler organik ¢oziiciilerle ekstrakte edilmistir. 325 nm dalga boyunda
retinol ve 450 nm dalga boyunda B-K izokratik olarak LC sisteminde ayrilmustir’.

Oin ve ark.”® biyolojik 6rneklerde, 9-cis p-K ve {-K derisimlerinin belirlenmesinin,
bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerini 6grenmek icin onemli bir bilgi saglayabilecegini
belirtmiglerdir. 9-cis BK ve C(K’nin sirasiyla 400 nm ve 450 nm’de absorbans
gosterdigini, sadece 9-cis BK’nin 475 nm’de absorbans gosterdigini tespit etmisler, 9-cis
BK ve {K’nin derisimlerinin belirlenmesi i¢in pik absorbans oranlarini kullanarak bir
HPLC yontemini gelistirmislerdir. 9-cis BK/CK’nin pik alan oranlar1 475 nm, 450 nm ve
400 nm dalga boylarinda belirlenmis, 9-cis BK derisimi 475 nm dalga boyundaki
absorbansa gore degerlendirilmistir. Daha sonra 9-cis BK’nin 450/475 nm’deki pik
absorbans orani kullanilarak 400 nm’de 9-cis BK’nin katkis1 ¢ikarilmis ve 400 nm’de 9-
cis BK/CK pik absorbans oranindan (K derisimini hesaplamiglardir.

Clarke ve ark.”” elektrosprey iyonizasyon ve APCI ile kombine edilmis HPLC
yontemini karotenoidlerin analizi i¢in gelistirmislerdir. HPLC sisteminde gradient
eliisyon ile karotenoidlerin ayirimi 14 dak. i¢inde gerceklestirilmistir. Buna gore B-K
disinda yontemin kesinligi % 6-20 araliginda ve analite baglh olarak gozlenebilme

smirin1 0,1-1,4 ng/pL araliginda degistigini gostermislerdir.
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Lacker ve ark.”® 200-700 araliginda kiitle taramasi yapilarak HPLC-UV-APCI-
MS yontemiyle B-K’nin cis/trans izomerlerini ve B-K’1 da iceren karotenoidlerin
ayirimini ve analizlerini gerceklestirmislerdir. HPLC ayirimi, ters faz Csp kolonda
gergeklestirilmis ve B-K’nin gozlenebilme sinir1 1 pmol olarak belirlenmistir.

Oswald ve Marian,”’ spektrofotometri yontemiyle insan serumunda B-K ve A
vitamininin analizini ger¢eklestirmislerdir. 3 mL serum iizerine 3 mL KOH’un % 90’lik
etanoldeki ¢ozeltisi yavas bir sekilde ilave edilerek olusturulan karisim 50-60°C su
banyosunda 80 dak. isitilmig, sogutulmus ve petrol eteri ilave edilerek karistirilmistir.
Daha sonra santrifiijlenip organik faz ayrilmis ve spektrofotometre ile 451 nm’de
Olctimii alinmistir. Daha sonrada ¢oziicli ugurulmus ve kalint1 kloroformda ¢oziilerek
620 nm dalga boyunda transmittansi belirlenmisdir.

Souri ve ark.”® B-K ve antisiyanosidin birlikte belirlenmesi icin iiciincii tiirev
spektrofotometri yontemini gelistirmislerdir. B-K icin 540 nm dalga boyunda ve
antisiyanosidin i¢in 625 nm dalga boyunda ol¢iimler gerceklestirilmis olup 25 pg/mL
B-K’nin varliginda antisiyanosidinin 125-750 pug/mL derisim araliginda dogrusal ve
500 pg/mL antisiyanosidin varliginda da B-K’nin 6,25-37,50 pg/mL derisim araliginda
dogrusal oldugunu gostermislerdir. Yontemin go6zlenebilme smirlarimi B-K  ve
antisiyanosidin i¢in sirastyla 125 pg/mL ve 6,25 pg/mL olarak belirlemislerdir.
2.3.2.2. E Vitamini

Julianto ve ark.”” insan plazmasinda o-T’nin belirlenmesi i¢in plazma 6rnekleri,
asetonitril-tetrahidrofuran (3/2, h/h) ¢oziicii karisimi ile deproteinize edildikten sonra
direk enjeksiyonu yapilan bir UV dedektorli HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Kromatografik ayirim, metanol-tetrahidrofuran (94/6, h/h) hareketli faz1 ile Cis

kolonunda, 293 nm’de ve 1,5 mL/dak. akis hizinda gerceklestirilmistir. Giini¢i ve gilinler
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arast kesinliginin % 9’dan kiiclik oldugu ve a-T’nin kii¢iik miktarlarda plazma
orneklerinin analizi i¢in uygun oldugu belirtilmisdir.

Mottier ve ark.'” insan plazmasinda o-T ve oksidasyon iiriinii olan a-T-kinonun
(TQ) birlikte belirlenmesi i¢in GC/MS ve LC/MS/MS yontemlerini gelistirmislerdir.
Her iki yontemde de tokoferol-d3 i¢ standart olarak kullanilmistir. Plazmadan o-T ve
TQ hekzan ile ekstrakte edilmis ve GC-MS ile analizden once analitler o-trimetil silil
tirevine doniistiiriilmiistiir. Her iki yontemin de hemen hemen ayni dogrulugu
gosterdigi (> % 95) ve ayni giini¢i kesinlige (a-T icin < % 5 ve TQ i¢in < % 10) sahip
oldugu, LC/MS/MS yonteminde giinler arasi kesinliginin ve tayin alt siirinin, GC/MS
yontemi ile elde edilen degerlerden daha iyi oldugu gosterilmistir.

191 oral ve intravendz sekilde verilen gesitli E vitamini

Hidiroglu ve Karpinski,
preparatlariyla dort tokoferol (D-a-tokoferil asetat, DL-a-T, DL-a-tokoferil asetat ve D-
a-T) formiilasyonun koyunlarda farmakokinetik dagilimini incelemislerdir. Koyunlara
D-a-tokoferil asetat, DL-o-T, DL-o-tokoferil asetat ve D-a-T vitaminleri oral olarak
verildiginde sirastyla Cmax, degerleri 3,11, 2,61, 2,67 ve 5,75 pg/mL; tm.x degerleri 32,
40, 36 ve 26 saat; baslangi¢ derisimleri 0,78, 0,83, 0,84 ve 1,16 ug/mL ve AUC
degerler1 426,41, 408,05, 419,94 ve 656,03 ug.saat/mL olarak belirlenmistir. DL-a-
tokoferil asetat, D-o-tokoferil asetat intravendz olarak verildiginde sirasiyla Cpax
degerleri 3,55 ve 7,74 ng/mL; ty.x degerleri 62,4 ve 28,2 saat; baslangi¢ derisimleri 1,20
ve 1,63 pug/mL ve AUC degerleri 771,86 ve 1120,35 pg.saat/mL olarak; DL-o-T
intravendz olarak verildiginde ise baslangi¢ derisimi 0,93 pg/mL ve AUC degeri 675,69
pg.saat/mL olarak belirlenmistir.

Melchert ve Pabel,'” insan serumunda a, B, y ve & tokoferollerin belirlenmesi i¢in

floresans dedektorlii normal faz HPLC ve GC/MS yontemlerini gelistirmislerdir. iki
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basamakta Ornek hazirlama yontemi kullanilarak serum o6rnekleri hazirlanip HPLC
yontemi (Aeks: 295 nm , Aey: 330 nm) ile Orneklerin hazirlama islemlerinden sonra
trimetil silil tiirevleri (TMS) elde edilerek GC/MS yontemiyle analizlerini
gerceklestirmislerdir. Biitiin tokoferollerin geri kazanimlarmmin % 98 oldugunu
gostermislerdir. o-T igin HPLC ile elde edilen tayin alt sinirmi 50 pq olarak ve biitiin
TMS-tokoferollerin GC/MS ile elde edilen tayin alt smirin1 da 40 pq olarak
belirlemisledir.

Eicher ve ark.'” D-a-T’nin ve DL-a-T asetatin bagil biyoyararlanimu ile retinol ve
a-T ile beslenen danalarin o-T biyoyararlanimi incelemislerdir.  o-T’nin
biyoyararlanimin1 ve biyoyararlanim {izerine A vitamini ile o-T’nin birbirleriyle
etkilesimini incelemislerdir. Birinci deneysel presediirde dort grup olusturulmus olup;
birinci gruba hi¢ vitamin verilmemis, ikinci gruba sadece 442 mg retinil asetat, {iclincii
gruba 1342 mg D-a-T, dordiincii gruba ise 442 mg retinil asetat ve 1342 mg D-a-T oral
olarak verilmistir. Kan 6rnekleri 36 saat boyunca toplanmistir. Retinil asetat derisiminin
biitiin danalarda ilag verildikten sonraki 2—6 saat arasinda maksimuma ulastig1 ve sonra
da 22-28 saatleri arasinda tekrar maksimum derisime ulastigini, plazma a-T derisiminin
ise yalmz o-T verildikten sonra 12-20 saatleri arasinda maksimum diizeye ulastigini
belirlemislerdir. a-T, retinil asetat ile birlikte verildikten sonrada ayni saatler arasinda
maksimum plazma derisimine ulastigini fakat maksimum plazma derisiminin daha
diisiik oldugunu gozlemlemislerdir. ikinci deneysel presediirde ise DL-a-T asetat toz
halinde ve D-a-T ise sivi halinde danalara gavaj yolla verildikten sonra kan ve doku
orneklerini analiz etmisler ve DL-a-T asetat ile beslenen danalardaki o-T nin plazma ve
bobrekteki derisimini D-a-T ile beslenen danalarin derisiminden daha diisiik olarak

belirlemislerdir. Ayrica karaciger, dalak, yag dokulari, kalp, kas, kan ve bagirsaklardaki
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a-T’nin derisiminin, her iki formunda aym degerlere sahip oldugunu farklilik
gostermedigini belirtmislerdir.

Pedraz ve ark.'™ o-T ve a-T asetatm kolloidal siv1 ¢ozeltilerini capraz olarak 50
mg/kg dozda erkek tavsanlara intramuskiiler ve intravendz olarak uygulayip
biyoyararlanimmi incelemislerdir. Fizyolojik olarak aktif grup olan o-T’nin
biyoyararlanimmni1 % 35 ve a-T asetatin biyoyayarlanimini ise % 65 olarak
belirlemislerdir. Intravendz ve intramuskuler olarak verilen o-T asetat ile a-T’nin
kinetik profillerini karsilastirmiglar ve a-T nin biyoyararlaniminda potansiyel sinirlayici
bir adim olarak o-T asetatin hidrolizi ve enjeksiyon bdlgesinde o-T asetatin
absorbsiyonu oldugunu belirtmislerdir.

Knight ve Roberts,'” a-T ve a-T asetat olmak iizere E vitamininin iki formunun
viicuttaki dagilimini karsilastirmak i¢in yeni dogan tavsanlara a-T ve a-T asetati ayri
ayr1 tek doz intravendz olarak vermisler ve dokudaki derisimlerinin énemli derecede
farkli oldugunu gostermislerdir. Ilag verilen tavsanlarm E vitaminin her iki formununun
doku derisimlerinin normal beslenmesini siirdiiren ilag verilmeyen tavsanlardan yiiksek
oldugunu ve dozdan sonraki 6 giin degismeden kaldigin1 géstermislerdir. Ayrica a-T
asetatiin o-T’ye tamamen doniismedigini ve uygulamadan sonraki 3 giinde sadece %
50’sinin doniistiigiinii belirtmislerdir.

Vatassery ve ark.'” insan kirmizi kan hiicrelerinde a-T ve o-T-kinonlarin birlikte
belirlenmesi i¢in bir sivi kromotografi yontemi tanimlamislardir. Kirmizi kan hiicre
membranindaki tokoferollerin ekstraksiyon islemi boyunca oksidasyona oldukca yatkin
oldugunu belirlemisler ve bu ylizden de kirmizi kan hiicre 6rneklerine, biitillenmis
hidroksi toluen, askorbik asit ve progallol’dan olusan bir karisim eklemisler ve sonra

hekzan ile ekstrakte etmislerdir. Tokoferol bilesiklerinin kromatografik ayimrimi
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asetonitril-metanol-tampon ¢ozeltisi (NaH,PO4.H>O, 7,5 mM) (12/83/5, h/h/h) igeren
bir hareketli faz kullanilarak C;s kolonda gerceklestirilmis ve elektrokimyasal olarak
saptanmigtir.

Corrado ve ark.'” insan serum &rneklerinde o-T’nin belirlenmesi i¢in kulorimetri
dedektorli bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Kiitle spektrometre ile yabanci iyonlar
(bilirubin) tanimlamiglardir. 0,1-200 mg/L derisim araliginda dogrusal, kolerasyon
katsayisini 0,999, gozlenebilme sinirii 3 ng/mL ve ekstraksiyon geri kazanimimni % 98
+ 1,3 olarak belirlemislerdir.

Gonzalez-Corbella ve ark.'”® ODS-2 kolon, 1,0 mL/dak. akis hizi, metanol
hareketli fazi calisma parametrelerini kullanarak DAD dedektorlii ters faz HPLC
yontemiyle plazma ve eritrositlerde a-T nin analizini ger¢eklestirmislerdir. Plazma ve
eritrositlerde rutin a-T nin analizlerinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Teissier ve ark.'” plazma ve lipoproteinler (LDL and HDL) i¢inde a-T’i analiz
etmek i¢in iki yontem gelistirmiglerdir. Birinci yontem; plazma veya lipoproteinlerin,
0-T i¢ standardimi igeren etanol ile deproteinize edilmesini, hekzan ve etil asetat
karisimi ile ekstrakte edilmesini, organik tabakanm ayrilmasini, buharlastirilmasini,
kalan kisimin metanol ile ¢dziilmesini ve daha sonra ters faz HPLC sisteminde analiz
edilmesini icermektedir. Ikinci yontemde ise plazma veya lipoproteinlerin metanol ve
ayni i¢ standardi igeren etanol karisimi ile seyreltilmesini, elde edilen ¢6zeltinin
vortekslenmesi, ardindan da santrifuj edilmesini ve direkt HPLC sistemine enjekte
edilmesini icermektedir. Tokoferoller 1 mL/dak. akis hizinda metanol hareketli faz1 ile
izokratik olarak eliie edilmis ve analitler floresans dedektor (Aeks: 295 nm , Aem: 330 nm)

ile saptanmistir. Geri kazanimlar her iki yontemde de ortalama % 100 olarak belirlenmis
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ve giinler aras1 varyasyon katsayisi birinci yontem icin % 8,39 ve ikinci yontem igin %
6,55 olarak tespit edilmistir.

Takeda ve ark.''’ sican plazmasi veya eritrositlerinde o-T ve a-T kinonun birlikte
belirlenmesi i¢in ¢oklu kulorimetri ¢calisma elektrotlar1 (CE) ile kombine edilmis bir
HPLC yontemini gelistirmislerdir. a-T ve a-T kinonlarin ayrimi i¢cin 40 uM sodium
perklorat igeren methanol su karisimini (96/4, h/h) iceren bir hareketli faz ve bir ters faz
Cis kolon kullanilmistir. Bu maddelerin birlikte belirlenebilmesi i¢in dort CE’dan
olusan bir seri kullanilmis ve redoks modunda gercgeklestirilmistir. Bu tespit modunda,
birinci, ikinci ve tiglincii CE, parazitleri engellemek ve reaksiyonu baslatmak i¢in —0,45
V’a ayarlanmis ve dordiincii CE ise bir paladyum referans elektroduna karsi1 +0,40 V’°da
gercek Olclimii icin kullanilmistir. o-T ve a-T kinonun gozlenebilme sinirlar1 sirasiyla
50 pg ve 100 pg olarak tespit edilmisdir.

Lodge''" sigara igenlerde ozellikle koroner kalp hastaliklarmm artis gdsterdigi
iilkelerde E vitaminin (dogal ve sentetik) biyoyararlaniminin bilinmesinin 6nemli
oldugunu sdylemisler ve yaptiklar1 ¢alismada daha onceki yapilan calismalarla
karsilagtrmali bir yaklasim kullanmiglardir. Dogal ve sentetik E vitaminlerinin
biyoyararlanimmin biyopotansiyel oranin1 daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda 1,36/1, bu
calismada da 2/1 olarak belirlemislerdir. Ayrica AUC ve C,x oranlar1 sigara
icmeyenlerde 1,3/1 iken sigara i¢cenlerde bu oran 0,9/1 olarak tespit edilmistir.

Cheeseman ve ark.''? RRR-o-T, a-tokoferil asetat ve sussinat esterlerinin oral
olarak verilmesinden sonra RRR-a-T’nin biyoyararlanimi saglikli insan Orneklerinde
incelemislerdir. RRR-0-T’nin ve RRR-a-tokoferil asetatin esit molar karigimini igeren
bir jelatin kapsiiliin oral verilmesinden sonra vendz kan ornekleri 51. saate kadar

periodik olarak alinmigtir. RRR-a-T, hem serbest fenolde hemde asetat esterlerinde
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benzer oranlarda absorbe edilmis ve maksimum plazma seviyeleri orneklerin ¢ogunda
12. saatte ortaya ¢ikmistir. RRR-a-T nin absorbsiyonu drnekler arasinda 6nemli sekilde
fakliliklar gostermis olmasma ragmen tokoferoliin iki formunun nispi absorbsiyonu
belirgin sekilde uyumlu olmus ve plazmada nispi biyoyararlanim parametrelerinde
1,0’lik bir oran tespit edilmistir. Her iki formda da RRR-o-T derisimini kirmizi kan
hiicrelerinde yaklasik 27. saatte maksimuma ulastigmi fakat plazmada gozlenen
derisimlerin bireyler arasinda biiytik fakliliklar icerdigini belirtmislerdir.

Pyka ve Sliwiok'" ters faz yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (RP-
HPTLC), normal faz yiiksek performansh sivi kromatografisi (NP-HPLC), ters faz
yiiksek performansli sivi kromatografisi (C;3, RP-HPLC) ve gaz kromatografisi (GC)
yontemleri ile tokoferollerin (a, B, y ve & tokoferol) ayirimini gergeklestirmislerdir.

Melchert ve ark.'" lipofilik jel kromatografi yontemiyle tokoferollerin, tokoferol
kinonlarin ve tokoferol hidrokinonlarin aywrimimi yapmislar ve daha sonra da bu
bilesiklerin trimetil silil (TMS) tiirevleri olusturularak GC-MS yontemi ile miktar
analizlerini gerceklestirmislerdir. Ayrica, TMS tiirevleri olusturulmus olan tokoferolller
icin gdzlenebilme sinirmni1 40 pg, tayin alt smirini ise 80 pg olarak belirlemislerdir.

Colleen ve ark.'"” plazmadan sivi-sivi ekstraksiyon ile ayrilan o-T’i, O-metil silil
ile silil tiirevine doniistiirdiikten sonra analizi kuadropol iyon segici kiitle
spektrofotometri dedektorli GC/MS/MS  yontemiyle, penta-metil 6 kromazol ig
standardin1 kullanarak DB-5 kapiler kolonda gerceklestirmislerdir. 1,9-1073 ng/mL
calisma araliginda yontemin dogrusal oldugunu, yontemin gozlenebilme sinirmi 89,6 fg,
tayin alt sinirmi 350 fg, giinici ve gilinler arasi kesinligini ise sirasiyla % 5,8 ve % 11,3

olarak tespit etmislerdir. YOntemin uygulama asamasinda ise, hamile koyuna ve
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fetusuna a-T enjeksiyon edilmis sonra a-T-d3 ve a-T-d6 i¢cin plazma kinetik egrileri
elde edilmistir.

Martinek,''® serumda E vitamininin belirlenmesi igin spektrofotometrik bir
yontem gelistirmistir. E vitamininin direk spektrofotometrik tayini 295 nm dalga
boyunda belirlenmesine ragmen interfere edici maddelerin varligi ve distk
hassasiyetinden dolay1 pratik olmadigi belirtmis ve 2,4,6 tripiiridil-5-trazin (TPTZ)
kullanarak serumdaki Fe™, E vitamini ile Fe™’e indirgenmesi gergeklestirilerek vitamin
derisimini belirledigini belirtmistir.

11
Karyen ve ark.'"

orijinal Emmerie-Engel reaksiyon modifikasyonuna dayanan
yontemlerinde, kirmizi kan hiicrelerinde (RBC) toplam tokoferoliin spektrofotometrik
analizini tanimlamislardir. Bu yontemin en 6nemli 6zelliginin tokoferoliin saflagtirmasi
icin TLC kullanimmim oldugunu, ekstraksiyon asamalar1 ve saponifikasyon sirasinda
yliksek miktarlarda antioksidanin (pirogallol veya askorbik asid) ilave edilmesi
oldugunu belirtmislerdir. Gelistirdikleri yontem ile kontrol grubu kisilerden,
abetalipoproteinemia hastalarindan alman plazma ve eritrositlerde toplam tokoferol
seviyesini belirlemislerdir. Bulduklar1 sonucglara gore, tokoferol derisiminin kontrol
grubu kisilerde genis bir araliga sahip, fakat RBC tokoferol/plazma tokoferol oraninin
nispeten sabit oldugunu gostermislerdir.

2.3.2.3. K Vitamini

Stanley,'"® post kolon ¢inko indirgeni kullanarak sentetik hayvansal besinlerde Kj
vitamininin suda ¢6zlinen sodyum bisiilfit tuzunun florimetrik belirlenmesi i¢in HPLC
yontemini gelistirmistir. MBS’yi, metanol ve n-pentan ile ekstrakte etmis ve sonra

sodyum karbonat ile yagda c¢oziinen MN’e cevirmistir. 425 nm emisyon, 325 nm

eksitasyon dalga boylarinda floresans olarak K3 vitaminini belirleyebilmek icin ¢inko
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indirgeni ile 1,4 dihidroksi anologuna c¢evirmistir. Floresans cevabin 1-100 ng derigim
araliginda dogrusal oldugunu ve 20 pg/kg gozlenebilme smir1 ile GC/FT/IR
yonteminden daha hassas oldugunu gostermistir.

Hu ve ark.?’ bir antikanser ajan olan MN’i yiiksek dozda tavsanlara vermisler ve
sonra plazma ve kirmizi kan hiicrelerinde farmakokinetik 6zelliklerini incelemislerdir.
Menadiol sodyum difosfat iceren preparat, asir1 yiiksek dozda (75 mg) intravendz olarak
enjekte edildikten sonra preparatin major metaboliti olan MN’nin analizi HPLC
yontemiyle gerceklestirilmistir. Hem plazma hemde kirmizi kan hiicrelerindeki MN’nin
kinetik ozellikleri kisa bir eliminasyon yar1 omrii, yiiksek klirens ve yliksek bozulma
hacmi seklinde kendini gdstermis olup MN’nin plazma ve kirmizi kan hiicrelerinde,
yarilanma omrii, klirensi, bozulma hacmi ve AUC’si sirasiyla, 27,17 £ 10,49 dak. ve
35,22 £ 11,82 dak., 0,822 + 0,254 L/dak. ve 0,407 + 0,152 L/dak., 30,833 +£ 12,835 L ve
20,488 + 9,401 L, 32,453 £ 9,785 pg.dak./mL ve 67,219 + 24,449 ng.dak./mL olarak
belirlenmistir. Menadiol kanda hizli bir sekilde MN’ye doniistiigiini ve  MN’nin
degismez formasyon orami (kf) plazmada 0,589 + 0,246 L/dak. iken kirmizi kan
hiicrelerinde 1,520 + 1,345 L/dak. oldugunu belirtmislerdir. Calismada MN’nin
antikanser ila¢ olarak kullanilmasi i¢in 1 pg/mL plazma seviyesinin siirdiiriilmesine
ihtiya¢ duyuldugunu ve tahmini MN dozunun saatte 19,7 mg/kg oldugunu
sOylemislerdir.

Castello,'"” 1977 de yaptig1 bir calismada MN’yi GC yontemi ile belirlemistir.

Rizk,'” demir ve nikel ile MN’nin anyon komplekslerini olusturmus ve iyon
membranlariin derisimi basina 58,2-51,4 mV uygulayarak K; vitaminin belirlenmesi
icin potansiyometrik bir yontem gelistirmistir. Her iki sensorde de hizli cevap zamani

(20-30 sn), diisitk gdzlenebilme sinir1 (2x10” M), iyi stabilite (4-6 hafta) belirlenmistir.
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Yontemin statik ve hidrodinamik modlarinda, MN sirasiyla % 0,6 ve % 1,3 standart
sapma ile % 98,8 ve % 98,5 dogruluk gdsterdigini bildirmistir.

Huang ve ark.'”' biyolojik sivilarda ve farmasotik preparatlarda siilfat iceren
ilaclar olan analjini ve MBS’yi kemiliiminisans akis sistemi ile belirlemislerdir. Yontem,
asidik rodamin 6G’nin varhiginda c¢oziilmiis oksijen ile ilaglarda siilfit grubunun
oksidasyonu sonucu, zayif kemiliiminisans gostermesi temeline dayanmustir. 0,05-50
pg/mL derisim aralifinda MBS alkali ortamda sodyum bisiilfite ¢evrilerek, 0,05-50

pg/mL derisim araliginda analjin ise direk analiz edilmistir. Gozlenebilme sinirlari

sirasiyla 0,01 pg/mL ve 0,003 pg/mL olarak belirlenmistir.

Poulsen ve Birks'*? K vitamininide iceren kinonlarin belirlenmesi i¢in basit bir
post kolon fotokimyasal dedektorlii HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yontemin,
reaksiyonun minimize edilmis bir bant genisli§i ve c¢ok kisa bir zamanda
gerceklestirilmesi gibi avantajlara sahip oldugu belirtilmigler ve ¢ogu kinon tiirevinin
gozlenebilme smirinin iy1 bir segicilik ile pg seviyede oldugunu gostermislerdir.

Vire ve ark.'” MN’yi belirlemek icin bir siklik voltametri ydntemini
gelistirmislerdir. Indirgenmis formun okside forma gore daha kuvvetli sekilde adsorbe
edilecegi i¢in adsorbe edilmis bir tabakanin voltamogrami daha az negatif deger
yoniinde potansiyel tarama ve azalmis bilesiklerin baslangic derisimlerinden sonra bu
molekiiliin taninmasina uygulandigini sdylemislerdir. Karistirma kullanildigi zaman
yiiksek etkili adsorbsiyon meydana geldigini ve karistrmani durdugu zaman adsorbe
edilen materyalin bir kisminin kayboldugunu belirtmislerdir. Kare bir dalga modu ile
de yiiksek hassasiyeti ve tarama boyunca desorpsiyonu minimize etmislerdir. Bu
yontemle, K3 vitamininin 2x10™"° M - 5x107 M derisim araliginda belirlenebilecegini

belirmisler ve gozlenebilme sinrin1 1,3x10™° M olarak belirlemislerdir.
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Hu ve ark.'** bir antikanser ila¢ olan K vitamininin plazmada belirlenmesi i¢in
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Yiiksek dozlarda sentetik K; vitamininin degisken
insan kanser hiicrelerine karsi antitimor aktivite sergiledigini belirlemislerdir.
Kromatografik aymrim, metanol su hareketli fazi, 265 nm dalga boyunda ODS
kolonunda gercgeklestirilmistir. MN, n-hekzan ile plazma Orneklerinden ekstrakte
edilmistir. Azot ile n-hekzanin ucurulmasi esnasinda MN’nin biliyiikk oranda
kayboldugunu belirtmisler ve MN’nin kaybin1 engellemek icin sanrifuj ve
ekstraksiyondan sonra ¢Oziicii ekstraktina metanol ilave etmislerdir. Mutlak geri
kazanimin % 82,4 £ 7,69 (n=7), plazmadan elde edilen MN’nin giini¢i ve giin arasi
kalibrasyon egrilerinin kabul edilebilir kesinlige sahip oldugunu ve iyi bir dogrusallik
(0,01-10,00 mg/mL; 0,01-5,00 mg/mL) gosterdigini ve gdzlenebilme smirmm 10
ng/mL oldugunu belirtmislerdir. Gelistirilen yontem, intravendz olarak 75 mg gibi
yiiksek dozda menadiol sodyum difosfat verilen tavsanlarda MN’nin farmakokinetik
paremetrelerinin belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Farmakokinetik parametrelerden
ortalama yarilama Omriinii, eliminasyon yart omriinii, bozulma hacmini ve plazma
klirensini swrastyla 2,60 £ 0,12 dak., 26,3 £ 2,97 dak., 25,7 + 0,78 L ve 0,68 = 0,10
L/dak. olarak belirlemislerdir.

Akman ve ark.'” K; vitamininin plazmada belirlenebilmesi i¢in bir diferansiyel
pulse polarimetrik yontem gelistirmislerdir. MN, eter ile plazmadan ekstrakte edilmis ve
eter azot gazi altinda ugurulmusur ve daha sonra kalan kalintilar elektrolit ¢ozeltisinde
(metanol/0,2 M borat tamponu (pH 6,8), (9/1, h/h)) ¢oziilmiis ve diferansiyel pulse
polarogram ile -0.32 V’da Olglilmiistiir. Yontemin, 0,6-10 uM derisim araliginda
dogrusal oldugu gosterilmistir. Yontemin uygulama asamasinda ise 20 mg/m’ tek doz

menadiol sodyum difosfat intramuskuler olarak iki hastaya uygulanmis, 0,5. ve 1.
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saatlerde plazma Ornekleri alinmis ve K3 vitamin seviyelerinin sirastyla 0,5 pg/mL ve
0,3 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

Helaleh,'* standart ve farmasotik preparatlardaki MN’nin belirlenmesi icin MN,
NaOH ile reaksiyona sokularak 450 nm dalga boyunda absorbans veren renkli bir
kompleksi haline doniistiiriilerek analiz edilmesi esasma dayanan kinetik bir yontem
gelistirmistir. Kompleks formda NaOH ile MN oran1 3/2 olarak verilmis olup olusum
sabiti 8,37.10" ve molar absorbivite katsayisi 6,55.10% L/mol.cm olarak belirlenmistir.

Ruiz ve ark.'”” MN’nin belirlenmesi i¢in UV 15181 ile radyasyonsuz dodesil siilfat
iizerinde MN’nin indirgenmesi temeline dayanan akis enjeksiyonlu florometri
yontemini gelistirmiglerdir. Yontemin 2,42-245 ng/mL derisim araliginda dogrusal ve
gozlenebilme sinirmm 0,18 ng/mL oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, gelistirdikleri
yontemin farmasotik preparatlarda  MN’nin analizi i¢in uygulanabilir oldugunu
belirtmislerdir.

Laffi ve ark.'”® hayvansal besinlerde MN’nin belirlenmesi i¢in nomal faz sivi
kromatografi yontemi gelistirmislerdir. K3 vitamini ekstrakte edildikten sonra MN’ye
cevrilerek analiz edilmistir. Pik alan1 ve yiiksekligi 251 nm’de 6l¢giilmiis ve drneklerdeki
MN analizi, calisma ¢ozeltileri ile karsilastirilarak yapilmistir. Gelistirilen yontem ile
2,5 ppm gozlenebilme smiri, % 97,3-98,3 (standart ¢ozeltiler icin) ve % 93,7-96,8
(yiyecek maddeleri icin) arasinda geri kazanim degerleri elde edilmistir.

Pérez-Ruiz ve ark.'” K vitaminlerini belirlemek icin, bu vitaminlerin bir post
kolonda hidrokinon formuna indirgeme temeline dayanan floresans dedektorlii ters faz
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Fotokimyasal reaksiyon iiriinlerinin, metanol ve
sodyum dodesil siilfatin varhiginda diisik basingta civa lambasmin etrafinda

dolandirilmis PTFE telinde olusturuldugunu ve analizlerini yaptiklarini belirtmislerdir.
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Fotokimyasal reaksiyonun oranini etkileyen faktorler optimize edilmistir. Gelistirmis
olduklar1 bu yontemle sebze (ispanak, biiriilsel lahanasi), farmasotik preparat
( Konakinon, Caprofides, Vitaendil) ve bebek mamasi gibi birka¢ gercek Ornekte
filokinon, MN ve menakinon-4’i belirleyerek yOntemin uygulanabilirliini
gostermislerdir.

Nagaraja ve ark.” iki farkli spektrofotometrik ydntemle MN ve MBS’yi
belirlemislerdir. Birinci yontem, MN ve MBS’nin NaOH ortaminda 3-metil-2-
benzotiazolin hidrazon HClI (MBTH) ile tiirevlendirme esasina dayandirilmistir. Bu
reaksiyonda MN ve MBS, bir saatten daha fazla kararli olan ve 625 nm’de maksimum
absorbans gdsteren mavi renkli bir iirline doniistiirilmiistiir. 0,4-16 pg/mL derisim
araliginda yontemin dogrusal oldugu belirtilmistir. Tkinci yontem ise MN ve MBS nin
derisik H,SO4 ortaminda resorkinol ile tiirevlendirme esasma dayandirilmistir. Bu
islemde 520 nm’de maksimum absorbans gosteren li¢ saatten daha fazla kararli olan
mavi renkli bir iirliniin olustugu ve yontemin 1-24 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu belirtilmistir. Biitiin dlctimler oda sicakliginda gerceklestirilmis ve gelistirilen
yontemler farmasotik preparatlarda MN ve MBS nin belirlenmesinde uygulamiglardir.

Robert va ark.””' K vitaminini, Ti (IIl) ile naftokinonlar1 naftohidrokinonlara
indirgeme esasina dayanan spektrofotometrik bir yontemle belirlemislerdir. Calismada,
kompleks olusum stiresi, Ti (II), Ti (IV) ve siilfirik asit derisimlerinin etkileri
incelenmistir. Yontemin 10™ M civarinda dogrusal oldugu belirtilmistir.

Sastry ve ark.'*> MN"nin demir klorit varliginda 3-metil-2-benzotiazolin hidrozon
(MBTH) ile indirgenerek verdigi koyu mavi renkteki iiriiniin 650-670 nm dalga
boyunda maksimum absorbans gostermesi temeline dayanan spektrofotometrik bir

yontem ile farmasotik preparatlarda ve biiyiik miktarlardaki 6rneklerde MN’yi (veya
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MBS) analiz etmislerdir. Yontemin 0,6—7,5 pg/mL derisim araliginda dogrusal ve % 1,7
standart sapma ile % 99 geri kazanima sahip oldugunu belirtmislerdir.

Pérez-Ruiz ve ark.'’® bir akis sistemi icinde kemiliiminisans ve fotokimyasal
reaksiyonu birlestirerek Kj vitaminin belirlenmesini saglamiglardir. Yntemin, hematin
ile katalizlenmis ve luminol ile kemiliiminisans reaksiyonunu gosteren hidrojen peroksit
iriiniine, etanolde hazirlanan K3 vitamininin foto oksidasyonu temeline dayandigi
belirtilmistir. Saatte 30 analizin yapilabildigini ve K3 vitamininin 107—10® mol/L
derigim araliginda tespit edilebilecegini gostermislerdir. Yontemin uygulanabilirligi ise
farmasotik preparatlarda K vitamininin belirlenmesi ile gosterilmistir.

Gil Torrd ve ark."** immobilize ¢inko iceren kati-faz reaktdrii ile kombine edilen
bir akis enjeksiyonu kullanarak MN’nin belirlenmesi i¢in bir spektroflorometrik yontem
gelistirmisglerdir. Akis enjeksiyon sisteminde, MN’nin bazik ortamda sodyum siilfit
tiirevine hidrolizi ve asidik ortamda ¢inko reaktdrde iiretilmis MN’nin indirgenmesi
olmak iizere iki adimda naftahidrokinonun iiretildigini gostermisler ve elde edilen
floresans {iriinii, spektroflorometri yontemiyle (Aeks: 325 nm , Aem: 425 nm)
Olemiislerdir. Kalibrasyon egrisinin % 1,6 kesinlik degeri ile 0,1-18 pg/mL arasinda
dogrusal ve gozlenebilme smirinin 0,005 pg/mL oldugunu belirlemisledir. Yontemi,
MN’nin belirlenmesinde ii¢ farkli farmasotik preparata uygulamiglar ve yabanci
bilesiklerin etkilerini incelemislerdir.

Liu ve ark."* suda ¢6ziinen MN nin amperometrik dedektor ile belirlenmesi i¢in
cift cam karbon elektrot serileri ile birlestirilmis bir ters faz HPLC yontemi
gelistirmiglerdir. MN, alt kisimda bulunan (iiretici) ¢caligma elektrodunda -0,3 V’da
indirgenmis ve Ust kistmda bulunan (toplayici) calisma elektrodunda +0,2 V’da okside

edilmistir. Kromatografik ayirim 0,2 mol/L asetat tamponu (pH 5,50) ve metanol
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hareketli faz karisimi (6/4, h/h) ile basarilmis olup yontemin 0,9997 korelasyon
katsayisi ile 35 ng—15 pg araliginda dogrusal ve gozlenebilme smirmm 15 ng oldugunu
gostermislerdir.

Li ve ark."*® luminol ve potasyum periodat reaksiyon karisimma MBS eklenerek
ikinci bir kemiliiminisans emiyon olarak tanimlanan yeni bir kemiliiminisans yontemini
gelistirmislerdir. Yontemin 2.10°—4.10" g/L derisim arahgmda dogrusal oldugunu
gostermislerdir.

Berzas Nevado ve ark.””’” MN’nin floresans oOzelligi gostermedigini fakat
indirgendigi zaman ve ayrica b-silodekstrin (b-CD) ile kompleks yaptig1 zamanda
floresans iiriinler verdigini belirtmislerdir. Olgiimler, 6,4.10* mol/L derigimde b-CD ve
0,1 mol/L sitrat tampon ¢ozeltisi eklenerek pH 6,2’de gergeklestirilmistir. Kalibrasyon
egrisinin % 2,2 tekrarlanabilirlik ile 0,1-2,0 mg/L derisim aralifinda dogrusal,
gbzlenebilme sinirmi 0,022 mg/L ve tayin alt smir degerininde 0,073 mg/L oldugunu
belirlemisler ve sonra gelistirdikleri yontemi farmasotik preparatlara uygulamislardir.
2.3.2.4. A ve E Vitaminleri

Zaman ve ark.'® retinol, o-T, o-K, B-K, kriptoksantin, lutein/zeaksantin ve
likopenin birlikte belirlenmesi i¢in bir tes faz HPLC yontemini gelistirmisler, geng ve
yash saglikli kisilerin plazmalarinda bu vitaminlerin derisimlerinin belirlenmesi i¢in
uygulamislardir. 50 uL enjeksiyon hacmi, ODS-1 kolonu, A/B hareketli faz karigimi (A:
metanolde hazirlanan 100 mmol/L amonyum asetat-asetonitril, (80/20, h/h); B: suda
hazirlanan 100 mmol/L amonyum asetat) ve 2 mL/dak. akis hiz1 ¢alisma parametreleri
kullanilmistir. Retinol, a-T, a-K, B-K, kriptoksantin, lutein/zeaksantin ve likopen i¢in
yontemin giinler arasi kesinlikleri sirasiyla, % 2,3, % 3,3, % 2,8, % 3,6, % 3,6 ve % 3,0

olarak belirlenmistir.
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Thumham ve ark.'” 0,25 mL plazma o6rneginde retinol, o-T, a-K, B-K, B-
kriptoksantin ve likopenin birlikte belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Sodyum dodesil siilfat ile karistirilan plazma 6rnegi tokoferol asetat igeren etanol ile
deproteinize edilmis ve heptan ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra organik faz
ucurulmus ve hareketli faz karisimi ile ( metanol-asetonitril-kloroform, 47/47/6, h/h/h)
kalintilar ¢oziilmiis ve ODS-2 kolonuna enjekte edilmistir. Retinol 325 nm’de,
tokoferoller 292 nm’de ve karotenoidler 450 nm’de belirlenmistir. Retinol, a-T, a-K, -
K, likopen ve B-kriptoksantin giini¢i kesinlikleri swrasiyla % 1,7, % 2,3, % 4,1, %
10,4, % 6,4 ve % 3,6 olarak, giinler arasi1 kesinlikleri ise onbir haftada otuz farkl
durumda Ol¢iim almarak belirlenmis ve biitiin bilesikler i¢in yaklasik % 10 olarak
bulunmustur.

Talwar ve ark.'® ODS kolonu, 0,6 mlL/dak. akis hizi, metanol-asetonitril-
tetrahidrofuran (75/20/5 h/h/h) hareketli faz1 calisma parametrelerini kullanarak UV
dedektorlii izokratik HPLC yontemiyle plazmada retinol, a-T ve major karotenoidlerin
(B-K, kriptoksantin, likopen, lutein) miktar tayinini gerceklestirmisler ve saglikh
insanlarda bu vitaminleri belirlemislerdir. Retinol i¢in retinol asetat, a-T ve karotenoid
icin ise tokoferol asetat i¢ standardi kullanilmis olup Ornekler ve ekstrakte edilmis
materyallerin stabilitesinde askorbik asidin koruyucu etkisi belirlenmistir.

Karppi ve ark.'*! retinol, o-T ve alt1 karotenoidin insan plazmasimda belirlenmesi
icin izokratik ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir. YOntemin geri kazanim
degerini % 80 ile % 103 arasinda, giini¢i kesinligini % 1,1 ile % 9,0 arasinda ve giinler
aras1 kesinligini ise % 5,3 ile % 8,8 arasinda belirlemislerdir.

Siluk ve ark.'** insan plazmasmnda all-trans retinol ve a-, - ve y- tokoferollerin

belirlenmesinde floresans dedektorlii HPLC yontemini gelistirmislerdir. C;g kolununda,
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metanol ve asetonitril ihtiva eden hareketli faz karisimi ile tek bir adim gradient eliisyon
kullanilarak ayirimi gergeklestirilmistir. All-trans retinol ve a-, B- ve y- tokoferollerin
tayin alt sinirlar1 sirasiyla 20 ng/mL, 500 ng/mL, 10 ng/mL ve 20 ng/mL’dir.

Karpinska ve ark.'” saglikli ¢ocuklarm ve diyet tedavisi géren cocuklarin
plazmalarinda all-trans retinol, a-T ve ubikinonun birlikte belirlenmesi i¢in HPLC-UV
yontemi gelistirmislerdir. RP-18 kolon, metanol-hekzan (72/28, h/h) hareketli fazi, all-
trans retinol, o-T ve ubikinon i¢in sirastyla 324 nm, 292 nm ve 276 nm dalga boylarmi
kullanilarak kromatografik ayirim gergeklestirmiglerdir. All-trans-retinoliin 0,35-70 uM
araliginda, a-T’nin 0,23—44 uM araliginda ve ubikinonun ise 0,12-23 uM araliginda
dogrusal oldugunu belirtmislerdir. Deproteinize edilmis plazma Ornekleri, analizden
once hekzan ile ekstrakte edilmistir. Yontemin giinigi ve gilinler arasi kesinlikleri
sirasiyla all-trans retinol icin % 1,5 ve % 3,7, o-T i¢in % 4,0 ve % 5,8 ve ubikinon i¢in
ise % 2,3 ve % 3,1 olarak, geri kazanim degerleride % 91 (retinol), % 86 (a-T) ve % 88
(ubikinon) olarak tespit edilmistir.

Rodriguez-Delgado ve ark.'* retinol ve o-T’nin belirlenmesi icin HPLC
yontemini gelistirmislerdir. Vitaminlerin ayrimini, metanol hareketli fazi ile izokratik
elisyon kullanilarak gergeklestirmislerdir. Yontemin saglamlilik testi yapilmis olup
bagil standart sapmas1 % 3’den kii¢lik bulunmustur.

Andreoli ve ark.'” serumda retinol, a-T ve B-K’nin birlikte belirlenmesi i¢in Cg
kolon, metanol ve diklormetan (95/5, h/h) hareketli faz1 kullanilan LC/APCI/MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Retinol, a-T ve B-K’nin tayin alt smirlar1 sirastyla, 1,7 nM,

2,3 nM ve 4,1 nM olarak tespit etmislerdir. Gelistirilen yontem ile retinol, a-T ve B-

K’nin derisimlerini, kisin 122 saglikli goniilliiden alinan serumlarda sirasiyla 2,48 uM,
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38,07 uM ve 0,50 uM olarak, yazin 66 saglikli goniilliiden alinan serumlarda da
sirasiyla 2,69 uM, 45,8 uM ve 0,90 uM olarak tespit etmislerdir.

Paulo ve ark.'"*® multivitamin ila¢ formiilasyonlarinda, retinil asetat, propionat ve
palmitat, B-K, askorbik asit ve DL-a-T’nin belirlenmesi ve kromatografik ayrimi i¢in
izokratik bir sivi kromatografi yontemi tanimlamuslardir. Ornekler, RP-kolonu
(LiChrospher 100 RP-18), hareketli faz olarak metanolii ve UV dedektorii kullanilarak
analiz edilmistir. Bu vitaminlerin ayirimi 25 dak. i¢inde gergeklestirilmis olup tayin alt
smirlar1 7 ng/mL (B-K)—65 ng/mL (askorbik asit) araliginda bulunmustur.

Barbas ve ark.'”’ n-hekzan ile sican dokularindan A ve E vitaminlerinin
ekstraksiyonu ile birlikte belirlenmesi i¢in HPLC yoOntemini gelistirmislerdir. A
vitaminini UV dedektor ile E vitaminini ise floresans dedektor ile belirlemislerdir.
Yontemin, A vitamini i¢in 3,1 nmol/g — 9,4 nmol/g derisim araliginda, provitamin A
icin 8,2 nmol/g — 24,7 nmol/g derisim araliginda, E vitamini i¢in ise 0,6 nmol/g — 1,7
nmol/g derisim araliinda dogrusal oldugu, korelasyon katsayilarinin 0,99’dan daha
yiiksek oldugu ve giini¢i kesinliginin % 1,48 — % 7,25 arasinda, giinler arasi
kesinliginde % 4,99 — % 7,03 arasinda oldugunu, geri kazanim degerlerinin de % 94.0 +
8 — % 107 = 5 arasinda oldugunu tespit etmiglerdir.

Gimeno ve ark.'*® ODS-2 analitiksel kolon, 45°C sicaklik, metanol, biitanol ve
sudan olusan hareketli faz, , 325 nm (retinol), 292 nm (a-T) ve 450 nm (B-K) dalga
boylar1 ile a-T asetat i¢ standardi ve 2 mL/dak. akis hizi c¢alisma parametrelerini
kullanarak HPLC yontemiyle insan plazmasinda ve LDL’de (diisik yogunluklu
lipoprotein) retinol, a-T ve B-K’1 birlikte analiz etmislerdir.

Ruperez ve ark.'” anestezi ile bayiltilan siganlarin plazmasinda A vitamini

(retinol) ve E vitamininin (a-, B- ve y-T) belirlenmesi i¢in bir HPLC ydntemini
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gelistirmislerdir. Yontemin ana hedefi, kii¢iik miktarda (50 puL) orneklerle ¢calismak ve
aseton ile tek adimda ekstraksiyon yapmak olarak gostermigler ve elde edilen geri
kazanim degerini ise % 100 olarak belirlemislerdir. Yontem, C;s kolonunda, metanol-su
(95/5, h/h) hareketli fazinda, DAD dedektor, floresans dedektdr ve elektrokimyasal
dedektorde gergeklestirilmistir. Elektrokimyasal dedektorde hareketli fazin elektrigi
iletmesi icin 50 mM asetat tamponu, sodyum tuzu ve LiClO4 eklenmis ve Ag/AgCl
elektroda karsi1 700 mV’da karbon elektrot iizerinde analiz gergeklestirilmistir.
Floresans dedektorde ise 295 nm eksitasyon ve 350 nm emisyon dalga boylari
sec¢ilmistir.

Quesada ve ark.'”” HPLC y6ntemi ile insan serumunda A, E ve Ds vitaminlerinin
belirlenmesi i¢in kat1 faz ekstraksiyonunun otomatik sistemi ile baglanmis bir sivi faz
ekstraksiyon sistemi ve DAD dedektorlii sivi kromatografisinden olusan bir yontem
gelistirmislerdir. D3 vitamini (metaboliti ile birlikte), E ve A vitamini swrastyla 265 nm,
291 nm ve 325 nm dalga boylarinda toplam 35 dak.’lik analiz siiresinde, standart
ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilarinin 0,996
ile 0,989 arasinda, egimin standart sapmasinin ise % 4 ile % 4,9 arasinda, yontemin
tekrarlanabilirliginin % 4 ile % 6 arasinda, yeniden iiretilebilirligin % 10,1°den daha
diisiik ve analitlerin tayin alt sinirlarmin 3 ng/mL (D3 vitamininin metaboliti), 10 ng/ml
(Ds vitamini), 100 ng/mL (A vitamini) ve 2 pg/mL (E vitamini) oldugunu
belirlemislerdir.

Zhao ve ark.”' insan plazmasinda B-K’'nmn, E ve C vitaminlerinin birlikte
belirlenmesi igin DAD dedektérli  HPLC yontemi  gelistirmislerdir.  Sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilen bu {i¢ vitaminin ayirimi, RP—18 kolonunda,

metanol-asetonitril-tetrahidrofuran (75/20/2, h/h/h) hareketli fazi1 ile 1,2 akis hizinda
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gergeklestirilmistir. C vitamini, E vitamini ve B-K’nin tayin alt siir degerleri sirasiyla,
100 pg/mL, 0,25 pg/mL ve 0,25 pug/mL, dogrusal araliin sirasiyla 100-5000 pg/mL,
0.25-5 pg/mL ve 0.25-5 pg/mL arasinda, giingi ve gilinler arasi kesinliklerini de
sirasiyla % 15,3 ve % 16,2 olarak tespit etmislerdir.

Mata-Granados ve ark.'”> 24R, 25 hidroksivitamin Ds’{in ve 25 hidroksivitamin
Ds’ilin, a-T’nin ve retinoliin serumda belirlenmesi i¢in HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Standart ekleme yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin korelasyon
katsayilarmin 0,999 ve 0,996 arasinda, egimin standart sapmasinin % 3,2 ve % 1,6,
yontemin tekrarlanabilirliginin % 4 ve % 6, yeniden iiretilebilirligin % 10°dan diisiik ve
biitlin vitaminler i¢in gozlenebilme smmirinm 1 ng/mL’den diisiik oldugunu belirtmisler
ve yontem ile 18-80 yas arasi saglikli insanlarin vitamin diizeylerini belirlemislerdir.

Alvarez ve Mazancourt,153 plazmada 25 hidroksivitamin D3, 25 hidroksivitamin
D,, o-T ve retinoliin birlikte belirlenmesi i¢in HPLC yoOntemini gelistirmiglerdir.
Calismada D vitamini i¢in 267 nm, o-T i¢cin 292 nm olmak {izere iki dalga boyu
kullanilmiglardir. % 81°den daha yiiksek ekstraksiyon geri kazanimi elde ettiklerini

gostermislerdir. Calisilan dort vitamin ic¢in gozlenebilme smimrinm 1,5 pg/L’den daha

kiiciik, korelasyon katsayismin 0,999’dan biiyiik ve gilinler arasi kesinliklerini de %
10,825 (hidroksivitamin Dj3), % 11,825 (hidroksivitamin D) ve % 11,9 (a-T) olarak
belirlemislerdir.

Unalacak ve ark."™* diyabet, bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aclik glukozu
olan hastalarin serumunda MDA, a-T ve B-K diizeylerini spektrofotomerik yontem ile
belirlemislerdir. 99 hasta ve 37 saglikli kisi calismaya dahil edilmistir. a-T’1 serumdan
n-heptan ile ekstrakte etmisler sonra iizerine a-a-dipridil ekleyerek 460 nm de kore

kars1 % T degerini okumuslardir. Daha sonra demir-3-kloriir eklemisler 510 nm de kore
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karst % T degerini okumuslar ve [(log 519 nm -1,36)-0,32 x log 460 nm] - 0,4680
formiilii ile serum a-T derisimini belirlemislerdir. B-K’1 ise serumdan n-hekzanan ile
ekstrakte ederek 450 nm de kore karst % T degerine gore serum B-K derisimini
belirlemislerdir.

Lee ve ark.'”® insan plazmasinda tokoferolleri, tokotrienolleri, karotenoidleri ve
retinolii  birlikte belirlemek i¢in bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Caligmada
kullanilan parametreler: sivi-sivi ekstraksiyon, UV dedektor, floresans dedektor,
asetonitril-metanol (65/35, h/h) hareketli faz, 35°C kolon sicakligi ve C,s kolon’dur. UV
dedektor HPLC yonteminin tayin alt smirlarmi 0,02 mg/L (B-K, lutein, zeakzantin ve
kanazantin i¢in), 0,01 mg/L (retinol, B-kritokzantin, a-K ve likopen i¢in) ve 0,1 mg/L
(tokoferol ve tokotrienoller i¢in) olarak tespit etmislerdir. Floresans dedektorlii HPLC
yonteminin gdzlenebilme smnir degerlerinin UV dedektorli sistemden elde ettikleri
degerlerden 25 kat daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Biitiin maddeler i¢in geri
kazanim degerlerini de % 10 ile % 90 arasinda belirlemislerdir

. 1
Nierenberg ve Nann,'®

yagda c¢oziinen yedi vitamini (retinol, o-T, lutein,
kriptoksantin, likopen, a- ve [B-K) plazma ve doku Orneklerinde belirlemek ve
derisimleri arasindaki iliskiyi gostermek icin bir UV dedektorlii HPLC yontemi
gelistirmislerdir. Yontemde, tokoferol nikotinat i¢ standart olarak kullanilmis olup doku
orneklerinden bu bilesiklerin belirlenmesi, mekanik homojenizasyonu takiben enzimatik
bir reaksiyon ile basarilmistir. Plazma ve kat1 doku 6rneklerinde yontemin dogruluk ve
hassasiyeti belirlenmis olup bu degerler literatiirde bulunan yontemden elde edilen

degerlerle karsilastirilmistir. Yontemin uygulama asamasinda ise, kanser hastalarin

plazmasinda ve degisken doku 6rneklerinde bilesiklerin derisimlerini belirlemislerdir.
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Bortolotti ve ark."”” yeni dogan bebeklerin plazmasmnda retinol, a-T ve retinil
palmitatin birlikte belirlenmesi i¢cin bir ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Plazma etanol ile deproteinize edildikten sonra bilesikler n-hekzan ile ekstraksiyonlar1
gerceklestirilmisdir. Calismada RP-C;g  kolon, su-asetonitril-etilasetat-2-propanol
hareketli faz karigimi, gradient eliisyon ve 305 nm dalga boyu parametreleri
kullanilmistir. Yontemin tayin alt smirlari, 0,1 pg/mL (retinol i¢in), 1,3 pg/mL (a-T
icin) ve 0,95 pg/mL (retinil palmitat i¢in) ve tiim analitler i¢in dogruluk ve kesinlik
degerlerinin % 8’den kii¢iik oldugu belirtilmistir.

Finckh ve ark."”® kulorimetrik elektrokimyasal dedektorli HPLC ydntemiyle 5
veya 10 pL yeni dogan ¢ocuklarin plazmasinda a-T, y-T, ubikinol-10, ubikinon-10, -
kriptoksantin ve B-K gibi lipofilik antioksidanlar1 belirlemislerdir. internal standart
olarak kullanilan y-tokotrienol, ubikinon-7, ubikinol-9, ubikinon-9 ve etil B-apo-8'-
karotenoat ile birlikte analitlerin ekstraksiyonlar1 gergeklestirilmis ve daha sonra bu
bilesikler bir RP C,/C;g kolonu iizerinde ayrilmistir. Kulorimetrik elektrokimyasal
dedektoriin indirgenme ve yiikseltgenme modu (0,60 V, —0,15 V, +0,60 V)
kullanilarak bilesikler analiz edilmistir. Tiim bilesiklerin tayin alt sinirlarmin plazma
cozeltilerinde 0,004—0,012 pmol/L derisim aralifinda ve standart ¢ozeltilerinde ise 21—
60 fmol/L derisim araliginda oldugunu, yontemin giini¢i kesinlik degerinin % 3 ile %
14 arasinda degistigini gostermislerdir.

Lane ve ark.'” insan plazmasinda retinoliin, tokoferollerin ve karotenlerin birlikte
belirlenmesi i¢in ters faz HPLC yOntemini gelistirmiglerdir. Tek bir enjeksiyonla B-
K’nin mono-cis geometrik izomerlerini, retinol, retinyl asetat, a-T y-T, a-T asetat, all-
trans-a-K ve all-trans-B-K'1 ayirmay1 basarmislardir. Analitik ayrilmalar 60 dak.’lik bir

zaman icinde 0,8 mL/dak. akis hizinda metanol-metil tersiyel butil eter-su (80/20/5,
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h/h/h) hareketli faz karisimi ile Suplex pKb-100 ters faz analitik kolonu iizerinde
0°C’de gergeklestirilmistir.

Gobel ve ark.'® 100 pL plazmada, retinol ve tokoferollerin diisiik derisimlerini
belirlemek icin izokratik ters fazli bir HPLC yOontemini gelistirmislerdir. Retinol, UV-
Gorilintir Bolge detektor ile belirlenirken, tokoferoller floresans dedektor ile
belirlenmistir. Retinol ve a-T i¢in giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk degerleri sirasiyla %
3,7— % 4,3 ve % 2,3 — % 6,1 arasinda, kesinlik degerleri ise sirasiyla % 0,2 — % 6,0
ve % 3,0 — % 5,5 arasinda belirlenmistir.

Steghens ve ark.'®’ serumda B-K igeren yedi karotinoidi, retinol, o-T ve iki ic
standardin (tokol and ekinenon) birlikte analizi i¢in ters faz HPLC ydntemini
gelistirmislerdir. Calismada, C;g (3 um, 250x4,6 mm) kolon, gradient eliisyon, % 0,05
asetik asit igeren asetonitril-metanol hareketli faz calisma parametreleri kullanilmistir.
Kromatogramlar dort farkli dalga boyunda (292 nm, 325 nm, 450 nm ve 473 nm) elde
edilmistir.

Weinmann ve ark.'®® prematiire yeni doganlardan alman 100 pL serum
orneklerinde retinol ve tokoferoliin birlikte belirlenmesi i¢in izokratik HPLC yontemi
kullanmislardir. Retinol ve retinil asetat florometrik olarak saptanmis olup toplam analiz
siiresinin 4 dak. oldugunu gostermislerdir. Giini¢i ve gilinler arast % BSS degerleri;
retinol i¢in % 5,6 ve % 8,1 olarak ve tokoferol i¢cin % 3,6 ve % 6,7 olarak bulunmustur.

Sobczak ve ark.'® insan serumunda bulunan retinol ile a- ve y-tokoferollerin
birlikte belirlenmesi bir floresans dedektorlii basit bir ters fazli HPLC yOntemi
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirim, 1,5 mL/dak. akis hizinda, A ve B hareketli faz
karistmmin (A: asetonitril — biitanol (95/5, h/h), B: su) gradient eliisyonu ile

basarilmistir.



52

Erhardt ve ark.'®* 20 puL plazmada retinoliin, tokoferollerin, B-K’nin, C vitaminin
ve homosisteinin analiz edilebilmesi i¢in varolan yontemleri modifiye etmislerdir. Kan
ornekleri deriye yarik atilarak elde edilmis olup HPLC analizleri izokratik eliisyon ve
on kolon tiirevlendirilmesi ile basarilmistir. Gelistirilen yontemde, gilinici ve glinler
aras1 varyasyon katsayist % 8’in altinda ve regresyon katsayisi tiim analitler i¢in
0,99°dan daha 1yi oldugu tespit edilmistir.

Epler ve ark.'® insan serumunda retinol, retinil palmitat, a-, y- ve 8-T ile 6 major
karotenoidin (lutein, zekzantin, B-kriptoksantin, likopen, a- ve B-K) analizi i¢in bir sivi
kromatografi yontemini gelistirmislerdir. Retinoidler ve karotenoidlerin belirlenmesi
icin UV dedektor kullanilirken tokoferollerin analizlerinde floresans dedektor
kullanilmistir. Vitaminlerin ayirimi, asetonitril, metanol ve etil asetat iceren bir hareketli
faz kullanmiglardir. Gelistirilen bu yontem ile polar karotenoidleri (2',3'-anhidrolutein,
alfa-kriptoksantin, likopenin geometrik izomerleri ve B-K) birbirinden ayirmislar ve
yontemin ayni zamanda yiyeceklerin analizlerinde de uygulanabilir oldugunu
sOylemislerdir.

Heudi ve ark.'®® 40 aylik bebek yiyeceklerinde A, D ve E vitaminlerinin birlikte
belirlenmesi icin LC/APCI/MS yontemini onermislerdir. 5,7 dimetiltokol (DMT) i¢
standart olarak kullanilmis ve vitaminlerin belirlenmesi i¢in SIM modu secilmistir.
Kalibrasyon egrileri sirasiyla, 0,15 — 12mg/L (A vitamini), 5 — 400 pg/L (D3 vitamini),
0,25 — 20 mg/L (E vitamini) derisim araliklarinda ¢izilmis olup korelasyon
katsayilarmin 0,996’dan daha biiyiik oldugunu ve tayin alt sinirlarinin ise 1,4 ng’nin
asagisinda oldugunu belirtmislerdir. Tekrarlanabilirlik degerlerinin sirasiyla % 2,3 (A

vitamini), % 2,6 (E vitamini) ve % 5,9 (D3 vitamini) oldugunu ve 6 giinde yapilan



53

giinler arasi kesinlik degerinin ise her {i¢ vitamin i¢in % 2,4 — % 6,9 arasinda oldugunu
gostermislerdir.

17 multivitamin tabletlerde A ve E vitaminini ve karotenleri belirlemek icin

Sun
bir UV dedektorlii ters faz stv1 kromatografi yontemini gelistirmistir. Ornekleri dimetil
siilfoksit ile c¢Ozmiis ve sonra hekzan ile ekstrakte etmistir. Bu vitamininlerin
ayirimlarini, RP-18 kolonunda, 9% 0,25 amonyum asetat igeren metanol, asetonitril
ve % 0,05 trietilamin iceren diklormetan hareketli fazi ile 1,2 akis hizinda ve 25°C’de
gerceklestirmistir. UV dedektord, retinol i¢in 325 nm’ye tokoferol icin 285 nm’ye ve
karotenler icin 450 nm’ye ayarlamis olup gozlenebilme smirlarini sirasiyla 0,3 ng, 10
ng, 0,4 ng olarak bulmustur. Giini¢i ve giinler arasi kesinliklerini ise % 1,40 - % 5,20
arasinda degistigini belirtmistir.

. 1
Scalia ve ark.'®®

siiperkritik akis ekstraksiyonu kullanarak tabletlerde A ve E
vitaminini ile bu vitaminlerin asetat ve palmitat esterlerini belirlemek icin HPLC
yontemini gelistirmislerdir. Ekstraksiyon islemini 250 atm basingta ve 40°C’de siiper
kritik CO; ile 15 dak. icinde gergeklestirilmistir. Ticari tabletlerden vitaminlerin analizi
icin gelistirilen bu ekstraksiyon yontemini, sivi-sivi ekstraksiyonu ile karsilagtirmislar
ve geri kazanim degerinin % 95’den daha fazla oldugunu gostermislerdir.

Sha-Er ve Yi-Er'® yagda ¢oziinen vitaminlerin, su ve izopopanol hareketli faz
karigim1 ile kombine edilmis ters faz sivi kromatografi yontemi ile kromatografik
davraniglarini incelemislerdir. Vitaminlerin aymrimi, 280 nm’de 15 dak. i¢inde Cig
kolonda gergeklestirmislerdir. Ornek ekstraksiyonunda ise farkhi ¢oziiciiler
kullandiklarmi belirtmisler ve geri kazanimin % 95’in iizerinde oldugunu belirtmislerdir.

170

Moreno ve Salvaddé "~ HPLC yontemiyle multi-vitamin tabletlerde yagda ve suda

coziinen vitaminleri belirlemislerdir. Yagda ¢oziinen vitaminler kat1 faz ekstraksiyon
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yontemi ile ekstrakte etmisler ve kromatografik ayirimi C;s kolonda metanol ve
kloroformu iceren hareketli faz karigimi ile gerceklestirmislerdir. Vitaminlerin geri
kazanimlarinm % 78 — % 116 arasinda degistigini belirtmislerdir.

Wang ve Huand'”' yagda ¢6ziinen vitaminlerin beirlenmesi i¢in HPLC ydntemini
gelistirmislerdir. Kozmetik ve farmasoétik iirtinlerde B-K ve vitamin A palmitati, insan
ve sigir serumunda A, D ve E vitaminlerini belirlemislerdir. Yagda c¢oziinen on
vitaminin ayirimini, asetonitril-diklormetan-metanol (60/20/20, h/h/h) hareketli faz
karisimi ile C;s kolonunda basarmislardir. LOD degerlerini sirasiyla 0,03 ng/mL
(retinol), 0,01 ng/mL (retinil asetat), 0,55 ng/mL (retinil palmitat), 1,84 ng/mL (B-K),
0,02 ng/mL (erqokalsiferol), 0,02 ng/mL (kolekalsiferol), 0,10 ng/mL (tokoferol), 0,33
ng/mL (tokoferol asetat), 0,01 ng/mL (filokinon), 0,01 ng/mL (MN) olarak
belirlemislerdir.

Vliet ve ark.'” B-K veya kantazantin ile beslenen ratlarin plazma ve dokularinda
retinol, retinal, retinoik asit, retinil asetat, retinil palmitat, a-, - and y-K, B-apo-6'-,B-
apo-8'-, B-apo-10'- and B-apo-12'-karotenal, etil B-apo-8'-karotenat, a-T ve a-tokoferil
asetatin belirlenmesi i¢in iki farkl sistemde HPLC yontemi gelistirmislerdir. Birinci
sistemde kromatografik ayirim, Hipersil-ODS kolonda asetonitril-metilen klorit-etanol
ve sudan (70/10/15/5, h/h/h/h) olusan hareketli faz karisimi ile gerceklestirilmistir.
Ikinci sistemde ise kromatografik ayimrim, Niikleosil C g kolununda asetonitril ve 0,1 M
amonyum asetattan (80/20, h/h) olusan hareketli faz ile gerceklestirilmistir. Standart
cozeltilerde gézlenebilme sinirlari, retinoller ve karotenler i¢cin 10 ng/mL, E vitaminleri
icin 60 ng/mL olarak tespit etmislerdir. Ratlarin plazma ve doku analizleri yapilmadan

once ratlar 2 hafta boyunca B-K (2 mg/g) ve kantazantin (2 mg/g) ile ayr1 ayri



55

beslenmiglerdir. Yapilan analiz sonucunda B-K’nin retinole c¢evrilmesini, B-K ve
kantazantinin viicutta depolanmasini ve tasinmasini incelemislerdir.
2.3.2.5. A ve K Vitaminleri

Man Po ve ark.'” tavsan plazmasinda retinoik asit, retinol, retinal, D,, D3, K, K,
ve K3 vitaminlerini iceren sekiz vitaminini birlikte analizi i¢in HLPC yOntemini
gelistirmiglerdir. Sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilen vitaminleri 245
nm’de UV dedektor ile analizi etmigler ve absorbans cevabmin ng seviyede oldugunu
gostermislerdir.
2.3.2.6. A, E ve K Vitaminleri

Chatzimichalakis ve ark.'™ retinol menadion, menakinon, o-T, kolekalsiferol, o-T
asetat ve filokinonu igeren sekiz yagda ¢oziinen vitamininin biyolojik sivilarda (serum
ve idrar) birlikte belirlenmesi i¢in basit ve hizli bir HPLC yontemi gelistirmislerdir.
Ksentofili i¢ standart olarak kullanmiglar ve kromatografik ayirim, asetonitril ve
metanolden olusan hareketli faz karigiminin dogrusal gradient eliisyonu ile
gerceklestirmislerdir. Dedektoriin dalga boyu, i¢ standart i¢in 480 nm ve vitaminler i¢in
280 nm olarak secilmistir. Biyolojik sivilarda bulunan endojen interfereleri ayirmak igin
kat1 faz ekstraksiyonu uygulamislar ve serumda % 95 — % 97,6 idrarda ise % 94,2 — %
95,8 arasinda degisen yliksek geri kazanim oranlar1 sagladiklarmi belirtmislerdir.

Piccione ve ark.'” yagda ¢dziinen vitamin (A, D, E ve K) derisimlerinin at
kanlarindaki gilinliik degisimini incelemislerdir. Calismaya sabah 8°"de baglamuslar ve
4 saat araliklar ile 48 saat boyunca atlardan serum ornekleri toplamislardir. Serum
vitamin derisimleri, A ve K vitaminlerini floresans dedektor ile ve D ve E vitaminlerini
UV dedektor ile kombine edilmis HPLC yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Biitiin vitaminlerin

giinilin belirli bir saatinde yiiksek derisime ulastigini gostermislerdir.
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Motchnik ve ark.'”®, insan plasmasinda antioksidanlarin derisimi ile diet, oksidatif
stress ve hastalik arasindaki iliskinin anlasilmasi ve incelenmesinde 6nemli oldugunu
belirtmisler ve bu bilesiklerin belirlenmesi i¢in elektrokimyasal dedektorliic HPLC
yontemini gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri HPLC yonteminin hem su hem de yagda
¢Ozunen antioksidanlarin belirlenmesi i¢in uygulanabilir oldugunu gostermislerdir.

Rizzolo ve Polesello'”’

besinlerde, yagda ve suda c¢oziinen vitaminlerin
belirlenmesi i¢in kromatografik yontemleri arastirmislardir. Her bir vitamin i¢in 6rnek
hazirlama, teshis problemleri ve kromatografik durumlari belirtmisler ve tartigmislardir.
Ozellikle rutin calismalarda vitaminlerin belirlenmesi icin HPLC’nin standart bir
yontem oldugunu ve hatta UV dedektorii kullanilsa bile ¢ok hassas yontem oldugunu
belirtmislerdir.

Wielinski ve Olszanowski'’® ila¢ kapsiilinde retinol asetat, retinol palmitat,
kolekalsiferol, a-T asetat, a-kalsidol ve filokinonun birlikte belirlenmesi i¢in herhangi
bir ekstraksiyon islemi uygulamadan bir ters faz HPLC yontemi gelistirmisler ve
gecerlilik testlerini yapmislardir. Aymrim, Cg kolonunda asetonitril-metanol hareketli
faz1 kullanarak gerceklestirilmis olup kapsiil 6rnekleri analiz edilmeden 6nce n-hekzan
ve metanol ile seyreltilmistir. Biitiin bilesikler i¢in tayin alt smirlar1 0,259-2,379 ug/mL
arasinda ve ortalama geri kazaniminin ise % 91 oldugunu gostermislerdir. Bagil standart
sapma degerine gore hesaplanan kesinligin ise % 1,76’den daha diisiik oldugunu ve
ornek hazirlama boyunca bilesiklerin stabil kaldigini belirtmislerdir.

Huyghebaert ve ark.'”’ A, Ds, E ve K3 vitaminlerinin stabilitesini belirlemeyi ve
ayrica vitaminlerin uygun ve kabul edilebilir dozda cocuk ve vyash kisilere

uygulanabilmesi i¢in uygun bilesik formiiliinii gelistirmeyi amaglamiglardir. Vitamin A
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asetat, Ds; and E vitamininin stabilitesini HPLC y6ntemi ile K3 vitamininin stabilitesini
ise spektrokimyasal yontem ile degerlendirmislerdir.

Capote ve ark.'® insan serumunda yagda ¢dziinen vitaminler (K, Ks, A, D,, D3 ve
E (a ve B-T) ve metabolitlerinin (25-hidroksivitamin D,, 25-hidroksivitamin D3 ve 1,25-
dihidroksivitamin Ds) belirlenmesi igin LC/ESI-MS/MS yontemini gelistirmislerdir.
MS/MS analizinde diisiik gozlenebilme smirmi saglamak i¢in (0,012 ng/mL’den 0,3
ng/mL’e kadar degisen degerlerde) her bir analit i¢in ¢ok hassas gecis saglayan MRM
yontemini kullanmiglardir. Serumdan proteinler ayirdiktan sonra sivi-sivi ekstraksiyonu
gerceklestirmiglerdir. Yontemin giinigi kesinligini % 3,17 — % 6,76 arasinda giinler
arasi kesinligini ise % 5,07 — % 11,53 arasinda belirlemislerdir.

2.4. Spektrokimyasal Yontemler

Spektrokimyasal yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis
bir analitik kimya yontemler grubudur.

Spektroskopi giiniimiizde goriiniir 1sinlari, X-1smlarmni, ultraviyole (mor Otesi),
infrared (kizil 6tesi), mikro dalgalar1 ve radyo frekanslar1 da i¢ine alacak sekilde cesitli
tipte 1smlarm madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dalidir. Spektroskopi
elektromagnetik 151ma ile madde arasindaki etkilesimi incelemenin yani sira madde ve
diger enerji tiirleri arasindaki etkilesimleride incelemektedir.'®''*?

2.4.1. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Ultraviyole ve goriniir bolgede meydana gelen absorpsiyon, genel olarak bag
elektronlarmin uyarilmasindan kaynaklanir.

Buradan hareket edilerek, absorpsiyon piklerinin dalga boylari, incelenen

tiirlerdeki baglarin tipleriyle iliskilendirilebilir.
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Molekiiller, infrared 1smlar1 gibi UV-goriiniir bolge 1sinlari ile uyarildiklar: zaman,
kuantlasmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik, titresim ve donme gecisleridir. Bir
molekiiliin toplam enerjisi Er;

E1= Eelektronik T Etitresim T Edonme

Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin ¢esitli dis orbitallerindeki elektronlarla iliskin
enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere iliskin enerji, donme enerjisi ise

181,182 - . .
182 Titresim ve dénme

molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iligkin enerjidir.
gecisleri ¢ok atomlu molekiiller icin gegerlidir. Molekiiler bir M tiiriinlin ultraviyole
veya gOriinilir 1511 absorplamasi iki basamakta cereyan eden bir olaydir.
En yaygin durulma tipi uyarilma enerjisinin 1stya doniistiigi durumdur (Sekil 2.8).
UV-Goriiniir Bolge spektrofotometrik Ol¢iimler nitel ve nicel analizde en ¢ok

kullanilan yontemlerden birisidir. Maddenin 15181 sogurma (absorplama) derecesini

Olecmek ve bundan yararlanarak derisimi saptamak icin, sogurma ile derisim arasindaki

iliski bilinmelidir.
E — — Elektronik enerji seviyesi
——— g — Titregim enerji seviyesi
E— T Dorne efietji sevivesi
32 || Fleltronik Zecigler
=31 &
1
=0

Dalga hazm

Sekil 2.8: Molekiillerin UV-Gdoriiniir Bolge spektrumlari ve elektronik gecisleri
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Monokromatik (tek dalga boylu 1s1ma) ve I, siddetindeki bir 151k demeti, kalinlig
b cm olan bir tiipte bulunan c¢o6zeltideki herhangi bir molekiil tarafindan
absorplandiginda siddeti azalir ve tiipii [ siddetinde terk eder. Molekiillerin secilen dalga
boyundaki 15181 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Lambert-Beer esitligi ile
verilir.

|
logTO =gbc=A

Bu esitlikte, A: absorbans, Io: Ornek kabma giren 1513 siddeti, I: Ornek kabini
terk eden 15181n siddeti, &: Molar absorpsiyon katsayist (L/mol.cm), b: Ornek kabinin
kalinlig1 (cm), c: Derisim (mol/L)’dur.

Ornek kabini terk eden ve kaba giren 151k siddetleri arasindaki orana gecirgenlik

(T) denir.

LI i
I

0
Absorbans ile gecirgenlik arasinda,

A=-logT=2-log% T
iliskisi vardir ve %T, yiizde gegirgenlik adin1 alir.

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek i¢in spektrofotometre adi verilen bir
diizenek kullanilir (Sekil 2.9) ve baslica 151k kaynagi, monokromatér, 6rnek kabi ve
dedektérden olusur. Bu tiir cihazlarda, radyasyon kaynagi olarak UV ve goriiniir
bolgede 1s1ma yapan tungsten, hidrojen, déteryum ve ksenon lambalar1 gibi stirekli 151k
kaynaklar1 kullanilir. Sivi numuneler i¢in 6rnek kabi olarak 200-320 nm dalga boyu
araliginda kuartz, 320-700 nm araligindaki bdlgede ise cam kiivetler kullanilabilir.
Ornegin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak igin, 151k kaynagindan gelen 15181n

siddeti dedektor ile Olciiliir. UV ve goriiniir bolgede fotovoltaik veya fotoiletken
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dedektorler, fototiipler ve fotocogaltic1 tiipler dedektor olarak kullanilmaktadir.
Spektrofotometrelerde bu ana bilesenlerden baska 15181 toplamak, yansitmak, bélmek
amaciyla mercekler, aynalar, 151k boliiciileri de kullanilir.

Cesitli kromofor gruplarmn (bir molekiilde belli bir dalgaboyu araligindaki 15131
absorpsiyonundan sorumlu olan fonksiyonel gruplar) absorpsiyon bantlar1 genis
olduklar:1 i¢in birbirleriyle oOrtiigiirler. UV ve goriiniir bolge spektroskopisi ile hem

kalitatif analiz hem de kantitatif analizde kullanilabilmektedir.

secicisi islemeist

UPD Dalga boyu P B sinyal
Isik Eaynagi=p wp| MNumune |=¢| Dedektsr [=*

Sekil 2.9: Spektrofotometre cihazinin basit bir diyagrami

Kantitatif analizde, ilk 6nce analizi yapilacak maddenin en 1yi absorbans yaptig1
dalga boyu belirlenir. Belirlenen dalga boyunda artan derisimlerde hazirlanan bir seri
cozeltinin spektrumlar1 alinir ve absorbanslar1 okunur. Derisime karsi absorbans grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen maddenin derisimi
kalibrasyon egrisi yardimiyla tespit edilir.'®'"'*?

2.5. Tiirev Spektrofotometri Yontemi

Tiirev spektroskopisi, dalga boyunun bir fonksiyonu olarak dalga boyuna karsi
absorbansin 1,2,3,....n tlrevidir. Tiirev spektrofotometrisi, tiirev spektrumlarinin
kullanilmasi esasina dayali bir analiz yontemidir.

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometrik yontem, c¢ozeltide bulunan absorbans

gosteren diger molekiillerin varhiginda istenilen molekiilii belirlemek i¢in yeterince
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hassas bir teknik degildir. Tiirev spektrofotometri yontemi ile genis pik
maksimumlarinin dalga boylarini dogru bir sekilde belirlemek miimkiindiir. Bu sekilde
sadece pik omuzlanmalar1 ve pik genislemesi dnlenmis olmayip ayni zamanda ikinci
planda absorblanan interfere maddelerin piklerinden de molekiiliin karakteristik pikleri
izole edilmis olmaktadir. Tiirev teknigi orijinal spektrumun egimleri hakkinda bilgi
vererek bunun omuz noktalar1 ile doniim noktalarinin daha belirgin hale gelmesine
neden olur. Bdylece bir bilesik daha kolay ve daha kesin olarak tanimlanabilir. Bu
yontemle karisimlarin analizleri de yapilabilmektedir. Spektrofotometrede bulanik
cozeltiler ile calisirken ¢okme hiz1 tanecik biiyiikliigii gibi etkenlere bagli olarak biiyiik
oranda hata yapilirken tirev almmarak bulanikligmm olusturdugu bu etki ortadan
kaldirilabilir. Yontemin dezavantaji ise, yiikksek tiirev derecelerinde S/G oranin
bozulmasi, pik sekillerinde bozulma ve doniim noktasi kaymasidir. Bu nedenle
uygulanacak tiirevin derecesi 1yi se¢ilmelidir.

UV spektrumu, madde {izerine gonderilen 151g1n dalga boylarina karsi absorbans
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilir. Orijinal spektrum veya sifirinci derece
spektrum A=f(A) fonksiyonudur. Bir fonksiyonu goOsteren egrinin herhangi bir
noktasidaki tegetinin egimi, fonksiyonun bu noktadaki tiirevidir. Bu fonksiyonun her
noktasidaki tiirevi (dA4 /d 4 ) hesaplanabilir. Eger bu tiirev degerleri grafige gecirilecek
olursa "tiirev spektrumu" elde edilir. 1’ den n’ e kadar derecede olabilir. Tiirevlendirme
ile spektrum daha ayrmtili ve net bir goriiniim kazanir (Sekil 2.10). Orijinal Gauss egrisi
tipindeki bir pike karsilik n. tiirevde n+1 tane maksimum ve minimuma rastlanmaktadir.
Yani birinci derece tiirev egrisinde iki, ikinci derece tiirev egrisinde ii¢, liclincli derece

tiirev egrisinde ise dort tane maksimum ve minimum nokta goriilmektedir.'**'®
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Teorik olarak tiirev absorbans degerleri ile bilesigin derisimi arasinda asagidaki

bagintilar mevcuttur. Asagidaki esitlikerde, A; absorbans, & molar absorpsiyon

katsayisi (L/mol.cm), b; 6rnek kabinin kalinligi (cm), c; derisim (mol/L)’dir.

0. tiirev (UV absorbans) spektrumlar1 i¢in A=egxbxc

1. tiirev spektrumlari i¢in dA/dA=de/dAxbx ¢

2. tlirev (UV absorbans) spektrumlari i¢in dA%/d)\*= d’e/d*A xbx ¢

n. tiirev (UV absorbans) spektrumlari igin dA"d\"=d"e/d"L xbx ¢
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Sekil 2.10: Absorbans ve tiirev egrisi spektrumlari

Tiirev  Spektrumlarinin  Degerlendirilmesi: Absorbansin tlirevi derisimle dogru

orantihdir. 1. ve 2. derece tiirev spektrumlarinda ordinat degisimleri, orijinal
spektrumun ordinat degerinin blyiikligiiyle degil, egim degisimiyle ilgilidir. Bu
nedenle tiirev egrisinin apsisteki konumu ile doniim noktalarmnin birbirine karsi
durumlar1 karakteristiktir. Tiirev spektrumlarinin degerlendirilmesinde ii¢ yontem vardir.

Bunlar, pikten pike 6l¢iim, pikten sifira 6lciim ve teget ile dlgiimdiir. '+
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2.6. Kromatografik Yontemler

Akis halinde gaz veya sivi bir fazla birlikte karigimdaki bilesenler, durgun faz
iizerinden gegcirilir; bilesenlerin go¢ hizlarina bagli olarak aymrma gerceklesir. Kimyasal
maddeler sabit bir ortama ilave edilip bunlarmn belli bir ¢oziiciiyle ylizey adsorpsiyonu,
dagilma, iyon degistirme ve elenme Ozelliklerine bagli olarak, bu sabit ortamdan
ayrilma yontemlerine kromatografi denilmektedir.
2.6.1. Kromatografinin Dayandig1 Temeller

Kromatografide bulunan denge, bir analitin hareketli ve sabit faz arasindaki
transferini kapsayan asagidaki basit esitlikle tanimlanar.

Anareketli < Asabit

Bu reaksiyon i¢in denge sabiti, K partisyon orani veya katsayisi olarak adlandirilip
analitin sabit faz i¢indeki molar derisiminin, haraketli faz i¢indeki molar derisimine
oranidir.

Bir analit piki i¢in, numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore ulasmasi i¢in
gereken zamana alikonma zamani denir ve tr ile gosterilir(Sekil 2.11).

tr

t
M

N

Detector signal

Time

Sekil 2.11: Tek bilesenli bir bilesik icin tipik bir kromatogram

Genellikle numune veya hareketli faz tutunmayan bir pik icerir. Tutunmayan
maddenin dedektore ulagmasi i¢in gegen zamana 6lii zaman denir ve t,, ile gosterilir.

Analitin gb¢ etme hizi: (kolon dolgu uzunlugu/ 61ii zaman) olarak ifade edilir.



64

Analitin kolon tiizerindeki go¢ hizini tanimlamak i¢in kapasite faktorii (ka)
parametresi kullanilir.

ka: [(analitin alikonma zamani-6lii zaman)/ 6lii zaman] esitligi ile gosterilir. Ideal
bir ayirim i¢in kapasite faktor degeri 1 ile 5 arasinda olmalidir.

Bir kolonda iki analitin ne kadar iyi ayrilacagini segicilik faktorii (o) terimi
belirler. o degeri daima birden biiyiik olmalidir.

o: (daha kuvvetli tutunan bilesigin partisyon orani/daha az tutunan bilesigin
partisyon orani) esitligi ile ifade edilir. Asagida deneysel bir kromatogramdan a’y1 tayin
etmeye izin veren bir esitlik verilmigtir, '8

o= [(tr )8 - tm] / [(tr )a - tw]

2.6.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

HPLC biitiin ayrim teknikleri i¢cinde en genis kullanim alanina sahip yontemlerden
birisidir. Bu kadar ¢ok kullanilan bir yontem olma sebepleri olarak hassasiyet, dogru
kantitatif Ol¢limlere cabuk adapte edilebilirlik, ugucu olmayan ve termal kirilganligi
olan maddelerin ayrimini saglayabilme ve biitiin bunlarin lizerinde, temel endiistri ve
bilimde ilgilenilen maddelerin iizerinde genis uygulanabilirlik olarak siralayabiliriz.
2.6.2.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihaz

HPLC cihazi, kendine 6zgii islevlere sahip olan pompa, enjektor, kolon, dedektor
ve kaydedici olmak iizere bes ana boliimden olusan bir sistemdir (Sekil 2.12).

Bir HPLC cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL ¢o6ziicii igeren
camdan veya celikten yapilmis hareketli faz haznesi icermektedir. Bu hazneler ¢cogu
zaman kolonda ve dedektdr sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan

¢Ozlinmiis gazlarin giderilmesi i¢in degazer olarak adlandirilan bir cihazla donatilmistir.
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Eolon Fiiu

Drry ’ o' Eolon
Mumune
%% )_% % % Pompa  enjeksiyorm '
-__ : : - _ -__ u

Dedeltar

Mobil faz Atk
Eaydedic

Sekil 2.12: Yiiksek Performansli S1vi Kromatografi cihazinin sematik goriiniisii

Kolon i¢inden hareketli fazin akis1 pompa ile gergeklestirilir. Pompalar, sabit
basingli ve sabit akisli pompalar olmak {izere ikiye ayrilirlar. Sabit akishi pompa,
herhangi bir nedenle olusan sistemin i¢ basing degisikligini motorla saglanan basing
degisikligi ile kapatarak sabit akisi saglar. Numune enjeksiyonu yiiksek basingta yapilir.
Enjekte edilen numune, yiiksek basingta haraket eden faza karisir ve kolona haraketli
fazda ¢6ziinmiis halde ulasir. Ulasma ¢ok kiiclik bir hacim i¢inde olur. Ciinkii haraketli
faz swvisinin, biiyiik bir kismi yan gecisten yoluna devam ederken, ¢ok az bir kismi
numuneyle karigip ana haraketli fazla birlesir. Boylece numune fazla seyrelmeden
kolona ulasir. HPLC sistemlerinde, valf enjektorler ve siringa enjektorler olmak tizere
iki tip enjeksiyon kullanilmaktadir ve enjekte edilecek numune miktar1 birkag pl.’den
500 pL’ye kadar degisebilir. Paslanmaz ¢elikten veya plastikten yapilan kolon sistemin
en 6nemli kism1 olup tipik bir HPLC kolonunun ¢ap1 3—4 mm, uzunlugu 10-40 cm’dir.
Baz1 6zel durumlarda kolonun capi 100 cm’ye kadar uzatilabilir. Dolgu maddesi
taneciklerinin c¢ap1 ise 5-10 um arasnda degisir ve sistemin performansini biiyiik
Olciide belirleyen niteliktedir. Kolonun i¢inde, duran faz olarak kati bir destek maddesi
ve lizerine fiziksel veya kimyasal baglarla baglanmis ince bir organik film bulunur. Sivi

kromatografisinde kullanilan en yaygmn kati destek maddesi silisyum dioksittir.
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Preparatif caligmalarda kullanilan kolonlarin ¢aplar1 daha genistir. Cok pahali analitik
kolonlarm dmriinii uzatmak i¢in koruyucu kolon kullanilabilir. Boyu 2-10 cm arasinda
degisen ve i¢ cap1 analitik kolona esit olan bu koruyucu kolon, enjektor ile analitik
kolon arasima yerlestirilir ve 6rnek i¢indeki pargaciklar1 ve safsizliklar: tutarak analitik
kolonun dolgu materyaline baglanmasma engel olur. Dedektoérler, kolondan c¢ikan
eliiatin i¢indeki maddeleri saptamaya yarayan aletler olup temelde genel ve 6zel amacl
olmak tizere ikiye ayrilir. Genel amagli dedektorler, haraketli fazin kirilma indisini,
dielektrik sabitini ve yogunlugunu Olcen dedektorlerdir. Bu 6zellikler ¢oziinenin
derisimine ve tiirline bagh olarak degisir. Ozel amacgh dedektorler ise UV
absorpsiyonunu, floresansmi ve difiizleme akimini dlcen dedektérlerdir. Ozel amach
dedektorler, UV dedektorleri, Diod-Array dedektorleri, floresans dedektorleri,
elektrokimyasal dedektorleridir. UV dedektorii, fotometrelerden farkl olarak, kiigtik bir
akis hiicresi tasiyan ve bu hiicrenin i¢inden gegerken maddeler tarafindan absorblanan
UV radyasyonu ya da goriinen 15181 saptayabilen dedektorlerdir. Bu dedektorler, sabit ve
degisken dalga boylu dedektorler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bu dedektorlerden baska
kondiiktivite, kiitle spektrometre, radyoaktivite, fotokondiiktivite, IR ve Kkiitle
dedektorleri gibi dedektodrler bulunmaktadir, '!-182-186-188

2.7. Yontem Gelistirme ve Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Analitik kimyada, uygun zamanda, dogru ve gilivenilir veri saglamak c¢ok
onemlidir. Analitiksel verini niteligi, yontem gelistirme ve gecerlilik testleri, prosesinin
kalitesi lizerinde direk bir etkiye sahiptir. Yontem gelistirme ve gegerlilik testlerinde ilk
adim, yontem i¢in kabul edilebilir sartlar olan minimum kriterler belirlemektir.

2.7.1 Yontem Gelistirme

Yontem gelistirme basamaklar1 asagida belirtilmektedir.
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1. Yontemin amacini, kapsamini ve uygulamasi tantmlanmalidir.

2. Yontemin performans parametreleri ve kabul kriterleri tanimlanmalidir.
3. Cihazm performans karakterleri tanimlanmalidir.

4.  Calisilan materyaller nitelenmelidir.

5. Son olarak yontem gelistirilip belgelenmelidir.

2.7.2. Yontem Gecerlilik Testleri (Validasyon)

Yontem problemleri, gegerlilik testlerinin tamamini1 yapmakla minimize edilebilir.
Gegerlilik testi, bir analitik uygulamada, bir analiz yonteminin performans 6zelliklerinin,
tasarlanmis amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan islemlerin tiimiidiir.

Analitik alanda farkli amaclara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkli bolgeleri
ve farkli amaglara gore farkliliklar gostermektedir. Yontem gegerlilik testleri igin
kurallar olusturan gruplarin bazilar1 ICH (The international Conference on
Harmonization), GLP (Good Laboratory Practice), GMP (Good Manifacturing Practice),
FDA (Food and Drug administration) ve USP Farmakope XXIV’dir. Analitik yontemin
kabul edilebilirligini gdstermek i¢in kullanilan analitik parametreler:

1. Saklanan orneklerin stabilitesi (Stability)

2. Ozgiinliik/Segcicilik ( Specificity,/Selectivity )

3. Dogruluk (Accuracy)

4. Kesinlik ( Precision )

5. Dogrusallik ( Linearity ) ve Calisma araligi (Range)
6. Duyarhilik Limiti ( Sensitivity Limit)

7. Saglamlik /Dayaniklilik ( Robustness/Ruggedness)
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2.7.2.1. Stabilite (Stability)

Bir analitik yontem gelistirme c¢alismasinda, saklanan 6rnekler igerisinde analitin
analiz boyunca bozunmadan sabit kaldigi siireyi belirlemek icin stabilite testleri
yapilmalidir.Laboratuvar sartlarinda, nem, 1s1, 151k, hava gibi etkilere kars1 analitin veya
analit ¢Ozeltisinin stabilitesi, yaymlanmis literatiirler ile veya labaratuvar testleri ile
belirlenmelidir. FDA’a gore, bulunan deger gercek degerden % +10 sapmalidir.
Donma ve erime stabilitesi: Calisilan analit stabilitesinin ic donma ve erime turlarindan
sonra belirlenmesidir. Analit ayarlanmis depolama sicakliginda stabil degilse, stabilite
ornegi i donma ve erime turu boyunca -70 derecede dondurulmalidir.
Kisa-donem sicaklik stabilitesi: Calisilan analit stabilitesinin oda sicakliginda 2 ile 24
saat arasinda belirlenmesidir.
Uzun dénem stabilitesi: Uzun donem bir stabilite degerlendirmesinde depolama zamani
son Ornegin analiz tarihi ile ilk 6rnegin toplanma tarihi arasindaki zamani agmayacak
sekilde bu zaman diliminde ¢alisilan analit stabilitesinin belirlenmesidir.
Stok cozeltinin stabilitesi: Calisilan analitin ve i¢ standartin stok ¢ézeltisinin stabilitesi
en az 6 saatlik oda sicakliginda stabil oldugunun degerlendirilmelidir. Ayrica eger stok
cozeltiler uygun peryotlarda dondurulur ya da buzdolabinda tutulursa, stabilite
belgelenmelidir.
Hazirlama sonrast stabilite: Oto 6rnekleyici igindeki bekleme zamanini igeren iglenmis
orneklerin stabilitesinin belirlenmelidir.
2.7.2.2. Ozgiinliik (Belirleyicilik)/Secicilik ( Specificity,/Selectivity )

FDA rehberine gore, Ozgiinliik/secicilik, O6rnek icinde biitiin komponentlerin

varliginda analitin cevabini dogru bir sekilde 6lgmektir. ICH rehberine gore, 6zgilinlik
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tek bir analit icin cevabi saglayan yontem i¢in, secicilik ise birden fazla analit i¢in
cevabi saglayan yontem i¢in kullanilir.
2.7.2.3. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, deneysel olarak belirlenmis degerin, kabul edilebilir degere veya gergek

degere olan yakinligidir. Bagil ya da mutlak hata ile verilir. Yontemin dogrulugu;
1. Bilinen derisimlere sahip bir seri 0rnegin analizi ve sonucunun gercek degerle
karsilastirilmasi ile gosterilebilir.
2. Sonuglarin daha Once belirlenen dogru bir yontemle alinmig sonuclarla
karsilastirilmasi ile gosterilebilir.
3. Hedef derisim iizerinde ii¢ diizeyde li¢ deney yapilarak katim yapilmis numune
iizerinde caligilarak gosterilebilir.

Geri kazanim ise, analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere orani olarak
ifade edilir.
2.7.2.4. Kesinlik (Precision)

Analitik bir islemin kesinligi onceden belirlenmis sartlar altinda ayni homojen
ornekten bir¢cok ornekleme yapilarak elde edilen bir seri Ol¢iim sonuglarinin arasindaki
uygunlugun yakinhigmn ifade etmektedir. Kisaca bir analitik yontemde sonuclarin
birbirine yakinligin 6l¢iisiidiir. Kesinlik {i¢ basamak olarak diistiniilmektedir.
Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Ayn1 ¢alisma sartlarinda kisa bir zaman araliginda
tekrarlanan analiz sonuclarmin birbirine yakinligidir. Giini¢i kesinlik olarak da
adlandirilir. % BSS (bagil standart sapma) degeri ile verilir.

Ara kesinlik (Intermediate precision): Aynm calisma sartlarinda laboratuvarlar
arasindaki farklarm (giin degisikligi, analizci degisikligi, cihaz degisikligi gibi) kesinlik

degerlerinin gostergesidir. Glinlerarasi kesinlik, giin degiskenligi kullanilarak yapilan
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ara kesinlik caligmasidir ve ayn1 ¢alisma sartlarinda numunelerin farkl giinler (en az ii¢
giin) icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuclarinin birbirlerine olan yakinlik
Olgiisii olarak tanimlanir. % BSS degeri ile verilir.

Reproducibility (Yenilenebilirlik): Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder
(laboratuvarlar arasinda yapilan igbirlikli caligmalar, yontem standardizasyonu gibi). %
BSS degeri ile verilir.

2.7.2.5. Dogrusallik ( Linearity ) ve Calisma arahgi (Range)

Analitik bir islemin dogrusallig1 6rnek igerisindeki analitin derisimi ile dogrudan
orantili test sonuglarinin belli bir aralikta elde edilebilmesi yetenegidir. Bes veya daha
fazla standardin her derisimdeki tekrarlanan analizleri ile belirlenir. Calisma araligi ise
kabul edilebilir dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi derisim araligidir. Bu
derisim araliginda, c¢ozeltinin derisimine karsit elde edilen cevaplar1 grafige ¢izilir
(kalibrasyon egrisi). Kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin
dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,
dogrusalligin matematiksel bir olciistidiir.
2.7.2.6. Duyarhhk Limiti ( Sensitivity Limit)

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir Slgiistidiir.
Gozlenebilme sinwr1 (LOD): Belirlenen deney sartlarinda saptanabilen en diisiik analit
derisimidir. Genellikle kromatografik cevapta sinyal /giiriiltii (S/G) oraninin 2/1 veya
3/1 olmas1 kabul edilebilir
Tayin alt stmirnt (LOQ): Belirlenen deney sartlarinda kabul edilebilr dogruluk ve
kesinikte belirlenen o©rnek icerisindeki en diisilk analit derisimidir. Genellikle
kromatografik cevapta sinyal /giiriiltii (S/G) oranmin 10/1 veya 8/1 olmasi1 kabul

edilebilir.
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2.7.2.7. Saglamhk /Dayamkhilik ( Robustness/Ruggedness)

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerinde kiiciik ama 6nemli
degisiklerde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir Olciisiidiir ve yontemin normal
kullanimi1 sirasinda gilivenirligin bir gostergesidir. Farkli deney sicakligi, pH ve kolon
gibi degisiklerin sonuglar iizerinde etki gostermeyen degisikliklerin araligi belirlenerek
acgiklanir.

2.7.3. Ozgiinliik (Matriks EtKisi)

Calisilan biyolojik 6rneklerde bulunan analiz edilmeyen analitler veya interferans

maddelerin varligindan dolayr cevapta interferans veya direk veya indirek

degisikliklerin belirlenmesidir. '*>"**
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Kalibrasyon ve kalite kontrol o6rneklerini hazirlamak icin kullanilan referans
standartlarin kalitesi, calisma verilerinin belirlenmesinde Onemli bir yere sahiptir.
Genellikle ti¢ tip referans standart kullanilabilmektedir. Bunlar, onaylanmis referans
standartlar (USP standartlar1 gibi), gilivenilir ticari bir kaynaktan elde edilen ticari bir
sekilde saglanmis referans standartlar (Merck, Sigma gibi) ve ticari olmayan kurum
veya bir analitik laboratuvar tarafindan belirlenmis saflikta sentezlenmis referans
standartlardir.

Calismamizda kullanilan standart maddeler; provitamin A (B-K), E vitamin (a-T),
K3 vitamini (MN) ve suda ¢6ziinen K; vitamini (MBS), K, vitamini (menakinon), A
vitamini (retinol), trifenilfosfin, biitillenis hidroksi toluen (BHT), diazepam ve sodyum
karbonat Sigma’dan(USA) temin edildi. Milli-Q saflikta su kullanilmis olup kimyasal
¢Oziicii olarak kullanilan; etanol, hekzan, diklormetan, kloroform ve HCI analitiksel
saflikta, metanol, asetonitril, biitanol ve etanol HPLC saflikta olup Merck’ten
(Almanya) temin edildi.

Biyolojik matriks olarak kullanilan saghikli insan plazmasi1 Atatiirk Universitesi
Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Bankasmndan, saghkli tavsanlar Atatiirk Universitesi
ATADEM’den, ¢alisma sirasinda kullanilan otomatik pipetler (10-100 pL, 20-200 pL,
100-1000 pL ve 1000-5000 pL), kuvartz kiivet (USA) ve oto Ornekleyici vial kitleri
(Agilent, 1,8 mL screw cap) Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Laboratuvar’indan temin edildi.
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3.2. Cihazlar

Calismalarda kulanilan cihazlar, yontem gelistirme ve gegcerlilik testlerinde
istenilen performans kriterlerini saglamalidir. Kullanilan cihazlar istenilen 6zelliklere
sahip olup asagida verilmistir.

pH metre ( Schott ), santrifiij ( Hettich, RPM x 100), terazi (Bosch S 2000),
karstiric1 vorteks (IKA), su banyosu (GFL), etiiv (Memmert), vakum pompasi
(Phenomenex), Spektrofotometre sistemi ((Spektrofotometre (Thermospectronic,
HeAIOS B) ve bilgisayar (Vestel)) ve Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)
Sistemi (Yiiksek Performanshi Sivi Komatografi (Termoquest), DAD (Diyod Array
Dedektor) dedektor (Termoquest UV 6000 LP), Degazer (Thermoquest SCM 1000),
Pompa (Thermoquest SCM 1000), Kolon (Cg, 5 pm, 150 x 4,0 mm)(USA),
Otoornekleyici (Thermoquest AS 3000) ve Bilgisayar (Vestel)/Software (Thermoquest)).
3.3. Yontemler
3.3.1. Spektrofotometre Yontem Sartlan
3.3.1.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Sartlar

B-K, a-T, MN ve MBS icin UV-Goriiniir Boélge Spektrofotometrenin yontem

sartlar1 Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre sartlari

Yontem Sartlar B-K o-T MN MBS
Data modu Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans

Start Lamba (nm) 330 240 290 200

Stop Lamba (nm) 600 340 390 260

Lamba Degisimi (nm) 325 - 325 -

Tarama Hizi 600 nm/dak. | 600 nm/dak. | 600 nm/dak. | 600 nm/dak.

Bant Genisligi 2 nm 2 nm 2 nm 2 nm

Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek Yiiksek Orta
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3.3.1.2. Tiirev Spektrofotometri Yontem Sartlari

B-K, a-T, MN, MBS icin 1. Tiirev (1D-) ve 2. Tiirev (2D-) Spektrofotometri

yontem sartlar1 da sirasiyla Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4’de verildi.

Tablo 3.2: B-K’nin 1D- ve 2D- Spektrofotometre sartlar

Yontem Sartlari B-K
Data modu 1.Tirev (1D-) 2.Tirev (2D-)
Start Lamba (nm) 330 330
Stop Lamba (nm) 600 600
Lamba Degisimi (nm) 325 325
Tarama Hiz1 600 nm/dak. 600 nm/dak.
Bant Genisgligi 2 nm 2 nm
Dalga Boyu Araligi (AL) 21,0 21,0
Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek

Tablo 3.3: o-T’nin 1D- ve 2D- Spektrofotometre sartlar

Yontem Sartlari o-T
Data modu 1.Tirev (1D-) 2.Tirev (1D-)
Start Lamba (nm) 240 240
Stop Lamba (nm) 340 340
Lamba Degisimi (nm) 325 325
Tarama Hiz1 600 nm/dak. 600 nm/dak.
Bant Genisgligi 2 nm 2 nm
Dalga Boyu Araligi (AL) 21,0 21,0
Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek

Tablo 3.4: MN ve MBS’nin 1D- ve 2D- Spektrofotometre sartlari

Yontem Sartlari MN MBS

Data modu 1.Tirev(1D-) | 2.Tirev(2D-) | 1.Tirev (1D-) | 2.Tiirev(2D-)

Start Lamba (nm) 290 290 200 200

Stop Lamba (nm) 390 390 260 260

Lamba Degisimi (nm) 325 325 - -

Tarama Hizi 600 nm/dak. | 600 nm/dak. 600 nm/dak. 600 nm/dak.

Bant Genisgligi 2 nm 2 nm 2 nm 2 nm

Dalga Boyu Araligi (AL) 21,0 21,0 21,0 21,0

Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek Orta Orta
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3.3.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontem Sartlan

HPLC-DAD c¢alismasinda, B-K, retinol, a-T, MN ve MBS i¢in uygulanan

kromatografik yontem sartlar1 sirasiyla Tablo 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de verildi.

Tablo 3.5: B-K ve retinol igin HPLC-DAD ydntem sartlari

Yontem B-K Retinol
Sartlar1 Standart Plazma Standart/Plazma
Kolon Cs Cs Cs
(150x4,6 mm,5um ) | (150x4,6 mm,5um ) (150x4,6 mm,5um )
Dedektor DAD DAD DAD
Dalga Boyu 452 nm, 260 nm 452 nm, 245 nm 325 nm
. . Biitanol:Metanol:Su
Hareketli Faz Metano(lg/g‘;?;ton‘ml Metano(lg/g‘;?;ton‘ml (0-1,5dak., 0:10:90, 1,5-5 dak.
5:92:3, 5-11 dak. 5:92:3)
Kolon o 0 0
Sicakhig 29°C 29°C 29°C
Kolon Alas ImL/dak. ImL/dak. 1mL/dak.
Enjeksiyon
Hacmi 10 uL 10 uL 20 uL

I¢ Standart

Trifenil fosfin

K, vitamini

K, vitamini

Tablo 3.6: o-T icin HPLC-DAD ydntem sartlar1

Yontem Sartlari

Standart ve Plazma

Kolon Cs (150x4,6 mm,5um )
Dedektor DAD
Dalga Boyu 292 nm

Hareketli Faz

Metanol: Asetonitril:Su (84,5:10:5,5)

Kolon Sicakligi 25°C
Kolon Akis Hiz1 ImL/dak.
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
I¢ Standart K, vitamini
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Tablo 3.7: MN i¢in HPLC-DAD yontem sartlari

Yontem Sartlari

Standart ve Plazma

Kolon Cs (150x4,6 mm,5um )
Dedektor DAD
Dalga Boyu 330 nm

Hareketli Faz

Metanol:Su (0-4 dak., 90:10,
4-4,5 dak. 100:0, 4,5-12 dak., 100:0)

Kolon Sicakligi 30°C
Kolon Akis Hiz1 ImL/dak.
Enjeksiyon Hacmi 20 uL

I¢ Standart

K, vitamini

Tablo 3.8: MBS i¢in HPLC-DAD yo6ntem sartlar1

Yontem Sartlari Standart Plazma(MN’a doniistiiriilerek)
Kolon Cs (150x4,6 mm,5um ) Cs (150x4,6 mm,5um )
Dedektor DAD DAD
Dalga Boyu 230 nm 230 nm
. ) ) Metanol:Su (0-4 dak., 90:10,
Hareketli Faz Metanol:Su (60:40) 4-4,5 dak. 100:0, 4,5-12 dak.. 100:0)
Kolon Sicakligi 30°C 30°C
Kolon Akis Hiz1 ImL/dak. ImL/dak.
Enjeksiyon Hacmi 20 uL 20 uL
I¢ Standart Diazepam K, vitamini

3.4. Ekstraksiyon Prosesleri
B-K, retinol”, a-TS, MN ve MBS vitaminleri oksijen sicaklik ve 1siktan etkilendigi
icin ¢aligmalar etrafi alimunyum folyo ile sarili karanlik ortamlarda gerceklestirildi.
3.4.1. B-Karoten ve Retinoliin Ekstraksiyon Prosesi
3.4.1.1. B-K’nmin Spektrofotometrik Ol¢iimleri icin Ekstraksiyon Prosesi
Alimunyum folyo ile sarili bir deney tiipiine 0,3 mL plazma 6rnegi koyuldu.
Plazma iizerine uygun derisimlerde B-K ¢o6zeltisi eklendi ve karistirildi. Bu karisim
iizerine 1 mL etanol eklenip 10 sn vortekslendi. Daha sonra 5 mL hekzan ve 1 mL

kloroform ilave edildi. Agz1 kapatilarak 1 dak. vortekslendi. 4500 rpm de 10 dak.
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santrifiij edildi. Ust siipernatant kismu alndi ve oda sicakliginda azot gazi altinda
buharlastirildi ve kalint1 4 mL etanol ve kloroform (24/1, h/h) karisiminda ¢oziildi. p-K
katim1 yapilmamis plazma Orneginin ekstraksiyonu ile elde edilen kore karsit UV-
Goriintir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlarini elde etmek i¢in dl¢timler yapild.
3.4.1.2. B-K ve Retinoliin Kromatografik Ol¢iimleri icin Ekstraksiyon Prosesi
Alimunyum folyo ile sarili bir deney tiipline 0,3 mL plazma 6rnegi koyuldu.
Plazma {izerine uygun derisimlerde B-K veya retinol ¢ozeltisi ve i¢ standart olarak
kullanilan K, vitamini (etanolde 20 pg/mlL) ¢ozeltisinden 0,1 mL eklendi ve 10 sn
vortekslendi. Plazma tizerine 1 mL etanol eklendi ve tekrar 10 sn vortekslendi. Daha
sonra 5 mL hekzan ve 30 pg/mL BHT igeren kloroform ¢6zeltisinden 1 mL ilave edildi.
Agz1 kapatilarak 1 dak. vortekslendi. 4500 rpm de 10 dak. santrifiij edildi. Ust
siipernatant kism1 alindi ve oda sicakliginda azot gazi altinda kuruluga kadar
buharlastirildi. Kalint1 0,5 mL etanol ve 30 pg/mL BHT iceren kloroform (24/1, h/h)
coziicii karisiminda ¢oziildii. 45 um gozenek biiylikliigline sahip filtreden stiziilerek
viallere koyuldu. HPLC-DAD sistemine, B-K analizinde 10 pL ve retinoliin analizinde
de 20 pL enjeksiyon yapildi.
3.4.2. a-Tokoferoliin (a-T) Ekstraksiyon Prosesi
3.4.2.1. a-T’nin Spektrofotometrik Olgiimleri i¢cin Ekstraksiyon Prosesi
Alimunyum folyo ile sarili bir deney tiipiine 0,3 mL plazma 6rnegi koyuldu.
Uygun derisimlerde a-T ¢6zeltisi eklendi ve karistirildi. Daha sonra 1 mL etanol eklendi
ve 10 sn vortekslendi. Bu ¢6zelti lizerine 6 mL hekzan-diklormetan (9/1, h/h) ¢6ziicl
karigim ilave edilip agz1 kapatilarak 1 dak. vortekslendi. 6000 rpm de 7 dak. santrifiyj
edildi. Ust siipernatant kism alind1 ve oda sicaklifinda azot gazi altinda kuruluga kadar

buharlastirildi. Kalint1 4 mL etanolde ¢oziildii. a-T katimi yapilmamis plazma 6rneginin
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ekstraksiyonu ile elde edilen kér numuneye karst UV Goriliniir Bolge, 1D- ve 2D-
spektrumlarmi elde etmek i¢in dl¢iimler yapildi
3.4.2.2. a-T’nin Kromatografik Ol¢iimleri icin Ekstraksiyon Prosesi

Alimunyum folyo ile saril1 bir deney tiipiine 0,3 mL plazma 6rnegi alindi. Uygun
derisimlerde a-T ¢ozeltisi ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamin ¢dzeltisinden (50
pug/mL) 0,1 mL eklendi. 10 sn vortekslendi ve 1 mL etanol eklendi. 10 sn vortekslendi.
Daha sonra 6 mL hekzan-diklormetan (9/1, h/h) ¢oziicii karisimi ilave edildi. Agzi
kapatilarak 1 dak. vortekslendi. 6000 rpm de 7 dak. santrifiij edildi. Ust siipernatant
kism1 alind1 ve oda sicakliginda azot gazi altinda kuruluga kadar buharlastirildi. Kalinti
0,5 mL etanol ¢ozeltisinde c¢oziildii. 45 pum gozenek biiytlikliigiine sahip filtreden
stiziilerek viallere koyuldu. HPLC-DAD sistemine 20 pL enjekte edildi.
3.4.3. Menadionun Ekstraksiyon Prosesi
3.4.3.1. MN’nin Spektrofotometrik Olciimleri icin Ekstraksiyon Prosesi

Alimunyum folyo ile sarili bir deney tiipiine 0,2 mL plazma 6rnegi koyuldu.
Uygun derisimlerde MN ¢6zeltisi eklendi. 0,1 mL 0,03 M HCIl ¢ozeltisi eklendi ve 10 sn
vortekslendi. Daha sonra 0,5 mL %10,6 Na,COs (a/h) (pH:11,30) ¢6zeltisinden ilave
edilip tekrar 10 sn vortekslendi. Elde edilen ¢ozeltiye 4 mL hekzan eklendi ve agzi
kapatilarak 5 dak. vortekslendi. 6000 rpm de 30 dak. santrifiij edildi. Ust siipernatant
kismi alindi. 45 pm gozenek biiylikligline sahip filtreden siiziildii. MN’nin katimi
yapilmamis plazma 6rneginin ekstraksiyonu ile elde edilen kér numuneye karst UV-
Goriintir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlarini elde etmek i¢in dl¢timler yapild.
3.4.3.2. MN’nin Kromatografik Olgiimleri icin Ekstraksiyon Prosesi

Alimunyum folyo ile sarili deney tiipiine 0,2 mL plazma 6rnegi koyuldu. Uygun

derisimlerde MN c¢ozeltisi ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamin ¢ozeltisinden (50
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png/mL) 0,1 mL eklendi ve karistirildi. Bu ¢ozeltiye 0,1 mL 0,03 M HCI ¢ozeltisi
eklendi ve 10 sn vortekslendi. Daha sonra 0,5 mL %10,6 Na,CO; (a/h) (pH:11,30)
cozeltisinden eklenip tekrar 10 sn vortekslendi. Elde edilen ¢dzeltiye 2 mL hekzan
eklendi. Agz1 kapatilarak 5 dak. vortekslendi. 6000 rpm de 30 dak. santrifiij edildi. Ust
siipernatant alindi. 45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildi. HPLC-DAD
sistemine 20 pL enjekte edildi.
3.4.4. Menadion Sodyum Bisiilfitin Ekstraksiyon Prosesi
3.4.4.1. MBS’nin Spektrofotometrik Olciimleri icin Ekstraksiyon Prosesi

Literatiir taramasinda MBS nin direk ekstraksiyonuna ait herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Yapilan calismada MBS’nin plazmadan ekstraksiyonunun MN’ye
doniistiirilerek yapilabilecegi belirlendi. Alimunyum folyo ile sarili bir deney tiipiine
0,2 mL plazma Ornegi koyuldu. Uygun derisimlerde MBS c¢ozeltisi eklendi ve
karstirildi. Cozeltiye 0,1 mL 0,03 M HCI ¢6zeltisi eklenip 10 sn vortekslendi. Daha
sonra 0,5 mL %10,6 Na,CO; (a/h) (pH:11,30) ¢ozeltisinden ilave edilerek MN’ye
dontistim saglandi. 10 sn daha vortekslendi. Elde edilen bu ¢ozeltiye 4 mL hekzan
eklenip agz1 kapatilarak 5 dak. daha vortekslendi. 6000 rpm de 30 dak. santrifiij edildi.
Ust siipernatant alindi. 45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildii. MBS
katim1 yapilmamis plazma 6rneginin ekstraksiyonu ile elde edilen kor numuneye karsi
UV Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlarini elde etmek i¢in i¢in 6lgtimler yapildi.
3.4.4.2. MBS’nin Kromatografi Olgiimleri i¢cin Ekstraksiyon Prosesi

Alimunyum folyo ile sarili deney tiiptine 0,2 mL plazma 6rnegi koyuldu. Uygun
derisimlerde MBS ¢d6zeltisi ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamin ¢6zeltisinden (50
pug/mL) 0,1 mL ve 0,1 mL 0,03 M HCI ¢ozeltisi eklendi ve 10 sn vortekslendi. Daha

sonra 0,5 mL 9%10,6 Na,COs (a/h) (pH:11,30) ¢ozeltisinden ilave edilerek MN’ye
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dontistimii saglanarak 10 sn vortekslendi. Elde edilen bu ¢ozeltiye 2 mL hekzan eklendi
ve agz1 kapatilarak 5 dak. vortekslendi. 6000 rpm de 30 dak. santrifiij edildi. Ust
siipernatant alindi. 45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildi. HPLC-DAD
sistemine 20 pL enjekte edildi.

3.4.5. MBS’ ’nin MN’ye Déniistiiriilmesi

O O
CH; pH>11 CH;
S03Na O‘ + NaHSO 3
pH=6-10
s} O
MBS MN

Sekil 3.1: MBS’ nin MN’ye déniisiim reaksiyonu'”

Sekil 3.1°de gosterilen reaksiyonda goriildigii gibi pH>11de MBS, MN’ye
doniismektedir'?' (10 mg MBS, 6,1 mg MN’a esdegerdir). Bu reaksiyondan hareketle
0,2 mL 0,01 M HCI ¢o6zeltisine, 0,01 M HCI ¢ozeltisinde hazirlanan MBS ¢o6zeltisi
(kalibrasyon egrisinde kullanilan tiim derisimler i¢cin) eklendi ve 10 sn vortekslendi.
Daha sonra MBS ’nin MN’ye doniisiimiinii saglamak i¢cin 0,5 mL % 10,6 Na,COs (a/h)
(pH:11,30) ¢ozeltisi ilave edildi. Kromatografik ¢aligmalarda i¢ standart da eklendi.
Cozelti karisimlari 10 sn vortekslendi. Bu ¢6zelti karigimina spektrofotometrik analizler
icin 4 mL, kromatografik analizler icin 2 mL hekzan eklendi. Agz1 kapatilarak 5 dak.
vortekslendi ve 6000 rpm de 30 dak. santrifiij edildi. Ust siipernatant almip 45 pm
gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildii. Daha sonra MN’ye gore gelistirilen

spektroskopik ve kromatografik yontemlerle analizleri gerceklestirildi.
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MBS’ nin MN’ye doniisiim yiizdesini hesaplamak icin ayni sekilde, 0,2 mL 0,01 M
HCI ¢o6zeltisine MN’un hekzan ile hazirlanan ¢ozeltileri (MBS’ nin MN’ye doniistimii
ile elde edilebilecek kalibrasyon egrisinde kullanilan tiim derisimler i¢in) hazirlanarak
eklendi ve 10 sn vortekslendi. Daha sonra ayni1 sartlar1 saglayabilmek icin sirastyla 0,1
mL 0,03 M HCI ve 0,5 mL % 10,6 Na,COs (a/h) (pH:11,30) ¢ozeltisi ilave edilip 10 sn
vortekslendi. Elde edilen ¢ozeltiye spektrofotometrik analizler i¢in 4 mL, kromatografik
analizler i¢in 2 mL hekzan eklendi ve agzi kapatilarak 5 dak. vortekslendi. 6000 rpm’de
30 dak. santrifiij edildi. Ust siipernatant alinarak 45 pm gdzenek biiyiikliigiine sahip
filtreden siiziildi. Daha sonra MN’ye gore gelistirilen spektrofotometrik ve
kromatografik yontemlerle analizleri gerceklestirildi ve MBS’nin MN’ye doniisiim
ylizdesi belirlendi.

4. BULGULAR
4.1. Stabilite (Kararhhk)

Stabilite ¢alismasi, B-K, retinol, a-T, MN ve MBS’nin standart ¢ozeltilerinin ve
plazma icerisindeki ¢ozeltilerinin analiz boyunca hangi ortamlarda ne kadar siire ile
bozunmadan stabil kaldigini belirlemek amaciyla yapildi.

Calisilan analitlerin stabilitesi, calisilan labaratuvar sartlarinda, deney sirasinda
gilines 1s1¢idan korundugu koyu renkli veya alimiinyum folyo ile sarili malzemeler
kullanilarak, kalite kontrol 6rnekleri ile belirlendi. FDA rehberinde belirtilen stabilite
kuralina gore analitlerin stabilite sartlar1 belirlendi ve analiz sonuglar1 degerlendiridi.
4.1.1. B-K, Retinol, a-T, MN ve MBS’nin Standart Cozeltilerinin Stabilitesi

BHT igeren B-K ve retinoliin (0,75, 4,0 ve 8,0 ug/mL), a-T’nin (0,75, 5,0 ve 15,0
pg/mL), MN ve MBS’nin (0,75, 5,0 ve 10,0 ng/mL) diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde

hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri oda sicakliginda 6, 24, 48 ve 60 saat, 4°C
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(buzdolab1) ve -20°C’de (derin dondurucu) 24, 48 ve 60 saat bekletildikten sonra
HPLC-DAD yontemi ile analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz
edilen standart cozeltilerin analiz sonuclar1 ile kiyaslanarak sonuglar yilizde geri
kazanim olarak Tablo 4.1°de verildi.
4.1.2. B-K, Retinol, a-T, MN ve MBS’nin Plazma Cozeltilerinin Stabilitesi
4.1.2.1. Donma ve Erime Stabilitesi

B-K ve retinoliin (0,75, 4,0 ve 8,0 pg/mL), a-T nin (0,75, 5,0 ve 15,0 ng/mL), MN
ve MBS’nin (0,305, 1,525 ve 6,100 pg/mL) diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde
hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip -70°C depolama sicakliginda
24 saat bekletildi ve oda sicakliginda yardimsiz eritildi. Donma erime turlar1 3 kez
tekrarlandi ve her donma erime turundan sonra analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni
hazirlanip analiz edilen standart ¢6zeltilerinin analiz sonuglar1 ile kiyaslanarak sonuglar
ylizde geri kazanim olarak Tablo 4.2°de verildi.
4.1.2.2. Uzun Donem Stabilitesi

B-K ve retinoliin (0,75, 4,0 ve 8,0 pg/mL), a-T nin (0,75, 5,0 ve 15,0 ng/mL), MN
ve MBS’nin (0,305, 1,525 ve 6,100 ug/mL) yiiksek, orta ve diisiik derisimlerdeki kalite
kontrol ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip -20°C ve -70°C’de 24, 48 ve 60 saat
birakildiktan sonra analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen
standart ¢ozeltilerinin analiz sonuglar1 ile kiyaslanarak sonuclar yiizde geri kazanim
olarak Tablo 4.2°de verildi.
4.1.2.3. Kisa Donem Stabilitesi

B-K ve retinoliin (0,75, 4,0 ve 8,0 pg/mL), a-T nin (0,75, 5,0 ve 15,0 ng/mL), MN
ve MBS’nin (0,305, 1,525 ve 6,100 pug/mL) yiiksek, orta ve diisiik derisimlerindeki

kalite kontrol ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip oda sicakliginda 6, 24 ve 48 saat
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birakildiktan sonra analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen
standart ¢ozeltilerinin analiz sonuglar1 kiyaslanarak sonuglar yilizde geri kazanim olarak
Tablo 4.3°de verildi.
4.1.2.4. Hazirlama Sonrasi Stabilite

BHT igeren B-K ve retinoliin (0,75, 4,0 ve 8,0 ug/mL), a-T’nin (0,75, 5,0 ve 15,0
pg/mL), MN ve MBS’nin (0,305, 1,525 ve 6,100 pug/mL) yiiksek, orta ve diisiik
derisimlerindeki kalite kontrol ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip ekstraksiyonlari
gerceklestirildikten sonra numune ¢ozeltileri viallere konularak oto 6rnekleyici lizerinde
6 ve 24 saat bekletildikten sonra analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip
analiz edilen standart ¢ozeltilerinin analiz sonuclari ile kiyaslanarak sonuclar ylizde geri

kazanim olarak Tablo 4.3’de verildi.
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Tablo 4.1: B-K, retinol, a-T, MN ve MBS standart kalite kontrol ¢ozeltilerin stabilitesi

Etkin | Eklenen Stabilite (Oda Sicakligi), (%GK+SS) Stabilite (4°C) (%GK£SS) Stabilite (-20°C) (%GK=£SS)
Madde | (ug/mL) 6 saat 24 saat 48 saat 60 saat 24 saat 48 saat 60 saat 24 saat 48 saat 60 saat
0,750 | 97,46+0,750 | 96,20+2,390 | 90,83+1,755 | 79,99+0,598 | 94,2242 387 | 96,26+2,234 | 79,49+2,609 | 98,13+1,792 | 96,42+0,981 | 93,94+0,907
BK 4,000 | 98,66+1,439 | 94,171,063 | 97,30+6,445 | 90,45+1,072 | 94,32+0,553 | 102,542,741 | 91,34+1,697 | 98,25+0,815 | 106,0+2,085 | 94,90+2,040
8,000 | 95,61+2,630 | 94,054+2,535 | 96,17+1,421 | 76,85+2,897 | 97,68+0,623 | 103,5+2,886 | 91,92+3,046 | 98,19+1,482 | 99,59+1,759 | 99,73+0,344
0,750 | 100,0+3,469 | 95,65+2,042 | 98,58+1,864 | 102,0+3,681 | 97,22+2,994 | 98,05+2,252 | 93,54+2,714 | 102,4+1,657 | 97,83+2,885 | 97,31+0,684
Retinol 4,000 | 99,161,690 | 98,74+1,434 | 102,7+£2,246 | 97,59+1,258 | 102,3+1,813 | 103,9+0,534 | 93,17+1,252 | 102,5+2,350 | 103,4+1,410 | 99,57+0,239
8,000 | 101,4+1,409 | 103,242,785 | 101,4+0,297 | 104,242,822 | 98,60+1,046 | 106,5+2,516 | 98,54+1,153 | 103,9+1,263 | 107,2+1,932 | 104,9+0,667
0,750 | 98,29+1,449 | 97,10+1,572 | 97,35+5,653 | 96,10+1,972 | 102,2+1,627 | 95,55+4,526 | 93,41+1,797 | 100,7+0,562 | 99,45+1,161 | 98,21+0,386
T 5,000 | 103,842,143 | 105,8+0,814 | 100,2+1,430 | 97,53+2,371 | 103,442,139 | 101,5+0,512 | 100,7+0,594 | 100,5+1,125 | 102,0+1,791 | 101,441,278
15,00 | 101,140,574 | 104,4+3,858 | 96,04+0,781 | 92,26+0,868 | 101,8+0,430 | 98,55+0,889 | 97,15+0,878 | 95,73+£3,595 | 92,41+2,138 | 94,05+2,895
0,750 | 97,46+1,611 | 96,35+1,409 (-) (-) 102,3+3,125 | 104,5+4,322 | 113,3+0,930 | 98,670,971 | 106,9+1,486 | 101,7+1,456
MN 5,000 | 99,50+4,511 | 98,90+1,729 (-) (-) 101,9+3,032 | 102,4+1,032 | 94,49+2,990 | 100,943,325 | 108,243,974 | 100,3+4,414
10,00 | 99,6243,312 | 106,9+2,238 (-) (-) 101,8+1,628 | 104,3+3,814 | 97,40+2,060 | 99,57+3,672 | 99,85+0,413 | 97,47+0,349
0,750 | 95,35+0,792 | 97,50+2,703 (-) () 95,59+4,183 | 88,90+1,549 | 81,3443,287 | 97,52+3,531 | 95,60+2,432 | 94,04+1,185
MBS 5,000 | 98,15+3,432 | 101,2+2,381 () () 97,49+3,899 | 83,03+3,858 | 79,62+1,764 | 99,26+3,286 | 96,17+3,400 | 95,66+1,588
10,00 | 92,67+1,138 | 94,58+3,391 (-) (-) 97,03+0,715 | 87,12+3,098 | 81,50+1,907 | 95,61+2,730 | 95,70+2,894 | 95,09+2,974

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim, (-): pik gdzlenmedi.
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Tablo 4.2: B-K, retinol, a-T, MN ve MBS plazma kalite kontrol ¢dzeltilerin uzun dénem stabilitesi ve donma erime stabilitesi

Etkin | Eklenen Stabilite (-20°C), (%GK<£SS) Stabilite (-70°C), (%GK<£SS) Stabilite (-70°C), (%GK£SS)(Donma-Erime)
Madde | (ug/mL) 24 saat 48 saat 60 saat 24 saat 48 saat 60 saat 24 saat 48 saat 60 saat
Kor 101,744,787 | 94,894+2,292 | 55,63+3,170 | 101,541,414 | 102,5+£2,104 | 103,8+3,116 | 100,5+£2,746 | 104,9+0,773 | 97.36+1,909
0,750 | 94,48+2,957 | 108,648,922 | 53,48+1,070 | 103,7+2,936 | 93,9343,586 | 97,14+4,923 | 102,5+92,88 | 92,88+1,781 | 96,09+5,011
B-K 4,000 | 94,32+2,537 | 96,09+£3,474 | 75,05£2,798 | 94,75£3,066 | 99,36+4,497 | 96,66+2,927 | 91,16+0,589 | 102,642,155 | 96,77+5,796
8,000 | 97,14+4,026 | 99,94+1,457 | 85,47+1,327 | 100,3+2,890 | 97,97+3,941 | 95,33+5,941 | 100,1+£3,253 | 98,30+4,438 | 93,77+4,504
Kor 103,6+3,236 | 105,2+1,694 | 90,18+0,745 | 101,0+4,523 | 96,24+3,915 | 96,55+2,786 | 99,52+2,039 | 92,88+1,509 | 99,49+2,847
0,750 | 104,9+2,035 | 107,843,225 | 107,4+1,678 | 102,2+1,305 | 103,3+£2,552 | 102,7£1,564 | 104,5+£1,610 | 104,7+£1,936 | 106,8+0,370
Retinol | 4,000 | 107,443,706 | 106,344,986 | 106,1+4,285 | 98,20+1,321 | 101,0+1,338 | 102,9+4,931 | 96,444+3,345 | 105,1+£2,922 | 104,3+0,930
8,000 | 96,21+4,048 | 92,93+1,450 | 94,32+3,647 | 96,62+0,577 | 95,96+2,028 | 94,97+3,899 | 94,46+2,240 | 92,90+2,111 | 94,30+0,992
Kor 103,2+£2,107 | 99,30+1,212 | 95,63+1,858 | 103,4+1,341 | 100,7+1,686 | 98,27+2,887 | 102,5£2,655 | 100,7+1,686 | 98,33+3,647
0,750 | 100,6+2,834 | 95,65+1,738 | 94,46+2,222 | 102,3+6,592 | 100,0£3,933 | 97,43+1,380 | 97,62+4,604 | 96,42+4,994 | 94 80+2,681
o-T 5,000 | 103,2+£2,660 | 103,1+2,460 | 94,74+1,297 | 100,1+£0,743 | 102,643,041 | 100,644,048 | 98,96+2,133 | 98,61+2,917 | 96,56+1,237
15,00 | 104,3+3,625 | 92,26+2,156 | 86,48+1,988 | 102,0+2,022 | 97,54+1,700 | 99,034,610 | 99,84+2.520 | 96,39+£3,752 | 95,83+2,534
Kor 95,74+1,993 | 97,5442,742 | 94,09+2,552 | 93,89+1,798 | 96,224+4,866 | 95,65+1,311 | 95,361,168 | 94,4442,134 | 97,31£1,627
0,305 | 102,3+1,182 | 105,844,807 | 98,54+5,613 | 107,4+2,605 | 104,1+6,908 | 100,3+2,017 | 105,9+4,455 | 106,444,329 | 98,71£2,762
MN 1,525 | 107,7+£2,330 | 109,6+6,812 | 108,8+1,692 | 100,5+1,744 | 103,1+£4,905 | 106,7+£2,610 | 103,4+0,907 | 107,0£1,138 | 106,8+4,915
6,100 | 107,8+1,929 | 100,743,675 | 104,7+1,401 | 105,1+3,458 | 103,6+3,453 | 98,79+£2,695 | 93,94+2.301 | 107,2+1,544 | 104,8+1,396
Kor 98,68+2,742 | 95,9743,335 | 91,41+1,109 | 99,25+1,400 | 102,8+0,908 | 95,69+1,116 | 98,11+4,939 | 102,4+1,977 | 94,94+1,875
0,305 | 94,28+1967 | 94,74+1,670 | 91,35+1,828 | 95,85+2,581 | 97,00£3,256 | 100,6+2,233 | 95,13+£2,693 | 96,08+3,449 | 100,5+3,098
MBS 1,525 | 105,5+1,691 | 93,67+1,514 | 103,3+3,731 | 104,7+£2,776 | 93,75+2,041 | 97,25+3,229 | 106,4+0,432 | 94,83+1,589 | 98,50+1,253
6,100 | 102,543,343 | 95,70+3,318 | 102,4+2,928 | 101,7+1,821 | 95,082,411 | 94,52+2.349 | 102,0£3,736 | 94,06£3,188 | 93,77+3,207

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim, (-): pik gézlenmedi.
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Tablo 4.3: B-K, retinol, a-T, MN ve MBS plazma kalite kontrol ¢ozeltilerin kisa donem
stabilitesi ve hazirlama sonrasi (oto 6rnekleyici iizerinde) stabilitesi

Kisa Donem Stabilitesi

Hazirlama Sonrasi Stabilite

1\]22;1;16 (il;/kﬁir; 20°C(Oda Sicaklig), (%GK+SS) 20°C(Oda Sicaklig), (%GK+SS)
6 saat 24 saat 48 saat 6 saat 24 saat

Kor 97,70+3,117 | 96,90+0,622 | 66,86+4,032 98,03+1,035 92,51+4,057

BK 0,750 100,6+1,908 | 98,91+1,435 | 117,743,464 99,96+2,627 107,0+3,203
4,000 96,76+3,610 | 94,12+3,297 | 94,58+3,232 95,13+1,778 108,6+2,107

8,000 95,03+1,468 | 91,02+5,472 | 64,84+2,587 94,37+2,365 104,9+£2,173

Kor 105,8+3,050 | 106,7+1,318 () 101,1+1,918 105,9+£0,715

0,750 98,41+0,869 | 105,5+3,029 () 102,3£1,076 100,745,452

Retinol 4,000 91,57+1,551 | 99,49+4,893 () 107,1+0,683 93,26+3,972
8,000 104,3+1,291 | 110,2+1,994 () 102,9£1,742 99,60+3,929

Kor 92,29+4,087 | 123,8+5,788 | 87,44+0,923 104,4+1,414 08,26+2,851

0,750 91,64+3,723 | 89,87+0,625 | 76,78+4,114 99,56+1,646 98,83+4,608

a-T 5,000 95,24+1,098 | 114,2+3,500 | 110,844,205 103,0+2,948 101,1£1,398
15,00 96,88+3,547 | 68,98+3,406 | 31,63%£2,505 100,0+1,127 99,95+2.353

Kor 99,76+0,962 | 103,6+1,702 | 75,91+4,881 100,1+5,723 93,07+1,486

0,305 103,243,189 | 104,5+£3,486 | 97,16+3,846 97,50+2,994 106,0+3,024

MN 1,525 106,2+1,172 | 93,062,803 | 61,31+1,304 96,87+2,531 109,0£1,646
6,100 96,86+1,837 | 38,510,739 | 18,15+0,381 95,72+4,671 104,1£1,877

Kor 98,33+2,446 | 52,02+2,566 () 96,68+7,554 09,29+4,048

0,305 106,6+1,214 | 42,52+3,695 () 92,18+1,802 92,88+0,489

MBS 1,525 98,95+1,379 | 33,42+2,198 () 97,03+3,861 106,0+3,028
6,100 97,26+£5,253 | 35,93+2,179 () 93,47+3,996 98,30+3,994

SS: standart sapma (n=3), %GK: yiizde geri kazanim, (-): pik gézlenmedi.

4.2. UV-Gériiniir Bolge, Birinci- ve Ikinci-Tiirev Spektrofotometri Yontemi

4.2.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

B-K, 200 pg/mL derisimde hekzanda hazirlanan stok ¢ozelti etanol ile

seyreltilerek 0,5-5,0 pg/mL derisim araliginda standart calisma c¢ozeltileri hazirland1

Boliim 3.4.1.1°de verilen ekstraksiyon yontemiyle plazmadan B-K’nin ekstraksiyonu

yapilarak 0,5-5,0 pg/mL derisim araliginda plazma ¢6zeltileri hazirlandi.

a-T, 200 pg/mL derisimde etanolde hazirlanan stok c¢ozeltisi etanol ile

seyreltilerek 2,0-50 pg/mL derisim araliinda standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi

Boliim 3.4.2.1°de verilen ekstraksiyon yontemiyle plazmadan a-T’nin ekstraksiyonu

yapilarak 4,0-100 pg/mL derigim araliginda plazma ¢6zeltileri hazirlandi.
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MN, 200 pg/mL derisimde hekzanda hazirlanan stok c¢ozeltisi hekzan ile
seyreltilerek 1,040 pg/mL derisim aralifinda standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi
Boliim 3.4.3.1°de verilen ekstraksiyon yontemiyle plazmadan MN’nin ekstraksiyonu
yapilarak 1,525-32,50 pg/mL derisim araliginda plazma ¢ozeltileri hazirlandi.

MBS, 200 pg/mL derisimde 0,01 M HCI’de hazirlanan stok ¢ozeltisi ayni ¢oziicli
ile seyreltilerek 0,5-20 pg/mL derisim araliginda standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
Bolim 3.4.4.1’de verilen ekstraksiyon yontemiyle plazmada MBS’nin MN’ye
dontistimii yapilip ekstraksiyonu yapilarak 1,525-32,50 pg/mL derisim araliginda MN
plazma ¢ozeltileri hazirlandi.

4.2.2. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontemi
4.2.2.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontem Gecerlilik Testleri
4.2.2.1.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

B-K c¢ozeltisinin 330600 nm dalga boyu araliginda taramasi yapildi ve
spektrumlar1 alindi. B-K c¢ok az miktarda hekzanda c¢oziindiikten sonra etanol ile
hazirlanan ¢6zeltisinin alman spektrumunda 452 nm ve 477 nm dalga boylarinda 2
maksimum pik gozlendi (Sekil 4.1A) Ekstraksiyon ile elde edilen plazma ¢ozeltilerinde
ise 452 nm ve 478 nm dalga boylarinda 2 maksimum pik gosterdi (Sekil 4.1B).
Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmada.

a-T c¢ozeltisi 240-340 nm dalga boyu araliginda taramasi yapildi ve spektrumlari
alindi. Hem standart hemde plazma c¢ozeltilerinde 292 nm dalga boyunda bir pik
gozlendi (Sekil 4.2A-B). Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.

MN c¢ozeltisi 290-390 nm dalga boyu araliginda taramasi yapildi ve spektrumlari
alindi. Hem standart hemde plazma c¢ozeltilerinde 330 nm dalga boyunda bir pik

gozlendi (Sekil 4.3A-B). Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.
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MBS ¢o6zeltisi 200260 nm dalga boyu araliginda taramasi yapilarak spektrumlari

almdi. MBS’nin 0,01M HCl’de hazirlanan c¢o6zeltilerinde 230 nm dalga boyunda

maksimum bir pik goézlendi (Sekil 4.4A). MBS, MN’ye donistiiriildiikten sonra

plazmadan ekstraksiyon ile elde edilen plazma ¢ozeltileri ise 330 nm dalga boyunda bir

pik gosterdi (Sekil 4.4B). Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.
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Sekil 4.1: Farkli derisimlerde B-K’nin UV-Goriiniir Bolge spektrumlari: A) Standart ¢alisma

¢ozeltileri B) Plazma ¢ozeltileri
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Sekil 4.2: Farkli derisimlerde a-T’nin UV-Goriiniir Bolge spektrumlari: A) Standart ¢alisma

¢ozeltileri B) Plazma ¢ozeltileri
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Sekil 4.3: Farkli derisimlerde MN’nin UV-Goriiniir Bolge spektrumlari: A) Standart ¢alisma
¢ozeltileri B) Plazma ¢ozeltileri
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Sekil 4.4: Farkli derisimlerde MBS nin UV-Goriiniir Bolge spektrumlari: A) Standart ¢alisma
¢ozeltileri B) Plazma ¢ozeltileri

MBS’nin MN’ye doniisiimiinii bulmak i¢in, MBS ve MN ayr1 ayr1 0,01 M HCI
cozeltisine eklendi Bolim 3.4.°de verilen yontemler ile Once doniisiimii daha sonra
ekstraksiyonu gercgeklestirilerek 1,525-32,50 pg/mL derisim araliginda standart

cozeltileri hazirlandi ve 330 nm dalga boyunda spektrumlar1 (Sekil 4.5A-B) alinip
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absorbanslar1 belirlendi. 0,01 M HCIl c¢ozeltisine eklenen MN’nin ve MN’ye
dontistiiriilen MBS’nin sirasiyla geri kazanim degerleri % 98,96 (% BSS: 2,872, n=6)
ve % 96,84 (% BSS: 3,979, n=6) olarak belirlendi. Calismada MBS’nin MN’ye

dontistim oran1 % 98,07 (% BSS:1,394 n=6) olarak tespit edildi.
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Sekil 4.5: Farkli derisimlerde 0,01M HCI c¢ozeltisinden ekstrakte edilen ¢ozeltilerin UV-
Goriniir Bolge spektrumlari: A) MN’ye doniistiiriilmiis MBS ¢ozeltileri B) MN ¢ozeltileri

4.2.2.1.2. Dogrusalik/Calisma Arahg:

Hekzanda hazirlanan 6 farkli derisimde (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 pg/mL) B-K’nm,
etanolde hazirlanan 9 farkh derisimde (2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL) a-T’nin,
hekzanda hazirlanan 7 farkl derisimde (1, 2,5, 5, 10, 20, 30 ve 40 pg/mL) MN’nin, 0,01
M HCI ile hazirlanan 7 farkli derisimde (0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL) MBS’nin
standart ¢oOzeltilerinin derisimlerine karst okunan UV-Goriniir Bolge absorbans

degerlerinin grafige gecirilmesiyle standart kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.6A-D).



91

Plazmaya spike edilip ve plazmadan Bolim 3.4’de verilen ekstraksiyon

yontemiyle elde edilen 6 farkli derigsimdeki (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 ug/mL) B-K’nm, 9 farkh

derisimdeki (4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 ve 100 pg/mL) o-T’nin, 6 farklh derisimdeki

(1,525, 3,05, 6,01, 12,2, 18,3 ve 32,5 ug/mL) MN ve MN’ye déniistiiriilen MBS’nin

plazma c¢ozeltilerinin derisimlerine kars1 okunan UV-Goriintir Bolge absorbans

degerlerinin grafige gecirilmesi ile plazma kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.7A-D).

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin

regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuclar1 sirasiyla Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’de

verildi.

Tablo 4.4: B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢alisma ¢0zeltilerinin kalibrasyon egrilerinin
istatistiksel analiz degerleri

. CA a
Etkin Madde Ortam (ug/mL) LR Sa Sb r
BK Etanol 0,5-5 | A4520m=0,2500x+0,032 | 0,0107 | 0,0033 | 0,9995
0,5-5 | A477am=0,2230x+0,030 | 0,0072 | 0,0023 | 0,9993
o-T Etanol 2-50 A292,m=0,0073x+0,005 | 0,0013 | 0,0001 | 0,9996
MN Hekzan 1,0-40 | A3300m=0,0152x+0,060 | 0,00004 | 0,0032 | 0,9996
MBS 0,01 M HCI 0,5-20 | A»0mm=0,0951x+0,013 | 0,0001 | 0,0003 | 0,9997

CA: caligma araligi, *:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

Tablo 4.5: B-K, o-T, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS’ nin plazma ¢dzeltilerinin kalibrasyon

egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Madde CA (ug/mL) LR* Sa Sb r
B-K 0,5-5 Aus7nn=0,2601x+0,0130 | 0,0137 | 0,0090 | 0,9998
0,5-5 Au7gnn=0,2288x+0,0168 | 0,0177 | 0,0073 | 0,9991
o-T 4-100 A292nm=0,0062x+0,0270 | 0,0062 | 0,0270 | 0,9980
MN 1,525-32,5 A3300m=0,0136x+0,0016 | 0,0007 | 0,0017 | 0,9989
MBS 1,525-32,5 A3300m=0,0131x+0,0102 | 0,0006 | 0,0004 | 0,9996

CA: caligma araligi, *:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi
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Sekil 4.6: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemi ile elde edilen standart ¢alisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) f-K B) a-T C) MN D)

MBS
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Sekil 4.7: UV-Goriiniir Bolge spektrofotometri yontemi ile elde edilen plazma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) B-K B) o-T C) MN D) MN’ye

doniistiiriillmiis MBS



4.2.2.1.3. Dogruluk/ Kesinlik
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B-K, o-T, MN ve MBS kalibrasyon egrileri icine diisen li¢ farkli derisimde

standart kalite kontrol ¢ozeltilerinin ve plazmadan ekstraksiyon ile elde edilen plazma

kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni labaratuar sartlarinda 1 giinde 6

kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez) analizleri ile dogruluk ve

kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarmin ortalamasi ve standart sapmalari

belirlendi. Dogruluk bagil hatayla ve kesinlikte bagil standart sapma (% BSS) ile verildi

(Tablo 4.6 ve Tablo 4.7).

Tablo 4.6: B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerin giini¢i ve giinler arasi dogruluk ve
kesinlik degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi

Etkin | Ortam | A(nm) | Eklenen | Ortalama+SS | Dogruluk | % | Ortalama+SS | Dogruluk | %
Madde (ug/ml)|  (ug/mL) BSS | (ug/mL) BSS
0,750 | 0,776+ 0,018 3,330 | 2,319 0,723+0,058 | -3,600 | 8,022
Ausy 2,500 | 2,640+0,038 5,600 1,439 | 2,604+0,049 4,160 1,881
4,000 4,018+0,035 0,450 0,871 | 3,983+0,044 0,425 1,104
B-K | Etanol 0,750 | 0,781+0,008 | -4,930 | 1,024 | 0,726+0,062 | -3,200 | 8,539
Ay 2,500 | 2,669+0,046 6,760 1,723 | 2,583+0,045 3,320 1,742
4,000 3,951+0,041 1,225 1,037 | 3,945+0,054 -1,375 1,368
3,000 | 3,050+0,103 1,666 | 3,377 | 3,027+0,150 0,900 | 4,955
a-T Etanol | Ay 10,00 10,11+0,112 1,100 1,107 | 10,10+0,296 1,000 2,930
40,00 40,58+0,732 1,450 1,803 | 39,51+1,729 1,225 4,376
1,000 | 0,947+0,055 -5,26 1,123 | 0,969+0,173 | -3,070 | 3,527
MN | Hekzan | Asj 5,000 | 4,971+0,033 | -0,570 | 0,380 | 4,763+0,284 | -4,736 | 3,263
30,00 | 29,62+0,053 | -1,264 | 0,159 | 28,74+0,790 | -4,188 | 2,417
1,000 | 0,924+0,095 | -7,540 |9,610| 0,975+0,045 | -2,431 | 4,377
MBS | 0.01 M | Az 5,000 | 4,867+0,362 | -2,649 | 7,351 | 4,633+0,336 | -7,336 | 6,419
HCl 15,00 14,33+0,403 -4,442 | 2,806 | 14,02+0,681 -6,474 | 4,838

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)
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Tablo 4.7: B-K, a-T, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS plazma ¢ozeltilerinin giinigi ve giinler
arast dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi
Etkin . | Eklenen | Ortalama+SS . % Ortalama+SS . %
Madde A(nm) (ug/mL) (ug/mL) Dogruluk BSS (ug/mL) Dogruluk BSS
0,750 0,764+0,016 1,841 2,104 | 0,763%0,022 1,670 2,828
Avsonn 2,500 2,576+0,070 3,037 2,724 | 2,537+0,073 1,474 2,881
4,000 4,110+0,091 2,749 2,209 | 3,943%0,167 -1,416 4,247
B-K 0,750 0,758+0,019 1,106 2,445 0,766+0,021 2,103 2,732
Asrg o 2,500 2,521+0,057 0,825 2,269 | 2,524+0,075 0,945 2,966
4,000 4,133+0,167 3,337 2,120 | 4,114+0,227 2,842 5,519
6,000 5,902+0,320 -1,631 5,418 5,980+0,427 -0,330 7,144
o-T o 20,00 19,19+0,433 -4,032 2,255 19,27+0,593 -3,629 3,075
40,00 41,32+1,138 3,293 2,754 | 40,26+1,420 0,672 3,525
1,525 1,672+0,120 7,183 9,611 1,708+0,127 12,02 7,413
MN Ao 6,100 6,292+0,234 3,726 3,142 | 6,120+0,194 0,329 3,171
" 18,30 17,43+0,060 0,344 -4,747 | 17,810,504 -2,674 2,829
1,525 1,397+0,080 -8,397 5,731 1,359+0,128 -10,90 9,401
MBS | Asso 6,100 6,667+0,062 9,456 0,933 6,308+0,295 3,408 4,682
18,30 18,242+0,112 | -0,318 0,616 18,11+0,738 -1,014 4,075

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)

4.2.2.1.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simirn (LOQ)

B-K, a-T, MN ve MBS’nin standart ve plazma c¢ozeltileri ile elde edilen
kalibrasyon egrilerinin en kii¢lik derisiminden daha kiigiik derigimlere inilerek bir seri
standart ¢ozeltileri hazirlandi1 ve alt1 kez absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin bagil
standart sapmalar1 (% BSS) belirlendi. Bagil standart sapma degeri % 20’den kiigiik
olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiigiik olan derisim de tayin alt smir1
degeri olarak belirlendi.”*"* UV-Goériiniir Bolge spektrofotometri  yontemin
gozlenebilme smir1 ve tayin alt sinir1 degerleri sirasiyla Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da

verildi.
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Tablo 4.8: B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerin gézlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir

Duyarlilik Limiti
Etkin | Dalga Boyu | Gozlenebilme Sinir1 | Tayin Alt Smir
Madde (nm) (LOD, pg/mL) (LOQ, pg/mL)
Assinm 0,04 0,05
S 0,04 0,05
o-T A2920m 1,00 2,00
MN As3300m 0,30 0,50
MBS Ax0mm 0,20 0,30

Tablo 4.9: B-K, a-T, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS plazma ¢6zeltilerinin g6zlenebilme
sinir1 ve tayin alt sinir

Duyarhilik Limiti
Etkin Dalga Boyu Gozlenebilme Siniri Tayin Alt Sinir1
Madde (nm) (LOD, pug/mL) (LOQ, pg/mL)
BK Asso0m 0,050 0,075
A478 1m 0,050 0,075
o-T As9onm 2,000 4,000
MN A330nm 0,610 1,525
MBS As300m 0,610 1,525
4.2.2.1.5. Geri Kazamim

Farmasotik preparattan geri kazanim c¢alismalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Hekzanda ¢oziiliip etanol ile seyreltilen Carovit® yumusak kapsiilden (20 mg
B-K / kapsiil) ve etanolde ¢oziilen Evicap® yumusak kapsiilden (200 TU (134,23 mg)
a-T / kapsiil) swrastyla 2 pug/mL ve 10 pg/mL derisimlerde; MBS etkin maddesine sahip
olan Libavit K* ampul (20 mg MBS / 2 mL) preparat1 0,01 M HCl’de ¢dziilerek 5
pg/mL (MBS analizinde) ve 10 pug/mL (MBS’nin MN’ye doniistiiriilmesinde)
derisimlerde ilag ¢ozeltileri hazirlanarak UV-Goriiniir Bolge spektrumlar: alinarak
absorbanslar1 okundu. Sonra bu ¢ozeltiler lizerine B-K, a-T, ve MN ve MBS nin 3 farkl

derisimde hazirlanan standart c¢ozeltiler1 eklendi ve tekrar UV-Goriiniir Bolge
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absorbanslar1 {ic kez okundu. Belirlenen absorbans degerleri ayni derisimdeki standart
cozeltilerinin absorbans degerleriyle kiyaslanarak sonuglar ylizde geri kazanim olarak

Tablo 4.10°da verildi.

Tablo 4.10: Farmasotik preparatlara  katim yapilan c¢ozeltilerin - UV-Goriliniir  Bolge
Spektrofotometri yontemiyle elde edilen geri kazanim degerleri (n=6)

Ticari A (nm) Eklenen Ortalama+SS Geri %
Preparat (ng/mL) (ng/mL) Kazanim BSS
0,750 0,765+0,042 102,0 5,560

A 2,500 2,571%0,116 102,8 4,513

Carovit® 452nm 4,000 4,328+0,110 108,2 2,549
2ug/mL 0,750 0,730£0,041 97.41 5,713
A 2,500 2,640+0,064 105,6 2,431

4,000 4,246+0,104 106,1 2,460

Evicap” 3,000 2,819+0,139 93,99 4,949
10ug/mL | Asam 10,00 9,418+0,360 94,18 3.822
40,00 40,61<1,877 101,5 4,623

. e 0,750° 0,720+0,046 96,04 6,463
L;b:;ﬁi Ao 5,000° 4,961+0,131 99,22 2,645
15,002 14,80+0,408 98,71 2,756

. e 1,000 1,063+0,094 106,3 8,929
E‘?f‘:;i A 5,100Z 4.805+0,332 96,10 6,920
’ 30,00 29,289+0,570 97,63 1,948

“:MBS standart ¢ézeltisi, MN standart ¢ozeltisi, °: 10pg/mL MBS’ nin MN’ye esdeger derisimi, A: dalga boyu,
% BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)

Plazmadan geri kazanim calismasinda, B-K, o-T, MN ve MBS’nin ii¢ farkh
derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri plazmaya eklendi. Karistirildi ve sirasiyla Boliim
3.4°’de verilen ekstraksiyon islemleri ile ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin giini¢i ve gilinler arasi yapilan analizlerinde okunan
UV-Goriiniir Bolge absorbans degerleri standart ¢ozeltilerden elde edilen absorbans

degerleri ile kiyaslanarak sonuglar ylizde geri kazanim olarak Tablo 4.11°de verildi.
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Tablo 4.11: UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yonteminin giinigi ve gilinler arasi plazma
yiizde geri kazanim degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi

Etkin | A(nm) | Eklenen | Ortalama | %Geri % Ortalama | %Geri %
Madde (ug/mL) | (ug/mL) | Kazanim BSS (ug/mL) | Kazamim | BSS
0,750 0,778 103,8 3,359 0,746 99,51 6,965
Assznm 2,500 2,468 98,72 3,246 2,463 98,55 3,670
B-K 4,000 4,176 104,4 2,240 4,008 100,2 5,015
0,750 0,732 97,56 1,990 0,744 99,20 3,400
Ag78 om 2,500 2,368 94,72 2,610 2,446 97,85 3,900
4,000 3,908 97,71 2,250 3,914 97,85 3,370
o-T 6,000 5,346 89,10 5,208 5,483 91,39 2,280

As920m 20,00 18,54 92,70 1,847 18,66 93,33 1,191

40,00 39,37 98,43 2,571 38,73 96,83 1,479

1,525 1,317 86,38 6,104 1,489 97,66 1,857

MN As300m 6,100 5,716 93,71 2,979 5,563 91,21 2,539

18,30 16,79 91,80 0,205 16,93 92,56 1,906

1,525 1,480 97,09 2,686 1,534 100,6 1,503

MBS | Asoum 6,100 6,405 105,0 1,441 5,299 86,87 3,476

18,30 17,54 95,83 0,532 17,53 95,79 0,491

A: dalga boyu, % BSS: bagil standart sapma (standart sapma/ortalamax100)

4.2.3. Birinci ve Ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontemi
4.2.3.1. Birinci ve Ikinci Tiirev Spektrofotometri Yontem Gegerlilik Testleri
4.2.3.1.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

B-K ¢ozeltisinin 330 nm ve 600 nm dalga boyu aralifinda 1D- ve 2D- spektrum
taramas1 yapildi. B-K’nin hekzanda ¢oziiliip etanol ile seyreltilerek hazirlanan
cozeltilerinin 1D- spektrumunda 439 nm ve 474 nm dalga boylarinda 2 maksimum pik,
460 nm ve 496 nm dalga boylarinda 2 minimum pik (Sekil 4.8A) ve plazmadan
ekstraksiyon yapilan ¢ozeltilerinin 1D- spektrumunda da 439 nm dalga boyunda 1
maksimum pik, 458 nm ve 493 nm dalga boylarinda 2 minimum pik (Sekil 4.8B)
gozlendi ve plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.

B-K’nin hekzanda hazirlanip etanol ile seyreltilerek hazirlanan ¢ozeltinin 2D-

spektrumunda 433 nm, 467 nm ve 505 nm dalga boylarinda 3 maksimum pik, 451 nm
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ve 484 nm dalga boylarinda 2 minimum pik (Sekil 4.9A) ve plazma ekstraksiyon
cozeltisinin 2D-spektrumunda 432 nm, 462 nm ve 501 nm dalga boylarinda 3
maksimum pik, 449 nm ve 481 nm dalga boylarinda 2 minimum pik gozlendi (Sekil
4.9B). Plazmadan kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.

a-T c¢ozeltisinin, 240 nm ve 340 nm dalga boyu araligin da 1D- ve 2D- spektrum
taramasi yapildi. Hem standart hem de plazma ¢6zeltilerinin 1D- spektrumunda 279 nm
dalga boyunda bir maksimum pik, 303 nm dalga boyunda bir minimum pik (Sekil
4.10A-B), 2D- spektrumunda ise 308 nm dalga boyunda bir maksimum pik, 299 nm
dalga boyunda da bir minimum pik (Sekil 4.11A-B) gozlendi. Plazmadan kaynaklanan

herhangi bir interferansa rastlanmadi.

A By -
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Sekil 4.8: Farkli derisimlerde B-K’nin 1D- spektrumlari: A) Standart galisma ¢ozeltileri B)
Plazma ¢ozeltileri
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Sekil 4.9: Farkli derisimlerde B-K’nin 2D- spektrumlari: A Standart ¢alisma g¢ozeltileri B)
Plazmadan ¢ozeltileri
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Sekil 4.10: Farkli derisimlerde a-T’nin 1D- spektrumlari: A) Standart ¢alisma cozeltileri B)
Plazma ¢ozeltileri
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Sekil 4.11: Farkli derisimlerde a-T’nin 2D- spektrumlari: A) Standart calisma cozeltileri B)
Plazma ¢ozeltileri

MN c¢ozeltisinin 290 nm ve 390 nm dalga boyu araligin da 1D- ve 2D- spektrum
taramasi yapildi. Hem standart hem de plazma ¢6zeltilerinin 1D- spektrumunda 350 nm

dalga boyunda bir minimun pik (Sekil 4.12A-B) gozlendi. Plazmadan kaynaklanan
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herhangi bir interferansa rastlanmadi.
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Sekil 4.12: Farkli derisimlerde MN’nin 1D- spektrumlari: A) Standart ¢alisma ¢ozeltileri B)

Plazma ¢ozeltileri

EpEEE|

I3 B:I

0144

2{ N

4 M\_\-‘\._/.

132,50 pgiml | -
ap{ 12,30 pgml
12,20 pgital.
6,100 pgfral.
51 3,050 pghel
1,525 pgital.
0,610 pgfrl.

o

TR PRk, MADE iAo

=3
77

oM oM WO OM WM WM OBE M

Wretesgian)




101

MN’nin hekzanda hazirlanan ve plazma ekstraksiyon ¢ozeltisinin  2D-
spektrumunda 355 nm dalga boyunda bir maksimum pik, 330 nm ve 347 nm dalga
boylarinda 2 minimum pik gézlendi (Sekil 4.13A-B). Plazmadan kaynaklanan herhangi

bir interferansa rastlanmadi.
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Sekil 4.13: Farkli derisimlerde MN’nin 2D- spektrumlari: A) Standart calisma ¢ozeltileri B)
Plazma ¢ozeltileri

MBS’nin standart ¢ozeltisinin 200 nm ve 260 nm dalga boyu araliginda, plazma
¢ozeltisinin 290 nm ve 390 nm dalga boyu araligin da 1D- ve 2D- spektrum taramasi
yapildi. 0,01 M HCI’de hazirlanan ¢ozeltilerinin 1D- spektrumunda 224 nm dalga
boyunda bir maksimum pik, 236 nm dalga boyunda da bir minimum pik (Sekil 4.14A),
2D- spektrumunda 241 nm dalga boyunda bir maksimum pik, 233 nm dalga boyunda da
bir minimum pik (Sekil 4.15A) gozlendi.

Plazmada MBS’nin MN’ye doniistiiriildiikten sonra ekstraksiyonu ile elde edilen

plazma c¢ozeltilerinin 1D- spektrumunda 350 nm dalga boyunda bir minumum (Sekil
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4.14B), 2D- spektrumunda 355 nm dalga boyunda bir maksimum pik, 330 nm ve 347
nm dalga boylarinda da iki minimum pik (Sekil 4.15B) gozlendi. Plazmadan

kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.
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Sekil 4.14: Farkli derisimlerde MBS’nin 1D- spektrumlari: A) Standart calisma ¢ozeltileri
B) MN’ye doniistiiriilmiis MBS nin plazma ¢dzeltileri
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Sekil 4.15: Farkli derisimlerde MSB’nin 2D-spektrumlari: A) Standart calisma c¢ozeltileri
B) MN’ye doniistiiriilmiis MBS nin plazma ¢dzeltileri.
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Tiirev spektrofotometre calismasinda MBS nin MN’a doniisiim oranini belirlemek
icin, MBS ve MN ayr1 ayr1 0,01 M HCI ¢ozeltisine eklendi Boliim 3.4.°de verilen
yontemler ile 6nce doniisiimii daha sonra ekstraksiyonu gerceklestirilerek 1,525-32,50
pg/mL derisim araliginda MN’nin standart cozeltiler hazirlandi ve 350 nm dalga
boyunda 1D- spektrumlar1 (Sekil 4.16A-B) alinip absorbanslar1 belirlendi. 0,01 M HCI
cozeltisine eklenen MN’nin ve MN’ye doniistiiriilen MBS’nin swrasiyla geri kazanim
degerleri % 105,8 (% BSS: 3,503 n=6) ve %104,0 (% BSS: 6,316 n=6) olarak belirlendi.

Calismada MBS’nin MN’ye doniisiim orant %98,35 (% BSS: 3,387 n=6) olarak

belirlendi.
s J B
4 -\-\. Ay
§ — __ : i < .
10801 18,30 poival o i gl 32,50 pefal
& 112,20 pgimal i 18,30 pgiel
416,100 peiml Tan| 1220 pginl
1001 3,050 pgial 6,100 pzil
{1,525 pgimL At 3,050 pghol
B 0,610 pghal | 1,525 pgil.
2 0,610 pgiol
oW m o w mm s O M I OB M N N NN R

Wiy )
Wistesz2ies

Sekil 4.16: Farkli derisimlerde 0,01M HCI ¢ozeltisinden ekstrakte edilen ¢ozeltilerin 1D-
spektrumlari: A) MN’ye doniistiiriilmiis MBS ¢ozeltileri B) MN ¢ozeltileri

Ayni sekilde, 330 nm, 347 nm ve 355 nm dalga boylarinda 2D- spektrumlari
(Sekil 4.17A-B) alip absorbanslar1 belirlendi. 0,01 M HCIl ¢ozeltisine eklenen MN’nin
ve MN’ye donistiiriilen MBS’nin sirasiyla geri kazanim degerleri sirasiyla, 330

nm’de, % 97,86 (% BSS: 4,334 n=6) ve % 95,22 (% BSS: 2,922 n=6) olarak, 347
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nm’de, % 98,84 (% BSS: 4,622 n=6) ve % 94,11 (% BSS: 3,445 n=6) olarak ve 355
nm’de, % 98,45 (% BSS: 2,882 n=6) ve % 95,31 (% BSS: 2,166 n=6) olarak belirlendi.
Calismada belirtilen (330 nm, 347 nm ve 355 nm) dalga boylarinda MBS ’nin MN’ye
donilistim orami sirasiyla, % 97,49 (% BSS:1,439 n=6), % 95,58 (% BSS:2,343 n=6)

ve % 97,12 (% BSS:1,583 n=6) olarak belilrlendi.
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Sekil 4.17: Farkli derisimlerde 0,01M HCI ¢o6zeltisinden ekstrakte edilen ¢ozeltilerin 2D-
spektrumlari: A) MN’ye doniistiiriilmiis MBS ¢ozeltileri B) MN ¢ozeltileri

4.2.3.1.2. Dogrusalik/Calisma Arahg:

Etanolde hazirlanan 6 farkli derisimde (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 pg/mL) B-K’in, yine
etanolde hazirlanan 9 farkh derisimde (2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/mL) a-T’nin,
hekzanda hazirlanan 8 farkli derisimde (0,5, 1, 3, 5, 10, 20, 30 ve 40 pg/mL) MN’nin,
0,01 M HCI’de hazirlanan 7 farkli derisimde (0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15 ve 20 pg/mL)
MBS’nin standart ¢ozeltilerinin derisimlerine karst okunan 1D- absorbans degerlerinin

grafige gecirilmesiyle ile kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.18A-E). Etanolde
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hazirlanan 6 farkli derisimde (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 pg/mL) B-K, etanolde hazirlanan 9
farkli derisimde (2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40 ve 50 pug/mL) a-T, hekzanda hazirlanan 8
farkli derigsimde (0,5, 1, 3, 5, 10, 20, 30 ve 40 pg/mL) MN, 0,01M HCI ile hazirlanan 7
farkli derisimde (0,5, 0,75,1, 2,5, 5, 10 ve 20 ng/mL) MBS’nin standart ¢ozeltilerinin
derisimlerine kars1 okunan 2D- absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle
kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.19A-E).

Plazmaya spike edilip ve plazmadan Bolim 3.4’de verilen ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen 6 farkli derisimde (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 pg/mL) B-K’nin, 9 farkh
derisimde (4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50 ve 100 pg/mL) a-T nin, 6 farkli derisimdeki (1,525,
3,05, 6,01, 12,2, 18,3 ve 32,5 pg/mL) MN ve MBS’nin plazma c¢ozeltilerinin
derisimlerine karsi okunan 1D- absorbans degerlerinin (Sekil 4.20A-D) ve 2D-
absorbans degerlerinin (Sekil 4.21A-D) grafige gegirilmesi ile plazma kalibrasyon
egrileri tiiretildi.1D- ve 2D- spektrofotometri yontemiyle elde edilen kalibrasyon

egrilerinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 sirasiyla Tablo 4.12, 4.13,

4.14 ve 4.15°de verildi.

Tablo 4.12: 1D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS standart caligma
cozeltilerinden elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Ortam CA LR? Sa Sb T

Madde (ng/mL)

0,5-5 | 1D430nm=0,2310x+0,0100 | 0,0049 | 0,0006 | 0,9996

0,5-5 | 1D46onm=0,1570x+0,0100 | 0,0043 | 0,0011 | 0,9994

] Etanol
p-K ano 0.5-5 | 1Dsrany=0.0250x+0,0740 | 0,0014 | 0,0012 | 0,9986

0.5-5 | 1Duoenn=0,5230x+0,0330 | 0.0065 | 0,0045 | 0.9995
e Etanol 2-50 | 1D370,y=0,0203%+0,0033 | 0,0009 | 0,0082 | 0.9997

2-50 1D303,m=0,0354x+0,0003 | 0,0013 | 0,0059 | 0,9998

MN Hekzan 0,5-40 | 1D3500m=0,0430x+0,0126 | 0,0009 | 0,0004 | 0,9997

0,5-20 | 1Dy4nm=0,3224x-0,1606 | 0,00570 | 0,0527 | 0,9995
MBS 0,01 MHCI 0,5-20 | 1D36,m=0,5341x+0,0732 | 0,00028 | 0,0013 | 0,9998

CA: caligma araligi, * :6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmast,
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmast, r: korelasyon katsayisi
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Sekil 4.18: 1D-Spektrofotometri yontemi ile elde edilen standart ¢calisma ¢ozeltilerin kalibrasyon egrileri: A) f-K B) a-T C) MN D) MBS
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Sekil 4.19: 2D-Spektrofotometri yontemi ile elde edilen standart calisma ¢6zeltilerin kalibrasyon egrileri: A) f-K B) a-T C) MN D) MBS
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Sekil 4.20: 1D- Spektrofotometri yontemiyle plazmadan ekstrakte edilen ¢alisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) f-K B) a-T C) MN, D) MN’ye
doniistiiriillmiis MBS
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Sekil 4.21: 2D-Spektrofotometri yontemiyle plazmadan ekstrakte edilen ¢aligma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) f-K B) o-T C) MN D) MN’ye
doniistiiriillmiis MBS
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Tablo 4.13: 1D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, o-T, MN ve MBS plazma ¢dzeltilerinden
elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri
Etkin CA
Madde (ng/mL)
0,5-5 1D439,,,=0,2286x+0,0020 | 0,0100 | 0,0109 | 0,9996
0,5-5 1Dys58,,m,=0,1513x+0,0045 | 0,0072 | 0,0065 | 0,9997
0,5-5 1D493,n=0,4818x-0,0024 | 0,0206 | 0,0136 | 0,9998
T 4-100 1D2g0nn=0,0182x-+0,0342 | 0,0001 | 0,0079 | 0,9981
4-100 1D303,m,=0,0305x+0,0813 | 0,0004 | 0,0101 | 0,9972
MN 1,525-32,5 | 1D3500m=0,0373x+0,0044 | 0,0005 | 0,0040 | 0,9992
MBS 1,525-32,5 | 1D350,n=0,0391x+0,0057 | 0,0001 | 0,0007 | 0,9995

CA: caligma aralig, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi,
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

LR? Sa Sb r

B-K

Tablo 4.14: 2D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS standart caligma
cozeltilerinden elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin CA
Madde (ng/mL)
0,5-5 2D 4300,=0,0017x+0,0002 | 8,37E-05 0,0002 | 0,9999

LR? Sa Sb r

0,5-5 2D 449,m=0,0043x+0,0004 0,0005 0,0005 0,9995
B-K 0,5-5 2D 4620m=0,0031x+0,0004 0,0001 0,0001 0,9999
0,5-5 2D431,m=0,0055x+0,0004 0,0006 0,0005 0,9995
0,5-5 2D501,m=0,0037x+0,0002 0,0001 0,0001 0,9999
T 2-50 2D1299,m=0,0005x+0,0004 | 6,32E-06 0,0002 0,9995

2-50 2D308:m=0,0004x+0,0004 | 4,08E-05 0,0002 0,9996
1-40 2D330sm=0,0003x+0,0039 1,0E-06 0,0001 0,9997
MN 0,5-40 2D347,,=0,0003x+0,0003 | 5,48E-05 5,16E-05 | 0,9997
0,5-40 2D355,m=0,0005x+0,0002 1,0E-06 1,0E-06 | 0,9998
0,5-20 2D233,m=0,0120x+0,0008 0,00004 0,000417 | 0,9995
0,5-20 2D241,m=0,0072x+0,0006 0,00004 0,000306 | 0,9998

CA: caligma araligi, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi,
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

MBS
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Tablo 4.15: 2D-Spektrofotometre yontemi ile B-K, o-T, MN ve MBS plazma ¢ozeltilerinden
elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin CA a

Madde (ug/mL) LR Sa Sb r
0,5-5 2D432,m=0,0011x+6,0E-5 | 4,0E-05 | 9,6E-05 | 0,9995
0,5-5 2D 449,n=0,0030x+9,0E-5 | 0,0002 | 0,0002 | 0,9997
0,5-5 2D4620n=0,0018x+5,0E-5 | 0,0001 | 0,0001 | 0,9996
B-K 0,5-5 2D4811m=0,0035x+3,0E-5 | 0,0002 | 0,0002 | 0,9996
0,5-5 2D501,n=0,0024x+4,0E-5 | 0,0001 | 9,8E-05 | 0,9998
4-100 2D199n,m=0,0004x+0,0007 | 6,3E-06 | 0,0002 | 0,9995

o-T 4-100 2D308:m=0,0003x+0,0011 | 0,0004 | 0,0010 | 0,9979
1,525-32,5 | 2Ds330,m=0,0003x+0,0013 | 6,3E-06 | 1,0E-04 | 0,9995

MN 1,525-32,5 | 2D3474,m=0,0002x+0,0001 | 6,3E-06 | 3,9E-05 | 0,9995
1,525-32,5 | 2D3300m=0,0004x+7,0E-5 | 4,1E-06 | 1,1E-04 | 0,9976
1,525-32,5 | 2D3300,m=0,0003x+0,0012 | 6,3E-06 | 5,4E-05 | 0,9995

MBS 1,525-32,5 | 2D347,m=0,0002x+8,0E-6 | 7,5E-06 | 2,4E-05 | 0,9987

1,525-32,5 | 2D3301m=0,0004x+9,0E-5 | 4,1E-06 | 5,4E-05 | 0,9977
CA: caligma aralig1 *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmas,
Sb: regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

4.2.3.1.3.Dogruluk/Kesinlik

B-K, a-T, MN ve MBS kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde kalite
kontrol ¢ozeltilerinin ve plazmadan ekstraksiyon ile elde edilen plazma kalite kontrol
cozeltilerinin giinici (ayn1 yontem ve aymi labaratuar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve
glinler arasi (ayn1 yontemle farkli 3 glinde 6 kez) analizleri ile dogruluk ve kesinlik
degerleri elde edildi. Analiz sonuglarmin ortalamasi ve standart sapmalar1 belirlendi.
Dogruluk bagil hatayla ve kesinlikte bagil standart sapma (% BSS) ile verildi 1D- ve
2D- spektofotometri yontemleri ile elde edilen dogruluk ve kesinlik degerleri sirasiyla
Tablo 4.16, 4.17, 4.18 ve 4.19°da verildi.
4.2.3.1.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simirn (LOQ)

B-K, a-T, MN ve MBS’nin standart ve plazma c¢ozeltileri ile elde edilen
kalibrasyon egrilerinin en kii¢iik derisiminden daha kii¢iik derisimlere inilerek bir seri

standart ¢ozeltileri hazirlandi1 ve alt1 kez absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin bagil
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standart sapmalar1 (% BSS) belirlendi. Bagil standart sapma degeri % 20’den kiicilik

olan derisim gozlenebilme sinir1 ve % 10’dan kiigiik olan derisim de tayin alt smir1

192-194
92-19 1D-

degeri olarak belirlendi. ve 2D- Spektrofotometre yontemlerinin gozlenebilme

sinir1 ve tayin alt smir1 degerleri sirasiyla Tablo 4.20, 4.21, 4.22 ve 4.23°de verildi.

Tablo 4.16: 1D- Spektrofotometri yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerinin
giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Ortam AM(nm) Eklenen Giinigi Giinler Arast
Madde (ug/mL) | Ortalama+SS | Dogruluk % Ortalama+SS | Dogruluk %
(ug/mL) BSS (ug/mL) BSS
0,750 0,73440,016 -2,133 2,179 0,73840,027 -1,600 3,658
1D4300m 2,500 2,67610,077 7,040 2,877 2,67610,137 7,040 5,119
4,000 4,13540,081 3,375 1,958 4,08610,086 2,150 2,104
0,750 0,755+0,031 0,666 4,105 | 0,740+0,034 ~1,000 4,594
B-K | Etanol 1Dagonyy | 2:500 2,656+0,045 6,240 1,694 | 2,6170,089 4,680 3,400
4,000 4,13140,071 3,275 1,718 4,070£0,110 1,750 2,702
0,750 0,784+0,051 4,533 1,694 | 0,66410,113 11,46 17,01
1D4740m 2,500 2,89710,142 15,88 1,718 2,59740,223 3,880 8,586
4,000 3,911+0,128 -2,225 1,694 3,911£0,093 -2,225 2,377
0,750 0,750£0,015 0,040 1,694 0,73340,021 -2,266 2,864
1D496nm 2,500 2,65410,027 6,160 1,718 2,61940,084 4,760 3,207
4,000 4,124+0,071 3,100 1,694 | 4,061+0,103 1,525 2,536
3,000 3,022+0,089 0,733 2,945 3,048+0,153 1,600 5,019
1D2790m 10,00 10,05%0,182 0,500 1,810 10,1440,308 1,400 3,037
ao-T Etanol 40,00 39,01+0,262 -2,475 0,671 40,0710,640 0,175 1,597
3,000 3,079+0,163 2,633 5,293 3,036+0,199 1,200 6,554
1D3030m 10,00 10,20£0,035 2,000 0,343 9,84910,414 -1,510 4,203
40,00 39,65+0,055 -0,875 0,139 40,162,034 0,400 5,064
1,000 0,97440,012 -2,558 1,004 0,89610,063 -10,31 7,177
MN | Hekzan | 1Dj350mm 5,000 4,997+0,028 -0,046 0,538 4,889+0,116 2217 2,242
30,00 29,4840,072 -1,739 0,244 29,1040,225 -2,979 0,767
0,750 0,818+0,012 1,474 8,877 0,80940,020 2,537 7,981
1D240m 5,000 4,771£0,016 3,426 -4,574 4,67110,232 4,983 -6,569
MBS 0,01M 15,00 14,160,315 2,230 -5,570 14,5610,714 4,905 -2,930
HCI 0,750 0,71940,031 4,379 -4,021 0,72240,048 6,648 -3,688
1Dy | 5000 4,908+0,104 2,124 | 1,829 | 4,835+0,178 3,684 | -3,290
15,00 14,90+0,241 1,662 -0,616 14,970,324 2,168 -0,162

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)
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Tablo 4.17: 1D- Spektrofotometri yontemi ile B-K, o-T, MN ve MBS plazma ¢ozeltilerinin
giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Eklenen Glinigi Giinler Arasi

A(nm) Ortalama+SS o % Ortalama+SS o %
Madd mL I
adde (ug/mL) (ug/mL) Dogruluk BSS (ug/mL) Dogruluk BSS

0,750 0,787+0,015 4,987 1,859 0,797+0,029 6,251 3,697

1Daso 2,500 2,479+0,026 -0,846 1,051 2,512+0,091 0,467 3,622

4,000 4,022+0,087 0,558 2,152 | 4,113+0,239 2,836 5,809

0,750 0,771+0,012 2,813 1,573 0,779+0,057 3,841 7,294

2,500 2,475+0,019 -0,991 0,755 2,519+0,120 0,771 4,753
B'K 1D458 nm

4,000 4,033+0,075 0,821 1,868 4,101+0,278 2,528 6,788

0,750 0,792+0,013 5,549 1,658 0,815+0,031 8,685 3,810

2,500 2,476+0,030 -0,977 1,201 2,516+0,100 0,628 3,983

1Ds53 m 4,000 | 4,015+0,111 0,374 2,774 | 4,125+0,242 3,115 | 5,874

6,000 | 5429+0,265 | -9,524 | 4,875 | 5,612+0,573 | -6,471 | 10,20

Do | 2000 | 19.14£1.773 | 4313 | 9266 | 18,841,632 [ 5778 [ 8.658

40,00 | 40,33£2,917 | 0,842 7231 | 41,42+1,608 | 3,567 | 3,883

T 6,000 | 5,568+0,333 | -7,195 | 5975 | 5,344+0299 | -10,93 | 5,596
Dugn |—20:00 [ 21,890,970 | 9.481 4,429 | 20,9120,992 | 4563 | 4,742

40,00 40,34+1,638 0,861 4,060 | 40,17+1,628 0,437 4,052

1,525 1,495+0,020 -1,962 1,350 1,500+0,032 -1,669 2,165

MN 6,100 6,535+0,143 7,136 2,193 6,589+0,164 8,015 2,487

lD nm
0 18,30 18,10£0,022 | -1,073 0,121 | 1827+0,193 | -0,121 1,055

1,525 1,436+0,038 -5,860 2,622 1,389+0,036 -8,935 2,604

MBS | 1Dy, | 0:100 [ 5.890+0.040 | 3442 [ 0673 [ 5.045:0192 | -2.534 | 3.224

18,30 17,86+0,205 -2,361 1,147 17,66+0,254 -3,526 1,440

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)
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Tablo 4.18: 2D-Spektrofotometri yontemi ile 3-K, a-T, MN ve MBS’nin standart ¢6zeltilerinin
giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Eikin ont o) Eklenen — = Giinigi - — SC;iinler Arasi -
rtam nm rtalama+ < () rtalama+ < 0
Madde (ug/mL) (ug/mL) Dogruluk BSS (ug/mL) Dogruluk BSS
0,750 0,799+0,019 6,586 2,430 0,780+0,080 3,960 10,28
2Dassn 2,500 2,648+0,104 5,915 3,935 2,655+0,210 6,218 7,908
4,000 4,215+0,156 5,364 3,695 4,083+0,152 2,068 3,726
0,750 0,761+0,012 1,466 1,576 0,753+0,021 0,400 2,788
2Disiom 2,500 2,688+0,059 7,520 2,194 | 2,729+0,104 9,160 3,810
4,000 4,255+0,050 5,625 1,175 4,130+0,124 3,250 3,002
0,750 0,656+0,351 12,53 53,50 0,634+0,342 -15,46 53,94
B-K Etanol | 2D4g7nm 2,500 2,247+1,127 -10,12 50,15 2,251+1,129 -9,960 50,15
4,000 3,477+1,726 13,07 49,64 3,843+1,935 -3,925 50,35
0,750 0,745+0,024 -0,666 3,221 0,720+0,039 4,000 5,416
2Disinn 2,500 2,658+0,102 6,320 3,837 2,687+0,109 7,480 4,056
4,000 4,053+0,036 1,325 0,888 4,001+0,188 0,025 4,698
0,750 0,771+0,013 2,800 1,686 0,757+0,015 0,933 1,981
2Dsosi 2,500 2,625+0,038 5,000 1,447 2,584+0,066 3,360 2,554
4,000 4,107+0,184 2,675 4,480 4,233+0,415 5,825 9,803
3,000 2,767+0,234 -7,778 8,451 2,883+0,223 -3,889 7,729
2Drson 10,00 10,170,625 1,667 6,148 10,16+0,650 1,667 6,395
T Etanol 40,00 38,43+1,627 -3,917 4,233 40,40+2,517 1,000 6,231
3,000 2,904+0,102 -3,194 3,504 | 2,838+0,237 -5,417 8,354
2Dsosum 10,00 10,630,494 6,250 4,647 9,833+0,665 -1,667 6,758
40,00 40,88+0,737 2,188 1,804 | 40,13+£2,042 0,312 5,088
1,000 1,050+0,075 5,000 7,142 0,955+0,091 -4,444 9,528
2Dssonm 5,000 5,3334+0,298 6,666 5,587 4,888+0,407 -2,222 8,326
30,00 29,77+1,360 -0,740 4,560 30,33+2,981 1,111 9,828
1,000 0,877+0,074 -12,27 8,430 0,868+0,047 -13,19 5,414
MN Hekzan 2Dssy 5,000 4,333+0,289 -13,33 6,660 4,500+0,360 -10,00 8,000
" 30,00 27,16+1,531 9,444 | 5,636 | 26,50+1,615 -11,66 | 6,094
1,000 0,973+0,068 -2,666 6,988 1,003+0,073 0,333 7,278
2Dsssim 5,000 4,866+0,163 -2,666 3,349 5,040+0,273 0,800 5,416
30,00 28,93+0,602 -3,555 2,080 29,46+1,360 -1,777 4,616
0,750 0,763+0,046 1,851 6,041 0,681+0,043 -9,259 6,275
2Drsso 5,000 4,877+0,068 -2,444 1,394 | 4,933+0,283 -1,333 5,753
MBS 0,01M 15,00 14,53+0,300 -3,129 2,065 15,32+0,510 2,132 3,332
HCI 0,750 0,761+0,045 1,543 5,928 0,759+0,056 1,324 7,467
2D 5,000 4,731+0,113 -5,370 2,396 4,754+0,376 -4,907 7,928
15,00 14,84+0,380 -1,018 2,561 15,26+0,845 1,759 5,542

A: Dalga boyu, SS :standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: Bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)
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Tablo 4.19: 2D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS nin plazma ¢ozeltilerinin
giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Eklenen Glinigi Giinler Arasi
Madde A(nm) (ug/mL) Ortalama+SS Dogruluk % Ortalama+SS Dogruluk %
(ng/mL) BSS (ng/mL) BSS
0,750 0,753+0,019 0,404 2,580 0,706+0,057 -5,859 8,048
2Dy 2,500 2,464+0,086 -1,455 3,501 2,511+0,057 0,424 2,272
nm 4,000 4,088+0,205 2,197 5,006 4,047+0,225 1,174 5,556
0,750 0,768+0,050 2,370 6,536 0,789+0,040 5,185 5,061
2D 2,500 2,503+0,079 0,133 3,151 2,448+0,158 -2,089 6,469
nm 4,000 4,076+0,102 1,889 2,503 4,087+0,235 2,167 5,762
0,750 0,733+0,017 2,222 2,347 0,786+0,060 4,815 7,674
"D 2,500 2,396+0,026 -4,148 1,104 2,465+0,093 -1,407 3,776
462nm 4,000 4,021+0,051 0,532 1,258 4,038+0,264 0,949 6,528
B-K 0,750 0,793+0,038 5,714 4,301 0,796+0,036 6,159 4,577
"D 2,500 2,4762+0,066 0,952 2,673 2,410+0,192 3,619 7,987
481nm 4,000 4,105+0,098 2,619 2,388 4,138+0,272 3,452 6,574
0,750 0,749+0,025 -0,093 3,344 0,783+0,035 4,444 4,450
"D 2,500 2,378+0,027 -4,861 1,148 2,436+0,091 -2,556 3,726
S0Inm 4,000 3,985+0,077 -0,365 1,931 3,996+0,212 -0,104 5,305
6,000 5,500+0,418 -8,333 7,606 5,708+0,292 -4,861 5,120
"D 20,00 21,58+0,645 7,917 2,991 20,710,872 3,542 4211
T 299nm 40,00 40,75+0,791 1,875 1,940 39,63+1,349 -0,938 3,403
o 6,000 6,056+0,328 0,926 5,412 6,222+0,455 3,704 7,319
"D 20,00 21,2240,886 6,111 4,175 20,44+1,026 2,222 5,017
308nm 40,00 41,56+2,778 3,889 6,686 41,2842,294 3,194 5,558
1,525 1,622+0,124 6,375 7,652 1,528+0,139 0,182 9,092
2D3300m 6,100 5,889+0,404 -3,461 6,855 5,667+0,365 7,104 6,444
18,30 17,7240,443 3,157 2,500 17,7240,976 3,157 5,505
1,525 1,492+0,038 2,186 2,523 1,575+0,104 3,279 6,583
MN "D 6,100 6,492+0,020 6,421 0,314 6,342+0,332 3,962 5,240
3470m 18,30 18,43+0,232 0,729 1,257 18,52+0,260 1,230 1,405
1,525 1,400+0,052 8,197 3,746 1,425+0,082 -6,557 5,766
"D 6,100 6,438+0,169 5,533 2,620 6,096+0,418 -0,068 6,860
355nm 18,30 19,13+0,534 4,554 2,792 18,26+0,701 -0,228 3,840
1,525 1,556+0,107 2,004 6,866 1,650+0,124 8,197 7,532
2D330m 6,100 5,556+0,272 -8,925 4,899 5,722+0,328 -6,193 5,727
18,30 17,110,502 -6,497 2,933 18,221,205 -0,425 6,612
1,525 1,508+0,080 -1,093 5311 1,508+0,074 -1,093 4,879
MBS D 6,100 6,358+0,222 4,235 3,496 6,150+0,207 0,820 3,372
347nm 18,30 18,24+0,371 -0,319 2,032 18,32+0,645 0,091 3,524
1,525 1,417+0,056 7,104 3,972 1,408+0,061 -7,650 4,300
"D 6,100 6,367+0,131 4372 2,058 6,363+0,167 4,303 2,627
335nm 18,30 19,56+0,719 6,876 3,675 19,57+0,633 6,944 3,235

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)
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Tablo 4.20: 1D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerinin
gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1

) Duyarhilik Limiti
Etkin 0 Dalga Boyu

Madde rtam (nm) Gozlenebilme Sinir Tayin Alt Sinir1
(LOD, pg/mL) (LOQ, pg/mL)

1D4390m 0,030 0,050

B-K Etanol 1D460nm 0,030 0,050

1D4o6nm 0,030 0,050

1D279nm 0 500 1 000

_ E 1 b b

ot tano [Dsgsam 0,500 1,000

MN Hekzan 1D350nm 0,200 0,300

0,01M HCI 1D240m 0,200 0,300

MBS 1D236nm 0,200 0,300

Tablo 4.21: 1D-Spektrofotometri yontemi ile B-K, o-T, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS
plazma ¢ozeltilerinin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1

Duyarlilik Limiti
Etkin Dalga Boyu

Madde (nm) Gozlenebilme Sinir Tayin Alt Sinir1
(LOD, pg/mL) (LOQ, pg/mL)

1D430nm 0,050 0,075

B-K 1D4580m 0,050 0,075

1D4930m 0,050 0,075

1D2790m 2,000 4,000

o-T 1D3050m 2,000 2,000

MN 1D3500m 0,915 1,525

MBS 1D350nm 0,915 1,525

Tablo 4.22: 2D-Spektrofotometre yontemi ile B-K, o-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerinin
gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinir1

Duyarlilik Limiti
Etkin Dalga Boyu

Madde (nm) Gozlenebilme Siniri Tayin Alt Sinir1
(LOD, pg/mL) (LOQ, pg/mL)

2D 4330m 0,040 0,050

B-K 2Dys10m 0,030 0,050

2Dyganm 0,030 0,050

2Ds050m 0,030 0,050

0T 2D299nm 0,500 1,000

2D3080m 0,500 1,000

2D330nm 0,100 0,200

MN 2D3470m 0,100 0,200

2D3550m 0,100 0,200

2D5330m 0,200 0,300

MBS 2Ds410m 0,200 0,300
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Tablo 4.23: 2D-Spektrofotometre yontemi ile B-K, o-T, MN ve MN’ye donistiiriilen MBS
plazma ¢ozeltilerinin gozlenebilme sinir1 ve tayin alt siniri

. Duyarlilik Limiti
Etkin Dalga Boyu
Madde (nm) Gozlenebilme Sinir Tayin Alt Sinir1
(LOD, pg/mL) (LOQ, pg/mL)
2D4320m 0,075 0,100
2D 1490m 0,050 0,075
B-K 2D s620m 0,075 0,100
2D4sinm 0,050 0,075
2D501nm 0,050 0,075
T 2D290nm 3,000 4,000
2D3080m 3,000 4,000
2D3300m 1,220 1,525
MN 2D3470m 1,220 1,525
2D3550m 1,220 1,525
2D3300m 1,220 1,525
MBS 2D3470m 1,220 1,525
2D3550m 1,220 1,525
4.2.3.1.5.Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim c¢aligsmalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Hekzanda ¢oziiliip etanol ile seyreltilen Carovit” yumusak kapsiilden (20 mg -
K / kapsiil) ve etanolde ¢ozillen Evicap® yumusak kapsiilden (200 IU o-T / kapsiil)
srrastyla 2 ve 10 pg/mL derisimlerde; MBS etkin maddesine sahip olan Libavit K*
ampul (20 mg MBS / 2mL) preparati1 0,01 M HCl’de ¢oziilerek 5 pg/mL (MBS
analizinde) ve 10 pug/mL (MBS’nin MN’ye doniistiiriilmesinde) derisimlerde ilag
cozeltileri hazirlanarak UV-Goriiniir Bolge spektrumlar1 alinarak absorbanslar1 okundu.
Sonra bu c¢ozeltiler tizerine B-K, a-T, MN ve MBS’nin 3 farkhi derisimde hazirlanan
standart ¢ozeltileri eklendi ve tekrar 1D- ve 2D- absorbanslari iic kez okundu.
Belirlenen 1D ve 2D-absorbansi degerleri ayn1 derisimdeki standart ¢ozeltilerinin 1D-

ve 2D- absorbansi degerleriyle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo

4.24 ve 4.25°de verildi.
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Plazmadan geri kazanim calismasinda, B-K, o-T, MN ve MBS’nin ii¢ farkh
derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri plazmaya eklendi. Karistirildi ve sirasiyla Boliim
3.4°’de verilen ekstraksiyon islemleri ile ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin giini¢i ve gilinler arasi yapilan analizlerinde okunan
1D- ve 2D- absorbans degerleri standart ¢cozeltilerden elde edilen 1D- ve 2D- absorbans
degerleri ile kiyaslanarak sonuglar ylizde geri kazanim olarak sirasiyla Tablo 4.26 ve

4.27°de verildi.

Tablo 4.24: Farmasotik preparatlara katim yapilan ¢ozeltilerin 1D-Spektrofotometri yontemiyle
elde edilen giini¢i ve giinler arasi geri kazanim degerleri (n=6)

Ticari A (nm) Eklenen Ortalama+SS Geri %
Preparat (ng/mL) (ng/mL) Kazanim BSS
0,750 0,672+0,051 89,60 7,587

I Dasorn 2,500 2,364+0,081 94,56 3,425

4,000 3,791+0,077 94,78 2,045

Carovit” 0,750 0,656+0,067 87,44 10,28
2pg/mL Dus 2,500 2,435+0,050 97,40 2,076
e 4,000 3,923+0,083 98,02 2,129

0,750 0,679+0,028 90,63 4,258

Dusgu 2,500 2,487+0,052 99,49 2,117

4,000 4,013+0,043 100,3 1,085

3,000 2,940+0,280 98,02 9,534

D 10,00 9,862+0,639 98,62 6,480

Evicap® 2790m 40,00 39,51+1,441 98,77 3,648
10pg/mL 3,000 2,915+0,194 97,17 6,489
Dagsn 10,00 9,798+0,435 97,98 4,449

40,00 39,98+1,677 99,96 4,194

0,750° 0,734+0,049 97,98 6,761

D 5,000° 4,725+0,230 94,51 4,871

Libavit K® 22d4nm 15,00° 15,130,472 100,8 3,119
5pg/mL 0,750° 0,776+0,032 103,5 4,154
Do 5,000° 4,942+0,123 98,84 2,497

15,00° 14,54+0,561 96,98 3,859

Libavit K* 1,000 0,975+0,045 95,52 4,628
6,1°ug/mL | 1D3s0mm 5,100 4,979+0,191 99,58 3,851
30,00 29,14+0,867 97,15 2,977

“MBS standart ¢ozeltisi, MN standart ¢ozeltisi, : 10 pg/mL MBS’ nin MN’ye esdeger derisimi, SS: standart sapma
(n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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Tablo 4.25: Farmasotik preparatlara katim yapilan ¢ozeltilerin 2D- Spektrofotometri yontemiyle
elde edilen giini¢i ve giinler arasi geri kazanim degerleri (n=6)

Ticari A (nm) Eklenen Ortalama+SS Geri %
Preparat (ng/mL) (ng/mL) Kazanim BSS
0,750 0,699+0,025 94,51 4,401

2D330m 2,500 2,127+0,200 85,11 9,435

4,000 3,566+0,155 89,17 4,355

0,750 3,895+0,119 97,39 3,071

2D4s10m 2,500 2,437+0,139 97,50 5,733

4,000 3,895+0,119 97,39 3,071

Carovit” 0,750 0,631+0,046 84,13 7,30
2ug/mL 2Du670m 2,500 2,174+0,172 86,98 7,915
4,000 3,611+0,189 90,27 5,236

0,750 0,655+0,035 87,33 5,679

2Disanm 2,500 2,244+0,098 89,75 4,401

4,000 3,735+0,116 93,39 3,128

0,750 0,693+0,099 92.41 14,41

2Ds050m 2,500 2,509+0,056 100,3 2,244

4,000 4,055+0,126 101,3 3,124

3,000 2,840+0,243 94,66 8,121

2D299um 10,00 9,533+0,588 95,33 6,176

Evicap® 40,00 39,33+2,272 98,33 5,776
10pg/mL 3,000 2,941+0,221 98,05 7,391
2D308nm 10,00 9,958+0,579 99,58 5,815

40,00 40,87+1,848 102,1 4,523

0,750° 0,742+0,033 99,02 4,461

2D2330m 5,000? 4,938+0,264 98,77 5,358

Libavit K® 15,00° 14,63+0,885 97,54 6,054
5pg/mL 0,750° 0,745+0,025 99,38 3,469
2D241um 5,000 5,046+0,104 100,9 2,071

15,00° 14,66+0,625 97,77 4,266

1,000° 0,983+0,093 98,33 9,527

2D330mm 5,100° 4,988+0,172 99,77 3,450

30,00° 29.28+1,218 97,62 4,161

Libavit K® 1,000° 0,976+0,072 97,66 7,414
6,1°ug/mL | 2D3470m 5,100 4,844+0,251 96,38 5,179
30,00° 29.,45+1,186 98,18 4,027

1,000° 0,980+0,056 98,00 5,772

2D3550m 5,100° 4,833+0,242 96,66 5,011

30,00° 29,26+1,280 97,55 4,373

“MBS standart ¢ozeltisi, MN standart ¢ozeltisi, : 10 pg/mL MBS’ nin MN’ye esdeger derisimi, SS: standart sapma
(n=6), dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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Tablo 4.26: Plazmaya katim yapilan ¢ozeltilerin 1D-Spektrofotometri yontemiyle elde edilen
gilini¢i ve giinler arasi geri kazamm degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi

Etkin | A(nm) | Eklenen | Ortalama | %Geri % Ortalama | %Geri %
Madde (ng/mL) | (ug/mL) | Kazamm | BSS (ug/mL) | Kazamm | BSS
0,750 0,752 100,2 2,667 0,766 102,1 4,728
1Dszonm | 2,500 2,256 90,22 2,583 2,224 88,94 | 5,886
4,000 3,810 95,24 3,551 4,004 100,1 6,810
0,750 0,709 94,52 3,961 0,731 97,46 10,95
B-K' | 1Dusgum | 2,500 2,224 88,96 2,108 2,300 91,98 7,940
4,000 3,741 93,52 1,933 3,866 96,66 | 9,071
0,750 0,693 92,45 1,768 0,704 93,93 5,789
1Dso3mm | 2,500 2,304 92,17 3,794 2,329 93,15 | 2,625
4,000 3,735 93,37 5,235 3,742 93,54 | 6,004
6,000 5,821 97,02 1,915 5,954 99,23 3,804
1D279mm | 20,00 19,16 95,82 12,98 18,39 91,97 | 6,426
o-T 40,00 37,94 94,85 1,076 39,00 97,51 4,165
6,000 6,120 102,0 6,616 6,036 100,6 | 7,373
1D3030m | 20,00 19,94 99,69 3,951 18,896 94,48 5,323
40,00 37,32 93,29 6,555 37,15 92,88 5,735
1,525 1,501 98,40 2,101 1,469 96,32 | 2,990
MN | IDssomn | 6,100 5,918 97,02 3,213 5,844 95,80 | 2,668
18,30 16,53 90,32 0,446 16,75 91,56 1,643
1,525 1,542 101,1 1,967 1,496 98,13 3,194
MBS | 1Dssonm | 6,100 5,630 92,30 3,994 5,683 93,17 | 5,662
18,30 17,13 93,60 1,212 16,93 92,50 1,711

A: dalga boyu, % BSS

: bagil standart sapma (standart sapma/ortalamax100)
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Tablo 4.27: Plazmaya katim yapilan ¢ozeltilerin 2D-Spektrofotometri yontemiyle elde edilen
gilini¢i ve giinler arasi geri kazamm degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi

Etkin | A(nm) | Eklenen | Ortalama | %Geri % Ortalama | %Geri %
Madde (ug/mL) | (ug/mL) | Kazamm | BSS (ug/mL) | Kazamm | BSS
0,750 0,698 93,10 4,531 0,711 94,85 | 4,989

2Ds3omm | 2,500 2,373 94,91 4,753 2,423 96,93 | 9,920
4,000 3,930 98,26 6,980 4,008 100,2 | 2,645

0,750 0,682 90,91 7,527 0,707 94,28 | 6,343

2Dsaomm | 2,500 2,160 86,39 3,498 2,080 83,20 | 5,050

p-K 4,000 3,566 89,16 3,063 3,690 92,24 | 8,488
0,750 0,632 84,26 6,376 0,656 87,47 | 8,421

2Dsgiam | 2,500 2,008 80,30 3,740 1,930 77,19 | 5,527
4,000 3,409 85,23 2,438 3,486 87,15 | 7,200

0,750 0,627 83,60 5,093 0,630 83,97 | 4,140

2Dso1nm | 2,500 2,018 80,70 1,511 1,943 77,70 | 5,587
4,000 3,425 85,63 6,476 3,227 80,68 | 5,389

6,000 5,675 94,58 5,693 5,750 95,83 | 5,710

2D299mm | 20,00 17,82 89,09 5,906 18,13 90,67 10,72

o-T 40,00 36,27 90,69 2,954 36,25 90,64 | 3,919
6,000 5,402 90,04 6,872 5,521 92,02 | 6,734

2Ds30sm | 20,00 18,25 91,26 3,123 17,46 87,31 5,330
40,00 34,66 86,65 5,213 34,97 87,44 | 6,255

1,525 1,473 96,62 3,091 1,486 97,46 | 4,901

2D330mm | 6,100 6,005 98,45 4,087 6,078 99,64 | 4,940
18,30 18,03 98,51 5,948 17,26 94,32 | 6,070

MN 1,525 1,410 92,43 4,252 1,480 97,02 7,238
2D347m | 6,100 5,493 90,05 2,088 5,531 90,67 | 5,744
18,30 16,71 91,29 2,888 16,47 90,04 | 3,678

1,525 1,502 98,50 5,430 1,505 98,68 | 6,299

2D3ssom | 6,100 5,996 98,30 4,129 5,983 98,09 | 2,885
18,30 17,60 96,17 2,543 17,05 93,18 | 2,617

1,525 1,374 90,12 2,487 1,432 93,91 3,124

2D330mm | 6,100 5,998 98,33 2,836 5,908 96,86 | 4,268
18,30 17,25 94,28 6,026 17,38 94,99 | 5,989

MBS 1,525 1,350 88,51 4,160 1,428 93,66 | 4,337
2D3y7am | 6,100 5,247 86,01 3,361 5,150 84,43 1,952
18,30 15,70 85,79 3,187 16,29 89,05 | 4,883

1,525 1,461 95,78 4,968 1,461 95,78 | 4,968

2D3ssom | 6,100 5,880 96,39 3,348 5,880 96,39 | 3,348
18,30 17,22 94,12 3,386 17,22 94,12 | 3,386

A: dalga boyu, % BSS

: bagil standart sapma (standart sapma/ortalamax100)
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4.3. Kromatografik Yontemler
4.3.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Yontemi
4.3.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

2 mg/mL derisimde B-K ve retinol stok c¢ozeltisi BHT (30 pg/mL) igeren
kloroformda hazirland1 ve bu ¢ozelti etanol ile seyreltilerek 0,5-10 pg/mL derisim
arahiginda standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak B-K igin
trifenilfosfin retinol i¢in K, vitamini (2 mg/mL derisimde stok ¢ozeltileri) kullanildi.
final derisimleri 4 ug/mL olacak sekilde B-K ve retinol ¢ozeltilerine eklendi

Plazma ¢aligmasinda, standart B-K ve retinol ¢ozeltileri plazmaya eklenip Boliim
3.4.1.2°de verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonu yapilarak 0,5-10 pg/mL (B-K
icin nihayi derisim 0,9-10,4 ug/mL, ¢iinkii ¢alisilan bos plazma 0,4 ng/mL endojen B-K
icermekte ve retinol i¢in nihayi derisim 1,29-10,79 pg/mL, clinkii calisilan bos plazma
0,79 pg/mL endojen retinol icermektedir) derisim aralifinda plazma c¢ozeltileri
hazirland1. I¢ standart olarak K, vitamini (2 mg/mL derisimde stok ¢dzeltisi) kullanilda.
K, vitamini final derisimi 4 pg/mL olacak sekilde B-K ve retinol plazma c¢ozeltilerine
eklendi ve standart ve plazma ¢ozeltileri i¢in Tablo 3.5°de belirtilen dalga boylarinda
kromatogramlar1 alindi.

2 mg/mL derisimdeki a-T nin stok ¢ozeltisi etanol ile seyreltilerek 0,5-20 ug/mL
derisim araliginda standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak K, vitamini
(2 mg/mL derisimde stok ¢ozeltisi) kullanildi. Calismada K, vitamini final derisimi 10
pg/mL olacak sekilde a-T ¢ozeltilerine eklendi.

Plazma c¢aligsmasinda, standart o-T plazmaya eklenip Boliim 3.4.2.2.°de verilen
ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonu yapilarak 0,5-20 ug/mL (nihayi derisim 4,87—

24,37 pg/mL, ¢iinkii ¢alisilan bos plazma 4,37 pg/mL endojen o-T igcermektedir)
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derisim araliginda plazma ¢ozeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak K, vitamini (2
mg/mL derisimde hazirlanan stok ¢6zeltisi) kullanildi. K, vitaminin final derisimi 10
pg/mL olacak sekilde a-T plazma ¢ozeltilerine eklendi ve standart ve plazma ¢ozeltileri
icin Tablo 3.6°da belirtilen dalga boylarinda kromatogramlar1 alind1.

2 mg/mL derisimde MN’nin stok ¢ozeltisi hekzan ile seyreltilerek 0,5-20 ug/mL
derisim araliginda standart calisma ¢dzeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak K, vitamini
(2 mg/mL derisimde stok ¢ozeltisi) kullanildi. Calismada, K, vitamini final derisimi 5
pg/mL olacak sekilde standart MN c¢ozeltilerine eklendi.

Plazma calismasinda, standart MN c¢ozeltileri plazmaya eklenip Boliim 3.4.3.2.°de
verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonu yapilarak 0,061-12,20 pg/mL (nihayi
derisim 0,079-12,218 npg/mL, ¢iinkii ¢alisilan bos plazma 18 ng/mL endojen MN
icermektedir) derisim araliginda plazma cozeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak K,
vitamini (2 mg/mL derisimde stok ¢ozeltisi) kullanildi. Calismada K, vitamini final
derisimi 2,5 pg/mL olacak sekilde MN plazma c¢ozeltilerine eklendi ve standart ve
plazma ¢ozeltileri i¢in Tablo 3.7°de belirtilen dalga boylarinda kromatogramlar: alind1.

2 mg/mL derisimdeki MBS stok ¢ozeltisi deiyonizesu ile seyreltilerek 0,5-20
png/mL derisim araliginda standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. I¢ standart olarak
diazepam (2 mg/mL derisimde stok ¢ozeltisi) kullanildi. Calismada diazepamin final
derisimi 2,5 pug/mL olacak sekilde standart ¢ozeltilere eklendi.

Plazma ¢alismasinda standart MBS ¢o6zeltileri plazmaya eklenip Bolim 3.4.4.2.°de
verilen yontemle MBS, MN’ye doniistiiriiliip ekstraksiyonu yapilarak 0,061-12,20
pg/mL (nihayi derisim 0,079-12,218 pg/mL, ¢iinkii calisilan bos plazma 18 ng/mL
endojen MN icermektedir) derisim araligimmda MN plazma ¢ozeltileri hazirlandi. I¢

standart olarak K, vitamini (2 mg/mL derisimde stok ¢6zeltisi) kullanildi. Calismada K,
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vitamini final derisimi 2,5 pg/mL olacak sekilde plazma cozeltilerine eklendi ve
standart ve plazma ¢oOzeltileri icin Tablo 3.8’de belirtilen dalga boylarinda
kromatogramlar1 alindi.

4.3.1.2. HPLC-DAD Yontem Gecerlilik Testleri

4.3.1.2.1.0zgiinliik (Belirleyicilik)

Standart ¢oOzeltiler ile edilen kromatogramlarin incelenmesinde bilesenlerin
alikonma zamanlari, B-K’in 7,6 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan trifenilfosfinin 2,9
dak. (Sekil 4.22), retinoliin 6,4 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin 8,6
dak. (Sekil 4.23), a-T’nin 8,1 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin 7,1
dak. (Sekil 4.24) ve MN’nin 2,7 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin
8,05 dak. (Sekil 4.25), MBS’nin 2,2 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin
9,3 dak. (Sekil 4.26) olarak belirlendi.

HPLC-DAD c¢alismasinda MBS’nin MN’ye doniisiim oranint belirlemek igin,
MBS ve MN ayr1 ayr1 0,01 M HCI ¢ozeltisine eklendi Boliim 3.4’de verilen yontemler
ile i1lk 6nce donilisiim sonra ekstraksiyonu gerceklestirilerek 0,061-12,2 pg/mL derisim
araliginda MN’un standart calisma ¢ozeltileri hazirland1 ve 330 nm dalga boyunda
kromatogramlar1 (Sekil 4.27A-B) alindi. 0,01 M HCI ¢ozeltisine eklenen MN ve i¢
standardin geri kazanim degerleri sirasiyla % 101,1 (% BSS: 1,708. n=6) ve % 96,11 (%
BSS: 2,477, n=6), MN’ye doniistiiriilen MBS’nin ve i¢ standardin geri kazanim
degerleri sirasiyla % 98,09 (% BSS: 5,093, n=6) ve % 95,90 (% BSS: 1,838, n=6)
olarak, MBS ’nin MN’ye doniisiim orani orani ise % 97,17 (% BSS: 6,216, n=6) olarak

tespit edildi.
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Sekil 4.22: Trifenilfosfin i¢ standardi i¢eren farkli derisimlerde standart f-K’nin HPLC-DAD
kromatogramlari: A) 260 nm’de trifenilfosfin B) 450 nm’de B-K
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Sekil 4.23: K, vitamini i¢ standard: iceren farkli derisimlerde standart retinoliin HPLC-DAD
kromatogramlari (325 nm)
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Sekil 4.24: K, vitamini i¢ standardi iceren farkli derisimlerinde standart o-T’nin HPLC-DAD
kromatogramlari (292nm)
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Sekil 4.25: K, vitamini i¢ standardi igeren farkli derisimlerde standart MN’nin HPLC-DAD
kromatogramlari (330 nm)
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Sekil 4.26: Diazepam i¢ standardi i¢eren farkli derisimlerde standart MBS’ nin HPLC-DAD
kromatogramlari (230 nm)
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Sekil 4.27: K, vitamini i¢ standardi iceren 0,01 M HCI c¢ozeltisinden ekstrakte edilen
¢ozeltilerin HPLC-DAD kromatogramlar1 A) MN B)MN’ye doniistiiriillen MBS (330 nm)
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Plazmadan ekstraksiyon ile edilen kromatogramlarin incelenmesinde bilesenlerin

alikonma zamanlari, B-K’nin 7,6 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin 4,3

dak. (Sekil 4.28 A-B), retinoliin 6,4 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin

8,6 dak. (Sekil 4.29), a-T’nin 8,1 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin 7,1

dak. (Sekil 4.30) ve MN’nin 2,7 dak. ve i¢ standart olarak kullanilan K, vitamininin

8,05 dak. (Sekil 4.31A-B) olarak belirlendi. Biitiin ¢calismalarda plazmadan kaynaklanan

herhangi bir interferansa rastlanmadi (Sekil 4.32A-B, 4.33A-D, 4.34A-B, 4.35A-B).
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Sekil 4.28: K, vitamini i¢ standardi i¢eren farkli derisimlerde B-K’nin plazma ¢ozeltilerinin

HPLC-DAD kromatogramlar1 A) 245 nm’de K, vitamini, B) 450 nm’de -K
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Sekil 4.29: K, vitamini i¢ standardir igeren farkli derigimlerde retinoliin plazma ¢ozeltilerinin
HPLC-DAD kromatogramlari (325 nm)
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Sekil 4.30: K, vitamini i¢ standardi i¢eren farkli derisimlerde a-T’nin plazma ¢ozeltilerinin
HPLC-DAD kromatogramlari (292 nm)
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Sekil 4.31: K, vitamini i¢ standard1 i¢eren farkli derisimlerde plazma ¢ozeltilerinin HPLC-DAD
kromatogramlart A) MN B) MN’ye doniistiiriilen MBS (330 nm)
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$ekjl 4.32: Retinol ¢aligsmasinda bos plazmanin HPLC-DAD kromatogramlar1 A) Bos plazma
B) I¢ standart igeren bos plazma
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Sekil 4.33: B-K calismasinda bos plazmanin HPLC-DAD kromatogramlari: A) 245 nm’de bos
plazma B) 450 nm’de bos plazma C) 245 nm’de i¢ standart igeren bos plazma D) 245 nm’de i¢
standart iceren bos plazma



130

0 80 % 50
1 4) Bog plazma (292 nm) | E) Eog plazma ve if standart |
] . ] (292 fum) -
40 fdﬂ 40 | 0
N E:'Hil 0 Ean
0 20 20 0

Endojenn e-Tokoferol
(4,57 pzirml)

Endojen o Tokoferol | 10

A E (4,37 pinl)

o i o w 15 o 5 10 15
MinLnes i
Sekil 4.34: 0-T calismasinda bos plazmanin HPLC-DAD kromatogramlar1 A) Bos plazma B) I¢
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Sekil 4.35: MN ¢alismasinda bos plazmanin HPLC-DAD kromatogramlart: A) Bos plazma
B) I¢ standart igeren bos plazma
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4.3.1.2.2. Dogrusalik/Calisma Arahg:

0,5-10 pg/mL derisim araliginda B-K’nin derisimine karst i¢ standart
(trifenilfosfin) ve B-K’nin pik alan oranlari; 0,5-10 pg/mL derisim araliginda retinoliin
derisimine karsi i¢ standart (K, vitamini) ve retinoliin pik alan oranlari; 0,5-20 pg/mL
derisim araliginda o-T’nin derisimine kars1 i¢ standart (K, vitamini) ve a-T nin pik alan
oranlart; 0,5-20 pg/mL derisim araliginda MN’nin derisimine karsi i¢ standart (K
vitamini) ve MN pik alan oranlar1 ve 0,5-20 pg/mL derisim araligimda MBS’nin
derisimine karsi i¢ standart (diazepam) ve MBS pik alan oranlar1 grafige gecirilerek
kalibrasyon egrileri tiiretildi. Kalibrasyon egrileri sirasiyla Sekil 4.36A-E’de verildi.

Plazmaya spike edilip ve plazmadan BoOlin 3.4’de verilen -ekstraksiyon
yontemleriyle ekstrakte edilen cozeltilerden 0,5-10 pg/mL (endojen B-K ile birlikte
nihai derisim 0,9-10,4 pg/mL) derisim araliginda B-K’nin derisimine karsi i¢ standart
(K, vitamini) ve retinoliin pik alan oranlari; 0,5-10 pg/mL (endojen retinol ile birlikte
nihai derisim 1,29-10,79 pg/mL) derisim araliginda retinoliin derisimine karsi i¢
standart (K, vitamini) ve retinoliin pik alan oranlari, 0,5-20 pg/mL (endojen o-T ile
birlikte nihai derigim 4,87-24,37 pg/mL) derisim araliginda o-T’ nin derisimine karsi i¢
standart (K, vitamini) ve a-T nin pik alan oranlari, 0,061-12,2 pg/mL (endojen MN ile
birlikte nihai derigim 0,079—-12,218 pg/mL) derisim araliginda MN’nin derisimine kars1
i¢c standart (K, vitamini) ve MN’un pik alan oranlar1 ve 0,061-12,2 (endojen MN ile
birlikte nihai derisim 0,079-12,218 pg/mL) derisim aralifinda MBS’nin MN’ye
dontistiiriilen MN’ nin derigimine kars1 i¢ standart (K, vitamini) ve MN pik alan oranlar1

grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi. Kalibrasyon egrileri sirastyla Sekil

4.37A-E’de verildi.



j -
_L-'.Lj B-karotenfHFLC)
1
_ & 4521245mm
cC 3 =
E =
[w] 1]
c =
B [
[ i
a2 4]
& 4 A 2=
[
2 4
1] T T
1} i3 1]
Drerigim (uafml)

Sekil 4.36: HPLC-DAD yontemi ile

Pk alan aran
= - [ Sv] L) P “h (=] =l oo w

|
#
t 4

1

18)

E) Retinal (HPLC)

& 325 nm

o

h

Derigim (ugAnl)

Retinol (HPLC)
[Plazma)

# 325 Nm

Pik alan ararn

i AY B-karoten HPLC)

1 [Plazma)

i c
1

J =]
[y

i i
[

i -
o

. » 4520245nm

0 2 L |13 S 10

Drerigim (Lgiml)

2 4 fi
Drerigitn (LgAml)

2

= —_ -2
=T - N

Pk alan aran

132

1CY actokoteral (HPLE)

& 292 nim

Pik alan arar

o T 0
Drerigim [LaAml)

L

D)

Menadion (HFLC)

5

] = 5

Pik alan arar
o

Ey Menadion sockum
hisGlft (HPLC)

0
Derigim {ughml
elde edilen standart ¢calisma ¢ozeltilerin kalibrasyon egrileri: A) B-K B) Retinol C) o-T D) MN E) MBS

|l 20
Deerigim (Lfml)

4 . q
C) &-tokoferol (HPLC) 21 D:' Menadion (HELC) 21 4 E.:I Menadion (HPLC)
35 - (Plazma) 5 (Plazma) 5 ] (Plazma)
3 4 —
£ 15 215
25 4 [ =
' = C 12
2 c 2 g
S 7, ]
1.5 4 ﬁ i
i #2792 nm ] #2249 nm
04 3 3
o . . : . 0 0 ey
1] 5 10 15 20 5 1] 2 4 5] 2 10 12 0 2 4 __ﬁ 2 0 12
Drerigim (ugAn) Drerigim (ugAn) Deerigim {ug/ml)

Sekil 4.37: HPLC-DAD yontemi ile elde edilen plazma ¢dzeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) B-K B) Retinol C) a-T D) MN E) MN’ye doniistiiriilmiis
MBS
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HPLC-DAD yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon

esitliklerinin istatistiksel analiz sonuclar1 sirasiyla Tablo 4.28 ve 4.29°da verildi.

Tablo 4.28: HPLC-DAD yontemi ile B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢calisma ¢dzeltilerinden
elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Madde CA A(nm) LR? Sa Sb r
(ug/mL)
B-K 0,5-10 | 450/260 Y=1,0431x-0,0983 0,0701 | 0,0403 | 0,9996
Retinol 0,5-10 325 Y=1,4546x-0,2100 0,0136 | 0,0053 | 0,9996
a-T 0,5-20 292 Y=0,1772x+0,0191 0,0072 | 0,0024 | 0,9995
MN 0,5-20 330 Y=1,0498x+0,0656 0,1542 | 0,0659 | 0,9992
MBS 0,5-20 230 Y=0,6348x+0,0502 0,0789 | 0,0186 | 0,9999

A: dalga boyu, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb:
regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

Tablo 4.29: HPLC-DAD yéntemi ile B-K, a-T, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS plazma
cozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Etkin Madde | CA (ug/mL) A(nm) LR* Sa Sb r
B-K 0,5-10 450/245 | Y=0,8319x-0,1497 | 0,0764 | 0,0276 | 0,9996
Retinol 0,5-10 325 Y=1,0761x+0,6134 | 0,0618 | 0,0195 | 0,9996
o-T 0,5-20 292 Y=0,1485x+0,0468 | 0,0088 | 0,0016 | 0,9995
MN 0,061-12,2 330 Y=1,7602x+0,1996 | 0,0495 | 0,0590 | 0,9998
MBS 0,061-12,2 330 Y=1,7330x+0,1622 | 0,0742 | 0,0593 | 0,9996

A: dalga boyu, *: 6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb:
regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, r: korelasyon katsayisi

4.3.1.2.3.Dogruluk/Kesinlik

B-K, a-T, MN ve MBS kalibrasyon egrileri i¢ine diisen ii¢ farkli derisimde kalite
kontrol ¢ozeltilerinin ve plazmadan ekstraksiyon ile elde edilen plazma kalite kontrol
cozeltilerinin giinici (ayn1 yontem ve aymi labaratuar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve
glinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 glinde 6 kez) analizleri ile dogruluk ve kesinlik
degerleri elde edildi. Analiz sonuglarmin ortalamasi1 ve standart sapmalar1 belirlendi.
Dogruluk bagil hatayla ve kesinlik bagil standart sapma (% BSS) ile verildi (Tablo 4.30

ve 4.31).
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Tablo 4.30: HPLC-DAD yontemiyle B-K, a-T, MN ve MBS standart ¢ozeltilerinin giinigi ve
giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin Eklenen Glinigi Giinler Arasi

A(nm) Ortalama+SS o % Ortalama+SS o %
Madd mL I
adde (ug/mL) (ug/mL) Dogruluk BSS (ug/mL) Dogruluk BSS

0,750 0,766+0,017 2,133 2,247 | 0,789+0,023 5,200 2,995

BK 450/260 4,000 4,279+0,094 6,975 2,214 | 4,249+0,330 6,225 7,767

8,000 8,731+0,267 9,137 3,065 | 8,658+0,475 8,225 5,547

0,750 0,725+0,045 -3,381 6,183 | 0,732+0,051 -2,384 7,010

o-T 5,000 5,016+0,163 0,321 3,254 | 5,096+0,166 1,919 3,251

292 15,00 14,64+0,213 -2,361 1,456 | 15,03+0,590 0,233 3,926

0,750 0,768+0,020 2,462 2,552 | 0,745+0,058 -0,732 7,842

MN 330 5,000 5,293+0,062 5,856 1,172 | 5,235+0,071 4,709 1,353

10,00 9,751+0,455 -2,487 4,666 | 9,940+0,579 -0,601 5,827

1,000 0,752+0,018 0,220 2,376 | 0,767+0,034 2,286 4,386

MBS 5,000 4,962+0,111 -0,768 2,228 | 5,098+0,165 1,952 3,241

2
30 10,00 10,17+0,077 1,715 0,754 | 10,36+0,232 3,578 2,235

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), Dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)

Tablo 4.31: HPLC-DAD yontemiyle B-K, retinol, a-T, MN ve MBS plazma ¢ozeltilerinin
giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Etkin A(nm) Eklenen Giinigi Ginler Arasi

Madde (ng/mL) | Ortalama+SS | Dogruluk % Ortalama+SS | Dogruluk %
(ug/mL) BSS (ug/mL) BSS

0,750 0,784+0,020 4,533 2,551 | 0,704+0,027 6,133 3,835

B-K 450/245 4,000 4,295+0,186 -2,392 4,342 | 4,352+0,219 -1,084 5,020

8,000 8,302+0,384 -1,165 4,621 | 8,092+0,336 -3,671 4,156

0,750 1,399+0,087 -9,155 6,231 1,423+0,112 -7,597 7,894

Retinol 325 4,000 5,283+0,236 -8,756 4,479 | 5,569+0,388 -3,816 6,984

8,000 8,573+0,493 -2,468 5,757 | 8,423+0,440 4,175 5,231

0,750 5,116+0,287 -0,071 5,611 | 5,077+0,244 -0,844 4,814

o-T 292 5,000 9,837+0,204 4,983 2,071 | 9,879+0,166 5,430 1,680

15,00 19,54+1,106 0,889 5,661 19,64+0,725 1,395 3,691

0,305 0,323+0,021 5,968 6,497 | 0,326+0,022 6,757 6,734

MN 330 1,525 1,536+0,043 0,697 2,797 | 1,565+0,100 2,625 6,377
6,100 6,285+0,105 3,033 1,676 | 6,269+0,256 2,778 4,086

MBS 0,305 0,330+0,015 8,299 4,582 | 0,329+0,011 7,870 3,469
330 1,525 1,447+0,039 -5,136 2,699 | 1,438+0,038 -5,713 2,619

6,100 6,380+0,168 4,596 2,637 | 6,268+0,096 2,751 1,535

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), Dogruluk: (bulunan-eklenen)/eklenenx100, % BSS: bagil standart sapma
(SS/ortalamax100)




135

4.3.1.2.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Simirnn (LOQ)

HPLC-DAD c¢aligmasinda fB-K, o-T, MN ve MBS kromatogramlarinda
sinyal/giirtiltii (S/G) orani 3 oldugu derisim gozlenebilme smnir1 (LOD) ve 8 olan
derisimde tayin alt smir1 (LOQ) degerleri olarak belirlendi.'”*"®* HPLC-DAD

yonteminin gézlenebilme simir1 ve tayin alt sinir1 degerleri Tablo 4.32°de verildi.

Tablo 4.32: HPLC-DAD yontemi ile calisilan etkin maddelerin standart ¢ozeltilerinin
gozlenebilme sinir1 ve tayin alt sinirt

Duyarhilik Limiti
Etkin Madde Dalga Boyu Gozlenebilme Sinirt Tayin Alt Sinir
(om) (LOD, pg/mL) (LOQ, pug/mL)
B-K 452 0,010 0,020
Retinol 325 0,050 0,100
o-T 292 0,100 0,200
MN 330 0,010 0,015
MBS 230 0,005 0,015
4.3.1.2.5. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazanim c¢alismalar1 standart ekleme yontemi ile
yapildi. Kloroformda ¢oziiliip etanol ile seyreltilen Carovit” yumusak kapsiil (20 mg f-
K / kapsiil), ve etanolde ¢oziilen Evicap” yumusak kapsiilden (200 TU a-T / kapsiil)
sirastyla 2 pg/mL ve 10 pg/mL derisimlerde; MBS etkin maddesine sahip olan Libavit
K" ampul (20 mg MBS / 2mL) preparati1 0,01 M HCI’de ¢dzilerek 5 pg/mL (MBS
analizinde) ve 10 pug/mL (MBS’nin MN’ye doniistiiriilmesinde) derisimlerde ilag
¢Ozeltileri hazirland1 ve bu ¢o6zeltilere daha 6nce belirtilen analitlerin i¢ standardlari
eklenerek kromatogramlar1 almarak ve pik alan oranlar1 belirlendi. Sonra bu ¢ozeltiler

iizerine B-K, a-T, MBS ve MN’nin 3 farkli derisimde hazirlanan standart ¢aliyma
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cozeltileri eklendi ve tekrar pik alanlar1 li¢ kez okunarak i¢ standart ile etkin maddelerin
pik alan oranlar1 belirlendi. Belirlenen pik alan oran degerleri ayn1 derisimdeki standart
cozeltilerinin pik alan oran degerleriyle kiyaslanarak sonuclar ylizde geri kazanim

olarak Tablo 4.33’de verildi.

Tablo 4.33: Farmasotik preparatlara katim yapilan ¢ozeltilerin HPLC-DAD yontemiyle elde
edilen geri kazanim degerleri (n=6)

Ticari A(nm) Eklenen Ortalama=£SS Geri %
Preparat (ng/mL) (ng/mL) kazanim | BSS
0,750 0,711+0,025 94,89 3,542
Carovit® 450/260 4,000 3,919+0,177 97,98 4,520
2ug/mL 8,000 7,895+0,226 98,69 2,868

0,750 0,739+0,042 98,53 5,782

Evicap® 9 5,000 4,814+0,185 96,29 3,862
10pg/mL 15,00 15,170,836 101,1 5,110
0,750° 0,736+0,038 98,20 5,217

Libavit K® 230 5,000° 4,740+0,148 94,80 3,142
5pg/mL 10,00° 9,695+0,431 96,95 4,452
0,750° 0,754+0,040 100,5 5,394

Libavit K® 330 5,000 4,948+0,345 98,96 6,975
6,1°ug/mL 10,00° 9,855+0,688 98,55 6,990

A: dalga boyu, * MBS standart ¢6zeltisi, : MN standart ¢6zeltisi, °: 10pug/mL MBS nin MN’ye esdeger derigimi, SS:
standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)

Plazmadan geri kazanim calismasinda, B-K, o-T, MN ve MBS’nin ii¢ farklh
derisimdeki kalite kontrol c¢ozeltileri ile i¢ standardlariyla birlikte plazmaya eklendi,
karistirild1 ve Boliim 3.4’de verilen ekstraksiyon yontemleriyle ekstraksiyonlar1 yapildi.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin gilinici ve giinler arast yapilan
analizlerinde belirlenen pik alan oranlari, standart ¢ozeltilerden elde edilen pik alan
oranlar1 degerleri ile kiyaslanarak sonuclar plazmadan yiizde geri kazanim olarak Tablo

4.34°de verild1.
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Tablo 4.34: HPLC-DAD yo6ntemiyle elde edilen giini¢i ve gilinler aras1 plazmadan geri kazanim
degerleri (n=6)

Giinigi Giinler Arasi
Etkin | A(nm) | Eklenen Analit I¢ Standart Analit I¢ Standart

Madde (ngmL) | % Geri | % | %Geri | % | %Geri | % | % Geri %
kazanmim | BSS | kazanim | BSS | kazanim | BSS | kazanim | BSS
0,750 104,3 | 4,768 | 102,1 4918 106,4 | 5,159 | 101,7 4,675
B-K 450 4,000 102,0 | 5,656 | 101,1 2,261 98,31 | 5,243 | 1034 5,062
/1245 8,000 99,10 | 4,035| 101,8 3,647 98,06 | 1,750 | 100,6 4,291
0,750 95,29 | 7,279 | 98,76 4,243 93,45 | 6,142 | 97,00 7,256
Retinol | 325 4,000 91,92 | 3,579 | 93,38 7,245 94,29 | 3,481 | 98,72 3,460
8,000 96,23 | 7,777 | 94,28 3,320 98,66 | 5,889 | 98,56 5,222
0,750 95,74 | 7,427 | 94,55 5,287 93,45 | 6,142 | 97,00 7,256
a-T 292 5,000 94,82 | 4,048 | 98,21 2,864 94,29 | 3,481 | 98,72 3,460
15,00 87,38 |[2,235| 98,60 4,046 85,75 |[5,699 | 93,33 3,339
0,305 86,92 | 5,885 | 97,49 2,862 87,29 |[4,268 | 98,20 2,340
MN 330 1,525 94,78 | 2,503 | 96,09 1,938 96,27 | 3,632 | 96,83 4,016
6,100 96,32 {2,373 | 101,9 4,784 97,16 |2,972 | 102,8 4,219
0,305 88,12 |[3,853| 101,4 3,174 88,20 | 4,660 99,24 2,599
MBS 330 1,525 88,63 |[2,556 | 9747 2,627 86,81 |[5,297| 96,82 5,071
6,100 98,49 | 1,528 | 103,8 5,464 97,40 | 2,572 | 104,1 5,406

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

4.3.1.2.6.Matriks Etkisi

Matriks etkisi calismasinda, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Alma
merkezinden (1l.plazma), Erzurum Kizilay Kan Alma Merkezinden (2.plazma) ve
Erzurum Palandoken Hastanesi Kan Alma Merkezinden (3.plazma) saglanan ii¢ farkl
plazmayla gergeklestirildi. Bu plazmalarin her birine B-K, retinol, a-T, MN ve MBS’ nin
i¢ farkl derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri ayr1 ayr1 eklendi ve karistirildi. Daha
sonra Boliim 3.4°de verilen ekstraksiyon yontemleriyle ekstraksiyonlar1 yapildi. Ayrica
calisilan plazmalardaki etkin maddelerin endojen miktarlari bulabilmek i¢in plazma
ornekler1 katim yapilmadan direk olarak ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen ¢oOzeltilerin analizlerinde bulunan degerlerinin standart
cozeltilerden elde edilen degerlerle kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak

Tablo 4.35’de verildi.
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Tablo 4.35: HPLC-DAD yontemi ile matriks etkisi
Etkin Eklenen 1.Plazma 2.Plazma 3.Plazma

Madde | (ug/mL) | % Geri % % Gerti % % Gerti %
kazanim | BSS | kazanim | BSS | kazanim | BSS

Endojen 0,400 pug/mL 0,320 ug/mL 0,280 pug/mL
B-K 0,750 104,3 4,768 98,85 3,825 93,53 6,470
4,000 102,0 5,656 98,30 5,878 95,24 5,042
8,000 99,10 4,035 96,40 7,573 94,66 5,549

Endojen 0,790 pg/mL 0,920 pg/mL 0,550 pg/mL
Retinol | 0,750 | 95,29 | 7,279 | 98,83 | 2,537 | 9598 | 5,785
4,000 91,92 3,579 93,51 8,187 94,15 6,863
8,000 96,23 7,777 94,07 5,633 96,96 7,783

Endojen 4,370 ug/mL 7,100 ug/mL 5,200 pug/mL
o-T 0,750 95,74 7,427 | 98,230 | 3,162 96,47 9,658
5,000 94,82 4,048 94,80 6,031 91,38 4,823
15,00 87,38 2,235 96,35 5,485 93,30 4,099

Endojen 18 ng/mL 0,024pg/mL 0,037 pg/mL
MN 0,305% 86,92 5,885 92,29 6,518 94,50 6497
1,525% 94,78 2,503 95,73 2,912 98,31 2,797
6,100* 96,32 2,373 93,65 1,740 92,23 3,717

Endojen 18 ng/mL 0,024pg/mL 0,037 pg/mL
MBS 0,305" 88,12 3,853 89,88 5,423 87,86 4,523
1,525 88,63 2,556 91,53 3,430 90,37 3,489
6,100 98,49 1,528 90,06 4,260 89,43 4,613

“MN standart c¢ozeltisi, °

sapma/ortalamax100)

: MBS’nin MN’ye esdeger derisimi, % BSS: bagil standart sapma (standart

4.4. Gercek Numunelere Uygulama
4.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan yontemlerin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla B-K, o-T ve MBS iceren farmasotik preparatlarda etken madde
miktar analizleri yapildi.
4.4.1.1. Carovit® Yumusak Kapsiil (20 mg B-K / Kapsiil)
UV Goriiniir Bolge, 1D ve 2D Spektrofotometri yontemlerin uygulamasinda, 20

mg B-K igeren Carovit” yumusak kapsiil i¢erigi hekzanda ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti

etanol ile seyreltilerek 2 ve 4 pug/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen



139

cozeltilerin UV- Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlari(Sekil 4.38A-C) alind1 ve
absorbanslar1 okundu. Absorbans degerleri ortalama kalibrasyon egrisine konularak

miktar tayini gerceklestirildi (Tablo 4.36).
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Sekil 4.38: 2 ve 4 pg/mL derisimlerde Carovit® ilag ¢ozeltilerinin: A) UV-Goriiniir Bolge
spektrumlar1 B) 1D- spektrumlari C) 2D- spektrumlari

HPLC-DAD uygulamasinda, 20 mg B-K igeren Carovit” yumusak kapsiil igerigi
kloroformda ¢6ziildi. Hazirlanan ¢6zelti etanol ile seyreltilerek 2 ve 4 pg/mL
derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi ve 4 pg/mL trifenilfosfin (i¢ standart) ilag
cozeltilerine eklendi. Cozeltiler HPLC’ye 10 pL enjekte edilerek kromatogramlari
alind1 (Sekil 4.39A-B) ve pik alan oranlar1 kalibrasyon egrisine konularak miktar tayini

gerceklestirildi (Tablo 4.36).
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Sekil 4.39: 2 ve 4 ug/mL derisimlerde Carovit” ilag ¢ozeltilerinin HPLC-DAD kromatogramlari
A) 260 nm B) 450 nm
Tablo 4.36: B-K (20 mg) igeren Carovit” yumusak kapsiiliin miktar tayini
Ticari . Ortalama+SS %Geri o Giiven
Preparat Yontem A (nm) | n (mg) kazanim /0 BSS Araligi
UV Goriiniir Bolge 452 6 20.30+0.293 101,5 1,441 99,68-103,5
Spektrofotometri 476 6 21.12+0.307 105.6 1.455 103.3-107.5
439 6 17,90+0,300 89,53 1,677 87,94-92,09
1.Tiirev 460 6 19,26+1,053 96,31 5,465 89,93-102,2
Carovit®” Spektrofotometri 496 6 20,55+0,460 102,7 2,237 98,26-104,3
yumusak 433 6 18,50+1,387 92,53 7,493 86,77-104,9
kapsiil 2 Tiirev 451 6 20,42+0,547 102,0 2,680 98,44-106,2
Spektl%ofotometri 467 6 18,25+1,029 91,27 5,635 83,33-97,62
484 6 20,62+0,159 103,1 0,795 102,1-103,9
505 6 19,55+0,837 97,76 4,278 93,90-104,8
HPLC-DAD 260/450 | 6 20,39+0,480 101,9 2,354 98,95-105,0

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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4.4.1.2. Evicap® Yumusak Kapsiil (200 IU (134,23 mg) a-T / Kapsiil)

UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- spektrofotometri yontemlerinin uygulamasinda,
134,23 mg o-T iceren Evicap” yumusak kapsiil icerigi etanolde ¢oziildii. Hazirlanan
cozelti etanol ile seyreltilerek 10 ve 50 pug/mL derisimlerde ¢bzeltileri hazirlandi. Elde
edilen ¢ozeltinin UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlar: alinarak (Sekil 4.40A-C)
absorbanslar1 okundu. Absorbans degerleri ortalama kalibrasyon egrisine konularak

miktar analizleri gerceklestirildi (Tablo 4.37).
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Sekil 4.40: 10 ve 50 pg/mL derisimlerde Evicap” ilag ¢ozeltisinin: A) UV-Gériiniir Bolge
spektrumlar1 B) 1D- spektrumlari C) 2D- spektrumlari

HPLC-DAD uygulamasinda, 134,23 mg o-T iceren Evicap® yumusak kapsiil
icerigi etanolde ¢oziildii. 10 pg/mL i¢ standart igerecek sekilde (K, vitamini) 10 pg/mL
derisimde ilag ¢ozeltileri hazirland1 ve 20 pL. HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek
kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.41) ve kromatogramlardan elde edilen pik alan oranlar

kalibrasyon egrilerine konularak miktar analizleri gerceklestirildi (Tablo 4.37).
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Sekil 4.41: 10 pg/mL derisimdeki Evicap® ilag ¢ozeltisinin HPLC-DAD kromatogrami (292

nm)

Tablo 4.37: a-T igeren (200 1U/134,23 mg) Evicap ® yumusak kapsiiliin miktar tayini

5 - =
Ticari Preparat Yontem A(nm) | n Ortaé;n;e)liss k:)z(jr?flln %BSS 2121\1]16;
UV Gortintir
Bolge 292 10 | 135,842,314 101,2 1,704 98,50-104,4
Spektrofotometri
Evicap® 1.Tirev 298 10 | 135,243,090 100,8 2,284 99,60-105,6
Yumusak Spektrofotometri | 303 10 | 134,643,443 100,3 2,558 97,26-103,7
kapsiil 2.Tirev 299 10 | 135,346,352 100,8 4,695 92,00-106,0
Spektrofotometri | 308 10 | 136,7+7,366 101,8 5,386 95,00-113,2
HPLC-DAD 292 10 | 137,5+0,870 102,4 0,632 101,4-103,2

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)

4.4.1.3. Libavit K® Ampul (20 mg MBS / 2mL)

UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- spektrofotometri yontemlerinin uygulamasinda

20 mg /2 mL MBS igeren Libavit K* ampul preparatinin analizinde iki sekilde ¢ozelti

hazirlandi.
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1-) 20 mg / 2 mL MBS igeren Libavit K* ampulden 2 mL alindi. 0,01 M HCI’de

coziilerek 2,5 ve 5 ug/mL derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢6zeltinin UV-

Goriintir Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlar1 (Sekil 42A-C) alinarak absorbanslar1 okundu.

Absorbans

gerceklestirildi (Tablo 38).

degerleri ortalama kalibrasyon egrisine konularak miktar analizleri
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Sekil 4.42: 2,5 ve 5 ug/mL derisimlerdeki Libavit K" ilag ¢ozeltilerinin: A) UV-Gériiniir Bolge
spektrumlar1 B) 1D- spektrumlari C) 2D- spektrumlari

Tablo 4.38: MBS igeren (20 mg) Libavit K® ampuliin miktar tayini

Ticari . Ortalama=£SS %Geri Giiven
Preparat Yontem Mnm) | n (mg) kazanim 7oBSS Aralig
UV Goriiniir
Bolge 230 | 12| 19,66+0,717 98,32 3,647 | 91,69-102,6
Spektrofotometri
Libavit K® 1.Tiirev 224 | 12| 17,53+1,190 87,65 6,785 | 81,24-101,6
ampul Spektrofotometri | 236 | 12 | 18,64+1,230 93,23 6,598 | 86,90-94,24
S 2Threv 933 1 12| 19,01+1,169 95,08 6,148 | 85,35-103,3
pektrofotometri

A: Dalga boyu, SS: Standart sapma, % BSS: Bagil standart sapma (SS/ortalamax100)




2-) 20mg/2mL MBS igeren Libavit K® ampulden 2 mL (10 mg MBS 6,1 mg MN’ye
esdegerdir.) alind1
doniismektedir (Sekil 3.1)''*. pH’st 12’ye NaOH ile ayarlanan Na,CO; cozeltisi
hazirlandi. Ilag ¢dzeltisine Na,CO; ¢ozeltisi eklenerek ¢dzeltinin pH’s1 9,50, 10,50,
11,10, 11,20, 11,30 ve 11,50’ye ayarlandi. Her bir pH’daki ¢ozeltinin UV-Goriiniir
Bolge, 1D- ve 2D- spektrumlar1 alindi ve absorbanslar1 okundu. Absorbans degerleri

ortalama kalibrasyon egrisine konularak miktar analizleri gerceklestirildi (Tablo 4.39).

En iyi degerler pH:11,30 da elde edildi.

Tablo 4.39: MBS (6,1 mg MN) i¢eren Libavit K* ampuliin farkli pH’larda miktar tayini

144

100 mL 0,01 M HCl'de c¢ozildi. MBS pH>11’de MN’ye

. N Bulunan %Geri
Ticari Preparat Yontem A(nm) | pH (mg) Kazamm
9,50 2,205 42,42
UV Gériini 10,50 4,507 86,68
Béj’;‘;“m 11,10 5,071 97,53
: 11,20 5,346 102,82
Havit K® Spektrofotometri 330 > > >
Libavit & 1130 | 5,702 109,6
b ll?ng 11,50 6,353 122,18
menadion 10,50 2,678 51,50
| Tiirev 11,10 4,284 82,4
Spektrofotometri 11,20 4,244 81,62
350 11,30 4,711 90,60
11,50 4,016 77,22
A: Dalga boyu

MBS’ nin MN’ye doniisiimii gerceklestiren ideal pH degeri belirlendikten sonra,
MN’un final derigimi 3,05 ve 6,10 pg/mL olacak sekilde Libavit K® ampul igerigi 0,01 M
HCl ile ¢oziildi. Bolim 3.4°’de belirtildigi sekilde MBS MN’ye doniistiiriiliip

ekstraksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ¢ozeltilerin UV-Goriiniir Bélge, 1D- ve 2D-
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spektrumlar1 (Sekil 4.43 A-C) alind1 ve absorbanslar1 okundu. Absorbans degerleri

ortalama kalibrasyon egrilerine konularak miktar tayini gerceklestirildi (Tablo 4.40).
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Sekil 4.43: 3,05 ve 6,10 ug/mL derigimlerdeki Libavit K" ilag ¢ozeltisinin: A) UV-Goriiniir
Bolge spektrumlar1 B) 1D- spektrumlar1 C) 2D- spektrumlari

Tablo 4.40: MBS (20 mg) igeren Libavit K® ampuliin miktar tayini

Ticari .. Ortalama+SS | %Geri N Giiven
Preparat Yontem M(nm) n (mg) kazanim /oBSS Araligi
UV Goriinir
Bolge 330 | 12 | 19.44+0,529 9720 | 2,721 | 91,15-102.3
Spektrofotometri ’ ’ ’ ’ et
. . ® .
Libavit K S LTarev 1 350 | 12 | 19,0040,852 | 9500 | 4.484 | 90.30-1045
ampul pektrofotometri
) Tirey 330 | 12 | 19.41£1,099 | 97.05 5,662 | 87.45-103,8
Spektrofotometri |_347 | 12 | 15,1051,046 | 7554 6,925 | 65,57-81,96
355 | 12 | 17,141,074 | 85,73 6,266 | 84.59-91,80

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)

HPLC-DAD uygulamasinda, 20 mg / 2 mL MBS igeren Libavit K* ampul

preparatinin analizinde iki sekilde ¢ozelti hazirland1.
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1-) 20mg/2mL MBS igeren Libavit K® ampulden 2 mL alind1. 100 mL deiyonize

suda ¢ozildi. 2,5 pg/mL i¢ standart icerecek sekilde (Diazepam) 2,5 ve ve 5 pug/mL

derisimlerde ilag ¢6zeltileri hazirland1 ve 20 pLL HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek

kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.44) ve kromatogramlardan elde edilen pik alan oranlar

kalibrasyon egrilerine konularak miktar analizleri gergeklestirildi (Tablo 4.41).
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Sekil 4.44: 2,5 ve 5 pg/mL derisimlerdeki Libavit K® ilag ¢ozeltilerinin HPLC-DAD
kromatogrami (230 nm)

Tablo 4.41: HPLC-DAD yéntemiyle MBS (20 mg) igeren Libavit K ampuliin miktar tayini

Ticari nl 2 Yéntem Ortalama+SS %Geri % Giiven
Preparat (nm) (mg) kazanim BSS Araligi
p p ®

L‘gfrfl;ff 6 | 230nm | HPLC-DAD | 19,10£1,072 | 9550 | 5.612| 85.35-103.4

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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2-) MBS’nin MN’ye doniisiimiiniin gerceklestigi ideal pH degeri belirlendikten

sonra, MN’nin final derisimi 6,10 ve 12,2 ug/mL olacak sekilde 0,01 M HCI ¢6zeltisine

MBS igeren Libavit K® ¢ozeltisi eklendi. Bolim 3.4°de belirtildigi sekilde MBS, MN’ye

doniistiiriiliip ekstraksiyonu gergeklestirildi. I¢ standart olarak K, vitamini kullanildi.

Elde edilen ¢ozeltiden 20 pL HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek kromatogramlari

alind1 (Sekil 4.45) ve kromatogramlardan elde edilen pik alan oranlar1 kalibrasyon

egrilerine konularak miktar analizleri gergeklestirildi (Tablo 4.42).
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Sekil 4.45: 6,10 ve 12,25
kromatogrami (330 nm)

pg/mL derisimlerde Libavit K® ilag ¢ozeltilerinin HPLC-DAD

Tablo 4.42: HPLC-DAD yéntemiyle MBS (20 mg) igeren Libavit K ampuliin miktar tayini

Ticari nl 2 Yéntem Ortalama+SS %Geri % Giiven
Preparat (nm) (mg) kazanim | BSS Aralig
p p ®

L‘gf‘:;tf 6 | 330nm | HPLC-DAD | 19430858 | 97,15 |4.415| 87.45-1052

A: dalga boyu, SS: standart sapma, % BSS: bagil standart sapma (SS/ortalamax100)
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Farmasotik preparatlarda B-K, o-T, MBS’nin miktar tayini i¢in uygulanan

HPLC-DAD, UV-Gériiniir Bolge, 1D- ve 2D-Spektrofotometri yontemlerinin, birbiriyle

karsilagtirilmasi amaciyla F-testi yapildi (Tablo 4.43).

Tablo 4.43: Farmasotik preparatlarda B-K, o-T, MBS’nin belirlenmesi i¢in uygulanan
yontemlerin birbirleri ile karsilagtiriimasi (F-testi)

Etkin madde A(nm) Yontem n | Ortalama+SS {: . Iv) .
degeri degeri
452/245 HPLC-DAD 6 20,39+0,480
UV Goriiniir Bolge
477 Spektrofotometri 6 20,30+0,292
1.Tiirev
p-K 496 Spektrofotometri 6 20,55+0,461 0,947 0,437
2. Tiirev
484 Spektrofotometri 6 20,620,159
292 HPLC-DAD 10 137,5+0,870
UV Goriiniir Bolge
292 Spektrofotometri 10 135,8£2,314
ot 303 Sy ] 10| 134,613,443
P e 1,103 | 0,360
299 Spektrofotometri 10 135,326,352
230 HPLC-DAD 12 19,09+0,970
UV Goriiniir Bolge
230 Spektrofotometri 12 19,660,717
MBS 236 LTarev 15 | g gauy 030 | 12000 | 0.134
Spektrofotometri
2. Tiirev
233 Spektrofotometri 12 19,011,169
330 HPLC-DAD 12 19,85+0,726
MBS’nin 330 | UV Gorinir Bolge | ) |19 4400 529
MN’ye Spektrofotometri
doniistiiriilerek 350 LTirev ) | 1900852 | 2150 | 0,107
. Spektrofotometri
yapilan analizi S To
.Tiirev
330 Spektrofotometri 12 19,411,099

n: analiz sayisi, SS: Standart sapma, P>0,05"de istatistiksel bir fark yoktur
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4.4.2. Gelistirilen Yontemlerin Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

Plazma c¢alismasinda gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan yOntemlerin
uygulanabilir oldugunu goérmek amaciyla tavsan ve saglikli goniilliller ile mesane
kanserli hastalarin plazmalarinda B-K, retinol, a-T ve MN’nin miktar analizleri
gerceklestirildi.
4.4.2.1.Tavsanlarda B-K, Retinol, o-T ve MN’nin Farmakokinetik
Parametrelerinin Belirlenmesi

Calismada, B-K, a-T ve MBS etkin maddelerini igeren farmasdétik preparatlar
tavsanlara ayr1 ayri uygulandiktan sonra tavsanlardan belirli siirelerde alinan kan
orneklerinde bu etkin maddelerin plazma seviyeleri gelistirilen ve gegerlilik testleri
yapilan yontemlerle belirlendi.
4.4.2.1.1. Tavsanda B-K Cahsmasi

100 mg B-K olacak sekilde 5 adet Carovit® (20mg/kapsiil) yumusak kapsiil tek doz
oral olarak yaklasik 4 kg New Zealand cinsi beyaz saglikli tavsana uygulandi. B-K
¢Ozeltisi verilmeden once ve verildikten sonra 0,33, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 6 ve
8’inci saatlerde tavsanin kulaklarindaki damarlardan 1 mL kan EDTA igeren ve 1siktan
korunan plastik tiipler icerisine alindi. Alman kanlar 3000 g ve 15 dak.’da
santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar -70°C’de depolandi.
Plazma 6rnekleri Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraktlar
HPLC-DAD sistemine enjekte edildi. B-K ile ilgili herhangi bir pike rastlanmadi
Literatiir taramasinda B-K viicutta retinole doniistiigii bilgisine ulasinca ekstraktlarda

68,70

retinol analizi yapildi™™"". Sekil 4.46’da tavsan plazmasindan ekstrakte edilen retinoliin

kromatogramlar1 verildi. Kromatogramlardan pik alan oranlar1 kalibrasyon egrisine
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konularak derisim-zaman egrisi elde edildi (Sekil 4.47). Elde edilen derisim-zaman

egrisinden ilacin farmakokinetik parametreleri belirlendi (Tablo 4.44).

804 4 Hag uygulanmadan dnce Fan 04 B) lag wygulandikdan | saat sonra | 80
60 feo 60 [ 60
a0 fa_ d0d  Retinol
] 7
g E

I N - ‘o ]

RERI | .

hinutes hdnutes

Sekil 4.46: Carovit® ilact (100 mg B-K) verilen tavsan plazmalarmim HPLC-DAD
kromatogramlar1 A) ila¢ uygulanmadan 6nce B) Ila¢ uygulandiktan 1 saat sonra

Tablo 4.44: Carovit ilact (100 mg B-K) verilen tavsanda (n=1) retinoliin farmakokinetik
parametreleri

Farmakokinetik Tavsan
Parametreler
Thax (saat) 1,000
Cmax (nug/mL) 1,126
CL (L/saat) 42,13
Ty (saat) 15,61
kel (sa”) 0,044
AUCg3 (ng.saat/mL) 3,327
AUC,., (ng.saat/mL) 4,747

tmax: Maksimum zaman, Cy,,,: maksimum derisim, AUC,g: egri altindaki alan (0-8 saat aras1), AUC,_,: egri altindaki
alan (0-co saat arast) ty,: yart omiir, CL: klerens, kel: eliminasyon sabiti
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Sekil 4.47: Carovit” ilact (100 mg B-K) verilen tavsan plazmasinda retinoliin derisim-zaman
grafigi

4.4.2.1.2. Tavsanlarda a-T Calismasi
o-T igeren bir adet Evicap” yumusak kapsiil (400 IU / kapsiil) tek doz oral olarak

ortalama 4 kg New Zealand cinsi ii¢ adet beyaz saglikli tavsana uygulandi Ilag
verilmeden Once ve verildikten sonra ki 0,5, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 54, 60, 72, 96, 144
ve 168’inci saatlerde tavsanin kulaklarindaki damarlardan 1 mL kan EDTA iceren ve
1siktan korunan plastik tiipler igerisine alindi. Alinan kanlar 3000 g ve 15 dak.’da
santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar -70°C’de depolandi.
Alinan plazma 6rnekleri Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapildi.

Elde edilen ekstraktlar HPLC-DAD sistemine enjekte edildi ve kromatogramlari
almd1 (Sekil 4.48A-B) ve pik alan oranlar1 kalibrasyon egrisine konularak derisim-
zaman egrileri elde edildi (Sekil 4.49A-B). Elde edilen derisim-zaman egrilerinden

ilacin farmakokinetik parametreleri belirlendi ve bu degerler Tablo 4.45°de verildi.
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Sekil 4.48: EVicap® ilac1 (400 IU a-T / kapsiil) verilen ikinci tavsan plazmasinin HPLC-DAD
kromatogramlar1 A) ila¢ uygulanmadan 6nce B) Ila¢ uygulandiktan 72 saat sonra
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Sekil 4.49: Evicap” ilact verilen tavsan plazmasinda HPLC-DAD yontemi ile o-T derisim
zaman grafikleri A) Ug¢ tavsanin ortalama derisim-zaman grafigi B) Ug tavsamn ayri ayr
derisim-zaman grafigi
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Tablo 4.45: Evicapilaci (400 IU a-T / kapsiil) verilen tavsanlarda (n=3) a-T’nin farmakokinetik

parametreleri
Farmakokinetik 1 5 3 OrtalamatSS
Parametreler/Tavsan

Tnax (saat) 60,000 72,000 24,000 52,000+24,980

Cmax (ug/mL) 4,6203 7,1735 8,6482 6,8140+2,0378
CL (L/saat) 0,2994 0,2068 0,2603 0,2554+0,0464

T (saat) 121,58 97,605 79,655 99,613+21,033
kel (sa™) 0,0057 0,0071 0,0087 0,0071+0,0015
AUC. 165 (ng.saat/mL) 468,73 808,54 761,86 679,71+184,20
AUC., (ug.saat/mL) 896,76 1298,2 1031,4 1075,4+204,30

tmax: Maksimum zaman, Cp.: maksimum derisim, AUC,.¢: egri altindaki alan (0-168 saat arasi), AUC.,: egri
altindaki alan (0-co saat arasi) ty,: yart dmiir, CL: klerens, kel: eliminasyon sabiti, SS: standart sapma

4.4.2.1.3. Tavsanlarda MBS (MN) Cahsmasi

100 mg MBS igerecek sekilde 5 adet Libavit K® ampul (20mg MBS/2ml) tek doz
intravendz (iv) olarak ortalama 4 kg New Zealand cinsi ii¢ adet beyaz saglikli tavsana
uyguland1. Ilag verilmeden dnce ve verildikten sonra ki 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25,
30, 60, 90, 120, 150 ve 180 inci dak.larda tavsanin kulaklarindaki damarlardan 1 mL
kan alindi. Ayrica kontrol amagh olarak ilag verilmeyen bir tavsandan calisilan ayni
siirelerde kan ornekleri alindi. Kanlar EDTA iceren ve 1siktan korunan plastik tiipler
icerisine alindi. Alinan kanlar 3000 g ve 15 dak.’da santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi
ve analiz edilinceye kadar -70°C’de depolandi. Alinan plazma 6rnekleri Boliim 3.4°de
belirtildigi sekilde MBS plazmada MN’ye doniistiiriiliip ekstraksiyonlar1 yapildi.

Elde edilen ekstraktlar HPLC-DAD sistemlerine enjekte edildi ve
kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.50A-B) ve pik alan oranlar1 kalibrasyon egrisine
konularak derisim-zaman egrileri elde edildi (Sekil 4.51A-C). Elde edilen derisim-
zaman egrilerinden ilacin farmakokinetik parametreleri belirlendi ve bu degerler Tablo

4.46°da verild1.
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Sekil 4.50: Libavit K® ilac1 (100 mg / 10 ml) verilen ikinci tavsan plazmasinin HPLC-DAD
kromatogramlar1 A) ila¢ uygulanmadan 6nce B) Ilag uygulandiktan 2 dak. sonra

Tablo 4.46: Libavit K ilac1 (100 mg / 10ml) verilen tavsanlarda (n=3) MN’nin farmakokinetik

parametreleri
Farmakokinetik 1 2 3 Ortalama+SS
Parametreler/Tavsan
Tomax (dak.) 3,0000 2,0000 3,0000 2,6666+0,5735
Cmax (ug/mL) 6,5559 4,9544 3,6376 5,0493+1,4614
CL (L/dak.) 1,6685 2,9403 2,7465 2,4515+0,6852
T, (dak.) 28,170 55,000 44,140 42,436+13,495
kel (dak.") 0,0246 0,0126 0,0157 0,01760,0062
AUCq.1p0 (ng.dak./mL) 57,250 30,017 30,787 39,351+15,505
AUC 20, (ug.dak./mL) | 2,6853 3,9920 5,6234 4,1002+1,4720
AUC,., (ug.dak/mL) | 59,935 34,009 36,410 43,451+14,325
: AUCO_zo, = Auczo_w,’ tmax: Maksimum zaman, Cy,.: maksimum derisim, AUC, j50: egri altindaki alan (0-120 dak.

aras1), AUC,.,.: egri altindaki alan (0-oo saat arast) t;,: yar1 omiir, CL: klerens, kel: eliminasyon sabiti, SS: standart

sapma
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Sekil 4.51: Libavit K® ilac1 verilen tavsan plazmasinda HPLC-DAD yontemi ile MN derisim
zaman grafikleri A) Birinci tavsanin 0-180 dak. kromatogrami B) Ug tavsanin ayr1 ayr1 derisim-
zaman grafigi C) Ug tavsanin ortalama derisim-zaman grafigi

4.4.2.2. Saghkh Goniillii ve Mesane Kanserli Kisilerde p-K, Retinol, a-T ve MN
Plazma Seviyelerinin Belirlenmesi

B-K, a-T ve MBS etkin maddelerini iceren farmasotik preparatlar tek doz olarak
sagliklr goniilliilere ve mesane kanserli hastalara verilerek belirli siirelerde alinan kan
orneklerinde B-K, retinol, a-T ve MN plazma seviyeleri, gelistirilen ve gecerlilik testleri
yapilan yontemlerle belirlendi.
4.4.2.2.1. Numune Alim Protokolii ve Deneklere Ait Ozellikler

Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulundan ¢alisma onayi
alindiktan sonra saglikli goniillilerde ve Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji

servisinde yatan mesane kanserli hastalarda g¢alisma gerceklestirilmistir. Saghkl
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goniilliilerde ¢alismaya baslamadan dnce saghk kontrolleri Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim daliyla isbirligi yapilarak gergeklestirilmistir. Saglikli
goniilliiler daha 6nce 6nemli bir rahatsizlik ge¢irmemis olan kisilerden se¢ilmis olup bu
kisilerin karaciger ve bobrek fonksiyon testleri incelenerek saglik kontrolleri
gerceklestirilmis ve c¢alismaya alinip alinmamalar1 ile ilgili onay klinisyen hekim
tarafindan yapilmistir. Ayrica deneklere calisma hakkinda yazili ve sozli bilgi
verildikten sonra goniillii olarak calismaya katildiklar1 yazili bir protokol ile tespit
edilmistir. Her {i¢ ila¢ i¢in ¢alismaya alman goniillii kisilerin 6zellikleri Tablo 4.47°de

verilmistir.

Tablo 4.47: Calismaya alinan saglikli ve mesane kanserli goniillii kisilerin 6zellikleri

Saglikli Goniillii Kisiler | Mesane Kanserli Géniillii Kisiler
B-K igeren 1 adet Carovit yumusak kapsiil ( 20 mg)

Isim | C| Yas(y) Agirlik(kg) Boy (cm) Isim C | Yas(yi) Agirlik(kg) Boy (cm)
FD | K 29 48 164 NK@G) | E 56 95 167
TD | K 24 54 170 HY(@{) | E 58 62 170
OS | E 24 51 172 KT(y) | K 56 80 157
MA | E 27 63 178 HU(y) | E 66 70 180
EC |K 26 69 155 SS(y) | E 57 72 170
BP | K 24 65 170 MV(y) | E 68 65 175

X+SS 25,6+2,06 58,3+8,47 168+7,85 e .| 60,1£5,38 74,0+12,0 169+7,78

a-T iceren 1 adet Evicap® yumusak kapsul (200 TU)

FD | K 29 48 164 HS(y) | E 55 75 172
OS | E 24 51 172 BZ({i) | E 47 67 171
OM | E 27 67 185 FA(y) | E 48 66 165
GD | K 27 55 170 FK(y) | K 58 75 165
DA | E 26 71 173 KC(y) | E 56 65 168
AK | E 28 76 183 LT() E 65 55 145

X+SS 26,8+1,72 61,3+11,5 174+8,02 e ...| 54,8+6,67 67,147,44 1644991

2 adet Libavit K® ampul (40 mg)

FD | K 29 48 164 SA(y) | E 75 85 170
MO | E 30 90 181 HA(1) | E 69 73 169
NK [ K 29 54 163 HC(y) | E 61 60 170
SS K 30 61 160 NK@G) | E 58 78 166
OM | E 27 67 175 SC(i) E 51 70 175
GG | K 25 53 166 CAG1) | E 52 70 179

X+SS 28,3+1,96 62,1+15,1 168+8,08 .| 61,0+£9,48 72,6+8,43 171+4,68

C:Cinsiyet, X:ortalama, SS: Standart sapma, K: kadm, E: erkek y: yuzeysel T™, i: invaziv TM
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4.4.2.2.2. Saghkh Goniilliilerde ve Mesane Kanserli Hastalarda p-K Calismasi

Yaslar1 24-29 arasinda degisen 4 bayan 2 erkek olmak iizere toplam 6 saglikli
goniillii ve Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalinda mesane kanseri
teshisi koyulmus ve iiroloji servisinde yatan yaslar1 56-68 arasinda degisen 1 bayan 5
erkek olmak iizere toplam 6 hasta calismaya alindi. Calismada denekler, deneyden
onceki giiniin aksaminda saat 24°° den itibaren yemek yememis ve sabah 8% de 20
mg’lik B-K iceren piyasa preparatmi (Carovit® yumusak kapsiil) 100 mL su ile
almiglardir. Denekler ilaci aldiktan sonra sivi almalarma ve 2,5 saat sonra yemek
yemelerine izin verildi. Oral yoldan ila¢ uygulanmadan hemen 6nce ve 2,5 saat sonra 1
mL kan Ornegi EDTA’Ll tiiplere alindi. Kan ornekleri 4500 rpm de 10 dak.
santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar -70°C’de derin
dondurucuda saklandi.

Bolim 3.4’de verilen yontemlerle alinan plazma ornekleri ekstrakte edilerek
HPLC-DAD sistemine enjekte edildi ve kromatogramlar1 alindi. Saglikli ve mesane
kanserli goniillii kisilerde, B-K ve retinol analizi sonucu elde edilen kromatogramlar ve
plazma derisimleri asagidaki sekillerde ve tablolarda verildi (Sekil 4.52A-B, 4.53A-B,
4.54A-B ve 4.55A-D; Tablo 4.48) ve her iki gruptan elde edilen veriler istatiksel (-

testi) olarak karsilastirildi (Tablo 4.49).
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Sekil 4.52: HPLC-DAD yonteminde Carovit” (20 mg / kapsiil) ilac1 verilen saglikli goniillii

kisilerden EC’nin ila¢ uygulanmadan 6nce ve 2,5 saat sonra -K plazma kromatogramlari
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Sekil 4.53: HPLC-DAD yonteminde, Carovit” (20 mg / kapsiil) ilac1 verilen mesane kanserli
hastalardan KT nin ila¢ uygulanmadan 6nce ve 2,5 saat sonra 3-K plazma kromatogramlari
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Sekil 4.54: HPLC-DAD yénteminde, Carovit® (20 mg / kapsiil) ilact verilen kisilerin ilag
uygulanmadan 6nce ve 2,5 saat sonra retinol plazma kromatogramlar1 A) Saglikli goniillii EC
B) Mesane kanserli hasta KT

Tablo 4.48: B-K iceren Carovit® (20 mg / kapsiil) ilac1 saglikli goniilliilere ve mesane kanserli
hastalara oral olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen B-K ve retinol
derisimleri

Retinol (ug/mL) B-K(ug/mL)
Zaman (saat) 0 saat 2,5 saat O, saat 2,5 saat
FD 0,9205 0,5314 0,4479 0,4471
Saghkli | TD 0,8769 1,1914 0,2879 0,3316
Goniilli | OS 0,5500 1,4656 0,7323 0,7059
Kisiler [ MA 0,8845 0,5382 0,2800 0,2685
EC 1,0847 1,8426 0,3011 0,3111
BP 0,9011 0,6069 0,4936 0,4597
X=SS 0,869+0,175 | 1,029+0,555 | 0,424+0,176 | 0,420+0,159
HY 0,2849 0,4370 0,1937 0,2068
Mesane | KT 0,8409 1,5689 0,3628 0,3679
Kanserli | HK 0,6140 0,9742 0,2157 0,2589
Gonilli | HU [ 1,1453 0,9021 0,3838 0,3283
Kisiler MV | 0,4793 0,3703 0,1896 0,1849
SS 0,6918 1,5367 0,3555 0,3285
X=SS 0,679+0,297 | 0,964+0,515 | 0,283+0,092 | 0,279+0,074

X: ortalama, SS: standart sapma
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Sekil 4.55: B-K igeren Carovit” (20 mg / kapsiil) ilact saglikli goniilliilere ve mesane kanserli
hastalara oral olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen B-K ve retinol
derisimleri

Tablo 4.49: B-K iceren Carovit® (20 mg / kapsiil) ilac1 saglikli goniilliilere ve mesane kanserli
hastalara oral olarak uygulandiktan sonra her iki gruptan elde edilen verilerin istatistiksel
(z-testi) olarak karsilastiriimasi

Etkin .. T Gonilli t P Etki
madde Yontem (saat) Kisiler n X&SS degeri | degeri | boyutu
. saglikli 6 | 0,869+0,174 374 0,199 % 58.9
mesane 1 ¢ 10,679+0,297 | : (-1,10)
' HPLC- kanseri
Retinol saglikli 6 | 1,029+0,555
DAD 2,5 mesane 0,208 0,839 77,7
. 6 | 0,964+0,515 ’ ’ (-0,10)
kanseri
. fgf;:;lé 6 | 0,424+0,176 77 o115 % 474
HPLC- kanseri 6 | 0,28320,092 (-0.80)
-K DAD &
B 25 Isrzllé(gsl:;lé 6 | 0,420+0,159 o7 0076 %51.6
. 6 | 0,279+0,074 ’ ’ (-0,90)
kanseri

T: zaman (saat), n: goniillii kisi sayis1, X: ortalama, SS: standart sapma, P>0,05de istatistiksel bir fark yoktur
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4.4.2.2.3. Saghkh Goniilliillerde ve Mesane Kanserli Hastalarda o-T Calismasi

Yaslar1 24-29 arasinda degisen 2 bayan 4 erkek olmak iizere toplam 6 saglikli
goniillii ve Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalinda mesane kanseri
teshisi koyulmus ve iiroloji servisinde yatan yaslar1 47-65 arasinda degisen 1 bayan 5
erkek olmak iizere toplam 6 hasta calismaya alindi. Calismada denekler, deneyden
onceki giiniin aksaminda saat 24% den itibaren yemek yememisler ve sabah saat 8% de
268,26 mg’lik o-T iceren piyasa preparatini (Evicap) 100 mL su ile almislardir.
Denekler ilac1 aldiktan sonra sivi almalarina ve 4 saat sonra yemek yemelerine izin
verildi. Oral yoldan ilag uygulanmadan hemen 6nce ve 12, 24 ve 48’inci saatlerinde 1
mL kan oOrnekleri EDTA’lL tiiplere alindi. Kan 06rnekleri 3000g ve 7 dak.
santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar —70°C de derin
dondurucuda saklandi.

Alinan plazma Orneklerinin analizi i¢cin Bolim 3.4’de belirtilen yontemlerle
ekstraksiyonlar1 yapilarak 20 pl HPLC-DAD sistemine enjekte edildi ve
kromatogramlar1 alindi. Saglikli goniilliilerin ve mesane kanserli hastalarin her iki
yontemle analiz sonucunda elde edilen kromatogramlar ve plazma derisimleri asagidaki
sekil ve tablolarda verildi (Sekil 4.56A-B, 4.57A-B, 4.58A-B; Tablo 4.50). HPLC-
DAD yontemi ile her iki grubtan (saglikli ve mesane kanserli) elde edilen veriler

istatiksel (z-testi) olarak analiz edilerek birbirleriyle karsilastirildilar (Tablo 4.51).
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Sekil 4.56: HPLC-DAD yénteminde Evicap® (268,46 mg / kapsiil) ilaci verilen saglikli goniillii
kisilerden DA’nin ilag uygulanmadan once ve sonra 12, 24 ve 48’inci saatlerdeki o-T plazma
kromatogramlari
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Sekil 4.57: HPLC-DAD yénteminde Evicap® (268,46 mg / kapsiil) ilac1 verilen mesane kanserli
hastalardan FA’nin ilag uygulanmadan 6nce ve sonra 12, 24 ve 48’inci saatlerdeki a-T plazma
kromatogramlari
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Tablo 4.50: a-T igeren Evicap® (268,46 mg / kapsiil) ilact saghkli goniilliilere ve mesane
kanserli hastalara oral olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen a-T

derisimleri
Etkin Madde o-T (ug/mL)
Zaman (saat) 0 saat 12 saat 24 saat 48 saat
GD 6,6893 6,6889 7,5345 10,8226
FD 6,0539 6,0266 8,1534 7,8795
Saglikli | OS 4,1271 4,4893 5,8659 6,2661
Goniilli | OM 4,1131 5,2608 6,5662 7,8743
Kisiler | DA 5,5865 9,1407 7,3750 6,5710
AK 9,4769 7,2260 9,8793 9,3812
X+£SS 6,008+1,990 | 6,472+1,633 | 7,562+1,387 | 8,132+1,723
LT 5,7727 9,7629 10,3436 7,4638
KC 3,2232 8,1735 8,1534 7,8795
Mesane | HS 6,6157 9,3604 7,2952 9,7343
Kanserli | BZ 2,7175 49219 7,1098 6,4612
Hastalar | FA 5,7017 5,9856 5,3824 5,0227
FK 7,8852 8,3120 9,7959 8,3326
X+£SS 5,319+1,911 | 7,753+1,911 | 8,013+1,837 | 7,482+1,615
X: ortalama, SS: standart sapma
Saghkh Geiniilli Kigiler Al Kanzerli Gonilli Kigiler E)
ﬂ12- BQzaat ﬁ12' B0 =aat
W12 saat =a
gm- m24sazt %1”' :;isa:
E g W98 saat E o WIS saat
50 5o
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GO FO 0s om DA AK LTiv) KCIw)  HE(¥] BI(i) FAl]l  FKly)

Sekil 4.58: o-T igeren Evicap® (268,46 mg/kapsiil) ilac1 saglikli goniillillere ve mesane kanserli
hastalara oral olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen a-T derisimleri
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Tablo 4.51: o-T igeren Evicap” (268,46 mg / kapsiil) ilact oral olarak uygulanan saglikl
goniilliilerden ve mesane kanserli hastalardan elde edilen verilerin istatistiksel (z-testi) olarak

karsilastiriimasi
i et T . . Etki
+
Yontem T(saat) | Goniilli Kisiler | n X+£SS t degeri P degeri Boyutu
glikli 6 | 6,008+1,990 % 21,3
0 Sag ) ) 4 4 B
mesane kanseri 6 |5,319+1,911 0,470 0,648 (-0,280)
12 saglikli ' 6 | 6,472+1,633 1316 0218 %51,6
HPLC- mesane kanseri 6 | 7,753+1,911 (0,867)
24 saglikli 6 | 7,562+1,387 % 27,4
DAD - 0,628 0,544
mesane kanseri 6 | 8,013+1,837 (0,420)
48 saglikli 6 8,132+1,723 % 27,4
mesane kanseri 6 | 7,482+1,615 0,674 0,515 (0,376)

T: zaman (saat), n: goniillii kisi sayis1, X: ortalama, SS: standart sapma, P>0,05"de istatistiksel bir fark yoktur

4.3.2.2.4. Saghkh Goniilliilerde ve Mesane Kanserli Hastalarda MN Cahismasi

Yaslar1 25-30 arasinda degisen 3 bayan 3 erkek olmak iizere toplam 6 saglikli
goniillii ve Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalinda mesane kanseri
teshisi koyulmus ve tiroloji servisinde yatan yaslar1 51-75 arasinda degisen toplam 6
hasta (erkek) ¢aligmaya alindi. Calismada denekler, deneyden dnceki giinlin aksaminda
saat 24% den itibaren yemek yememisler ve sabah saat 8”°de MBS iceren piyasa
preparat1 Libavit K’dan 40 mg MBS olacak sekilde intravendz olarak uygulanmistir.
Denekler ilact aldiktan sonra sivi almalarina ve 15 dak. sonra yemek yemelerine izin
verildi. Intravendz olarak ila¢ uygulanmadan hemen énce ve sonra 3, 5 ve 10’uncu
dak.’larda 1 mL kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplere alindi. Kan 6rnekleri 3000g ve 30 dak.
santrifiijlenerek plazmalar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar -70°C’de derin
dondurucuda saklandi.

Aliman plazma Orneklerinin analizi i¢cin Bolim 3.4’de belirtilen yontemlerle

plazmada bulunan MBS, MN’ye doniistiiriiliip ekstraksiyonlar1 yapilarak 20 uLL HPLC-

DAD sistemine enjekte edildi ve kromatogramlar1 alindi.
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Saglikli goniillillerin ve mesane kanserli hastalarm HPLC-DAD yontemiyle
analizi sonucunda elde edilen kromatogramlar1 ve plazma derisimleri asagidaki sekil ve
tablolarda verildi (Sekil 4.59A-B, 4.60A-B; Tablo 4.52). HPLC-DAD yontemi ile her
iki gruptan (saglikli ve mesane kanserli) elde edilen veriler istatiksel (#-testi) olarak

analiz edilerek birbirleriyle karsilastirildilar (Tablo 4.53).

100 o 1007 , 100
1 A) (300 dakika © ] B (HC) O dakika :
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80 ' 80 )

80 80 3 fi ' 80
I
o E | | r
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3 ] Menadion I|| P | K; vitarmini b
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] , . s
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Sekil 4.59: Libavit K® (40 mg / 4 mL) ilac1 verilen kisilerin ilag uygulanmadan énce ve 5 dak.
sonra plazma MN derisimlerinin HPLC-DAD kromatogramlari: A) Saglikl goniilli kisi GG
B) Mesane kanserli hasta HC
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Tablo 4.52: MBS iceren Libavit K® (40 mg / 4 mL) ilac1 saglikl1 goniilliilere ve mesane kanserli
hastalara iv olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen MN derisimleri

MN (pg/mL)
Zaman (saat) 0 saat 3 dak. 5 dak. 10 dak.
FD 0,0375 0,0380 0,1341 0,1971
Saglikli | MO 0,0195 0,0316 0,0212 0,0370
Goniilli | NK 0,0215 0,0279 0,0560 0,0445
Kisiler | ss 0,0526 0,0800 0,0792 0,1008
OM 0,0279 0,0340 0,1593 0,0427
GG 0,0239 0,0650 0,0792 0,0450
X+SS 0,030+0,012 | 0,046=+0,021 | 0,088+0,051 | 0,078+0,063
SA nd 0,0172 0,0744 nd
Mesane | HA nd nd 0,0109 0,0122
Kanserli | HC 0,0175 0,0426 0,0808 0,0194
Goniilld | NK | 0,0108 0,0378 0,0372 0,0102
Kisiler |"g¢ nd 0,0309 nd nd
CA 0,0205 0,0156 0,0394 0,0535
X+SS 0,010=+0,007 | 0,026=+0,013 | 0,041+0,032 | 0,018+0,018
X: ortalama, SS: standart sapma, nd: dedeksiyon limitinin altindadir
02 - G LG A U L3 L 07 - hlesane Kanserli Hastalar
= : 2 Sa{?{f‘ ) | W 0 dakika
EPD;IE . e d:k:k: E{Dﬂﬁ ® 3 dakika
— m 10 dakika Elj 15 | B5 daklk.a
.%D,']E E & ® 10 dakika
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Sekil 4.60: MBS igeren Libavit K* (40 mg / 4mL) ilac1 saglikli goniilliilere ve mesane kanserli
hastalara iv olarak uygulandiktan sonra HPLC-DAD yontemi ile elde edilen MN derisimleri
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Tablo 4.53: MBS igeren Libavit K® (40 mg / 4 mL) ilact iv olarak uygulanan saglikl
goniilliilerden ve mesane kanserli hastalardan elde edilen verilerin istatistiksel (z-testi) olarak

karsilastiriimasi

Yontem | T(dak.) | Goniilli Kisiler | n X£SS t degeri P degeri Etki
boyutu
0 saglikli 6 |0,030+0,012 3,399 0,007 % 73,1
mesane kanseri 6 |0,010+0,007 (-1,60)
3 saglikli 6 0,046+0,021 1,993 0,074 % 55,4
HPLC- mesane kanseri 6 |0,026+0,013 (1,00)
DAD 5 saglhikli 6 |0,088+0,051 | 1,934 0,082 % 47,4
mesane kanseri 6 |0,041+0,032 (0,90)
10 saglikli 6 |0,078+0,063 2,236 0,049 % 55,4
mesane kanseri 6 |0,018+0,018 (1,00)

T: zaman (dak.), n: goniillii kisi sayis1, X: ortalama, SS: standart sapma, P>0,05"de istatistiksel bir fark yoktur,
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5. TARTISMA VE SONUC

Yontem gelistirme ve gecerlilik testlerinde ilk adim, yontem i¢in kabul edilebilir
sartlar olan minimum kriterleri belirlemektir. Minimum kriterler yontem gelistirciler
tarafindan yOntemin tasarlanmigs amaclarini karsilayana kadar gelistirilmelidir.
Gelistirilen yontemin problemlerini minimize etmenin yolu ise gecerlilik testlerini tam
olarak yapmaktir. Gegerlilik testleri bir analitik uygulamada, bir analiz yonteminin
performans Ozelliklerinin, tasarlanmig amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan
islemlerin tiimiidiir. Deneylerden elde edilen analitiksel verilerin niteligi, yontem
gelistirme ve gegerlilik testlerinin kalitesi tizerinde direk bir etkiye sahiptir. Bu yiizden
analitik kimyacilar, uygun zamanda, dogru ve giivenilir veri saglayabilmek ig¢in
calisilacak konu ile ilgili 1y1 bir literatiir taramasi yapmali ve kullanilacak analitik
yontemlerin tistiinliikleri ve smirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina ve
iyi bir karar verme yetisine sahip olmasi gerekmektedir."”*

Calismamizda, provitamin A (B-K), E vitamini (a-T) ve K3 (MN ve MBS)
vitaminlerinin standart c¢ozeltilerde, farmasotik preparatlarda (Carovit®, Evicap”® ve
Libavit K*) ve plazmada miktar diizeylerinin belirlenmesi i¢in HPLC-DAD, UV-
Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- Spektrofotometresi yontemleri gelistirilip gegerlilik testleri
yapilmasi amaglanmaistir.

Retinol ve -Karoten

Retinoidler ve karotenoidler, oksijen ve 151k varliginda geometrik izomerizasyona
duyarli oldugu, ornek hazirlama ve ekstraksiyon boyunca bu yikic1 faktdrlerden
sakmilmasi gerektigi literatiirler de belirtilmistir. Bu yiizden retinol ve B-K analiz

calismalarimiz etrafi alimunum folyo ile sarili karanlik ortamlarda gerg:eklestirildi.]1
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Depolanan biyolojik 6rneklerde, retinoidler ve karotenoidlerin stabilitesi hakkinda
6nemli kaygilar vardr. Craft ve ark.'” retinol ve p-K’nmin -70°C’de en az 28 ay ve
-20 °C’de ise 5 ay stabil kaldigini fakat depolama siireci uzadik¢a B-K’nin retinolden
daha az stabil oldugunu, ayrica depolamadan Once azot gazi ile biyolojik Ornegin
oksijenden yikanmasimin bu vitaminlerin stabilitesi lizerinde yararli bir etkiye sahip
olmadigmi belirtmislerdir. Comstock ve ark.'”® B-K’nimn ve retinoliin yillarca -70°C’de
depolanabilecegini fakat -40°C’de depolandigi takdirde B-K’nin miktarinda azalma
oldugunu gdstermistir. Ito ve ark.'”’ da, plazmada retinoliin buzdolabinda 25 giin stabil
kaldigin1 fakat B-K’nm 21 giin sonra derisiminin diismeye basladigini géstermislerdir.
Karppi ve ark.'*' ekstrakte edilmis plazma orneklerinde +4°C’de retinol ve B-K’nimn 3
glin stabil kaldigin1 belirtmistir. Talwar ve ark.'”" ekstrakte edilmis plazma
cozeltilerinde retinol ve B-K’nin oda sicakliginda antioksidan eklendigi taktirde 4-24
saat stabil kaldigmi belirtmistir. Gross ve ark.'”® ise B-K igeren plazma Srneklerinin
ornek hazirlama siiresince havaya ve 1s18a maruz kaldigi ortamlarda stabilitesinin
degismedigini belirlemislerdir. Ayrica, bazi bilim adamlar1 B-K, retinol, a-T {in havaya
ve 151ga maruz kaldig1 ortamlarda stabiliteyi saglamak i¢in 6rnek hazirlama adimlarinda
askorbik asit, biitillenmis hidroksi toluen, pirogallol veya biitillenmis hidroksi anizol
gibi bir antioksidanin eklenmesini tavsiye ederken,'”” Craft ve ark.'”” antioksidan
eklenmesinin hi¢gbir avantajinin olmadigini belirtmislerdir.

Yukarida belirtilen yaymlanmis literatiirlerde -K, ve retinoliin stabilite kosullar1
belirlenmis olup bu bilgiler 1s1g1nda ¢alismamizda, 60 saat boyunca ¢alisilan laboratuvar
sartlarinda, nem, 1s1, 151k, hava gibi etkilere kars1 bu vitaminlerin standart ve plazma
cozeltilerindeki stabilite kosullar1 arastirildi. B-K, ve retinoliin stabilite calismasi, BHT

iceren karanlik ortamlarda kalite kontrol ¢ozeltileri ile yapildi FDA rehberinde
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belirtilen kurallara gore (ortalamanin + %10),"* analitlerin stabilite sartlar1 belirlendi.
B-K’in standart ¢ozeltilerinin, oda sicakliginda 48 saat, +4°C’de diisiik derisimde (0,75
pg/mL) 48 saat, yiiksek derisimlerde ise (4 pg/mL ve 8 pg/mL) 60 saat ve -20°C’de 60
saat stabil kaldig1; plazma ¢ozeltilerinin ise oda sicakliginda 24 saat, -20°C’de 48 saat,
-70°C’de 60 saat, -70°C’de yapilan donma-erime turlarindan sonra 60 saat ve
otodrnekleyici iizerinde ekstraksiyonu yapilmis plazma 6rneklerin 24 saat stabil kaldigi
belirlendi (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3). Retinoliin standart ¢6zeltilerinin ise her ii¢ sicaklikta
da (oda sicakliginda, +4°C ve -20°C’de) 60 saat stabil kaldig1; plazma ¢ozeltilerinin ise
oda sicakliginda 24 saat, -20°C, -70°C ve -70°C’de yapilan donma-erime turlarindan
sonra 60 saat ve otodrnekleyici iizerinde ekstraksiyonu yapilmis plazma orneklerin 24
saat stabil kaldig1 belirlendi (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3).

Retinol ve B-K lipofilik bilesikler oldugu icin organik ¢dziiciilerde sulu
sistemlerden ¢ok daha fazla ¢oziiniirler. Bu yiizden biyolojik sivilardan ve farmasotik
preparatlardan organik ¢oziiciilerle retinol ve [B-K ekstrakte edilebilir. Literatiirlerde,
retinol ve B-K’nin ekstraksiyonu sirasinda olusabilecek lipit peroksidasyonu ve
pigment oksidasyonu engellemek i¢cin BHA, BHT ve hidrokinon gibi bir antioksidanin
ekstraksiyonda eklenmesi gerektigini ve giiclii asitlerin karotenoidlerin renklerini
acacagl i¢in bir MgCO; gibi asit nétralizer kullanmak gerektigini’® ya da
ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiclilerin asit igermemesi gerektigini belirtilmistir. Plazma
ve serum Orneklerinin ekstraksiyonunda genellikle once esit hacimde metanol, etanol
veya asetonitril eklenerek plazma proteinleri denature edilmis ve daha sonra hekzan, etil
asetat, dietil eter gibi ¢oziiclilerle ya tek basma ya da karisimlar halinde kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Protein ¢oktiiriici olarak kullanilan asetonitrilin silgimsi peletler

olusturdugunu ve organik fazdan ayrilmasinin zor oldugundan dolayi, dietil eterin
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yiiksek buhar basincina ve g¢abuk yanabilme o6zelliklerinden dolayr dezavatajinin
oldugunu belirtmislerdir. Hekzan ise serum veya plazmadan kolayca ayrilabildigi, azot
ya da argon gazi altinda kolayca uzaklastirilabildigi icin en ¢ok tercih edilebilen
ekstraksiyon ¢oziiciisii oldugu belirtilmistir. Ayrica izomerizasyonu engelemek i¢in azot
ya da argon gazi altinda ekstraktlardan ¢6ziiclileri uzaklastrmasmin 40°C altindaki
sicakliklarda azaltilmis basmg¢ altinda yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. Bazi
calismalarda ise ekstraksiyondaki ¢oziicii uzaklasgtrma adimindaki analit kaybini ve

201-202

bozunmay1 onlemek i¢in direk kromatografi sistemine enjekte etmislerdir. Diger

bir calismada ise kat1 faz ekstraksiyonu uygulanmis ve geri kazanim degeride % 50

. 2
civarlarinda  bulunmustur.””

Bu bilgiler 1s1¢inda c¢alismamizda Bolim 3.4.1°de
anlatildig: gibi farkli bir ekstraksiyon islemi uygulandi.

I¢ standart calismalarda hatayr minumuma indirmek i¢in kullanilmaktadir. Retinol
analizlerinin bazilarinda i¢ standart olarak retinil asetat kullanildigimi fakat ekstraksiyon
esnasinda hidroliz olabilecegi i¢in ideal bir i¢ standart olmadig1 belirtilmistir. Ayrica
bazi ¢alismalarda retinal oksim ve 15-metilretinol gibi bilesikler kullanilmustir.'
Karotenoidlerin analizlerinde ise 8’-apo- p-karotenal, C45- B-K, etil- p-apo-8’-
karotenoat ve 3R-8’-apo- B-K-3,8’-diol, B-apo-10’karotenal, B-apo-karotenil dekanoat
ve ekinenon i¢ standartlar kullanilmustir."' Calismamizda retinol ve B-K analizlerinde i¢
standart olarak K, vitamini tercih edildi.

Farmasotik preparatlarda B-K’nin belirlenmesine yonelik yapilan literatiir
taramasinda sadece Ugiincii Tiirev Spektrofotometre yontemi ile B-K ve
antisiyanosidinin birlikte belirlendigi bir calismaya raslandi.’® UV-Gériiniir Bslge, 1D-
ve 2D- Spektrofotometre yontemleriyle farmasotik preparatlarda miktar tayinine

yonelik bir caligmaya rastlanilmadi. Bu sebeple calismada, B-K’nin farmasotik
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preparatlarda miktar tayini i¢in yeni yontemler olan UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D-
Spektrofotometre yontemleri gelistirildi ve gecerlilik testleri yapildi.

Yapilan literatiir taramasinda multivitamin tabletlerde A ve E vitaminin
belirlenmesi i¢in stiper kritik akis ekstraksiyonunu kullanilan HPLC yéntemine168 ve
yine multivitamin tabletlerde B-K, A ve E vitaminlerinin ve belirlenmesi i¢in HPLC-UV

. . 167,170,171
yontemlerine' ¢’ 7%

rastland1. Fakat sadece B-K igeren vitamin preparatlarinda B-K
miktar tayinine yonelik bir caligmaya rastlanilmadi.

Literatiirlerdeki farmasotik preparatlarda B-K’in belirlenmesi igin gelistirilen
HPLC calismalarin hepsinde C;g kolon kullanilmis olup metanol,'*® % 0,25 amonyum

7 ve asetonitril-

asetat iceren metanol ve % 0,05 trietilamin iceren diklormetan'
diklormetan-metanol'”' (60:20:20 W/h) hareketli fazlar1 ile ayirimi gergeklestirmislerdir.
Bu ¢alismada gelistirilen yontemlerden farkli daha hizli ayirim i¢in Cs kolon ve metanol
asetonitril hareketli faz karigimi kullanildi. Paulo ve ark.'*® B-K’nin alikonma zamanin
1,5 mL/dak. akis hizinda 18-20 dak. arasinda ve tayin alt smir1 degerini 37 ng/mL
olarak; Wang ve Huand "' ise toplam alikonma zamanmi 1,0 mL/dak. akis hizinda 12
dak. olarak ve gozlenebilme sinirin1 1,84 ng/mL olarak tespit etmistir. 1,0 mL/dak. akis
hizinda 7,6 dak. gibi oldukca kisa bir analiz siiresi ile ve 20 ng/mL tayin alt smir1 ile
gelistirdigimiz yontemin literatiirlerdeki diger yontemlere gore oldukea kolay, hassas ve
hizl1 bir yontem oldugu sdylenebilir. Farmasotik preparatlarda f-K’nin miktar tayini
icin uygulanan UV-Goriinlir Bolge (476 nm) ve 1D- (496 nm) ve 2D- (462 nm)
Spektrofotometre ve HPLC yontemlerinin birbiriyle karsilastirilmasi amaciyla da F-testi

yapildi. Bu test sonucunda dort yontemin istatiksel olarak aralarinda herhangi bir farkin

olmadig1 goriildi. (Fn: 0,947, p>0,05) (Tablo 4.43). Sonug olarak, gelistirilen bu dort
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yontemin ilag endiistrisinde kalite kontrol ¢alismalarinda basariyla uygulanabilir oldugu
sOylenebilir.

Yapilan literatiir taramasinda, insan serumunda B-K’in belirlenmesi’’ ve diyabet
hastalarin  serumlarmda MDA, o-T, B-K diizeylerini belirlenmesine'* yonelik
spektrofotometre yontemlerine rastlandi. Fakat plazmada UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve
2D-Spektrofotometre yontemleri ile B-K miktar tayinine yonelik bir g¢aligmaya
rastlanilmadi. Bu sebeble B-K’nin plazmada miktar tayini i¢in UV-Goriiniir Bolge, 1D-
ve 2D- Spektrofotometre yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi. Optimum
calisma kosullar1 belirlenen yontemler ile plazmadan Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde
ekstrakte edilen B-K’nin spektrumlar1 alindi. Literatiirde, UV-Goriiniir Bolge

154
* ve 3

Spektrofotometresi ile serumda B-K’nin miktar tayini ¢calismalarinda 0,75 mL
mL®”’ serum hacimlerinde calisilmis olup gecerlilik testi sonuglar1 hakkinda bilgi
verilmemistir. Calismamizda da 0,3 mL gibi oldukca kii¢iik hacimde calisildi.
Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan her ii¢ yontemin belirtilen dalga boylarinda
plazmada B-K’in miktar tayini i¢in uygulanabilir oldugu sdylenebilir.

Literatiirde, serum veya plazmada B-K ve retinoliin miktar tayini i¢cin birgok
HPLC yontem caligmasina rastlanmistir. Ters faz C;s kolon, gradient veya izokratik

eliisyon ile major karotenoidlerin aywrimi gergeklestirilmigtir, 5'380-88:92.93.138-143.146-

133.155-157.160.16L163.173 g7 karotenoidlerin izomerlerinin ayiriminda da Csg kolon’®-80:94:93
kullanilmustir. B-K ve retinoliin plazmada belirlenmesinde Cs kolon’® ile ilgili sadece bir
LC-MS/MS yontemine rastlanmistir. Calismamizda Cg kolon kullanilan HPLC-DAD
yontemiyle B-K ve retinoliin plazmada miktar tayini gerceklestirildi Ayrica Khachik ve

ark.”” normal faz HPLC ydntemi ile karotenoidleri belirlemislerdir. Plazmada

retinoidlerin, karotenoidlerin ve bunlar ile birlikte baz1 yagda ¢oziinen vitaminlerin, UV
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Dedektorlii’®7%8485-88.93.139.140.143,145-147.149.156.160 1yi00 4o Array Dedektorlii (DAD)! 38141
14148150, 1SISISSISI6LITS  Florecans  Dedektorli**1416%18 Elektrokimyasal
Dedektorli’™'**!*® ve Kiitle Spektrometre Dedektorli®*®*>?2** HPLC yontemiyle
belirlenmesi gerceklestirilmistir.

Endojen B-K igeren plazmadan Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstrakte edilen
B-K’nin miktar tayini i¢cin gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan HPLC-DAD
yonteminde, ters faz Cg kolonda (5 pm, 150 x 4,6 mm), metanol-asetonitril hareketli
fazinda (95:5 h/h), 29 °C kolon sicakliginda, 1 mL/dak. kolon akis hizinda, 245 nm ve
450 nm dalga boylarinda kromatografik ayirim gergeklestirildi.

Endojen retinol igeren plazmadan (0,79 ug/mL) Boliim 3.4°de belirtildigi sekilde
ekstrakte edilen retinoliin miktar tayini i¢in gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan
HPLC-DAD yonteminde kromatografik aymrimu ise, ters faz Cg kolonda (5 pm, 150 x
4,6 mm), metanol-biitanol-su hareketli fazinin gradient eliisyonu ile 29°C kolon
sicakliginda, 1 mL/dak. kolon akis hizinda ve 325 nm dalga boyunda gerceklestirildi.

Literatiirlerde, karotenoidlerin ayiriminda etilasetat, diklormetan, tetrahidrofuran

ile giiglendirilmis veya modifiye edilmis metanol, asetonitril veya bunlarin karigimini

82,86,87,92,93,95,138,140,142,145,151,155,160,161 139,141

igeren bazen bu sisteme  kloroform ,
izoprapanol™® ya da su eklenen'* hareketli fazlarda C;s kolon kullanilirken, metanol-
metilen kloritden’®, metanol-metiltersiyer biitileter’® bazen bu sisteme amonyum asetat™’
veya su’ eklenerek olusturulan hareketli fazlarda Cso kolon kullamilmustir. Suplex
pKbl00 kolonunda ise metanol-metiltersiyer biitileter-su'>’ veya asetonitril-su-2-
propanol88 hareketli fazlar1 ile karotenlerin kromatografik ayirimi gerceklestirilmistir.

Retinol ve B-K’nm birlikte belirlendigi baska bir ¢calismada ise C;g kolon ve metanol-

asetonitril-diklormetan-1-oktanolden olusan hareketli faz kullanilmistir. Ayrica Nelis ve
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ark.’ ile Epler ve ark.'® Cis kolonda hareketli faz olarak asetonitril kullanildig1 zaman
karotenoidlerin geri kazanimini artirmak i¢in hareketli faza amonyum asetat eklenmesi
gerektigini belirtmiglerdir. Caligmamizda, Cg kolon ve amonyum asetat igermeyen
metanol-asetonitril hareketli faz1 kullanilarak % 98’den biiyiik bir geri kazanim elde
edilmistir. Retinol caligmalarinda ise C;s kolon ve metanol'**, metanol-asetonitril'*?,

147,149,153

14 . 144 .. 14
metanol-su , metanol-hekzan'®, metanol-diklormetan'**, metanol-su-biitanol'*®,

1
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asetonitril-su-biitanol'® ve asetonitril-su-etilasetat-2-propanol'>’ dan olusan hareketli

fazlar kullanilmigtir. Karotenlerin ve retinollerin birlikte analiz edildigi ¢aligmalarda ise
yukarida belirtilen karoten i¢in kullanilan hareketli fazlar kullanilmigtir, '38140-145161

Calismamizda literatiirden farkli olarak Cs kolon, DAD dedektor, metanol-
asetonitrilden olusan hareketli faz (B-K i¢in), metanol-su-biitanolden olusan hareketli
faz (retinol igin) kullanilmis olup literatiirde belirtilen birgok yontemden’***"¢
88.92.94.76.141.130-152.199 daha hizli (B-K’nin alikonma zamam 7,2 dak. ve retinoliin alikonma
zamani 6,4 dak.) ve daha basittir.

Plazmada B-K ve retinoliin analizi i¢in gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan
HPLC-DAD yontemlerinin uygulanabilir oldugunu goérmek icin tavsan ve insan
calismast yapildi.

Yapilan literatiir taramasinda Van Breemen,®' oral olarak verilen saglikli insan
plazmasinda B-K’nin biyoyararlanimi ve B-K’nin retinole doniisiimiinii LC/MS yontemi
ile belirlemis, Xiong ve ark.”” da B-K iceren ¢igneme ve kapsiil tabletleri verilen erkek
saglikli insan serumlarinda B-K’nin biyoyararlanimmi galismis, Parvin ve ark.’' ise

HPLC yontemi ile B-K’nin A vitaminine doniisiim iliskisini incelemistir. Tavsanlarda -

K’nin farmakokinetigi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamastir.



176

Ayrica Yamanushi ve Igarashi® retinole déniismeden p-K’nin siganlarda absorbe
edilemedigini belirtmisler ve B-K’nin silispansiyon formunun intravendz olarak
verildiginde B-K’nin viicutta depolandigi yerleri tespit etmislerdir. Teorik olarak bir mol
B-K iki mol A vitaminine doniismesine ragmen biyolojik sistemlerde bu doniisiim
oraninin degistigi ve P-K’nin A vitaminine donilisim oranini, karaciger depolama
deneyleri, radyolojik olarak isaretlenmis -K’in absorbsiyon ve doniisiimii deneyleri ile
belirlenebilecegi belirtilmistir. Parvin ve ark.”' ise ratlara ve cocuklara A vitamini ve p-
K’1t ayr1 ayr1 verip HPLC yontemi ile her iki sistemde A vitamini derisimini
belirledikten sonra ayri1 ayri belirledikleri AUC degerlerini karsilastirarak yeni bir
yontem gelistirmis ve B-K’in A vitaminine doniisiim oranini ratlarda 0,50 ve ¢ocuklarda
ise 0,21-0,32 arasinda belirlemislerdir. Ayn1 zamanda diisiik derisimlerde (20pg / rat) -
K veya A vitamini ratlara uygulandigi zaman A vitamini seviyesinin degismedigini
yiiksek derisimlerde B-K uygulandigi zaman ise (giinliik ihtiyacin 10 kat1) B-K’nin A
vitaminine doniisiimii arasinda ters bir iliskinin gozlenilebilecegi belirtilmistir’’.

Calismamizda, B-K iceren Carovit® (20 mg / kapsiil) ilac1 100 mg olacak sekilde
beyaz saglikli tavsana oral olarak verildi. Plazma 6rnekleri Bolim 3.4’de belirtildigi
sekilde ekstrakte edildi. Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan HPLC-DAD
yontemiyle tavsandan elde edilen plazma ekstraktlarnda hem retinol hemde B-K
analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucu B-K ile ilgili herhangi bir pike rastlanmadi.
Yukaridaki bilgiler 1s1g1nda tavsanlarin oral olarak verilen -K’nin retinole doniismeden
absorbe edilemedigini’' ve bu yiizdende p-K’min farmokokinetik bilgilerinin retinol
analizi yapilarak elde edilebilecegi sonucu ¢ikarildi ve ekstraktlarda retinol analizi
yapildi. Retinol icin gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan yontem ile ekstraktlarin

kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlar1 okundu. Stireye karsilik plazma retinol derisim-
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zaman egrisinden ilacin farmakokinetik parametreleri Tablo 4.44’de verildi. Elde edilen
verilerin bir kanser koruyucusu olarak bilinen B-K’nin insan viicudundaki farmokinetigi
ve metabolizmasi ile 1lgili calismalara yardimci olabilecegi sdylenebilir.

Yapilan literatiir taramasinda B-K ve retinoliin saglkli insan plazmasinda
belirlenmesi ile ilgili birgok ¢aligmaya rastlanmis olup mesane kanserli hastalarla ilgili
olarak tek bir caligmaya rastlanmustir.’* Bu calismada, plazmada lutein, zeaksantin, [-
kriptoksantin, likopen, a-K, B-K, retinol, a-T ve y-T, HPLC yontemi ile belirlenmis ve
hastalarin yaslari, cinsiyeti, egitimi ve sigara i¢imleri géz Oniline alinarak mesane
kanseri iizerinde karotenoidlerin koruyucu bir etkisinin oldugu belirtilmistir’®. Ayrica
B-K’li beslenme ve mesane kanseri arasinda bir iliskinin bulunmadigim®™* belirten
calismalar olmasina ragmen bazi ¢alismalarda da yliksek miktarda B-K’li beslenmenin
mesane kanserine yakalanma riskini azalttig1 belirtilmistir.***

Serum Ornekleri almip dondurularak bekletilen kisilerin zamanla mesane
kanserine yakalandiklar1 belirtilmis ve bu kisilerin serum 6rnekleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda mesane kanserli kisilerin B-K derisimlerinin kontrol grubuna gore
bazilarinda diisiik oldugu®? ve bazilarinda ise yiiksek oldugu’' gosterilmistir. Bazi
calismalarda ise serum derisimleri ile mesane kanserine yakalanma riski arasinda
olumlu bir iliski kurulurken’'?* bazi calismalarda ise bir iliski kurulamamustir.”
Saglikl goniillii kisilerde B-K ve retinol derisimlerini sirastyla Talwar ve ark.'* yaslar1
19-62 arasinda olan erkeklerde ortalama 0,193 pg/mL ve 0,630 (45 kisi) ve bayanlarda
0,767 pug/mL ve 0,544 pg/mL (60 kisi) olarak; Karppi ve ark.'*' 34 kiside yaptiklar:
calismada ortalama 0,214 pg/mL ve 0,523 pg/mL olarak; Zaman ve ark.'*® yaslar1 23-

50 arasinda olan geng kisilerde ortalama 0,249 ug/mL ve 0,652 pg/mL ve yaslar1 77-89

arasinda olan yaslh kisilerde 0,300 pg/mL ve 0,610 pg/mL olarak; Krinsky va ark.?’ B-K
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derisimini 4 kiside ortalama 0,338 pg/mL olarak; Quaseda ve ark.'® farkli yas
gruplarinda calismis olup retinol derisimini ortalama bayanlarda 0,658 pg/mL ve
erkeklerde 0,549 pg/mL olarak; Siluk ve ark.'*? Balitmore aging ¢alismasinda yer alan
221 hastada retinol derisimini 0,34 pg/mL ile 1,18 pg/mL arasinda ve Karpinska ve
ark.'® yaslarin 2-9 arasinda sagliklt ve rejim yapan g¢ocuklarin retinol derisimlerini
srrastyla 0,943 pg/mL ve 0,697 olarak tespit etmislerdir. Zhao ve ark."' ise Cin’de bir
sagliklt goniilliye antioksidan kapsiil icirmisler, B-K, A ve C vitaminleri ile
derisimlerini 40 giin boyunca incelemisler ve ortalama B-K derisimini 1,26 pg/mL
olarak belirlemislerdir. Ayrica, Johnson ve Russel,zo4 tek doz oral olarak verilen [3-
K’nin plazma derisiminin bireyler arasinda farklilik gosterdigini ve kapsiil formundaki
tek doz oral olarak 120 mg B-K’1 verdikten sonra plazma B-K seviyesindeki kiiciik veya
olumsuz artisin 17 erkegin 7’sinde goziktiigiini rapor etmislerdir. Kullanilan ve benzer
doz kosullar1 ile varyasyonlarin bireyler arasindakine nazaran bireyler i¢indekinin daha
disik oldugunu gostermislerdir. Bireyler arasinda yapilan calismada tekrarlanmis
dozlarda verilen B-K plazma derisiminin genellikle tek dozda verilen B-K’nin plazma

derisiminden daha az degistigi bildirilmistir. Xu ve ark.**’

giinliik 0 ile 60 mg arasindaki
dozlarda 9 aylik donemde B-K verilen bireylerde plazma E vitamin seviyesindeki
azalmay1 rapor etmislerdir. Her iki vitaminin kabaca benzer plazma seviyeleri ile
sonuclanan tiim dozlar1 ile E vitaminin plazma seviyesinde ya da B-K’nin plazma
seviyesi arasinda bir iliski bulamamislardir. Literatiirde mesane kanserli hastalara ve

sagliklt gontillillere B-K kapsiiliiniin tek doz uygulanmasindan sonra miktar tayinine

yonelik bir ¢aligsmaya ratlanmadi.
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Calismamizda, Carovit® (20 mg / kapsiil) tek doz oral olarak saglikli goniilliilere
ve mesane kanserli hastalara verildi. Plazma 6rnekleri Boliim 3.4°de belirtildigi sekilde
ekstraksiyonlar1 yapildi. Alt1 saglikli goniillii ve alti1 mesane kanserli hastadan elde
edilen plazma ekstraktlar1 gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan HPLC-DAD
yontemleriylehem retinol hemde B-K miktar tayinleri yapildi. Saglikli géniilii ve mesane
kanserli hastalarin plazma retinol derigimleri (ug/mL) ila¢ verilmeden hemen Once
srrasiyla 0,869+0,174 ve 0,679+0,297 ve ila¢ verildikten 2,5 saat sonra sirasiyla
1,029+0,555 ve 0,964+0,515 olarak; plazma B-K derisimleri (ug/mL) ilag verilmeden
hemen oOnce swrasiyla 0,424+0,176 ve 0,283+0,092 ve ilag verildikten 2,5 saat sonra
srrasiyla 0,420+0,159 ve 0,279+0,074 olarak tespit edildi (Tablo 4.48). Saghkl
goniillillerin ve mesane kanserli hastalarin siirelere gore elde edilen plazma B-K ve
retinol derisimleri saglikli goniilliilerde mesane kanserli hastalara gore daha yliksek
olmasina ragmen ¢-testi ile yapilan istatiksel analizinde aralarinda bir fark gézlenemedi
(Tablo 4.49) (retinoliin; 0 saat i¢in; t)=1.374; P>0.05, 2,5 saat i¢in; t2,5=0,208; P>0.05,
B-K’nin t=1.727; P>0.05, 2,5 saat i¢in; tp5=1,975; P>0.05). Ayrica tek doz oral
olarak 20 mg B-K iceren kapsiil verdikten sonra plazma retinol derisiminin artis1 plazma
B-K derisiminin artisinda fazla oldugu belirlendi. Retinol derisimindeki kii¢iik artisin
alt1 saghkli goniilliiniin {iciinde ve alti mesane kanserli hastanin dordiinde ve B-K
derisimindeki kii¢iik ve 6nemsiz artigin alt1 saglikli goniilliiniin birinde ve alt1 mesane
kanserli hastanin ti¢linde goziiktiigii belirlendi (Tablo 4.48).
a-Tokoferol

a-T, oksijen ve 1518a duyarli oldugu ve 6rnek hazirlama ve ekstraksiyon boyunca
bu yikict faktorlerden sakinilmasi gerektigi literatiir de belirtilmistir. Bu yilizden o-T

analiz ¢aligmalarimiz etrafi alimunum folyo ile sarili karanlik ortamlarda
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gerceklestirildi’. Literatiirde, depolanan biyolojik drneklerde o-T’nin stabilitesi ile ilgili
calismalara rastlanmis olup Craft ve ark.'” a-T’nin -70°C’de en az 28 ay ve -20 °C’de
ise 5 ay stabil kaldigin1 ve depolamadan 6nce azot gaz ile biyolojik 6rnegin oksijenden
yikanmasmin bu vitaminlerin stabilitesi lizerinde yararli bir etkiye sahip olmadigini
belirtmislerdir. Ayrica Comstock ve ark.'” o-T'nin yillarca -70°C’de
depolanabilecegini, Talwar ve ark.'*® plazma c¢ozeltilerinde o-T’nin antioksidan
eklendigi ve azot gazi ile 6rnegin oksijenden yikandigi taktirde -70°C’de 12 ay stabil
kaldigini, Ito ve ark."’ plazmada o-T’nin buzdolabinda 25 giin stabil kaldigni, Teissier
ve ark.'” ise o-T’nin stok ¢dzeltilerinin ve plazma 6rneklerinin -20°C°de iki aydan daha
fazla, -20°C’de donma-erime turlarinda ise 6 ay stabil kaldigin1 gostermistir. a-T igeren
plazma Orneklerinin 6rnek hazirlama siiresince havaya ve 1s18a maruz kaldigi
ortamlarda stabilitesini ise Gross ve ark.'” ¢alismislar ve stabilitesinin degismedigi
sonucuna varmuslardir. Teissier ve ark.'® ise o-T’i plazmadan hekzan ve etilasetat ile
ekstrakte etmis ve bu ekstraksiyon ¢oziiciilerini ugurur ugurmaz a-T nin oksidasyonunu
engellemek i¢in metanol ilave ettigini belirtmis ve metanolde ¢6zerek hazirladigr a-T
¢Ozeltisinin -20°C’de birkag giin stabil kaldigim gostermistir. Colleen ve ark.'"
plazmadan ekstrakte edilen a-T ¢dzeltilerinin oto 6rnekleyici lizerinde 24 saat ve a-T
iceren plazma Orneklerinin -80°C’de 24 saat ve -80°C’deki donma-erime turlarinda da
24 saat stabil kaldigmi gostermislerdir. Zaman ve ark.’® 7 gin boyunca oda
sicakliginda bekletildiginde ve buzdolabinda bekletilip donma-erime turlarinin
tekrarhiginda a-T’nin bozulmadigini belirtmislerdir. Karppi ve ark.'*' ve Alvarez ve

1
Mazancourt '

ekstrakte edilmis plazma orneklerinde a-T’nin +4 °C’de 3 giin stabil
kaldigmi belirtmistir. Talwar ve ark.'®" ise ekstrakte edilmis plazma c¢ozeltilerinde o-

T’ilin oda sicakliginda antioksidan eklendigi taktirde 4-24 saat saat kaldigini belirtmistir.
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Ayrica, bazi bilim adamlar1 a-T nin havaya ve 1s18a maruz kaldig1 ortamlarda stabiliteyi
saglamak i¢in 6rnek hazirlama adimlarinda askorbik asit, biitillenmis hidroksi toluen
pirogallol veya biitillenmis hidroksi anizol gibi bir antioksidanin eklenmesini tavsiye
ederken’, Craft ve ark.'” antioksidan eklenmesinin higbir avantajinin olmadigin
belirtmislerdir.

Yukarida belirtilen literatiirlerde o-T’nin stabilite kosullar1 belirlenmis olup bu
calismada, 60 saat boyunca calisilan laboratuvar sartlarinda, nem, 1s1, 151k, hava gibi
etkilere kars1t bu vitaminin standart ve plazma c¢ozeltilerindeki stabilite kosullari
arastirildi. o-T’nin stabilite ¢alismasi, karanlik ortamlarda kalite kontrol ¢ozeltileri ile
yapild1 ve FDA rehberinde belirtilen kurallara gére (ortalamanin + %10),"** analitlerin
stabilite sartlar1 belirlendi. o-T’nin standart ¢ozeltilerinin, oda sicaklifinda, +4°C ve
-20°C’de 60 saat stabil kaldigi; plazma ¢ozeltilerinin ise oda sicakliginda 24 saat,
-20°C’de diisiik derigimlerde (endojen o-T igeren plazma, 0,75 pg/mL ve 5 pg/mL) 60
saat ve yiiksek derisimlerde (15 pg/mL) 24 saat, -70°C’de ve -70°C’de yapilan donma-
erime turlarindan sonra 60 saat ve otodrnekleyici lizerinde ekstraksiyonu yapilmis
plazma orneklerin 24 saat stabil kaldig1 belirlendi (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3).

a-T, lipofilik bilesikler oldugu i¢in organik c¢oziiciilerde sulu sistemlerden ¢ok
daha fazla ¢Oziiniirler. Bu yiizden biyolojik sivilardan ve farmasotik preparatlardan
organik coziiciilerle a-T ekstrakte edilebilir. Literatiirde, E vitamini kimyasal olarak
proteinlere, lipitlere ve karbohidratlara kimyasal olarak baglanamadigi ve bu yiizden E
vitaminini serbest hala getirmek i¢in vitaminlere zarar verecek gii¢lii kimyasallarin
eklenmesine gerek olmadigi belirtilmistir. Fakat biyolojik orneklerde bulunan organik
coziicliler ile c¢oziinemeyen protein ve karbohidratlar gibi biiyiik molekiillerin

a-T’nin  ekstraksiyonundaki interfere etkisini engellemek icin etanol,' 010115
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138,141,142,148,151,153,154,157,159,160 4

14 102,143,14 . . 1
etanol-su, metanol, 02,143,149 sodyum dodesil sulfat,3

1
156

asetonitri ve tetrahidrofuran gibi coziiciilerle ya tek basina ya da karigimlar

halinde'® kullanilarak denatiire edilmesi gerektigi bildirilmistir. a-T’nin ekstraksiyonu

100,141,142,160

sirasinda oksidasyonu engellemek i¢in bazi arastirmacilar BHT ve askorbik

103,140,156

asit gibi antioksidan maddelerin eklenmesi gerektiginin belirtirken ¢ogu

arastlrmacﬂog’] 15,138,143,144,148,149,151,153 o-T’nin belirlenmesinde antioksidan
eklenmesinin  gereksiz  oldugunu belirtmis ve yOntemlerini antioksidansiz

gelistirmislerdir. Hatta Su ve ark.”

antioksidan eklenmemis o-T igeren plazma
cozeltilerinin oda sicakliginda ve floresans 151g1n altinda 4 saat stabil kaldigimi ve %
4’liik bir kayip ile de 24 saat stabil kaldigini belirtmisler ve ekstraksiyon iglemi boyunca
antioksidan eklenmesinin gereksiz oldugunu belirtmislerdir. Literatiirlerde, plazma

L ; o o e 100,102,115,138,140-
proteinleri denatiire edilmis plazma ¢ozeltilerinden — a-T, hekzan,'0%!'0%!15:138:140

144,148,149,154,156.157.159.160 o) 7 an-etil asetat,loz’]09 hekzan—diklometan,]53 heptan,]39 ve
kloroform"' ¢oziiciileri kullamlarak ekstrakte edilmistir. Daha sonra organik faz
ucurulmus (40-45°C’de azot gazi altinda) ve kalintilar hareketli faz bilesiminde veya
kromatografide analiz edilebilecek bir ¢oziiciide ¢ozllmiistiir. Literatiirde bulunan diger
bir calismada,'® da bu ¢oziiciilerin genellikle o-T yaninda ekstrakte edilen plazma
interfere maddelerinide ¢ozebilecegini belirtmis ve ekstraksiyonu biitanol ve etil asetat
ile yapmus ve direk kromatografi sistemine enjekte etmistir. Karppi ve ark.'*! yukarida
belirtilen sivi-sivi ekstraksiyon islemlerinden farkli olarak hekzan ekledikten sonra su
eklemis ve -70°C’de bekleterek sulu plazma ¢ozeltisinin donmasini saglamig ve daha
sonra organik fazi aymrmistir. Plazmada a-T’1 belirlenmesine yonelik yapilan baska bir

calismada® ise plazmadan, asetonitril ve tetrahidrofuran karisimi kullanilarak o-T

ekstrakte edilmis fakat literatiirdeki diger caligmalar asetonitrilin sulu plazma ¢ozeltisi
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ile karisabileceginden dolayr plazmada bulunan diger maddelerin o-T’ nin
belirlenmesine engel olabilecegini belirtmislerdir’. Man Po ve ark.'” ise tavsan
plazmasinda calismis olup plazma 6rneklerine 1 M HCIl eklemis ve daha sonda metanol,
etanol, hekzan, benzen, izo-oktan ve kloroform ¢oziiciilerinden birini ekleyerek a-T’1
ekstrakte ederek farkli bir ektraksiyon islemi gerceklestirmistir. Ayrica kati faz''*!7#1%
ile de a-T biyolojik sivilardan ekstrakte edildigi ¢alismalara rastlanmistir. Bu bilgiler
1s1¢inda calismamizda Bolim 3.4.°de anlatildig1 gibi Alvarez ve ark.'> kullandig1
ektraksiyon islemi modifiye edilerek kullanildi ve elde etmis olduklar1 ortalama %
84°liik geri kazanim degeri, plazmanin, etanol ve hekzan ve diklormetan ¢oziiciilerinin
oranlarmi degistirilerek yiikseltildi (Geri kazanim degerleri, UV-goriiniir Bolge, 1D- ve
2D- spektrofotometre ve HPLC-DAD calismalarinda sirasiyla % 89,10 — % 98,43, %
91,97 — % 102,0, % 86,6 — 97,02, % 87,38 — % 98,60) (Tablo 4.11, 4.26, 4.27 ve 4,34).

E vitamini analizlerinde geri kazanim Onemli bir problem olabilecegi ve

ekstraksiyon sirasindaki kaybi oOnlemek i¢in 1i¢ standart kullanilmasi tavsiye

07 1149,160,161

edilmektedir.*”” o-T analizlerinde kullanilan toko ve 5,7-dimetil tokoliin*"’
karakteristik yapilarinin benzer oldugu icin ideal bir i¢ standart oldugu, fakat ticari
olarak elde edilemeyecegini ancak sentezlenerek saglanabilecegi i¢in elde etmesinin giic

109 _143

oldugu belirtilmisdir’®’. Ayrica §-'" ve y-'* tokoferoller, y- tokotrienol,'*® 5,7-dimetil-

Hﬁ-oc-tokoferolkinon,]00 2,2,5,7,8-pentametil kromanol'”®> ve o-T asetatin'®®140:141:153.163
i¢c standart olarak kullanilabilecegi belirtilmis fakat a-T asetatin o-T’nin bir formu
olarak farmasotik preparatlarla ve beslenme ile viicuda alinabilecegi igin viicutta
endojen o-T asetatin olabilecegini ve biyolojik sivilarda i¢ standart olarak kullanildigi

takdirde de problem vyaratabilecegi bildirilmistir.”®’ Ayrica, o-T’nin diger yagda

coziinen  vitaminlerle  birlikte  yapilan  analizlerin  bazilarinda  retinil
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140,142,144,148,150,152,159 K vitamini 114 138,161 1174
9

asetat, ekinenon ve ksantofil ™ i¢ standartlari
kullanilmistir. Calismamizda o-T’nin analizinde i¢ standart olarak K, vitamini kullanildi.

o-T ile 1ilgili yapilan literatiir taramasinda UV-Goriniir Bolge, 1D- ve 2D-
Spektrofotometre yontemleriyle farmasotik preparatlarda miktar tayinine yonelik
calismalara ratlanmadi. Bu sebeple ¢calismada, o-T’ nin farmasotik preparatlarda miktar
tayini i¢in yeni bir yontem olan UV-Goriniir Bolge, 1D- ve 2D-Spektrofotometre,
yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi.

Farmasotik preparatlarda o-T miktar tayini i¢in ayrica HPLC-DAD yontemi
gelistirildi ve gecerlilik testleri yapildi. Yapilan literatlir taramasinda multivitamin
tabletlerde A ve E vitaminin belirlenmesi icin siiper kritik akis ekstraksiyonunu
kullamlan HPLC ydntemine'®®, multivitamin tabletlerde A ve E vitamini ve p-K’nin
belirlenmesi i¢in HPLC-UV yéntemlerinew’l70’]71 rastlandi. Fakat Cg kolon ile HPLC-
DAD sisteminde o-T nin miktar tayinine yonelik bir calismaya rastlanmadi.

a-T’nin belirlenmesi i¢in gelistirilen HPLC-DAD yOnteminde kromatografik
ayirim, ters faz Cgkolon, (5 um, 150 x 4,6 mm) metanol, asetonitril ve su hareketli fazi,
(84,5/10/5,5 h/h/h) 25°C kolon sicakligi, 1 mL/dak. kolon akis hizi ve 292 nm dalga
boyunda gerceklestirildi.

Literatiirlerdeki farmasotik preparatlarda a-T’nin belirlenmesinde, metanol'*®, %
0,25 amonyum asetat iceren metanol-% 0,05 trietilamin iceren diklormetan'®’ ve
asetonitril-diklormetan-metanol (60/20/20, h/h/h)m hareketli fazlarinda C;3 kolon
kullanilmistir. Calismamizda Cg kolon ve metanol-asetonitril hareketli faz1 kullanilmis
olup literatiirdeki bircok yontemden daha basittir.

Paulo ve ark.'*® o-T’nin 1,5 mL/dak. akis hizinda alikonma zamanmi 5 dak., tayin

alt smirin1 0,836 pg/mL ve ¢aligma araligmi 5,36-25 mg/mL olarak belirlemislerdir.
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Diger iki caligmada ise gozlenebilme smirin1 10 ng]67 ve 0,01 ng/mL171 olarak
belirlenmis olup diger gecerlilik testi parametreleri ile bilgiye rastlanmamigtir.
Calismamizda ise bu calisma derisimlerinden oldukga kiiciik olan 0,5-20 pg/mL
arasinda dogrusallik belirlendi (Tablo 4.28) ve tayin alt sinir1 degerini ise bu ¢alisma
derisiminden daha kii¢lik bir derisimde (0,2 pg/mL) bulundu. Ayrica 1 mlL/dak. akis
hizinda o-T’nin alikonma zamam 8,5 dak. olup olduk¢a kisa bir siirede analiz
gerceklestirildi.

Farmasotik preparatlarda a-T nin miktar tayini i¢in uygulanan UV-Goriiniir Bolge
(292 nm) ve 1D- (303 nm) ve 2D- (299 nm) Spektrofotometre ve HPLC-DAD
yontemlerinin birbiriyle karsilastirilmasi amaciyla da F-testi yapildi. Bu test sonucunda
dort yontemin istatiksel olarak aralarinda herhangi bir farkin olmadigi gorildii. (Fp:
1,103, p>0,05) (Tablo 4.43). Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan bu bes yontemin
ilag endiistrisinde kalite kontrol caligmalarinda basariyla uygulanabilecegi sonucu
cikarild.

Yapilan literatlir taramasinda, UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre yontemi ile
Emmerie-Engel reaksiyonuna dayanan yontemle kirmizi kan hiicrelerinde''’ ve TPTZ
(2,4,6 tripiiridil-5-trazin)''® ve o-o-dipiridil™* kullanarak o-T’nin demir baglama
kapasitesi artirilarak yine Emmerie-Engel reaksiyonuna dayanan (E vitamininin Fe™"ii
Fe™e indirgenmesi) yontemlerle insan serumunda o-T’nin belirlenmesine yonelik
calismalara rastlandi. Plazmada UV-Goriniir Bolge, 1D- ve 2D- Spektrofotometre
yontemleri ile o-T’ nin miktar tayinine yonelik bir ¢calismaya rastlanmadi. Bu sebeble o-
T’nin plazmada miktar tayini i¢cin yeni yontemler olan UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D-
Spektrofotometre yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi.  Ayrica

Martinek,''® E vitamininin direk UV-Goriiniir Bélge Spektrofotometre yontemi ile
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tayininin 295 nm’de belirlenebilecegini fakat interfere maddelerin olabilecegini ve
hassasiyetinin diisiik olabilecegini belirtmistir. Calismamizda, plazmadan a-T sivi-sivi
ekstaksiyon iglemi ile elde edildi ve yiiksek geri kazanimlar ile interfere maddelerin
olmadig1r belirlendi. Ayrica bir bilesik daha kolay ve daha kesin olarak
tanimlanabilmesini saglayan 1D- ve 2D- spektrumlar1 incelenmesinde plazmadan
ekstakte edilen o-T’1 interfere edebilecek herhangi bir pike rastlanmadi. Optimum
calisma kosullar1 belirlenen spektrofotometrik yontemler ile plazmadan Bolim 3.4’de
belirtildigi sekilde ekstrakte edilen a-T’nin spektrumlar1 alindi. Gelistirilen ve gegerlilik
testleri yapilan her lic yontemin belirtilen dalga boylarinda plazmada a-T’nin miktar
tayini i¢in uygulanabilir oldugu sdylenebilir.

Plazmada o-T’nin miktar tayini i¢in ayrica HPLC-DAD yontemi gelistirildi ve
gecerlilik testleri yapildi.

Literatiirde, serum veya plazmada o-T nin miktar tayini i¢in bircok normal ve ters
faz HPLC calisamasina rastlanmistir. Normal faz sistemlerinde E vitamininin izomer
ayriminin gerceklesebilecegini fakat B- ve y-T’in ters faz sistemindeki kadar kolay bir
sekilde ayrilamiyacagi belirtilmistir. Ayrica plazmada a-T’nin analizi i¢in normal faz
kromatografisinin basarili bir sekilde kullanan caligmalar olmasma'®? ragmen analiz
siiresinin uzun olmas1 ve ters faz sistemleri kadar basit olmamasindan dolay:
dezavantajli oldugu belirtilmistir®®’. Ters faz sistemlerinde ise o-T’nin miktar tayini igin

. 99,108,109,139-143,146-152,155-157,161,163,173
genellikle Cig" ’ ’ DI

kolonlar tercih edilmistir. Bunun
disinda Cy kolon'* ile ilgili sadece bir LC-MS/MS ydntemine rastlanmustir. Bu yiizden
a-T’nin plazmada belirlenmesine yonelik ¢aligmamiz literatiirde ¢ok az yer alan Cg

kolon kullanilan HPLC-DAD sisteminde gerceklestirilmistir. Ayrica Suplex pKb-100

kolonunda ve metanol-metiltersiyer biitilkloriir-su hareketli fazi ile plazmadan a-T’ nin
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de bulundugu yagda coziinen vitaminlerin kromatografik aymrimi gerceklestirilen bir
calismaya rastlanmistir. Plazmada o-T ve bunlar ile birlikte bazi yagda ¢dziinen
vitaminlerin, UV Dedektorlij'0®139-140-143:193.146.136.160.162 "1y 05 4o Array Dedektorli, '°%!*®
141144,148-1S3,1S5,19.061173  Bloracans Dedektorlii 0219%142147.149.160163  Bloy oo kimyasal
Dedektorlia' 114918 ve  Kiitle Spektrometre Dedektorli'® HPLC  yontemiyle
belirlenmesi gerceklestirilmistir.

Endojen o-T (4,37 pg/mL) iceren plazmadan Boliim 3.4°de belirtildigi sekilde
ekstrakte edilen a-T’nin miktar tayini icin gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan
HPLC-DAD yonteminde kromatografik ayirim, ters faz Cg kolon, (5 um, 150 x 4,6 mm)
metanol-asetonitril-su hareketli faz1 (84,5/10/5,5, h/h/h), 25°C kolon sicakligi, 1 mL/dak.
kolon akis hiz1 ve 292 nm dalga boyunda gerceklestirildi.

a-T’nin miktar tayininde genellikle C;s kolon ve izokratik eliisyon tercih edilmis

11 08,109,144,146

ve hareketli faz olarak ise metano , metanol ile birlikte kiigiik hacimlerde

147,149 3

su , metanol ile birlikte diger c¢oziiciiler (tetrahidrofuran,99 n-hekzan,"*

izopropanol™° ve asetonitril'>) kullanilmustir. Plazma veya serum analizlerinde o-T ile

birlikte diger yagda coziinen vitaminlerin miktar analizleri genellikle farkli ¢oziicii

161,163

karigimindan olusan hareketli faz ile gradient eliisyon yapilarak veya daha farklh

138,156

izokratik hareketli faz karisimlar1 (asetonitril-metanol-amonyumasetat ve bu

. . 1 .. .
sisteme eklenmis amonyum asetat,'® metanol-asetonitril-kloroform'*® ve bu sisteme

eklenmis BHT,'"' metanol-asetonitril-tetrahidrofuran'’ ve bu sisteme eklenmis

8

askorbik asit,mo metanol—asetonitril—etilasetat,]65 metanol—bl"ltanol-su,]4 su-asetonitril-

17 ve metanol-etanol-trietilamin' ) kullamilarak kromatografik

etilasetat- 2 propano
ayirim gerceklestirilmistir. Ayrica elektrokimyasal dedektor kullanilmis ise hareketli

faza genellikle perklorat gibi bir elektrolit eklenmistir."”® Calismamizda, literatiirde ¢ok
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az yer alan Cg kolon kullanilmis olup literatiirden farkli bir hareketli faz karigimi olan
metanol-asetonitril-su kullanarak a-T ve literatiirden farkli yeni bir i¢ standardinin (K,
vitamini) kromatorafik aymrimi saglayan basit ve oldukca hizli bir HPLC-DAD yontemi
gelistirildi.
Plazma calismasinda, gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan HPLC-DAD
yonteminin uygulanabilir oldugunu gérmek i¢in tavsan ve insan ¢aligmasi yapildi.
Yapilan literatiir taramasinda HPLC yontemi ile oral ve intravendz olarak verilen

101

koyunlarda,'" HPLC yontemi ile oral olarak verilen danalarda,'®® intravendz olarak

. 104 . . . . . . -
verilen tavsanlarda'® ve intravendz ve intramuskiiler olarak verilen yeni dogan

tavsanlarda'®

a-T’nin farmakokinetik belirlenmesine yonelik caligmalara rastlandi.
Fakat HPLC-DAD yontemi ile oral olarak verilen tavsanlarda a-T’ nin farmakokinetik
belirlenmesine yonelik bir ¢calismaya rastlanmada.

Tavsan ¢alismasinda o-T iceren Evicap® (400 1.U./kapsiil) ilac1 268,46 mg olacak
sekilde sekilde 3 adet beyaz saglikli tavsana oral olarak verildi. Tavsan plazmasindan
elde edilen ekstraktlar HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek kromatogramlar1 alindi.
Elde edilen degerlerden siireye karsilik plazma a-T derisim egrileri ¢izildi. HPLC-DAD
yontemi ile elde edilen derisim-zaman egrilerinden ilacin farmakokinetik parametreleri
Tablo 4.45°de verildi. Elde edilen verilerin bir kanser koruyucusu olarak bilinen o-T nin
insan viicudundaki farmokinetigi ve metabolizmas1 ile ilgili ¢aligsmalara yardimci
olabilecegi sdylenebilir.

a-T’nin oral verildigi bu ¢alismada, tavsanlarda baslangi¢c derigimi 0,210+0,096

ug/mL olarak elde edilirken Hidiroglu ve Karpmski'®' koyunlarda baslangi¢ derisimini

oral verildiginde 1,16 pg/mL olarak ve intravendz verdiginde 0,93 pg/mL belirlemistir.

Eicher ve ark.'” 134,2 mg D-o-T danalara oral olarak vermis ve verdikten sonra 12-20
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saat sonra maksimum diizeye ulastigi belirticken, Hidiroglu ve Karpmski'”'

maksimum zamana ulasma zamanini koyunlarda 26 saat olarak belirlemistir. Bu
calismada maksimum diizeye ulagsma zamani 24 saat ile 72 saat arasinda degistigi
belirlendi. Ayrica Pedraz ve ark.'” ise a-T’nin ortalama biyoyararlanimmm % 35
oldugunu gostermislerdir.

Yapilan literatiir taramasinda o-T’nin saglikli insan plazmasinda derisimlerinin
belirlenmesine yonelik bircok calismaya rastlanmasma ragmen mesane kanserli
hastalarin plazma derisimlerinin belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlandi.™ Bu
calismada Lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin, likopen, a-K, B-K, retinol, a-T ve y-T’1
HPLC yontemi ile plazmada belirlemisler fakat o-T ile kanser riski arasindaki iliskiyi
belirtmemislerdir. Anderson®® yiiksek miktarda o-T tiiketiminin mesane kanserine
yakalanma riskini azalttigmi belirticken Holland ve ark.”” ve Michaud ve ark.”' E
vitamini tilketimi ile mesane kanser riski arasinda bir iliski bulamamislardir. Mirvish®’
ise hayvanlar lizerinde yaptig1 calismalar sonunda, bir antioksidan olarak E vitamininin
mesane kanserinin olusumunda yardimci olan nitrozo bilesiklerini indirgedigini ve
boylece E vitaminin mesane kanseri olugma riskini azalttigini belirtmistir.

Serum Ornekleri almip dondurularak bekletilen kisilerin zamanla mesane
kanserine yakalandiklar1 belirtilmis ve bu kisilerin serum 6rnekleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda mesane kanserli kisilerin a-T derisimlerinin kontrol grubuna
6nemsiz derecede diisiik oldugu® ve bazilarinda ise énemli derecede diisik oldugu’
gosterilmistir. Baz1 ¢alismalarda ise serum derisimleri ile mesane kanserine yakalanma
riski arasinda olumlu bir iliski kurulurken’® bazi calismalarda hic iliski

kurulamamustir.*’
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Saglikli goniillii kisilerde a-T’nin derisimlerini sirasiyla, Boonsiri va ark.” yaslar1
19-62 arasinda olan 294 kiside 26,64 + 14,85 pmol/L olarak; Zaman ve ark."® yaslari
23-50 arasinda olan geng kisilerde ortalama 23,22 umol/L ve yaslar1 77-89 arasinda
olan yash kisilerde 30,02 pmol/L olarak; Talwar ve ark.'*” yaslar1 19-62 arasinda olan
erkeklerde ortalama 29,6 umol/L (45 kisi) ve bayanlarda 30,4 umol/L (60kisi) olarak;
Karppi ve ark.'*' 34 kiside yaptiklar1 calismada ortalama 28,8 umol/L olarak; Silluk ve
ark.'*, Balitmore aging calismasinda yer alan 221 hastada o-T’nin derigimini 2,03
ug/ml ile 28,18 pg/mL arasinda ve Karpinska ve ark.'® yaslarin 2-9 arasinda rejim
yapan ve saglikli ¢cocuklarin a-T derisimlerini sirasiyla 29,44 umol/L ve 21,95 pumol/L
olarak; Quaseda ve ark." farkli yas gruplarinda ¢alismus olup a-T derisimini ortalama
bayanlarda 4,7 ile 6,4 ug/mL arasinda ve erkeklerde 4,0 ile 5,7 pg/mL arasinda olarak
tespit etmislerdir. Ayrica, Zhao ve ark.””' Cin’de bir saglikli goniilliiye antioksidan
kapsiili i¢irmisler ve A ve C vitaminleri ile B-K derisimlerini 40 giin boyunca
incelemisler ve ortalama ao-T derisimini 6,86 pg/mL olarak bulmuslardir. Literatiirde
mesane kanserli hastalarin ve saglikli goniilliilere verilen tek doz a-T’nin kapsiiliiniin
verilmesinden sonra miktar tayinine yonelik bir ¢aligmaya rastlanmadi.

Evicap® (400 IU / kapsiil) tek doz oral olarak saglikli goniilliilere ve mesane
kanserli hastalara verildi ve plazma oOrnekleri Bolim 3.4°de belirtildigi sekilde
ekstraksiyonlar1 yapildi. Alt1 saghkli goniillii ve alt1 mesane kanserli hastadan alinan
plazma ekstraktlart HPLC-DAD sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi ve
plazma o-T derisimleri belirlendi. Saglikli goniilii ve mesane kanserli hastalarin plazma
a-T derisimleri (ug/mL) ila¢ verilmeden hemen once ve 12, 24 ve 48’inci saatlerde

HPLC-DAD yontemi ile sirasiyla 5,234 + 1,970 ve 4,682 + 2,092, 5,694 + 1,616 ve
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7,096 + 2,049, 6,773 £ 1,373 ve 7,350 + 1,785, 7,337 + 1,706 ve 6,694 + 1,599 olarak
tespit edildi (Tablo 4.50).

Saglikli goniillillerin ve mesane kanserli hastalarin siirelere gore elde edilen
plazma o-T derisimleri istatistiksel analiz sonuglar1 istatiksel olarak karsilastirildl (z-
testi) ve aralarinda anlaml bir fark gozlenmedi (0 saat i¢in; t()=0,470; P>0.05, 12 saat
icin; t2=1,316; P>0.05, 24 saat i¢in; t4)=0,628; P>0.05, 48 saat i¢in; t45=0,674;
P>0.05) (Tablo 4.51) Ayrica alt1 saglikli goniilliiniin iiclinde 48 saat, ikisinde 24 saat
birinde ise 12 saate kadar, mesane kanserli hastalarin ise artisin 48 saate kadar
uzamandig1 ve tiglinde 24 saat ve diger tigiinde 12 saate kadar a-T derisimindeki artigin
devam ettigi ve daha sonraki saatlerde azaldig1 belirlendi (Tablo 4.50).

Menadion

Huyghebaert ve ark.'”” uygun kalite, stabilite ve tatta gelistirilen K3 vitamininin
kapsiil formiilasyonlarinin oda sicaklifinda ve +8°C’de iki ay stabil kaldigini
belirtmiglerdir. Fakat standart MN’nin ve plazmadaki MN’nin stabilitesi ile ilgili
herhangi bir ¢alismaya rastlanmadi. Calismamizda, MN ve MBS nin stabilite kosullar
belirlenmis olup bu ¢alismada, 60 saat boyunca calisilan laboratuvar sartlarinda, nem,
sicaklik, 151k, hava gibi etkilere kars1 bu vitaminin standart ve plazma ¢ozeltilerindeki
stabilite kosullar1 arastirildi. Stabilite ¢alismasi, karanlik ortamlarda kalite kontrol
cozeltileri ile yapildi ve FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin
+ %10),]94 analitlerin stabilite sartlar1 belirlendi. MN standart cozeltilerinin, oda
sicakliginda 24 saat, +4°C ve -20°C’de 60 saat stabil kaldig1; plazma ¢ozeltilerinin ise
oda sicakliginda diistik derisimlerde 24 saat (endojen MN iceren plazma, 0,305 pg/mL
ve 1,525 pg/mL) yiiksek derisimlerde 6 saat (6,1 pug/mL) , -20°C, -70°C ve -70°C’de

yapilan donma-erime turlarindan sonra 60 saat ve otodrnekleyici lizerinde ekstraksiyonu
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yapilmis plazma Orneklerin 24 saat stabil kaldigi; MBS standart ¢ozeltilerinin, oda
sicakliginda 24 saat, +4°C ve -20°C’de 60 saat stabil kaldigi; plazma ¢ozeltilerinin ise
oda sicakliginda 6 saat, -20°C, -70°C ve -70°C’de yapilan donma-erime turlarindan
sonra 60 saat ve otodrnekleyici tizerinde ekstraksiyonu yapilmis plazma orneklerin 24
saat stabil kaldig1 belirlendi (Tablo 4.1, 4.2 ve 4.3).

MN lipofilik bir bilesik iken MBS hidrofolik bir bilesiktir. Biyolojik sivilardan
MBS’nin ekstraksiyonu ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanilmazken MN’nin
ekstraksiyonuna ait birka¢ calismaya rastlandi. Hu ve ark.'** MN’i plazmadan n-hekzan
ile ekstrakte etmis fakat giiclii azot gaz1 altinda hekzan fazini ugururken MN nin biiyiik
bir kismmin kayboldugunu fark etmis ve bu ylizdende ekstrakte edilmis hekzan
fazina % 70’lik metanol ¢ozeltisi eklemistir. Bu sekilde geri kazaniminin % 82,4 + 7,69
olarak belirlemistir. Huang ve ark.'”! serum ve idrarda MBS’yi belirlemek i¢in alkali
ortamda MN’ye cevrilmesi gerektigini belirtmis plazma proteinleri Ba(OH), ve ZnSO4
ile ¢oktiirmiis ve santrifiijlemistir ve iist tabakanin bir kismini1 alip KH,PO4-NaOH
ekleyerek kemiliiminisans yontemle analiz etmislerdir. Ayrica, Akman ve ark.'?
plazmadan MN’yi eter ile ekstrakte etmistir. MN ile birlikte diger yagda ¢6ziinen
vitaminlerin birlikte belirlenmesi i¢in yapilan caligmalardaki MN’nin serum ve
plazmadan ektraksiyonunu, Capote ve ark.'®® metanol (proteinleri denatiire etmek i¢in)
ve n-hekzan karisimmni, Man Po ve ark.'” ise plazma 6rneklerine 1 M HCI eklemis ve
daha sonda metanol, etanol, hekzan, benzen, diklor metan, izooktan veya kloroform
ekstraksiyon c¢oziicililerinden birini ekleyerek sagladiklarini belirtmisler ve herbir
vitamin i¢in % 40 ve tizerinde geri kazamm degerleri elde etmislerdir. Rizk,"*® MN’nin
plazmada potansiyometrik belirlenmesinde herhangi bir ektraksiyon islemi

uygulamamistir. Calismamizda MN’nin B6liim 3.4.3’de, MBS nin ise Bolim 3.4.4°de
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belirtildigi gibi ektraksiyonu yapildi. MBS’nin ektraksiyonunda Na,CO; hem
proteinlerin  denatiire edilmesinde hemde MBS, MN’ye doniistiiriilmesi igin
kullanilirken MN’nin ekstraksiyonunda ise Na,CO; sadece proteinleri ¢oktiirmek igin
kullanildi. Plazmadan MN’nin ekstraksiyonu ise n-hekzan ile saglandi. n-hekzan fazi
ayrilarak MN’nin azot gaz1 altinda ugurulma sirasinda kaybini 6nlemek amaci ile direk
kromatografik ve spektrofotometrik yontemlerle analiz edilerek plazma geri kazanim
degerlerini literatiirde belirtilen geri kazanim degerlerinden yiiksek geri kazanim
degerleri elde edildi (MN icin geri kazanim degerleri, UV-goriiniir Bolge, 1D- ve 2D-
spektrofotometre ve HPLC-DAD c¢aligmalarinda sirastyla % 86,3, % 91,6, % 90 ve %
86,9’den biiylik ve MN’ye doniistiiriilen MBS i¢in geri kazanim degerleri, UV-goriiniir
Bolge, 1D- ve 2D- spektrofotometre ve HPLC-DAD calismalarinda sirasiyla % 86,8, %
92,3, % 84,4 ve % 88,1°den biiyiik olarak tespit edildi).

I¢ standart calismalarda hatayr minumuma indirmek ic¢in kullanilmaktadir
Literatiirde K; vitaminin kromatografik analizlerinde karbazol”"'** ve ksantofil'™* ic
standartlar1 kullanilmistir. Calismamizda MN ve MN’ye doniistiirilen MBS’nin
analizlerinde yeni bir i¢ standart olarak yagda ¢6ziinen bir vitamin olan K, vitamini
kullanilda.

Yapilan literatiir taramasinda, farmasotik preparatlarda MN ve MBS’nin

. . o . . " 126,130-1 e *
belirlenmesine yonelik, spektrofotometrik yontemler, 6130132 emiliininesans, '*!'?%13

127,134 .1 12 - .
7134 florometri””’  ve voltametri'®  yontemleri

akis enjeksiyonlu florometri,
gelistirilmistir.  Spektrofotometrik yontemler ile farmasotik preparatlarda MN ve
MBS’yi, Helaleh'*®, MN’nin NaOH ile reaksiyonu sonucunda olusan 450 nm’de giiclii
bir absorbans veren renkli komplek olusturarak; Nagaraja ve ark.”® MN ve MBS’yi

NaOH ortaminda 3-metil-2-benzotiazolin hidrazon HCl (MBTH) ile 625 nm de
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maksimum absorbans gosteren mavi renkli kompleks olusturarak ve MN ve MBS’yi
derisik HSO4 ortaminda resorkinol ile 520 nm de maksimum absorbans gdsteren mavi
renkli bir kompleks olusturarak; Robert ve ark.”' naftokinonlar: Ti(III) ile
naftohidrokinonlara indirgeyerek naftohidrokinon kompleksi olusturarak; Sastry ve
ark."”> MN’yi demir klorit varhgmnda 3-metil-2-benzotiazolin hidrozon (MBTH) ile
650-670 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosteren koyu mavi renkli bir
kompleks olusturarak MN ve MBS’yi belirlemiglerdir. MN ve MBS ile ilgili yapilan
literatiir taramasinda MBS iceren farmasotik preparatlarda UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve
2D- Spektrofotometre yOntemleriyle tiirevlendirmeksizin (direk) ve MN’ye
dontstiiriilerek miktar tayininin yapilmasina yonelik bir calismaya rastlanmadi. Bu
sebeple calismada, MBS nin farmasdétik preparatlarda miktar tayininin hem direk hemde
MN’ye doniistiiriilerek yapilabilmesi i¢cin MN ve MBS i¢in ayr1 ayr1 UV-Goriiniir Bolge,
1D- ve 2D- Spektrofotometre yontemleri gelistirildi ve gecerlilik testleri yapildi.
Farmasotik preparatlarda MN ve MBS’ nin miktar tayini i¢in ayrica HPLC-DAD
yontemi gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi. Yapilan literatiir taramasinda hayvansal
besinlerde K3 vitaminin belirlenmesine i¢in normal faz sivi kromatografi yontemine,'*®
farmasotik preparatlarda post kolonda hidrokinon formuna indirgeme temeline dayanan
floresans dedektorli HPLC ydntemine,'” amperometrik dedektor ile belirlenmesi i¢in
¢ift cam karbon elektrot serileri ile birlestirilmis bir ters faz HPLC yontemine'*” ve GC
yontemine''  rastlandi. Fakat Cg kolon ile HPLC-DAD  yontemleriyle
tirevlendirmeksizin (direk) ve MN’ye doniistiiriilerek miktar tayininin yapilmasina
yonelik bir caligmaya rastlanmadi. Bu sebeple calismada, MBS’nin farmasotik
preparatlarda miktar tayininin hem direk hemde MN’ye doniistiiriilerek yapilabilmesi

icin MN ve MBS i¢cin HPLC-DAD yontemi gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi.
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MN’nin belirlenmesi icin gelistirilen HPLC-DAD yonteminde kromatografik
ayirim, ters faz Cg kolon, (5 pm, 150 x 4,6 mm) metanol-su hareketli fazinin gradient
eliisyonu, 30°C kolon sicakligi, 1 mL/dak. kolon akis hizi1 ve 330 nm dalga boyu
kullanarak gerceklestirildi.

MBS’nin belirlenmesi i¢in gelistirilen HPLC-DAD yonteminde ise kromatografik
aymrim, ters faz Cg kolon, (5 pm, 150 x 4,6 mm) metanol-su hareketli fazinn (50/40,
h/h) gradient eliisyonu, 30°C kolon sicakligi, 1 mL/dak. kolon akis hiz1 ve 230 nm dalga
boyunda gerceklestirildi. Farmasotik preparatlarda MBS’nin  direk ve MN’ye
doistiiriilerek yapilan miktar analizleri i¢in uygulanan UV-Goriiniir Bolge ve 1D- ve
2D- Spektrofotometre ve HPLC yOntemlerinin birbiriyle karsilagtirilmasi amaciyla da
F-testi yapildi. Bu test sonucunda her iki sekilde gelistirilen yontemlerin istatiksel
olarak aralarinda herhangi bir farkin olmadig1 goriildii. (swrasiyla, Fy: 1,960 ve 2,150,
p>0,05) (Tablo 4.43). Sonug¢ olarak, gelistirilen bu dort yontemin ila¢ endiistrisinde
kalite kontrol ¢caligmalarinda basariyla uygulanabilir oldugu sdylenebilir.

Literatiirlerdeki farmasétik preparatlarda MBS’ nin belirlenmesi igin, Liu ve ark.'*
Cis kolon ve 0.2 mol/L asetat tamponu (pH: 5,50)-metanol hareketli fazi (6/4, h/h)
kromatografik calisma sartlarinda elektrokimyasal dedektorlii HPLC yontemi,'> Laffi
ve ark.'”® MBS’yi MN’ye doniistiirerek direk normal fazli HPLC yontemi'”® ve Cig
kolon ve metanol hareketli fazindan olusan kromatografik calisma sartlarinda
fotokimyasal indirgenne-florosans dedektdrlii HPLC yontemi'®® kullanmus olup
Calismamizda, gelistirilen yontemlerden ¢ok daha basit bir sistem olan Cg kolon ve
metanol su hareketli faz karigimi kullanildi. Ayrica ¢alisma esnasinda hatalar1 minimize
etmek icin i¢ standart kullanildi. Literatiirde ¢aligma araliklar1 0,1-10 pg/mL]29 ve

0,035-15 pg/mL"’ olarak, dedeksiyon limitleri 0,8 ng/mL'*’, 15 ng"** ve 2,5 pg/mL'*®
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olarak belirlenmistir. Calismamizda ise bu calismalardan daha genis derisim araligi
belirlendi. (0,5-20 ug/mL) (Tablo 4.28) arasinda belirlendi ve gozlenebilme sinirlar
MBS i¢in 5 ng/mL ve MN ic¢in ise 10 ng/mL (Tablo 4.32) olup literatiirde belirtilen
yontemler kadar hassastir.

Yapilan literatiir taramasinda, plazmada MN ve MBS’nin belirlenmesine yonelik,
potansiyometrik,'*® kemiliininesans'?' ve polarimetrik'” yontemlere rastlanmasina
ragmen plazmadan MN ve MN’ye doniistiiriilerek analiz edilen MBS’ nin UV-Goriiniir
Bolge, 1D- ve 2D- Spektrofotometre yoOntemleriyle miktar tayininin yapilmasma
yonelik bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu sebeple ¢alismada, MN ve MN’ye doniistiiriilerek
analiz edilen MBS’nin plazmada miktar tayininin hem MN hemde MN’ye
doniistiiriilerek MBS i¢in ayr1 ayr1 UV-Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D- Spektrofotometre
yontemleri gelistirildi ve gegerlilik testleri yapildi.

MN ve MBS’nin plazmada belirlenmesinde, optimum calisma kosullar1 belirlenen
spektrofotometrik yontemler ile plazmadan Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstrakte
edilen MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS’nin spektrumlar1 alindi. MN ve MN’ye
doniistiiriilen MBS’ nin plazmada belirlenmesine yonelik gelistirilen ve gecerlilik testleri
yapilan her ii¢ yontemin belirtilen dalga boylarinda plazmada MN miktar tayini i¢in
uygulanabilir oldugu s6ylenebilir.

Plazmada MN ve MBS’nin miktar tayini i¢in ayrica HPLC-DAD yontemi
gelistirildi ve gegerlilik testleri yapilda.

Literatiirde, serum veya plazmada MN’nin belirlenemesine yonelik ii¢ ¢alismaya
rastlanilmis olup bu calismalarin hepsinde ters faz C;g kolon ve UV esasli dedektorler
kullamlmustir. Hu ve ark.'** K3 vitamininin plazmada belirlenmesi i¢in gelistirdigi

HPLC ydnteminde metanol-su hareketli fazi, Man Po ve ark.'” plazmada K
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vitamininin retinoik asit, retinol, retinal, D,, D3, Kj, K, vitaminleri ile birlikte
belirlenmesi icin gelistirdigi HPLC yonteminde metanol-etanol-trietilamin (% 0,1)
hareketli fazi ile ve Chatzimichalakis ve ark.'”* idrar ve serumda K3 vitamini, retinol,
menakinon, a-T, kolekalsiferol, a-T asetat ve filokinonu igeren sekiz yagda ¢oziinen
vitamini ile birlikte belirlenmesi i¢in gelistirdigi HPLC yonteminde asetonitril-metanol
hareketli fazi kullanmiglardir. MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS’nin plazmada
belirlenmesine yonelik ¢calismamiz, literatiirde yer almayan Cg kolon kullanilan HPLC-
DAD sisteminde gergeklestirilmistir.

Endojen MN (18 ng/mL) igeren plazmadan Bolim 3.4’de belirtildigi sekilde
ekstrakte edilen MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS’ nin miktar tayini i¢in gelistirilen ve
gecerlilik testleri yapilan HPLC-DAD yonteminde kromatografik ayirim, ters faz Cg
kolon, (5 um, 150 x 4,6 mm) metanol-su hareketli fazinin gradient eliisyon, 30°C kolon
sicakligl, 1 mL/dak. kolon akis hiz1 ve 330 nm dalga boyunda gerceklestirildi. Bu
calismada literatiirde ¢cok az yer alan Cg kolon kullanilmis olup literatiirde belirtilen
metanol-su hareketli fazi1 gradient eliisyon ile farkli oranlarda kullanilan basit ve
oldukc¢a hizli bir HPLC-DAD yontemi gelistirildi.

Plazma ¢alismasinda, MN ve MN’ye doniistiiriilen MBS ’nin belirlenemesi icin
gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan HPLC-DAD yOnteminin uygulanabilir oldugunu
gormek amaciyla tavsan ve insan ¢aligmasi yapildi.

Yapilan literatiir taramasinda HPLC yontemi ile tavsanlara intravendz olarak

. 29,124
verilen®”

menadiol sodyum difosfat farmakokinetik belirlenmesine yOnelik
calismalara rastlandi. Bu ¢alismalarda menadiol sodyum difosfatin major metabolitinin

MN oldugu belirtilmis ve MN derisiminin degisimi incelenmistir. Fakat oral olarak
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verilen MBS’nin in vitro ortamda MN’ye doniistiirerek tavsanlarda MN’nin
farmakokinetik belirlenmesine yonelik bir caliymaya rastlanmadi.

Calismada MBS igeren Libavit K® (20 mg / 2 mL) ilac1 100 mg olacak sekilde
sekilde 3 adet beyaz saglikli tavsana intravendz olarak verildi. Ayrica Libavit K® (20
mg / 2mL) iki doz oral olarak saglikli goniilliilere ve mesane kanserli hastalara verildi.
Plazma Ornekleri Bolim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstrakte edildi. Tavsan
plazmasindan elde edilen ekstraktlarinin MN’ye doniistiiriilen MBS i¢in gelistirilen
HPLC-DAD yontemi ile analiz edilerek kromatogramlar1 alindi. Elde edilen
degerlerden siireye karsilik plazma MN derisim egrileri ¢izildi. HPLC-DAD yontemi ile
elde edilen derisim-zaman egrilerinden ilacin farmakokinetik parametreleri Tablo
4.46°da verildi.

Litaratiirde, MBS’ nin oral verildigi c¢alismalarin birinde*’ Crax> tmax, yarilanma
omri (t;), klirensi, bozulma hacmi ve AUC’si swrasiyla, 4,29 dak., 2,102 dak.,
27,17+10,49 dak., 0,822 + 0,254 L/dak., 30,833 + 12,835 L, 32,453 + 9,785 png
dak./mL olarak verilirken digerinde'** ortalama yarilama Smriinii, eliminasyon yar1
Omriinii, bozulma hacmini ve plazma klirensini sirasiyla 26,3 + 2,97 dak., 2,60 = 0,12
dak., 25,7 £ 0,78 L ve 0,68 = 0,10 L/dak. olarak verilmistir. Calismamizda elde edilen
farmakokinetik degerler Tablo 4.46’da verilmis olup maksimum plazma derisimi daha
yiiksek ve maksimum plazma derisimine ulagsma zamani daha kisa olarak belirlendi.

Literatiirde'**

, menadioliin kanda hizli bir sekilde MN’ye doniistiigiinii ve MN’nin
degismez formasyon orami (kf) plazmada 0,589 + 0,246 1/dak. iken kirmizi kan
hiicrelerinde 1,520 + 1,345 1/dak. oldugunu belirtilmistir. Calismamizda MBS

ekstraksiyon sirasinda tamamen MN’ye doniistiiriildiigii icin hem MBS’nin metabolite

oldugu MN hemde MBS’nin invitro doniistiiriildiigii MN incelenmis olup MN’nin
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belirlenmesindeki analitiksel zorluk ortadan kaldirilmis oldu. Ayrica tavsan
ekstraktlarinda sadece MBS’nin in-vivo kosullarda doniistiigi metaboliti olan MN
belirlendi ve maksimum derisimler arasinda 10 kata varan fark bulundu.

Yapilan literatiir taramasinda MN’nin saglikli goniillii ve mesane kanserli kisilerin
plazmasinda derisimlerinin belirlenmesine ve doz sonrasi siirelere gore derisiminin
belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmadi. Bunun sebebinin MN’nin plazma
derisiminin ¢ok diisilk olmasindan kaynaklandigi1 belirtilmektedir. Calismamizda MBS
in-vitro kosullarda tamamen MN’ye doniistiirildiigii icin insan plazmasinda miktar
tayini yapilabildi. Tek doz menadiol sodyum difosfat verilen bir caligmada ise iki
hastanin 0,5 ve 1 saat sonra plazma oOrneklerinde MN’nin polarografik yontemle
belirlenmesine yonelik bir calismaya rastlandi. Bu ¢aligmada plazma derisimlerinin 0,5
saat sonra 0,08 ng/mL ve 10 saat sonra ise 0,3 ng/mL ulastig1 gosterilmistir. Literatiirde
mesane kanserli hastalarin ve saghkli goniilliilere verilen tek doz MBS’nin
verilmesinden sonra siirelere gore miktar tayinine yonelik bir ¢alismaya rastlanmadi.

Alt1 saglikli goniillii ve alti mesane kanserli hastadan alinan plazma ekstraktlarinin
MN’a doniistiiriilen MBS i¢in gelistirilen HPLC-DAD yontemi ile analiz edilerek
kromatogramlar1 alind1 ve plazma MN derisimleri belirlendi. Saglikli géniilii ve mesane
kanserli hastalarin plazma MN derisimleri (ug/mL) ila¢ verilmeden hemen 6nce ve 3, 5,
10’uncu dak.’larda sirastyla 0,305 = 0,012 ve 0,010 += 0,007, 0,046 £+ 0,021 ve 0,026 +
0,013, 0,088 + 0,051 ve 0,041 + 0,032, 0,078 + 0,063 ve 0,018 + 0,018 olarak ( Tablo
4.52); saglikli goniillillerin ve mesane kanserli hastalarin siirelere gore elde edilen
plazma MN derigimleri istatistiksel analiz sonuglar1 istatiksel olarak karsilastirildi (z-
testi) ve MN derigimleri arasinda ila¢ uygulanmadan once ve ila¢ uygulandiktan 10 dak.

sonra istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenirken 3 ve 5 dak.’larda anlamli bir fark
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gozlenmedi (0 dak. i¢in; t0=3,399; P<0.05, 3 dak. i¢in; t;3)=1,993; P>0.05, 5 dak. i¢in;
tisy=1,934; P>0.05, 10 dak. i¢in; t(10y=2,236; P>0.05) (Tablo 4.53).

Vitaminlerin, giinlimiiziin 6liimciil hastaliklar1 arasinda 6nemli bir yere sahip olan
kanser ile olan iligkisinin belirlenebilmesi ve literatiirde belirtilen sistemik dolagimdaki
anlagilmaz davraniglarinin aydinhiga kavusabilmesi i¢in yeni hayvansal modeller ve
analitiksel yOntemler gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu c¢alisma, A, E ve K
vitaminlerinin farmasotik preparatlarda ve plazmada miktar tayini i¢in farkli analitik
yontemler gelistirilmesi, gegerlilik testlerinin yapilmasi ve gelistirilip gecerlilik testleri
yapilan yontemlerin uygulanabilir olduklarin1 gdstermek amaciyla yapilmistir. Caligma
sonucunda bu vitaminlerin analizinde gelistirilen yontemlerin hizli ve basit oldugu,
farmasotik preparatlarin kalite kontrol ve klinik calismalarinda uygulanabilir oldugu
gosterilmistir. Ayrica, elde edilen verilerin mesane kanserinin dnlenmesi, tedavisi ve
gelisimine dayali ileriki c¢aligmalara ve vitaminlerin sistemik dolagimindaki
davranislarmin  belirlenmesine yonelik yapilacak incelemeler yol gdsterecegi

diisiincesindeyiz.
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