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OZET

Atipik Antipsikotik Bir ila¢c Olan Olanzapin’in Farmasotik Preparatlarda ve
Biyolojik Ortamlarda Biyoanalitik Yontem Validasyonu

Amag: Atipik antipsikotik bir ila¢ olan olanzapinin farmasotik preparatlarda ve
plazmada miktar tayini icin literatirdeki mevcut yontemlere alternatif olarak basit,
hassas ve yeni bir UV-Gorunur Bolge Spektrofotometri, HPLC ve LC-MS yontemleri
gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi ve daha sonra sizofreni ve bipolar affektif
bozukluk tanist almis hastalarin plazmalarinda olanzapinin miktar tayinlerinin
gerceklestirilmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: UV-Goriinir Bélge Spektrofotometri yonteminde, 272 nm
dalga boyu kullanildi. HPLC yénteminde, UV dedektér, su (%0.1 TFA)-metanol-
asetonitrilden (30:40:30, h/h/h) olusan hareketli faz, C1g kolon, 1 mL/dk akis hizi ve 10
uL enjeksiyon hacmi ¢aligma parametreleri kullanildi. LC-MS yoénteminde ise su (%0.1
formik asit)-asetonitril (20:80, h/h) hareketli fazi, C;g kolon, 1 mL/dk akis hizi, MS
dedektor, pozitif iyonizasyon, internal standart olarak irbesartan kullanildi. MS
spektrumlarinda olanzapin ve irbesartan i¢in molekiiler iyon degerleri sirastyla 313.2 ve
429.2 olarak belirlendi.

Bulgular: UV-Gorinir Bolge Spektrofotometri, HPLC ve LC-MS yontemleri
gelistirildikten sonra yontem gegerlilik testleri yapildi. Her (¢ yontemin dogruluk
(%BH) degerleri %5.0°den ve kesinlik (%BSS) degerleri %4.5’den kiiguk, farmasotik
preparatlarda analitik geri kazanim degerlerinin ortalama %2100.7, plazmadan geri
kazanim degerlerinin ise ortalama %98.98 olarak tespit edildi. Plazma ve standart
cozeltilerin LOQ ve LOD degerleri sirasiyla 0.7-0.33 pg/mL ve 2.0-1.0 pg/mL ve (UV-
Gorunlr Bolge Spektrofotometri); 0.25-0.1 pg/mL ve 0.25-0.08 ug/mL (HPLC); 2.0-0.9
ng/mL ve 2.0-0.7 ng/mL (LC-MS) olarak belirlendi.

Sonug: Gelistirilip gecerlilik testleri yapilan her ii¢ yontem ile bes farkli
farmasotik preparatta ve plazmada olanzapin miktar tayinleri yapildi. Sizofreni ve
bipolar affektif bozukluk tanisi konulan alti hastanin plazmasinda LC-MS yontemiyle
olanzapin miktar tayinleri gergeklestirildi. Calisma sonucunda, her ii¢ yontemin kalite

kontrol ve klinik ¢alismalarinda basariyla uygulanabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: HPLC, LC-MS, olanzapin, spektrofotometri
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ABSTRACT

Bioanalytical Method Validation of Olanzapine, an atypical antipsychotic
drug, in Pharmaceutical Preparations and Biological Media

Aim: It was aimed to develop and validate a simple, sensitive and novel UV-
Visible Spectrophotometric, HPLC and LC-MS methods to determination of olanzapine
in different pharmaceutical preparations and biological media as an alternative to
present methods in the literature, and than apply this proposed methods on to the plasma
samples collected from patients diagnosed with schizophrenia and bipolar affective
disorder.

Material and Method: 272 nm wavelength was used in UV-Vis
Spectrophotometry. In HPLC method, UV detector, water (%0.1 TFA)-methanol-
acetonitrile (30:40:30, v/v/v) as mobile phase, C15 column, 1 mL/min flow rate and 10
pL injection volume parameters were selected. In LC-MS method, water (%0.1 formic
acid)-acetonitrile (20:80, v/v) as mobile phase, Cig column, 1 mL/min flow rate, MS
detector, positive ionization and irbesartan (1S) parameters were prefered. Molecular ion
for olanzapine and irbesartan were 313.2 and 429.2, respectively.

Results: UV-Vis Spectrophotometry, HPLC and LC-MS methods were
developed and method validation tests were performed. For all of them, accuracy
(%RE) were lower than %5.0, precision (%RSD) were lower than %4.5, mean
analytical recovery for pharmaceutical preparation was %100.7 and mean recovery of
plasma samples were %98.98. LOQ and LOD values of plasma and standard solutions
were 0.7-0.33 pg/mL and 2.0-1.0 pg/mL (UV-Vis Spectrophotometry; 0.25-0.1 pg/mL
and 0.25-0.08 pg/mL (HPLC); 2.0-0.9 ng/mL and 2.0-0.7 ng/mL (LC-MS),
respectively.

Conclusion: Determination of olanzapine were performed by developed and
validated methods in five different pharmaceutical preparations and plasma samples.
Quantitative analysis were achieved in six patients by LC-MS method. These proposed
methods can be succesfully applied in control and clinic studies.

Key Words: HPLC, LC-MS, olanzapine, spectrophotometry
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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: Kisa Psikiyatrik Degerlendirme Olgegi
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: Gaz Kromatografisi

. Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometrisi

: Gaz Kromatografisi-Ardisik Kiitle Spektrometrisi
: Geri Kazanim

: Hacim

. Yiiksek Performans S1vi Kromatografisi

: Yiilksek Performans Ince Tabaka Kromatografisi

. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi
. Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi

- Intramiiskiiler
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- Litre
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: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi
. Standart Sapma
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: Gecirgenlik
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:Yarilanma Omrii
: Doruk Plazma Derisiminine Ulastig1 Siire
: Ince Tabaka Kromatografisi
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1. GIRIS

Fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlar1 insan yarar1 i¢in degistirmek
amaciyla kullanilan kimyasal maddelere ila¢ denir. Daha kisa bir tanimla ilag,
hastaliklarin énlenmesi, tanis1 ve tedavisi i¢in kullanilan kimyasal maddelerdir.* Belirli
ruhsal hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglara antipsikotik ilaglar denir ve iki sinifta
incelenirler. 1950 ‘li yillarda klorpromazinin kesfiyle baslayan antipsikotik ilaglara eski
nesil veya tipik antipsikotikler, 1960 yilinda klozapinin kesfiyle baslayan antipiskotik
ilaglara ise yeni nesil veya atipik antipsikotik ilaglar denilmistir. Atipik antipsikotik bir
ilag olan olanzapin; basta sizofreni olmak iizere sizoaffektif bozuklugun akut
alevlenmesinde ve siirdiirim sagaltiminda, bipolar bozuklugun manik ataginda, akut
stirdiirim sagaltiminda ve demansta gorulen psikotik belirtilerde, Tourette sendromunda
ve secici seratonin geri alim inhibitorleri ile birlikte travma sonrasi stres bozuklugunda,
otizmde ve anoreksiya nevroza hastalarinda kilo artis1 saglamada etkili bir ilagtir.? Kaba
formili Cyi7H20N4S olan olanzapinin kimyasal adi 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-
10H-tieno(2.3-b)(1.5) benzodiazepin olup molekiil agirhg 312.4 g/mol diir’
Olanzapinin piyasada tablet ve son zamanlarda ¢ikan enjeksiyon formu bulunmaktadir.
Agizdan alimini takiben iyi emilir ancak alinan dozun yaklasik %40°1 sistemik dolasima
ulagsmadan 6nce metabolize edilir. Agizdan alimdan yaklasik 6 saat sonra en yliksek
plazma derisiminine ulasir ve yarilanma omrii 20 ile 54 saat arasinda degisir.4
Olanzapinin ~ baslica  metabolitleri ~ 10’N-glukoronit,  4’N-glukoronit, ~ 4’N-
desmetilolanzapin ve olanzapin-N-oksit olup hepside inaktiftir.> Psikiyatrik
hastaliklarda kullanilan olanzapinin giinliik dozu 10 ile 30 mg arasinda olup yarilanma
siiresinin uzun olmasindan dolay1r giinlik tek doz verilmesi etkili olmaktadir.?
Sizofreninin hem pozitif hemde negatif belirtilerinin iizerine etkili olmast ve

ekstrapiramidal sistem yan etkisinin diisilk olmasi nedenlerinden dolayi sizofreni ve



diger psikozlarin tedavisinde ©nem kazanmaktadir.’® Olanzapinin tedavisinde
kullanildig1 sizofreni; kisinin alisilagelmis algilama ve yorumlama bigimlerine
yabancilasarak, kendine 0zgii bir ige-kapanim diinyasina ¢ekildigi bir ruhsal
bozukluktur. Cok genis bir yelpaze igerisinde yer alan ruhsal belirtileri icermesi
nedeniyle, psikiyatrinin en ilgi ¢ekici konularindan biri olarak 6nemini korumaktadir.?
Calismamizda psikiyatride biiyiik bir oneme sahip sizofreninin tedavisinde
kullanilan atipik antipsikotik bir ila¢ olan olanzapinin farkli farmasotik preparatlardan
ve plazmadan miktar tayini icin literatirdeki mevcut yontemlere alternatif olarak basit,
hassas ve yeni bir UV-Gorindr Bélge Spektrofotometre, HPLC ve LC-MS yodntemleri
gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi ve daha sonra sizofreni tanisi almis hastalarin

plazmalarindan olanzapinin miktar tayinlerinin gergeklestirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antipsikotik Ilaclar

2.1.1. Antipsikotik ilaclarim Tanim ve Onemi

Psikiyatri; ruhsal kaynakli sorunlarimizla basetmede tibbi bir kurum ve bilim
disiplinidir.? Psikiyatride biiyiikk bir éneme sahip olan antipsikotikler basta sizofreni
olmak tizere psikozlarin tedavisinde kullanilan ilaglardir. Psikoz, diisiinme yetisini,
duygusal yanitlari, animsama, isletisim kurma, gerce8i degerlendirme, yorumlama ve
uygun davranmayi 6nemli 6l¢iide bozan, normal yasamin gereklerini yerine getirmeyi
engelleyen klinik durumlar1 tanimlar. Aktif donemde psikotik olgular, evde, okulda ve
iste kendilerinden beklenen sorumluluklar1 yerine getiremezler, verimlilikleri azalir.t
Psikotik hastaliklar, sizofreni, bipolar (manik-depresif) hastaligin manik fazi, akut
idiopatik psikotik hastaliklar ve siddetli ajitasyon ile giden diger durumlardir.
Antipsikotik ilaglarin 6zellikle etkin olduklar1 hedef semptomlar ajitasyon, saldirganlik,
diismanlik, varsanilar, akut sanrilar, uykusuzluk, anoreksi, 6z bakimin kotii olmasi,
negativizm, bazen geri cekilme ve yanhizligi icermektedir. 1950°li yillarda
klorpromazinin kesfedilmesiyle ortaya ¢ikan antipsikotik ilaglar psikotik hastaliklarin
tedavisinde devrim yaratmuistir.

2.1.2. Antipsikotik ilaclarin Simiflandirilmasi

Antipsikotik ilaglara aym1 zamanda noroleptik ilaglarda denilir. Noroleptik
sdzciigii, neuron ve lepsis kelimelerinin birlesiminden tiiremis® ve nérolojik yan etkilere
neden olduklarindan dolay1 néroleptik sozciigi kullanilmistir.> Fakat 1990’1 yillarin
son yarisindan itibaren giderek daha fazla kullanilmaya baglanmasiyla, bu ilaglar
kullanan hastalarda néroleptiklere 6zgi belirtiler gozlenmeyince néroleptik terimi terk
edilerek, yerine antipsikotik terimi kullanilmistir.® 1950°1i yillarda klorpromazinin

kesfiyle baslayan antipsikotik ilaglara eski nesil, konvansiyonel, birinci kusak veya tipik



antipsikotikler, 1960 yilinda klozapinin kesfiyle baslayan antipsikotik ilaclara ise yeni
nesil, ikinci kusak veya atipik antipsikotik ilaglar denilmistir.

2.2. Tipik Antipsikotik ilaclar

Tipik antipsikotik ilaglarmn ilki 1950 yilinda bir antihistaminik olarak sentezlenen
klorpromazindir. ilk kez bir antipsikotik olarak 1952 yilinda Delay ve Deniker
tarafindan kullanilmistir. Klorpromazinin olumlu etkilerinin goriilmesi iizerine klinik
kullaniminin hizla artmasi arastirmacilarin akil hastaliklarina bakis agisini degistirmis
ve yeni arastirmalari hizlandirmistir.' Jassen’in 1959 yilinda haloperidolii bulmasiyla
yeni bir asamaya gelinmis ve ardindan bir¢ok antipsikotik ilag sentezlenmistir.” Tipik
antipsikotik ilaglar pek ¢ok psikiyatrik bozuklugun tedavisinde (sagaltiminda)
kullanilirlar. Bu psikiyatrik bozukluklar; sizofreni ve sizoaffektif bozuklugun akut
psikotik ataginda ve siirdiirim tedavisinde, sizofreniform bozuklukta, kisa psikotik
bozuklukta, manik atak tedavisinde, psikotik o©zellikli major depresyonda, sanrili
bozuklukta, Borderline kisilik bozuklugunda, madde kullanimma bagl psikotik
bozuklukta, deliryum ve demans tedavisinde, diirtii denetimi bozuklugunda, tik
bozuklugu ve Tourette sendromu olarak siralanirlar.” Tipik antipsikotik ilaglarin bir kag
dezavantaji vardir. Bunlardan en énemlisi ekstrapiramidal sendrom (EPS) dur. EPS;
Ozellikle tipik antipsikotik ilaglarin neden oldugu kaslarda kasilmalar (distoniler),
titreme, sallanma, hareketlerde yavaslamalar (parkinsonizm), yerinde duramama
(akatizi) gibi motor bozukluklara genel olarak verilen isimdir. Ozellikle bu yan
etkisinden dolay1 tipik antipsikotik ilaclar atipik antipsikotik ilaglara kiyasla daha az
tercih edilirler. Diger dezavantaji ise negatif ve affektif belirtilerin kontrol altina
alinmasinda yalnizca sinirlt bir etkinlige sahip olmasi ve uygulandigi hastalarin yaklasik

%30’unun tedaviye cevap vermemesi ya da kismi bir cevap vermesidir.°



2.2.1. Tipik Antipsikotik Ilaclarin Etki Mekanizmalari ve Siiflandirilmasi

Tipik antipsikotik ilaclar dopamin reseptori Tip 2 (D2) antagonizmleri ile ilgili
oldugu diistiniildigiinden dolayr bu grup ilaglara dopamin reseptdr antagonistleride
denmektedir. Tipik antipsikotik ilaclarin terapotik etkileri D2 reseptdr blokaji yapici

Ozelliklerine bagli olarak ortaya cikar.?

D2 reseptorlerini limbik sistemde A10
noronlarin1 bloke etmeleri prolaktin salgisini arttirmakta ve striatumda A9 noronlarini
bloke etmeleri ise EPS ye yol a¢maktadir.® Tipik antipsikotiklerin bir diger etkiside
muskarinik kolinerjik reseptorleri bloke etmeleridir. Bu etki mekanizmasi sonucu bazi
yan etkiler ¢ikabilmektedir. Bunlar arasinda agiz kurumasi, gérme bulanikligi, kabizlik,
idrar retansiyonu ve bilissel kiintlesme sayllabilir.2

Tipik antipsikotik ilaglar yapilarina gore 6 grupta siiflandirilirlar.

1-Fenotiyazinler:  Klorpromazin, promazin, trifluopromazin, tioridazin,
mezoridazin, piperasetazin, flufenazin, trifluoperazin, asetofenazin, perfenazin,
proklorperazin.

2-Tiyoksantenler: Klorprotiksen, zuklopentiksol, flupentiksol, tiyotiksen.

3-Butirofenonlar: Haloperidol.

4-Dibenzoksapinler: Loksapin.

5-Dihidroindolonlar: Molindon.

6-Difenilbutilpiperidinler: Pimozid, penfluridol.

2.3. Atipik Antipsikotik Ilaclar

1960°da klozapinin tedaviye girmesinden sonra atipik antipsikotik kavrami
gelismeye baslamistir. Ancak 1974°de Finlandiya da klozapinin en korkulan yan etkisi
olan agranilositoz (kandaki akyuvar sayisinin azalmasi) sonucu 8 hastanin dlmesi, bir

anda bu ilaglart ikinci plana itmis ve bir silire daha tipik antipsikotikler tahtlarin

korumuslardir. Tedaviye direngli olgularda yasanan c¢aresizlige, tipik antipsikotik



ilaglarin olusturdugu cok sayida yan etki eklendiginde seksenli yillarin ortasindan
itibaren klozapin tekrar kullanilmaya baslanmistir. Yeni antipsikotikler {izerinde yine
seksenli yillarin ortasindan itibaren arastirmalar yapilmaya ve doksanli yillarda da
klinik ortamda giderek daha fazla kullanilmaya baslanmis ve bu ilaglar1 kullanan
hastalarda noroleptiklere 6zgii belirtiler gézlenmediginden noroleptik terimi yavas
yavas terk edilerek yerini antipsikotik terimi almaya baglamistir.? Klasik antipsikotik
ilaglarla sagaltilan hastalarin bir boliimiinde belirtiler tamamen ortadan kalkmaz ya da
psikotik tabloda belirgin bir diizelme saglanmaz. Bu ilaglar oncelikle pozitif psikotik
belirtileri  baskilamakta  ancak, negatif Dbelirtileri iyilestirmede  yetersiz
kalabilmektedirler. Hastalarin yasam kalitelerini ya da sagaltima uyumlarini olumsuz
etkileyen EPS’ye yol agmalar1 ve ilag kullanimina karsin mesleki ve sosyal
islevsellikteki  bozulmanin  siirmesi de kullanimlarim1  simirlandirmaktadir.  Bu
nedenlerden dolay1 yeni ilaglar gelistirilirken artmis antipsikotik etkinlik, diisiik EPS
siklig1, ge¢ (tardif) diskinezi (degisik kas gruplarinda goriilen istemsiz kompleks
hareketler) riskinin diisiik olmasi, negatif belirtilere yonelik etki, islevsellik ve yasam
kalitesinde artma hedeflenmektedir. Calismalar atipik antipsikotiklerin klasik
antipsikotikler ile karsilastirildiginda yan etkilerinin daha diisiik oldugunu ve hastalarda
yasam kalitesinin daha yliksek oldugunu g('jstermektedir.8
Atipik antipsikotik ilaglar asagida belirtilen dzellikleri gosterirler';
1- Tipik antipsikotik ilaclar kadar etkilidirler.
2- Hayvan deneylerinde apomorfin gibi dopamin agonistlerince olusturulan
stereotipiyi bloke ederler.
3- Katalepsi (iradenin yitirilmesi durumu) olusturmazlar.
4- Prolaktin salgisini arttirmazlar. Bu 6zellik ilaglar arasinda farlilik gosterir.

5- Mezolimbik secicilik gosterirler.



6- D2 reseptOrlerinde say1 ve duyarlilik artisina neden olmazlar. Geg¢ diskinezi
yapmazlar veya bu etki minimal diizeydedir.

7- Siiregen tedavide dopamin doniistimiinde artma ve dopamin A9 noéronlarindaki
depolarizasyon bloku etkisine kars1 tolerans gelismez.

8- Ekstrapiramidal belirti yapmaz veya bu tiir yan etkileri ¢ok azdir. Bu 6zellikleri
bliylik ol¢iide 2a antagonizmine baghdir.

Atipik antipsikotik ilaglar, sizofrenide pozitif ve negatif semptomlarin ilk
secenck tedavisinde, relapslarin tedavisinde, tipik antipsikotik ilaglarla yan etki gortlen
hastalarin yeniden stabilizasyonunda, relapslarin onlenmesi i¢in uzun dénem idame
tedavisinde tercih edilir.”

2.3.1. Atipik Antipsikotik Tlaclarin Etki Mekanizmalari ve Smiflandirilmasi

Tipik antipsikotik ilaglar yani birinci kusak antipsikotik ilaclar beyinde stratial
A9 noronlarin ve limbik A10 noronlarin her ikisini de bloke etmekteyken, atipik
antipsikotik ilaclarin yani ikinci kusak antipsikotik ilaclarin ¢ogunun ortak 6zelligi ise
secici olarak sadece limbik boélgelerdeki A10 néronlarindaki D2’yi bloke etmeleridir.
Ayrica bu ilaglar serotonin (5-hidroksitriptamin veya 5-HT) 2A reseptorlerini de bloke
etmektedirler, bu yizden bu ilaglara serotonin-dopamin antagonistleri olarakta
adlandinlmustir.” Atipik antipsikotiklerin terapétik etki ile reseptor etkisi iliskileri su
sekilde aciklanabilir; mezolimbik yolakta D2 reseptdr blokaji ile pozitif semptomlart
azaltirlar, mezokardial yolakta dopamin salinimimnin artist ve SHT-2A reseptor blokaji
ile negatif semptomlar1 azaltirlar. Diger reseptorlere baglanma 6zellikleri, sizofrenideki
kognitif, agresif ve depresif semptomlar1 tedavi etmedeki etkinliklerine katkida
bulunuyor olabilir. Atipik antipsikotik ilaclarin yan etkilerinin az olmasi ise sOyle

aciklanabilir; nigrostriatal yolaktaki SHT-2A antagonizmasi1 EPS’yi ve ge¢ diskineziyi



azaltir. Tubuloinfundibuler yolaktaki S5HT-2A antagonizmasi hiperprolaktinemiyi
(prolaktin salgisindaki yiikselme) azaltir.”

Atipik antipsikotik ilaglar kimyasal yap1 olarak c¢ok sayida reseptorlerle
etkilesime girenler; klozapine benzeyen ilaclar (olanzapin, zetopin, ketiapin) ile
kimyasal yap1 olarak SHT2 reseptorleri i¢cin baskin bir segicilige sahip olanlar;
klozapine benzemeyen ilacglar (risperidon, ziprasidon, sertindol, amisulpirid vb.) olarak
iki simufa ayrilabilmektedirler.*® Atipik antipsikotik ilaclary; klozapin, siilpirid,
amisulpirid, olanzapin, melperon, risperidon, ketiyapin, ziprasidon, zotepin, loksapin,
remoksiprid, ritanserin, rakloprid, sertindol, amperozid, savoksepin® ve aripiprazol?
olarak siralayabiliriz.

2.4. Olanzapin

2.4.1. Olanzapinin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

*Kaba formili C17H20N4S seklindedir.

*Molekiil agirligr 312.4 g/mol, diger bir ad1 ise 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-
10H-tieno(2.3-b)(1.5) benzodiazepin’dir.

*Suda ¢6zlinmez, metanol ve etanol de ¢dzinar.

*Erime noktasi 195 °C dir.®

Serotonin-dopamin antagonisti olan olanzapinin ve ¢alismada internal standart
olarak kullanilan irbesartanin kimyasal yapisi sirasi ile Sekil 2.1’de ve Sekil 2.2°de

verildi.
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2.4.2. Olanzapinin Farmakodinamik Ozellikleri

Olanzapin; dopamin (D;, D,, D3 D), serotonin (5HT-2A, 5HT-2C, 5HTS3,
5HT6), muskarinik (M1, M5), histamin H1 ve alfa-1l-adrenerjik (al) reseptorlere
baglanma ilgisi olan bir antipsikotiktir. Hem serotonin (SHT-2A) hemde dopamin (D2)
reseptorlerine giiglii baglanmakla beraber, SHT-2A reseptoriine yaklasik 3 kat daha
fazla baglanir. Pozitron emisyon tomografi calismasinda tek doz oral 10 mg olanzapin
verilen saglikli goniilliillerde, olanzapinin dopamin D2 reseptdriine gore yuksek SHT-2A
reseptdr tutulumu olusturdugu gosterilmistir.® SHT-2A reseptérlerini 5 mg/giin dozunda
bile doygunluk duzeyinde bloke eder. Olanzapinin D2 reseptorlerine gore D4
reseptorlerine daha fazla afinitesi vardir. D2 baglanmasi dozla artar. 5 mg/giin

dozlarinda %43-80 iken 30-40 mg/giin dozunda bu oran %83-88"dir.*



2.4.3. Olanzapinin Farmakokinetik Ozellikleri

Olanzapinin oral emilimi olduk¢a iyidir. Biyoyararlanimi %80 ile %2100
arasindadir. Emilimi besinlerden etkilenmez.” Agizdan alinan olanzapinin %85
gastroentestinal sistemden emilir. Basta albumin olmak {izere plazma proteinlerine %93
oraninda baglanir. Olanzapinin plazma seviyesi giinliik oral alimla dogrusal bir sekilde
artmaktadir. Doruk plazma seviyesine 6 saat i¢cinde ulasir. Yarilanma omrii ortalama 31
saat olan olanzapin biiylik oranda ilk gecis metabolizmasina maruz kalir ve sistemik
dolasima girmeden Once dozun yaklasik %401t metabolize edilir. Olanzapinin
metabolize olmasindaki en énemli yol 10-N-glukronidasyondur.® Idrar ve diski ile atilan
olanzapinin baslica metabolitleri 10-N-glukoronit, 4-N-glukoronit, 4-N-desmetil
olanzapin ve olanzapin-N-oksit olup hepside inaktiftir.”

2.4.4. Olanzapinin Klinik Kullanim

1982 yilinda bir klozapin tlirevi olarak lretilen olanzapin, Amerika Birlesik
Devletleri’nde onaylanan iiciincii atipik antipsikotik ilagtir. Lilly ila¢ tarafindan Ekim
1996°da Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) Gida ve ilag Idaresi’nden (FDA-Food
and Drug Administration) psikotik bozukluklarin tedavisinde kullanilmak {izere onay
almistir. Ulkemizde Eyliil 1998 baslarinda Zyprexa adli isimle Lilly Ila¢ tarafindan
pazarlanmaya baslanmistir.’ Bugiin piyasada olanzapin etken maddesi iceren Zyprexa
disinda bircok ilag (Ollafax, Rexapin, Olaxinn, Ozaprin vb.) vardir. Olanzapin; basta
sizofreni olmak {izere sizoaffektif bozuklugun akut alevlenmesinde, strdiriim
sagaltiminda, bipolar bozuklugun manik ataginda, akut siirdiirim sagaltiminda,
demansta gorilen psikotik belirtilerde, Tourette sendromunda ve segici seratonin geri
alim inhibitorleri ile birlikte travma sonrast stres bozuklugunda, otizmde ve anoreksiya
nevroza hastalarinda kilo artis1 saglamada etkili oldugu belirtilen atipik antipiskotik bir

ilactir.?
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2.4.4.1. Olanzapinin Sizofreni Tedavisinde Kullanim

Yunanca ayrik veya boliinmiis anlamina gelen "sizo" ve "akil" anlamina gelen
"frenos" sozcliklerinin birlesiminden meydana gelen sizofreni; diisiiniis, duyus ve
davraniglarda 6nemli bozukluklarin goriildiigli, hastanin kisiler arasi iligkilerden ve
gerceklerden uzaklasarak kendi diinyasinda yasadigi, genellikle genglik caginda
baslayan bir ruhsal hastaliktir.! Baska bir tanimla sizofreni; kisinin alisilagelmis
algilama ve yorumlama bi¢imlerine yabancilasarak, kendine 6zgli bir ige-kapanim
diinyasia ¢ekildigi bir ruhsal bozukluktur. Insani, ¢evresiyle énemli uyumsuzluk ve
catismalar yasamasina yol agan bu bozukluk, ¢ok genis bir yelpaze icerisinde yer alan
ruhsal belirtileri igermesi nedeniyle psikiyatrinin en ilgi ¢ekici konularindan biri olarak
énemini korumaktadir®. Sizofreni her toplum ve cografi bolgede goriilen bir ruhsal
bozukluktur. Sizofrenide goriilen belirtileri pozitif ve negatif seklinde iki alt gruba
ayiran yaklasim giderek yaygin bir kabul gérmektedir. S6z konusu belirti gruplarini
tanimlayan cok sayida degerlendirme Olgegi gelistirilmistir. Andreasen tarafindan
gelistirilen ve en yaygin kullanilan 6lgekler SANS (Scale for the Assessment of Negatif
Symptoms-Negatif Belirtileri Degerlendirme Olgegi) ve SAPS (Scale for the
Assessment of Positive Symptoms-Pozitif Belirtileri Degerlendirme Olgegi)’dir.
Sizofreni tanis1 koymak i¢in ¢ok sayida farkli tanimlama ve tani Slgiitii gelistirilmistir.
Bunlarin bir boliimii arastirma amaciyla kullanilmaktadir. Klinik uygulamada
giinimiizde yaygin bi¢cimde kullanilan ICD (International Classification of Diseases-
Uluslararas1 Hastalik Siniflandirmasi) ve DSM (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders-Mental Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1) sizofreni i¢in
onerilen tam Slgiitleridir. DSM IV’e gore sizofreni bes alt gruba ayrilmistir.”

o Paranoid Tip

o Desorganize Tip (Hebefrenik Tip)
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. Katatonik Tip

o Ayrigmamis Tip

. Residuel Tip

Sizofreninin nedenine bakmaksizin her hasta i¢in bireysel, ailevi ve psikososyal
profil dikkatle arastirilmalidir. Hastaneye yatirma, tani, stabilizasyonu saglamak,
cinayet ve intihara karsi hastayr korumak, desorganize tip gibi yetersizlik icinde
olanlarin basit ihtiyaglarin1 (beslemek, giydirmek gibi) karsilamak amaciyla
yapilmalidir. Hastaneye yatirma hastalik stresini azaltir. Giinliik aktivitelerine
dénmesine yardim eder.’

1950’11 yillarin baginda tedaviye giren antipsikotik ilaglar sizofreni tedavisini
tamamen degistirmistir. Dopamin reseptdr antagonisti klasik antipsikotikler, 6zellikle
pozitif semptomlarin oldugu sizofreni tedavisinde etkilidirler. Ancak iyilestirme oranlari
diistiktiir, tedavide ciddi yan etkileri vardir. Genel olarak akatizi, tremor rijidite gibi
parkinsoniyen yan etkilerle, daha nadir olarak da tardif diskinezi, néroleptik malign
sendrom gibi ciddi yan etkilere yol acarlar. Atipik antipsikotikler olarak isimlendirilen
seratonin—dopamin anagonistleri sizofrenide dopamin reseptdr antagonistlerine gore
daha etkili goriinmektedirler. Sizofreninin pozitif semptomlarinda en az haloperidol
kadar etkili olurken, negatif semptomlar izerinde etkileri daha iyidir. Ekstrapramidal
semptomlara yol agmazlar. Sizofreni tedavisinde ilk segenek ilaclar olarak yerini
almaya baglamiglardir. Sizofrenide antipsikotik tedavi esastir. Ancak arastirmacilar,
psikofarmakolojik tedavilerle diger tedavilerin birlikte daha yararli oldugunu ileri
stirmektedirler.” Bu tedaviler;

o Davranig Tedavisi

J Aile Tedavisi

o Grup Tedavisi
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o Sosyal Beceri Kazandirma Tedavileri

o Bireysel Psikoterapi

Olanzapinin en ¢ok kullanim alani sizofreni tedavisidir. Sizofreninin hem pozitif
hemde negatif belirtileri iizerine etkili olmasi, olanzapini sizofreni tedavisinde diger
antipsikotiklere gore one cikarmistir. Olanzapinin 5 ile 20 mg/giin doz araliginda,
sizofreninin hem pozitif hemde negatif semptomlarina karsi belirgin antipsikotik
aktivitesi oldugu, EPS’nin minimal diizeyde g6zlendigi ve prolaktin derisimini hicbir
hastada Onceki seviyenin {stiine c¢ikarmadigr bir¢ok ¢alisma sonucunda ortaya

konulmustur.&lo'11 Bardwin ve arkadaslarl12

bir acgik calismalarinda, 10 sizofreni
hastasinda 5 ve 10 mg/giin olanzapin uygulamasindan 4 hafta sonra EPS i¢in Simpson-
Angus Skalasi, Barnes Akatizi Skalas1 ve Anormal Istemsiz Hareket Skalasi
degerlerinde diisme oldugunu bulmuslardir. Olanzapinin  FDA onayr almasimi
gerektiren, klinik etkisini ve yan etkilerini degerlendiren 4 énemli ¢calisma vardir.®
Beasley ve ark.**'* hastanede yatan 152 sizofrenik hastay1 kapsayan randomize
cift-kor plasebo-kontrollii ¢alismalarin1 gergeklestirmisler ve 1 mg/gin ile 10 mg/gin
olanzapin dozlarimi plasebo sonuglariyla karsilastirmiglardir. 1 mg/gin olanzapin alan
grupta Ol¢iimlerin herhangi birinde plaseboya gore anlamli diizelme gézlenmezken, 10
mg/gln olanzapin alan grubun toplam BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale-Kisa
Psikiyatrik Degerlendirme Olgegi), PANSS (Pozitive and Negative Syndrome Scale-
Pozitif ve Negatif Sendrom Olgegi) toplam, pozitif ve negatif degerlerinde diizelmenin,
plaseboya gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur.
Beasley ve ark.'' randomize ve plasebo kontrollii, akut alevlenmedeki 335
sizofrenik hastay1 kapsayan calismalarinda, diisiik (5 mg/giin), orta (10 mg/giin), yiiksek
(15 mg/giin) olanzapin dozlarin1 tipik antipsikotik bir ilag olan haloperidol (15 mg/giin)

ve plaseboyla karsilastirmiglardir. Akut faz sonuglari, orta ve yiiksek doz araligindaki
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olanzapinin, genel psikopatolojiye ve ¢ekirdek pozitif psikotik psikopatolojiye etkili bir
antipsikotik ila¢ oldugunu gostermistir. Orta ve yliksek doz olanzapin alan gruptaki
toplam BPRS degerlerinde ve CGI-S (Klinik Genel Izlenim-Siddet Olgegi-Clinical
Global Impression-Severity Scale) ve BPRS pozitif degerlerindeki azalma, plaseboya
gore istatiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu bulunmustur. Yiiksek doz
araligindaki olanzapinin haloperidole gore negatif semptomlara kars1 daha etkili oldugu,
BPRS negatif degerleri ve SANS’de azalma ile belirlenmistir.

Beasley ve ark.'® hastanede yatan akut alevlenmedeki 431 sizofreni hastasini
kapsayan, randomize, ¢ift-kor, aktif kontrollii galismalarinda, olanzapinin 3 doz araligi
(diisiik, orta ve yiiksek), haloperidol ve ¢ok diisiik (1 mg/giin) olanzapin dozuyla
karsilastirmiglardir. 3 olanzapin doz araligi ve c¢ok diisiikk olanzapin dozu arasinda
toplam BPRS degerinde degisiklik, ii¢ olanzapin doz araligr ve haloperidol arasinda
etkinlik agisindan, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Yiiksek doz
olanzapin alan grup, BPRS pozitif degerinde, PANSS pozitif degerinde ve CGI-S
degerinde ¢ok diisiik olanzapin dozuna gore istatiksel olarak anlamli derecede diizelme
gostermistir.

Tollefson ve ark.’® sizofreni (%83.1), sizofreniform (%1.9) ve sizoaffektif
bozukluk (%15) tanist almis, Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da 174 merkezde toplam
1996 yatan ve ayaktan hastayr kapsayan, randomize, c¢ift-kor, aktif kontrolli
caligmalarinda 5 ile 20 mg/giin olanzapin dozunu 5 ile 20 mg/glin haloperidol dozu ile
karsilastirmiglardir. Hastalarin  2/3’iline olanzapin, 1/3’iine haloperidol verilmistir.
Tedavinin akut fazinda olanzapin grubu toplam BPRS degerinde haloperidol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede daha fazla diizelme gostermistir.
Olanzapin grubu haloperidol grubuyla kiyaslandiginda, PANSS negatif, BPRS negatif,

CGI-S ve toplam MADRS (Montgomery-Asberg Depression Rating Scale-
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Montgomery-Asberg Depresyon Degerlendirme Olgegi) degerlerinde istatiksel olarak
anlamli derecede daha fazla diizelme gostermistir.

Bu dort calisma, toplam BPRS degerlerinde azalma ile belirlenen, akut
sizofrenideki genel psikopatolojinin tedevisinde olanzapinin etkin oldugunu
gostermektedir. Genel psikopatoloji g6z ©nune alindiginda olanzapin plasebo ve
haloperidolle kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli veya sayisal olarak {istiin
sonuglar géstermistir.6 Olanzapin PANSS ve SANS ile belirlenen negatif semptomlari
tedavide haloperidolle kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede daha etkin
bulunmustur.***® Bu veriler, olanzapinin negatif semptomlarin diizelmesinde belirgin
bir tedavi edici etkisinin oldugunu One siiren path analizi ile desteklenmektedir.®
Olanzapinin uzun siireli siirdiirim (idame) tedavisine cevap kiyaslandiginda,
olanzapinle tedavi olan hastalarin plaseboya, 1mg/giin olanzapine ve haloperidole gore
istatiksel olarak anlamli derecede fark g('jzlenmistir.le"16 Olanzapinin 24 ile 28 haftalik
caligmalarinda diger atipik antipsikotik ilaglarla tedavileri karsilastirildiginda yaniti
sirdirmede ketiapin, risperidon ve ziprasidon’a gore daha basarili oldugu
gézlenmistir.17

Hem serotonin hem de dopamin reseptorleri Gizerinde antagonistik etki gosteren
olanzapin, hematolojik yan etkilerinin olmamasi1 ve negatif belirtiler Gzerinde klasik
antipsikotiklere gore daha etkili olmasi, EPS yan etkilerinin klasik antipsikotiklere gore
az olmast nedenlerinden dolayr sizofreni ve diger psikozlarin tedavisinde Onem
kazanmaktadir.’

2.4.4.2. Olanzapinin Giinliik Kullanim Dozu

Olanzapinin giinliik kullanim dozu 10-30 mg’dir. Ampl, tablet ve agizda hizli
bir sekilde eriyen tablet (velotab) formlarinda bulunmaktadir.’ Olanzapin yemekten

once ya da sonra alinmasina bakilmaksizin giinde 1 kez alinabilmesi nedeniyle kullanim
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rahathig saglamaktadlrm. Olanzapinin optimal dozu, doz cevap iliskisini degerlendiren,
bir kisimda sabit doz, bir kisimda doz titrasyonu saglamis 4 cift-kér randomize
calismadan kaynagini almaktadir.®**® Genel olarak klinik ¢alismalar 10-20 mg/giln
olanzapinin tedavi edici doz oldugunu ve ¢ogu hasta i¢in doz ayarlanmasina gerek
olmadigmi goéstermistir. 15 mg/giin  olanzapin dozunun sizofreninin negatif
semptomlarinda 10 mg/giin doza gore daha etkili oldugu seklinde egilim vardir.*%*8

Olanzapinin eliminasyon ve yari dmriiniin uzadig1 yaslilar, bayanlar ve sigara
igmeyen kisilerde baslangi¢c dozu diistik (5-10 mg/giin) tutulmalidir. Karaciger hastaligi
olanlarda dikkatli olunmali ve uyuklamaya neden olabilecegi kullanicilara
anlatilmalidir™. Olanzapinin 300 mg’a varan asir1 dozlarinda herhangi bir tibbi problem
olusturmadigi bildirilmistir.**%

Olanzapinin klirensi (bir maddeyi kandan uzaklastirma yetenegi) sigara i¢enlerde
%40 oraninda artar. Bu degisim doz ayarlamasimi gerektirir. Ayrica bunun terside
gecerlidir. Olanzapinle stabilize olan ve sigara i¢en biri sigaray1 birakinca olanzapin
toksisitesi ortaya cikabilir. Alkol ile kullannmda ortostatik hipotansiyon etkisi ve
merkezi sinir sistemi depresyonu olasiligi artar.!

2.4.4.3. Olanzapinin Uygulama Yollar

Olanzapin, sizofreni tanist almis hastaya agizdan (tablet ve velotab) ve
intramdiiskiler (1IM) yoldan uygulanabilir. IM formu akut psikotik hastalarda ajitasyonun
tedavisi i¢in gelistirilmigtir. IM olanzapinle tedavi edilen hastalarda BPRS pozitif alt
0lcek puaninda baslangica gore belirgin azalma goriilmiistiir. IM olanzapinin sizofrenili
akut ajite hastalarda pozitif belirtileri tedavi etmede IM plaseboya gore, enjeksiyondan
sonra 2. saatten itibaren istiin oldugu ve bu farkin 24 saat boyunca korundugu

belirlenmistir. Ayrica tiim ¢aligmalarda IM olanzapinden oral olanzapine basarili bir

gecis yapildigi, gegisten sonra en az 2 gin ve en fazla 4 glin boyunca pozitif
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semptomlarda gelismenin devam ettigi gézlenmistir. Pozitif semptomlarda bu tutarli ve
ilerleyici duzelme, tedavinin erken evrelerinde pozitif belirtilerin dizeltilmesinde
giivenilirligi dogrulamaktadir. Dolayisiyla pozitif semptomlar sergileyen, akut ajite
sizofrenili hastalar IM olanzapinle etkili bir sekilde tedavi edilebilir ve basariyla
olanzapin siirduriim tedavisine gecilebilir.®

2.4.4.4. Olanzapinin Diger Ilaclarla Etkilesimi

Olanzapinin; karbamazepin ve fluvoksamin ile birlikte kullaniminda klirensi
azalir, aktif komiir ile biyoyararlanim azalir, klomipramin ile kullaniminda ndbet
bildirilmistir, haloperidol ile kullaniminda haloperidol diizeyi artar, lityum ile birlikte
kullaniminda ise herhangi bir etkilesme goOsterilmis olmamasina ragmen antipsikotik
ilaglarla olas1 etkilesmeler olanzapin i¢inde gecerlidir ve norotoksisite agisindan dikkatli
olunmalidir.*

2.4.4,5. Olanzapinin Hamilelikte Kullanim

Olanzapinin gebelik kullanim risk kategorisi C’dir. Kullanim karar1 risk yarar
hesabina gore olmalidir. Insanlar iizerinde deneyim sinirli oldugundan dolay1, hamilelik
sirasinda yalnizca, potansiyel yarari fetiis tizerindeki potansiyel riskinden fazla ise
kullanilmalidir. Gebeligin son 3 ayinda olanzapin kullanmis olan annelerin bebeklerinde
¢ok nadiren tremor, hipertoni, letarji ve uyku hali bildirilmistir. Hayvanlarda site
gectigi bilinmektedir, insanlarda da gegmesi giiclii bir olasiliktir. Olanzapin kullanan
annelerin emzirmesi dnerilmemektedir.

2.4.4.6. Olanzapinin Yan Etkileri

Olanzapinin sik goriilen yan etkileri; gegici sedasyon, ortostatik hipotansiyon,
kilo artis1, buna bagli metabolik bozukluklar, kabizlik, agiz kurulugu ve diyabettir.
Ekstrapiramidal yan etkiler ve prolaktin artis1 seyrek olarak yliksek dozlarda goriiliir.

Malign noroleptik sendrom nadir olarak gozlenmektedir. Olanzapin kullanimi sirasinda
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hastalarda dzellikle ilk 1 yil (ortalama 11.8 kg kadar) kilo artist gdzlenir.™? Bir yildan
sonra hizli kilo artis1 gozlenmez. Kilo artis1 hastalarin yaklagik %60 icin en rahatsiz
edici yan etkidir ve tedavi uyumunu olumsuz etkiler. Diyet uygularak veya topiramat
gibi (50-200 mg/giin) ilaglarinin kullanimiyla kilo artis1 engellenmeye ¢alisilmalidir.
Asin kilo, hiperlipidemi, yiiksek tansiyon, Tip 2 diyabet, koroner kalp hastaligi, inme,
safra kesesi hastaliklari, osteoartrit, uyku apnesi, solunum bozukluklar1 ve bazi kanser
tiirlerinin riskini artirir. Olanzapin kullanan hastalarda hiperglisemi riskinin 5 kat arttig
saptanmistir. Bu nedenle diyabet Oykiisii veya riski olan hastalarda tercih edilmemesi
daha uygundur.?

2.4.4.7. Olanzapin Tayinine Yo6nelik Yapilan Calismalar

Manickam ve ark.?* sizofreni hastalarinin plazmalarinda olanzapin miktar tayini
icin elektrokimyasal dedektorlii (ED) HPLC yontemini gelistirmislerdir. Metilen klorit-
pentan (15:85, h/h) kullanarak sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile %94 geri kazanim
saglamislardir. Insan plazmasida yontemin 0.25-50 ng/mL derisim aralifinda dogrusal
oldugunu, gun igi ve giinler arasi kesinlik degerlerinin ise %10’dan kii¢iikk oldugunu,
LOD degerini ise 0.25 ng/mL olarak belirlemislerdir.

Olesen ve ark.?? insan serumunda olanzapin miktar tayini icin HPLC-UV
yontemini gelistirmislerdir. Serum 6rneklerindeki olanzapini korumak igin 1 mL seruma
10 pL %25 askorbik asit eklemislerdir. Mobil faz olarak pH: 9.9’a 50 mM amonyum
asetatla ayarlanmis su ve metanol (15:85, h/h) kullanmiglardir. 1 mL seruma 0.5 mL 0.5
M NaOH ekleyerek heptan-izoamilalkol (97.5:3.5, h/h) karisimu ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda olanzapinin ortalama geri kazanim degerini %81 olarak bulunmustur. 270
nm de gergeklestirdikleri analizlerinde olanzapinin alikonma zamaninin 3.58 dakika,
akis hizinin 1.1 mL/dk ve gilin igi-giinler aras1 kesinlik degerlerinin %8’den kiigiik,

miktar tayin alt sinir1 (LOQ) degerini ise 1.56 ng/mL oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
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gunlik 5-22.5 mg olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin derisimlerinin 4-55
ng/mL arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Catlow ve ark.?® ters faz HPLC-ED yontemini insan plazmasinda olanzapin
miktar tayini i¢in gelistirmislerdir. Plazmadan kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanarak
olanzapini belirlemede mobil faz olarak 5 mM pH:7 sodyum fosfat-metanol-asetonitril
(48:26:26, h/h/h) kullanarak, akis hizinin 1.2 mL/dk oldugu g¢alismalarinin 0.25-100
ng/mL araliginda dogrusal oldugunu, LOQ degerinin 0.25 ng/mL, ortalama gun ici
dogruluk degerinin %96.6 oldugunu belirtmislerdir. Olanzapinin alikonma zamaninin 7
dakika oldugu calismalarinda ortalama geri kazanim degerini %78 olarak bulmuslardir.

Raggi ve ark.** ters-faz Cg kolon ve ED dedektdr kullanarak sizofrenik hastalarin
plazmalarinda olanzapin miktar tayini i¢in HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Enjeksiyon hacmi 20 pL, akis hizi 1 mL/dk ve kolon sicakligi 50 °C olan 13.5 mM
pH:2 fosfat tamponu-asetonitril (30:70, h/h) hareketli faz kullanilarak gerceklestirilen
analiz sonucunda 2-100 ng/mL araliginda ¢alismanin dogrusal oldugunu, alikonma
zamaninin 5.7 dakika, ortalama geri kazanim degerinin %91, LOQ degerinin 1.4 ng/mL,
LOD degerini ise 1 ng/mL olarak belirlemislerdir. Caligmalarinda ayrica UV dedektorle
miktar analizlerini gerceklestirmislerdir. Her iki dedektorle elde ettikleri sonuglar
istatiksel olarak karsilastirmiglar ve ED dedektériin @ daha hassas oldugunu
belirtmislerdir.

Raggi ve ark.”® farmasétik preparatlarda olanzapini tayin etmek icin HPLC
yontemini gelistirmislerdir. 260 nm dalga boyunda UV dedektor ile ters faz Cg kolon ve
asetonitril-tetraetilamonyum  perklorat  (45:55, h/h) hareketli faz kullanarak
gerceklestirdikleri analizde LOQ ve LOD degerlerini sirasiyla 10 ng/mL ve 6 ng/mL,

etil asetat kullanarak sivi-sivi ekstraksiyon sonucunda geri kazanim degerini ise %100.5
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olarak belirlemislerdir. Internal standart (IS) olarak karbamazepin kullanmislar ve
caligmanin 10 ile 150 ng/mL arasinda dogrusal oldugunu belirtmislerdir.

Weigmann ve ark.?® sizofreni hastalarinin serumlarinda olanzapin, clozapin ve
metabolitlerini tayin etmede HPLC yontemini gelistirmislerdir. UV dedektor
kullanilarak 254 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizde, kolon olarak Cyg, hareketli
faz olarak asetonitril-su-tetrametiletilendiamin (37:62.6:0.4, h/h/h) kullanmiglar ve
olanzapinin alikonma zamanimi 4.46 dakika, geri kazanim degerini ise %73 ile %90
arasinda oldugunu belirlemislerdir.

Dusci ve ark.?” plazmadan olanzapini tayin etmek icin 270 nm dalga boyunda
HPLC-UV yontemini gelistirmisler. Hekzan-diklorometan (85:15, h/h) ile yapilan
ekstraksiyon calismasinda geri kazanim degerinin %97 ile %102 arasinda oldugunu ve
olanzapinin alikonma zamaninin 5.4 dakika oldugu c¢alismalarinin 2 ile 150 ng/mL
araliginda dogrusal oldugunu, yontemin ger¢ek numunelere uygulama asamasinda
gunlik 5-40 mg olanzapin alan hastalarin plazmalarinda Olgiilen olanzapin
derisimlerinin 3-122 ng/mL arasinda oldugunu belirlemislerdir. Ayrica caligmada
plazmadaki olanzapin stabilitesini arttirmak i¢in askorbik asit eklemenin ¢ok fazla etki
etmedigini gostermislerdir.

Torre ve ark.”® kanda kati faz ekstraksiyonu kullanarak olanzapin ve bazi
psikotik ilaglar1 belirlemek igin gaz kromatografi (GC) ydntemini gelistirmislerdir. Iki
farkl1 kati faz ekstraksiyon prosediiriinii karsilastirmiglar ve olanzapinin alikonma
zamaninin 9.90 dakika oldugu analizlerinde LOQ ve LOD degerlerini sirasiyla birinci
islem icin; 123 ng/mL ve 66 ng/mL ikinci islem igin; 205 ng/mL ve 122 ng/mL olarak,
ayrica olanzapin geri kazanim degerlerini ise %38 ile %97 arasinda oldugunu

belirlemislerdir.
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Raggi ve ark.?® sizofreni hastalarinin plazmalarinda olanzapin ve metaboliti
desmetilolanzapini tayin etmek icin HPLC-ED yontemini gelistirmislerdir. Cg ters faz
kolon kullanarak gergeklestirdikleri analizde, hareketli faz olarak metanol-asetonitril-
7.8 mmol/L trietilamin iceren 8.9 mmol/L fosfat tamponu (11:9.7:79.3, h/h/h)
kullanmiglardir. Plazmadan kati faz ekstraksiyon yontemi kullanarak ayirt edilen
olanzapinin, alikonma zamanin1 6.8 dakika, yontemin 0.5-75 ng/mL araliginda dogrusal
oldugu ve geri kazanim degerini de %97.9 olarak belirlemislerdir.

Kollroser ve ark.*® insan plazmasinda olanzapin, clozapin ve desmetilclozapini
tayin etmek i¢in Sivi Kromatografisi-Ardisik Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS)
yontemini gelistirmislerdir. IS olarak dibenzepin kullandiklar1 analizlerinde 0.5 mL/dk
akis hizinda asetonitril-%0.1 formik asitli su (20:80, h/h) hareketli fazin1 kullanmislar
ve olanzapinin 10-800 ng/mL ¢alisma araliginda dogrusal oldugunu belirtmislerdir.
Toplam analiz siiresinin 6 dakika oldugu g¢alismalarinda, olanzapinin LOD ve LOQ
degerlerini sirasiyla 2 ng/mL ve 5 ng/mL olarak, analiz yapilan tiim bilesenlerin geri
kazanim degerlerinin ise %90’dan daha biiyiik oldugunu belirlemislerdir.

Mauri ve ark.* caligmalarinda 54 akut sizofreni hastasinin plazma olanzapin
derisim seviyeleri ile klinik sonug arasindaki iliskiyi arastirmiglar, 5 ile 20 mg gunluk
olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin seviyeleri HPLC yontemiyle
belirlemiglerdir. Hasta plazmalarina esanoasetilat kullanarak sivi-sivi ekstraksiyon
yapmiglar ve olanzapin plazma seviyelerini 5 ile 120 ng/mL arasinda belirlemislerdir.
Plazma seviyelerinin hastanin yasina, cinsiyetine ve hastalik durumuna bagh degil,
alinan olanzapin miktarina bagl oldugunu belirtmislerdir.

Zhu ve ark.* goniillii kisilerde olanzapin plazma derisimlerini belirlemek icin
HPLC yontemini gelistirmislerdir. Goniilli kisilere tek doz agizdan 20 mg olanzapin

verdikten sonra plazmalarindaki ortalama olanzapin derisimini 113.7+33.1 ng/mL
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olarak belirlemislerdir. Olanzapinin doruk plazma derisiminine ulastigi siireyi (Tmax)
5.07£0.65 saat, yarilanma omrini (ty2) ise 35.44+4.21 saat olarak belirlemislerdir.

Boulton ve ark.*® insan plazmasinda ve idrarda olanzapin tayin etmek igin
HPLC-UV yo6ntemini gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak; metanol-asetonitril-50 mM
pH:6’da fosfat tamponu (10:65:25, h/h) kullanmislardir. Heptan-izoamil alkol (97.5:2.5;
h/h) kullanarak gerceklestirdikleri sivi-sivi ekstraksiyonda ortalama geri kazanim
degerini plazma ic¢in %83+6, idrar i¢in %79+7 olarak belirlemislerdir. 25 yasinda, 72
kg agirligindaki saglikli goniilliiye agizdan verilen tek doz 5 mg olanzapin verilen
insanlarin plazma derisiminini 6.8 ng/mL, 24 saat sonra degismeden atilan idrar
olanzapin derisimini ise 63 pg/mL olarak belirlemislerdir. Analiz siiresinin yaklasik 11
dakika ve 214 nm dalga boyunda gerceklestirdikleri analizlerinin 1-5000 ng/mL
arasinda dogrusal oldugunu belirtmislerdir.

Zhoua ve ark.** insan plazmasinda sizofrenide yaygin olarak kullanilan clozapin,
olanzapin, risperidon ve quetiapini tayin etmede HPLC-MS/ESI (Yuksek Performans
Stvi  Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi/Elektro Sprey Iyonizasyon) y&ntemini
gelistirmislerdir. Kolon olarak Cig, hareketli faz olarak da su (10 mmol/l amonyum
asetat, 2.7 mmol/l formik asit)-asetonitril (53:47, h/h) kullanmislardir. 2 kere eter ile
yapilan s1vi-s1vi ekstraksiyon sonucunda 4 analit i¢inde ortalama geri kazanim degerinin
%80’in tlizerinde oldugunu, giin i¢i ve giinler arasi bagil standart sapma degerinin ise
%15’den az oldugunu belirlemislerdir. Calismada 2 sizofreni hastasina 10 mg agizdan
verilen olanzapinin 5 saat sonraki plazma derisimlerini 22 ve 18.3 ng/mL olarak, 24 saat
sonraki olanzapin plazma derigsimlerini ise 8.2 ve 4.8 ng/mL olarak bulmuslardir. 0.99,
14.8 ve 49.5 ng/mL derisimdeki olanzapin ¢ozeltileri ile yapilan stabilite ¢alismalarinda

-20 °C’de 1 ay, +20 °C’de ise 24 saat stabil oldugunu, plazma numunelerine 3 kere
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donma-¢6zme islemi yapilabilecegini ve ayrica C vitaminin olanzapinin stabilitesini
arttirdigini belirtmisglerdir.

Kirchherr ve ark.* insan serumunda olanzapin ile beraber 48 antipsikotik ve
antidepresan ilaci tayin etmek i¢cin LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Hareketli faz
olarak metanol-pH:3.9’da 5 mM asetat tamponu (20:80, h/h) kullanarak
gergeklestirdikleri analizde olanzapin igin ortalama geri kazanim degerini %101 oarak,
olanzapinin ve IS olarak kullanilan metilrisperidonun alikonma zamanlar1 sirasiyla 2.1
ve 3.2 dakika olarak belirlemislerdir. Calismalarinda LOQ degeri 1.83 ng/mL olan
olanzapinin, 10-1000 ng/mL arasinda dogrusal oldugunu belirtmislerdir.

Raggi ve ark.*® sizofreni hastalarinin plazmalarinda olanzapini tayin etmek i¢in
HPLC yontemini gelistirmisglerdir. ED dedektor kullanarak gergeklestirdikleri analizde
kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile olanzapini plazmadan ekstrakte etmislerdir. Kolon
olarak ters faz Cg kolon, hareketli faz olarak da asetonitril-pH:3.8’de fosfat tamponu
(20:80, h/h) kullanmislardir. Olanzapinin ve IS olarak kullanilan 2-metil olanzapinin
alikonma zamanlari sirastyla 6.1 ve 12.6 dakika olarak belirlemislerdir. Y6ntemin 2-150
ng/mL arasinda dogrusal oldugunu ve olanzapinin geri kazanim degerinin ise %99.3
oldugunu belirtmislerdir.

Bergemann ve ark.3” 71 sizofreni hastasinin plazmalarindaki olanzapin
derisiminini tayin etmek icin HPLC-ED yontemini kullanmiglardir. Kati faz
ekstraksiyon yontemi ile olanzapini plazmadan ekstrakte etmisler ve hareketli faz da
olarak su-metanol-asetonitril-trietilamin  (40:50:10:0.02, h/h/h/h) kullanmiglardir.
Gunlik ortalama 17.5 mg oral olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin derisimi 54.2
ng/mL oldugunu belirtmislerdir. Giinliik 5 ile 40 mg arasinda olanzapin alan hastalarin
plazma olanzapin derisiminini 1.2 ile 208 ng/mL arasinda bulmuslar ve alinan olanzapin

dozu ile plazma derisiminin dogru orantili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
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caligmalarinda olanzapinin plazma derisiminin 7 giin sonra sabit hale geldigini ifade
etmislerdir.

Gervasini ve ark.*® plazmadan olanzapini tayin etmek icin HPLC-MS ydntemini
gelistirmiglerdir. Plazmadan sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile etil asetat kullanarak
yaptiklar1 analizlerinde, hareketli faz olarak da %1 formik asit iceren su-asetonitril
(78:22, h/h) kullanmiglardir. Calismalarinin 0.1-200 ng/mL derisim araliginda dogrusal
oldugunu, LOQ ve LOD degerlerinin sirasiyla 1 ng/mL ve 0.05 ng/mL olarak,
plazmadan geri kazanim degerini ise %94 olarak bulmuslardir. Calismalarinda giinliik 5
mg ve 10 mg oral olanzapin alan 17 sizofreni hastasinin plazmalarindaki olanzapin
derisiminini 0.8-71 ng/mL arasinda, ortalama olanzapin plazma derisimini ise 34 ng/mL
olarak bulmuslardir.

D’Arrigo ve ark.* yaptiklar1 caligmada insan plazmasinda olanzapini tayin
etmek icin ters-faz HPLC-UV yo6ntemi gelistirmislerdir. IS olarak clozapin kullanmigslar
ve sivi-sivi ekstraksiyon yonteminini kullanarak olanzapini plazmadan hekzan-izoamil
alkol (90:10, h/h) karisimu ile ekstrakte etmislerdir. Kolon olarak Cg, hareketli faz olarak
0.009 M eptansulfonik asit sodyum tuzu ve 0.06 M potasyum fosfat monobazik
(pH:2.7) iceren su-asetonitril (55:45, h/h) kullanmislardir. 254 nm dalga boyunda
gerceklestirdikleri analizlerinde olanzapinin alikonma zamanmi 3.6 dakika, LOQ ve
LOD degerlerini sirastyla 5 ng/mL ve 2 ng/mL, olanzapinin plazmadan ortalama geri
kazanim degerini ise %89.4+3.3 olarak belirlemislerdir. 10 mg olanzapin kullanan 86
hastanin plazmalarinda Olgililen olanzapin derisimleri 5 ile 51 ng/mL arasinda olup
ortalama olanzapin derisiminini 21 ng/mL olarak tespit etmislerdir.

Saracino ve ark.*® eszamanli olarak bipolar hastalarin plazmalarinda olanzapini
ve lamotrigini belirlemek icin HPLC yontemini gelistirmislerdir. Dedektdr olarak hem

kolumetrik hemde diyod array dedektér (DAD), kolon olarak ters-faz Cg, hareketli faz
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olarak metanol-pH:3.5’de 50 mM fosfat tamponu (27:73, h/h) ve IS olarak da melatonin
kullanmislardir. Plazmadan olanzapini kati faz ekstraksiyon yontemi kullanarak
eksrakte etmislerdir. Olanzapinin 0.1-50 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugunu,
LOQ ile LOD degerlerinin sirasiyla 0.1 ng/mL ve 0.03 ng/mL, plazmadan ortalama geri
kazanim degerinin ise %91 den biiylik oldugunu belirtmislerdir. Olanzapinin alikonma
zamanint DAD dedektor i¢in 5.9 dakika, kolumetrik dedektor icin 6.3 dakika olarak
belirlemislerdir. Ancak DAD dedektdriin olanzapini tayin etmede yeteri kadar hassas
olmadigimi belirtmislerdir. Giinlilk 20 mg olanzapin ve 250 mg lamotrigin alan hasta
plazmasi olanzapin derisimi 26.8 ng/mL, lamotrigin derisimi ise 2.5 pg/mL olarak tespit
etmiglerdir. Yaptiklar1 stabilite ¢aligmalarinda plazmadaki olanzapinin kalite kontrol
¢ozeltilerinin (0.1, 25, 50 ng/mL) 5 saat oda sicakliginda, 12 ay boyunca -80 °C’de
stabil oldugunu ve 3 kez donma-¢6zme yapilabilecegini belirtmislerdir.

Shah ve ark.** yaptiklar1 calismada tabletlerde olanzapini ve fluoksetini tayin
etmek icin HPLC ve ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemini gelistirmislerdir.
Calismalarinda hareketli faz olarak fosforik asit ile pH: 5.6’ya ayarlanmis 0.05 M fosfat
tamponu ve asetonitril (50:50, h/h), kolon olarak Cig, dedektor olarak UV dedektér
kullanmislardir. 10-70 pg/mL derisim aralifinda dogrusal oldugu ¢alismalarinin LOQ
ve LOD degerlerini sirasiyla 3.429 pg/mL ve 10.392 ug/mL olarak belirlemislerdir. 233
nm dalga boyunda gerceklestirdikleri analizlerinde olanzapinin alikonma zamanini 2.27
dakika ve ortalama geri kazanim degerini ise %99.54 olarak tespit etmislerdir.

Prameela ve ark.* ii¢ farkli farmasotik preparatta olanzapin miktar tayin etmek
icin HPLC yoOntemini gelistirmislerdir. Ters-faz HPLC yonteminde C;g kolon ve akis
hizinin 1 mL/dk oldugu pH:2.5’de amonyum fosfat tamponu-metanol (70:30, h/h)
hareketli fazini kullanmiglardir. 220 nm dalga boyunda UV dedektér kullanarak

gerceklestirdikleri analizlerinde olanzapinin alikonma zamanini 3.45 dakika, yontemin
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2-10 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu, geri kazanim degerini ise %99.84-
%100.15 olarak belirlemislerdir.

Reddy ve ark.** eszamanl olarak olanzapin ve fluoksetini tabletlerde belirlemek
icin ters-faz HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. 225 nm dalga boyunda, Cg ters-faz
kolon ve akis hiz1 1.2 dakika olan pH:6.8’e trietilamin ile ayarlanmis 9.5 mM sodyum
dihidrojen fosfat-asetonitril-metanol (40:30:30, h/h/h) hareketli faz kullanilarak
gerceklestirdikleri analizlerde, olanzapinin 25-75 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugunu, alikonma zamaninin 7.9 dakika, LOQ ve LOD degerlerinin sirasiyla 5 ng/mL
ve 1 ng/mL, geri kazanim degerinin ise %98.2’den biiylik oldugunu belirlemislerdir.

Theisen ve ark.* yaptiklar1 calismada HPLC yontemi ile olanzapin kullanan
geng ve yetiskin psikiyatrik hastalarin serum olanzapin derisimlerinin, aldig1 doza, yasa,
cinsiyete ve sigara kullanimina gore nasil degistigini belirlemislerdir. Glinliik ortalama
12.5 mg olanzapin kullanan sizofreni hastalarinin serumlarindaki ortalama olanzapin
derisimini 37.7 ng/mL, gunlik ortalama 7.5 mg olanzapin kullanan anorexia nevroza
hastalariin ortalama serum olanzapin derisimlerini ise 18.7 ng/mL olarak tespit
etmiglerdir. Alinan olanzapin dozunun, serum olanzapin derigimi ile dogru orantili
oldugunu, serum olanzapin derisiminin yasa ve cinsiyete ¢ok fazla bagli olmadigini
fakat sigara kullaniminin serum olanzapin derisimini diistirdiigiinii belirtmislerdir.

Bachmann ve ark.** ¢alismalarinda ortalama 16’l1 yaslardaki 54 erkek ve 31
bayan psikiyatrik hastanin giinliik alinan oral olanzapin dozu ile serum olanzapin
derisimi arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Giinliikk ortalama 15.8+7.4 mg (2.5-40 mg
arasinda) olanzapin kullanan hastalarin serum olanzapin derisiminin ortalama
45.98+23.99 ng/mL (1.86-110.89 ng/mL arasinda) oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
caligmalarinda giinlik 6 adet veya daha az sigara icen hastalarin serum olanzapin

derisiminine sigaranin etki etmediginide belirtmiglerdir.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theisen%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17164690

Wu ve ark.*® caligmalarinda sizofreni hastalarinda sigara tiiketiminin plazma
olanzapin derisimi iizerine etkisini incelemislerdir. 9 agir sigara tiikketen (giinliik 5 adet
sigara ve stii), 9 hafif sigara tiiketen (giinliik 5 adet sigara alt1) ve sigara kullanmayan
toplam 27 Cin’li erkek sizofreni hastasinin plazmalarinda HPLC-ED ydntemini
kullanarak olanzapin derisimlerini belirlemislerdir. Sonugta agir sigara tiiketen
hastalarin sigara tiiketmeyen hastalara nazaran %65.2 oraninda olanzapin derisiminde
bir azalma oldugunu belirlemislerdir. Tek doz 10 mg oral olanzapin kullanan agir sigara
tiketen, hafif sigara tlketen ve hi¢ sigara tlketmeyen hastalardan elde edilen
maksimum olanzapin plazma derisimi (Cpax) degerlerini sirasiyla 9.3£4.3 ng/mL,
19.7+7.4 ng/mL ve 26.7+£13.7 ng/mL olarak tespit etmisler ve olanzapin tedavisinde
sigara kullanimin g6z Onilinde bulundurulmasi gereken onemli bir etken oldugu
sonucuna varmiglardir.

Nirogi ve ark.*” insan plazmasinda ve farmasotik preparatlarda olanzapin miktar
tayini icin LC-MS/MS yoéntemini gelistirmislerdir. IS olarak loratadin, kolon olarak Cig,
hareketli faz olarak 10 mM amonyum asetat tamponu-asetonitril (10:90, h/h)
kullanmiglardir. Plazmadan olanzapini ekstrakte etmek igin dietil eter-diklorometan
(7:3, h/h) karisimmi kullanmiglardir. Olanzapinin 0.1-30 ng/mL derisim araliginda
dogrusal oldugunu, LOQ degerinin ise 0.1 ng/mL, alikonma zamanin1 1 dakika, plazma
geri kazanim degerini ise yaklasik %85.6 olarak belirlemislerdir. Yapilan stabilite
caligmalarinda ise olanzapinin stok ¢Ozeltisinin (1 mg/mL) 4 ay sire ile +4 °C’de stabil
oldugunu, 0.3 ile 25 ng/mL derisimdeki olanzapin iceren plazma ¢ozeltilerine 3 defa
donma-¢6zme yapilabilecegine, oda sicakliginda ve oto drnekleyicide 24 saat, -50 °C’de
ise 21 gun stabil kaldigin1 belirtmislerdir.

Eishafeey ve ark.*® ¢alismalarinda 24 saglikhi géniillii erkege 10 mg olanzapin

iceren 2 ayr ticari preparat verildikten sonra LC-MS/MS yontemini kullanarak
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olanzapinin farmakokinetik parametrelerini belirlemislerdir. IS olarak rosuvastatin,
kolon olarak Cig ve harketli faz olarak %0.1 formik asit ile asitlendirilmis 0.02 M
amonyum asetat tamponu ve asetonitril (70:30, h/h) kulanmislardir. Plazmalardan
olanzapini metil tersiyer biitil eter kullanarak ekstrakte etmislerdir. Olanzapinin 0.167-
16.7 ng/mL arasinda dogrusal oldugu ¢alismalarinda LOQ degerini 0.167 ng/mL olarak
tespit etmislerdir. Referans ve test tablerinden elde edilen sonuclara gore sirasiyla Cpmax
degerlerini; 11.60+ 4.08 ng/mL, 13.07+£4.47 ng/mL, AUCy.7» (egri altinda kalan alan)
degerlerini; 367.26+£119.22 ng s/mL, 363.38+129.68 ng s/mL, Tmax degerlerini;
6.42+4.04 saat, 6.04+2.77 saat, t1» degerlerini ise; 32.66+11.34 saat, 30.50+9.15 saat
olarak belirlemislerdir.  Elde edilen sonuglara gore iki ticari preparat arasinda
farmakokinetik parametreler arasinda istatistiksel olarak bir farkin bulunmadigimi
belirtmislerdir.

Markowitz ve ark.*® yaptiklari calismada 5 mg olanzapin iceren standart oral
tablet, agizda dagilan tablet ve dilalt1 tablet arasinda farmakokinetik parametreler
acisindan bir farkin olup olmadigini LC-MS y6ntemini kullanarak belirlemislerdir. 7
gonilli erkek iizerinde yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen standart oral tablet,
agizda dagilan tablet ve dilalt1 tabletin sirasiyla Cpnax degerlerini; 7.09+£2.15 ng/mL,
7.10£2.97 ng/mL, 6.82+1.54 ng/mL, Tmax degerlerini; 4.37£1.57 saat 3.47+ 1.93 saat
3.77£1.79 saat, AUCy.g degerlerini ise; 38.08+ 9.76 ng s/mL, 39.76x£11.0 ng s/mL,
37.97+8.58 ng s/mL olarak belirlemislerdir. Elde edilen degerlere gore agizda dagilan
tablet ve dilalt1 tabletin, standart oral tablete gore daha hizli absorbe oldugunu, agizda
dagilan tabletin ise dilalt1 tablete gore Cpax degerinin daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

Pathak ve ark.”® galismalarinda farmasétik preparattan olanzapin ve fluoksetini

tayin etmek icin HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. Kolon olarak Cig, hareketli faz
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olarak akis oran1 0.8 mL/dk olan, %0.5 ortofosforik asit ile pH:4’¢ ayarlanmis 75 mM
potasyum  dihidrojen  fosfat  tamponu-asetonitril-metanol  (55:45:5,  h/h/h)
kullanmiglardir. 227 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizde olanzapinin alikonma
zamanin1 7.7 dakika, fluoksetinin alikonma zamanm ise 18.9 dakika olarak
bulmuslardir. Olanzapinin 5-80 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu analizlerinde
LOD degerinin 0.0345 pg/mL, LOQ degerinin 0.1151 pg/mL, geri kazanim degerinin
ise %97.31 oldugunu belirtmislerdir.

Mitchell ve ark.®* gerceklestirdikleri calismada sizofreni hastalarinda,
sizoaffektif bozuklugu olan hastalarda ve bipolar 1 bozuklugu olan toplam 37 hastada
30 gun boyunca gunlik 20 mg ve yiiksek doz olarak da 30 ile 40 mg olanzapin verilen
hastalarin plazma olanzapin derisimlerini HPLC-ED yontemi ile tespit etmislerdir. Elde
ettikleri sonuglara gore gilinlik 20 mg olanzapin alan hastalarin plazmalarinda
olanzapini 10 giin sonra 55.3+£39.2 ng/mL, 20 giin sonra 57.8+40.2 ng/mL, 30 giin sonra
ise 54.9£34.3 ng/mL derisimde tespit etmislerdir. Ayrica c¢alismalarinda yiiksek
dozlarda (gunlik 30 mg ve 40 mg) olanzapin alan hastalarin sinirsel bir hastalik olan
akatizi hastaligina yakalanabilecegini belirtmislerdir.

Basavaiah ve ark.”> HPLC-UV yonteminini kullanarak farmasotik preparatlarda
olanzapin miktar tayinini ger¢eklestirmislerdir. Kolon olarak inertsil ODS (oktadesil
silan) kolon, haraketli faz olarak akis hizi 0.5 mL/dk olan pH:4.5e trifloro asetik asit ile
ayarlanmis  %0.25’lik amonyum asetat tamponu ve asetonitril (70:30, h/h)
kullanmiglardir. 271 nm dalga boyunda gerceklestirdikleri analizlerinde olanzapinin 10-
200 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugunu, LOD degerinin 3 pg/mL, LOQ
degerini ise 8 pg/mL, olanzapin alikonma zamanimi 7.48 dakika ve geri kazanim

degerini %97.7-102.3 arasinda tespit etmislerdir.
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Patel ve ark.>® olanzapin ve fluoksetin HCI iceren farmasétik preparattan
olanzapin ve fluoksetin HCI’i belirlemek icin HPLC-UV ve HPTLC (Yuksek
Performans Ince Tabaka Kromatografisi) yontemlerini gelistirmislerdir. HPLC
yonteminde akis hizi 1.5 mL/dk olan 0.032 M amonyum asetat tamponu-asetonitril-
metanol (50:45:5, h/h/h) hareketli fazim1 kullanmislardir. 235 nm dalga boyunda
gergeklestirilen analizlerinde alikonma zamaninin 1.95 dakika oldugu olanzapinin, 0.1-2
png/mL derisim araliginda dogrusal oldugunu ve geri kazanim degerinin ise %99.31
olarak tespit etmislerdir.

Titier ve ark> yaptiklari calismada insan plazma numunelerine asirt doz
olanzapine, risperidone, 9-hydroxyrisperidone, clozapine ve haloperidol ekledikten
sonra HPLC-UV yontemi ile analizlerini gergeklestirmiglerdir. IS olarak
metilrisperidon, kolon olarak Cg, hareketli faz olarak da gradient ayirim altinda 50 mM
fosfat tamponu ve asetonitril kullanmiglardir. Sivi-sivi ekstraksiyon yéntemi olarak 7
mL hekzan-izoamil alkol (99:1, h/h) karistmini kullanmislardir. Olanzapin alikonma
zamanini 4.01 dakika, yéntemin 10-1000 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugunu,
LOQ degerinin biitlin analitler i¢in 5 ng/mL ve geri kazanim degerlerinin ise %93 ile
%109 arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan stabilite ¢caligmasinda ise 5 farklh
ilacin 30, 200 ve 600 ng/mL derisimde hazirlanan c¢o6zeltilerinin 24 saat oda
sicakliginda, +4 °C’de 72 saat, -20 °C’de 30 giin stabil oldugunu ve 3 defa donma-
¢ozme igleminin yapilabilecegini belirtmislerdir.

Choong ve ark.> ¢alismalarinda insan plazmasinda olanzapini, 6 psikotik ilac1 ve
onlarin aktif metabolitlerini tayin etmek igin LC-MS yontemini gelistirmislerdir.
Analizlerinde kolon olarak Cjg, hareketli faz olarak gradient ayirim altinda %25
amonyum hidroksit ile pH: 8.1’¢ ayarlanmig 20 mM amonyum asetat tamponu ve

asetonitril, IS olarak da remoksiprit kullanmiglardir. Plazmadan olanzapini kati-faz
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ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte etmisler ve calisma sonucunda alikonma zamaninin
8.1 dakika, yéntemin 2-200 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugunu, LOQ degerini
2 ng/mL ve plazmadan geri kazanim degerinin ise %111 oldugunu tespit etmislerdir.
Gelistirdikleri yonteminin ger¢ek numunelere uygulamasinda ise 34 psikiyatrik hasta
plazmasinda olanzapin derisiminin 2-76 ng/mL arasinda oldugunu ifade etmislerdir.
Stabilite ¢calismalarinda plazma olanzapin diisiik derisiminin (6 ng/mL) oda sicakliginda
24 saat stabil oldugunu fakat 72 saat sonra stabilitesini kaybettigini, +4 °C’de yine 72
saat sonra stabilitesini kaybettigini, 1 kez donma-¢6zme yapilabilecegini belirtmislerdir.
Yiiksek derisimdeki (170 ng/mL) olanzapin plazma ¢ozeltilerinin ise oda sicaklifinda
ve + 4 °C’de 72 saat boyunca stabil oldugunu, 3 kez donma-¢6zme yapilabilecegini ve
her iki ¢6zeltinin -20 °C’de 2 ay stabil oldugunu belirtmislerdir.

Sachse ve ark.®® caligmalarinda olanzapin, quatiapin, clozapin, perazin ve
metabolitlerini insan serumunda tayin etmek icin HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir.
254 nm dalga boyunda IS olarak fluperlapin, hareketli faz olarak %95’lik asetik asit ile
pH: 6.5’e ayarlanmis su-asetonitril-tetrametil etilendiamin (62.1:37:0.4, h/h/h), kolon
olarak da Cig kolondan 6nce Cg kolon kullanarak gergeklestirdikleri analizlerinde,
alikonma zamaninin 9.1 dakika, yontemin 10-170 ng/mL derisim araliginda dogrusal
oldugunu, LOQ degerinin 5 ng/mL, olanzapinin serumdan geri kazanim degerinin ise
%091 ile %111 arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Yontemin gercek numunelere
uygulanmasinda ise 7 glin boyunca giinliik 20 mg olanzapin alan 120 sizofreni
hastasinin ~ serumlarinda ortalama olanzapin derisimi 48427 ng/mL olarak
belirlemiglerdir.

Josefsson ve ark.>” olanzapin ve ana metaboliti olan N-desmetilolanzapini insan
plazmasinda ve beyin omurilik sivisindan (BOS) tayin etmek icin LC-MS/MS

yontemini gelistirmiglerdir. IS olarak olanzapin-D3 kullandiklar1 analizlerinde
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olanzapinin alikonma zamani 2.1 dakika olarak belirlemislerdir. Plazmadan ve BOS dan
olanzapini tersiyer biitil metil eter kullanarak ekstrakte etmisler ve olanzapinin
plazmadaki LOQ degerini 0.3 ng/mL, BOS daki LOQ degerini ise 0.1 ng/mL, olanzapin
geri kazanim degerini plazmada %85-%107 arasinda, BOS da ise %75-%81 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir. Yontemin ger¢ek numunelere uygulama asamasinda ise 10
mg olanzapin alan sizofren hastas1 plazmasin ve BOS da olanzapin derisimleri sirasiyla
22 ng/mL ve 3.6 ng/mL olarak belirlemislerdir.

Fisher ve ark.”® insan plazmasinda olanzapin ve bazi atipik antipsikotik ilaglari
tayin etmek icin LC-MS/MS yontemini gelistirmiglerdir. Hareketli faz olarak metanol
ve amonyum asetatin kullanildigi, akis hizinin dakikada 0.5 mL ve enjeksiyon hacminin
20 pL oldugu ¢alismada, yontemin 1-200 ng/mL derisim araliginda dogrusal, geri
kazanim degerini %96 ve alikonma zamanmi 5.17 dakika olarak tespit etmislerdir.
Plazmadan olanzapin butil asetat-biitanol (9:1, h/h) karistmi kullanarak ekstrakte
edilmistir.

Urinovska ve ark.®® calismalarinda olanzapinin de aralarinda bulundugu dort
atipik antipsikotik ve bes antidepresan ilag ile onlarin ana metabolitlerini insan
serumunda LC-MS/MS yontemini kullanarak tayin etmislerdir. Serum proteinlerini
coktirmek icin icerisinde %0.05’lik cinko sulfat bulunan asetonitril-metanol (40:60,
h/h) karisimini kullanmuglardir. IS olarak alprenolol, kolon olarak Cig, gradient ayirim
sartlarinda hareketli faz olarak ise %0.1 formik asit iceren asetonitril ve 2 mM
amonyum asetat kullanmiglardir. Calismada, yontemin olanzapin igin 5-500 ng/mL
arasinda dogrusal oldugu ve geri kazanim degerinin %97.6 den yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica olanzapin kullanan 11 hastanin plazmalarindan ilag alimindan 6 saat

sonra olanzapin derigimi 4.9-46.6 ng/mL arasinda oldugu belirlenmistir.
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Ikeda ve ark.®® plazmada olanzapini tayin etmek icin GC-MS (Gaz
Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi) yontemini gelistirmislerdir. Plazmadan olanzapini
ekstrakte etmek icin, %1’lik trietilamin iceren diklorometan-hekzan (1:1, h/h) karisimin
ve IS olarak promazini kullanmiglardir. Yontemin 0.5-100 ng/mL arasinda dogrusal,
glinigi-giinler arasi kesinlik degerinin %7.3’den diisiik ve dogruluk degerinin %94,6 ile
%110 arasinda oldugunu ve LOQ degerini 0.5 ng/mL olarak tespit etmislerdir.
Calismada, 3 sizofreni hastasinin plazmalarinda olanzapin derisiminini belirlemislerdir.
Gunluk 5 mg olanzapin alan hastalarda 7.8 ile 13.3 ng/mL derisimde olanzapin, 10
mg/gin olanzapin alan hastada ise 47.4 ng/mL derisimde olanzapin oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica ¢caligmalarinda 5, 25 ve 50 ng/mL derisimde olanzapin i¢eren
plazma cozeltilerinin -40 °C’de 15 ve 90 gin sonunda olglilen degerlere gore
stabilitelerini korudugunu ve en diisiik ortalama geri kazanim degerinin %102 oldugunu
belirtmislerdir.

Fonseca ve ark® GC-MS/MS (Gaz Kromatografisi-Ardisik Kiitle
Spektrometrisi) yontimini gelistirerek insan plazmasinda 7 antipsikotik ilaci
(klorpromazin, haloperidol, siyamemazin, Kketiapin, klozapin, olanzapin ve
levomepromazin) tayin etmisledir. Calismada, yontemin 0.8-200 ng/mL arasinda
dogrusal oldugunu, LOQ degerinin 0.2 ng/mL, ortalama geri kazanim degerinin ise %62
ile 84 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.

Bao ve ark.’’ rat beyin dokularinda olanzapini tayin etmek i¢in HPLC-ED
yontemini gelistirmislerdir. Beyin doku homojenatini diklorometan-siklohekzan (15:85,
h/h) karisimi yardimiyla ekstrakte etmislerdir. Mobil faz olarak fosfat tamponu
(pH:7.75 mM)-metanol-asetonitril (46:26:26, h/h/h) kullandiklari analizlerde yontemin
0,5-100 ng/mL arasinda dogrusal ve geri kazanim degerinin ise %82 ile %87 arasinda

oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan stabilite caligmalarinda ise 25 ve 100 ng/mL
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derisiminde olanzapin igeren doku homojenatina 2 kez donma-¢dzme yapilabilecegini
ve -70 °C’de 110 giin boyunca, oda sicakliginda ise 2 saat boyunca saklanabilecegini
belirtmislerdir.

Ravinder ve ark.%® insan plazmasinda olanzapin ve fluoksetini tayin etmek i¢in
LC-MS/MS yontemini gelistirmiglerdir. IS olarak duloksetin, mobil faz olarak ise
amonyum asetat tamponu (pH:5.5 mM)-asetonitril (10:90, h/h) kullanmiglardir.
Plazmadan olanzapini metil tersiyer bitil eter-hekzan (80:20, h/h) karisimi kullanarak
stvi-sivi ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte etmislerdir. 0.250 mL numune ile 3.20
dakikada (olanzapin i¢in 1.69 dakika) analizlerini ger¢eklestirdiklerini ifade etmislerdir.
Olanzapinin 0.1-50000 ng/mL ¢alisma araliginda dogrusal oldugunu ve ortalama geri
kazanim degerinin ise %86.3 oldugunu belirtmislerdir. Yapilan stabilite ¢aligmalarinda
0.15 ve 20 ng/mL plazma olanzapin derisimi i¢in, 3 kez donma-¢dzme yapilabilecegini
ve 5 saat 22 dakika oda 1sisinda, 24 saat -10 °C’deki oto Ornekleyicide, 22 gln -70
°C’de saklanabilecegini belirtmislerdir. 6 goniillii lizerinde yapilan farmakokinetik
calismada ise 10 mg olanzapinin oral alimindan sonra Cpmax degeri 12.67 ng/mL, Tmax
degeri ise 4.83 saat olarak bulmuslardir.

Bonde ve ark.®* LC-MS/MS yontemini gelistirerek insan plazmasinda es zamanl
olarak olanzapin ve fluoksetini belirlemislerdir. Plazmadan kati faz ekstraksiyon
yontemi kullanarak elde ettikleri olanzapini, kolon olarak Cig, akis hizinin 1 mL/dk
oldugu hareketli faz olarak da metanol-2 mM amonyum asetat tamponu (90:10, h/h)
kullanarak tayin etmislerdir. Analiz siiresinin 2 dakika (olanzapinin alikonma zamani
1.05 dakika) oldugu calismalarinda olanzapinin 0.1-20 ng/mL c¢alisma araliginda
dogrusal oldugunu ve plazmadan geri degerinin ise %87.75 ile %93.98 arasinda
bulundugunu belirtmislerdir. Yapilan stabilite c¢aligsmalarinda olanzapinin 0.3 ve 15

ng/mL derisimdeki plazma ¢6zeltilerinin 21 giin -20 °C’de, 58 saat oto drnekleyicide, 6
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gin -80 °C’de, 7 saat oda sicakliginda stabil oldugunu ve 5 kez donma-¢tzme
yapilabilecegini belirtmislerdir.

Ansermot ve ark.® insan plazmasinda olanzapin ile beraber 10 psikotik ilac1 ve
metabolitlerini kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyon sonucunda ultra HPLC-
MS/MS yontemi ile miktar tayinini gergeklestirmislerdir. Calismada, 10 mM amonyum
format tamponu-asetonitril (85:15, h/h) mobil fazim1i kullanmiglar ve yontemin
olanzapin ic¢in 0.5-200 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu ve alikonma
zamaninin 0.63 dakika oldugu tespit edilmistir. 1.5 ve 160 ng/mL derisimde olanzapin
iceren plazma cozeltilerinin oda sicakliginda ve +4 °C’de 72 saat, -20 °C’de 3 ay stabil
oldugu ve 3 defa donma ¢6zme yapildiginda stabilitesinin bozulmadigi belirlenmistir.

Farmasotik preparatlarda olanzapin miktar tayini icin HPLC-UV yéntemini Cui
ve ark.®® gelistirmislerdir. Calismada, hareketli faz (A) olarak asetik asit ile pH:3.73’e
ayarlanmig %0.3’1Uk trietilamin igeren su, hareketli faz (B) olarak da metanolden olusan
gradient ayirim kullanmiglardir. 30 °C ve 274 nm dalga boyunda gergeklestirdikleri
tayinde alikonma zamaninin 11.10 dakika, yontemin 50-320 ug/mL derisim araliginda
dogrusal ve geri kazanim degerinin ise %100.26’dan biiyiik oldugu tespit etmislerdir.

Lu ve ark.’” insan plazmasinda olanzapini ve metaboliti olan N-desmetil
olanzapini tayin etmek icin ters faz HPLC-kolumetrik dedektér yoéntemini
gelistirmiglerdir. Cig kolon, 50 mM pH:5.7 fosfat tamponu-asetonitril-metanol
(67:22:11, h/h/h) den olusan hareketli fazin1 ve kati-faz ekstraksiyon yonteminini
kullanmislardir. LOQ degerinin 1 ng/mL, geri kazanim degerini %73.26-%93.83 ve
yontemin 1-100 ng/mL arasinda dogrusal oldugunu belirlemislerdir. 30 dakika olan
analiz suresinde olanzapin, desmetil olanzapin ve IS’in (clozapin) alikonma
zamanlarmin sirasiyla 8.04 dakika, 5.88 dakika ve 26.27 dakika olarak tespit

etmiglerdir. GUnluk 5-20 mg olanzapin kullanan 48 sizofreni hasta plazmalarinda
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olanzapin gelistirilen yontem ile analiz etmisler ve ortalama plazma derisimini
35.46+24.12 ng/mL olarak belirlemislerdir.

Urinovska ve ark.?® insan serumunda ve farmasétik preparatlarda icerisinde
olanzapininde bulundugu birkag atipik antipsikotik ve antidepresan ilag ile bunlarin hem
aktif hemde pasif metabolitlerini tayin etmek icin LC-MS/MS yoéntemini
gelistirmislerdir. Calismada, hareketl faz (A) olarak %5’lik asetonitril icerisinde %1’lik
formik asit ve 2 mM amonyum asetat, hareketli faz (B) olarak da %95’lik asetonitril
icerisinde %1’lik formik asit ve 2 mM amonyum asetattan olusan gradient ayirim ve IS
olarak aprenololli kullanmislardir. Olanzapinin alikonma zamani 0.52 dakika ve geri
kazanim degeri %97.6’dan biiylik oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica gelistirilen
yontem ile glnlik 7.5 ile 30 mg arasinda olanzapin alan hastalarin 6 saat sonraki
serumlarinda olanzapin analizi yapilmis ve olanzapin derisimim 4.9 ile 46.6 ng/mL
arasinda belirlemislerdir. .

Zakeri-Milani ve ark.®® 24 génulli insana 10 mg olanzapin oral olarak
verildikten sonra HPLC-UV yontemini kullanarak olanzapin miktar tayini yapildiktan
sonra farmakokinetik parametre degerlerini belirlemislerdir. Cg kolon, %0.25 fosforik
asit ve %0.05 trietilamin iceren pH:2’de su ve asetonitril (86:14, h/h)’den olusan
hareketli faz ¢alisma parametrelerini kullanmiglardir. Olanzapin alikonma zamani 3.9
dakika, yontemin 2-24 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu ve LOQ degerinin ise
1.25 ng/mL oldugunu belirlemislerdir. 72 saat boyunca goniillilerden alinan kan
orneklerinden elde edilen Cpax degerini 15.82+3.15 ng/mL olarak tespit etmislerdir.

Tantawy ve ark.” spektrofotometri, TLC ve HPLC-UV yontemleri ile farmasotik
preparatlarda olanzapin ve fluoksetin hidroklorit miktar tayinlerini yapmislardir.
Spektrofotometri yonteminde 292 nm dalga boyunda ¢alismislar ve yontemin 5-17.5

pg/mL  derisim araliginda dogrusal oldugu, TLC yontemi icin metanol-toluen-
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amonyakdan (7:3:0.1, h/h/h) olusan hareketli faz1 kullanmislar ve yontemin 1-8 pg/bant
derisim araliginda dogrusal oldugu ve HPLC y6ntemi icin ise fosfat tamponu (pH:4.0)-
asetonitril-trietilaminden (53:47:0.03, h/h/h) olusan hareketli fazi kullanmislar ve
yontemin 20-100 pg/mL araliginda dogrusal oldugunu tespit etmislerdir. Farmasotik
preparattan geri kazanim degerleri HPLC icin %100.97, TLC yontemi icin %99.51 ve
spektrofotometri yontemi icin ise %100.55 olarak belirlemislerdir.

Rubesh ve ark.” olanzapin ve fluoksetin HCI’i farmasotik preparatlarda tayin
etmek icin UV-goriiniir bolge spektrofotometri yontemini gelistirmislerdir. 258 nm
dalga boyunda gergeklestirilen analizlerde yéntemin 10-100 pg/mL derisim araliginda
dogrusal oldugu, %BSS degerinin %2’den kiiciik ve geri kazanim degerlerinin ise %97-
102 arasinda oldugunu tespit etmislerdir.

Chatsiricharoenkul ve ark.”> 10 mg oral olanzapin verilen 24 Tayvanli saglikli
gonilliiniin plazmalarinda olanzapin miktar1 LC-MS/MS yontemi ile belirlemislerdir.
Iki farkli 10 mg olanzapin etken madde iceren ticari preparat goniilliilere verildikten
sonra 0-120 saat araliginda kan ornekleri toplanmis ve plazma olanzapin derisimleri
tespit edilmistir. Calismada, IS olarak loratadine, C;g kolon, asetonitril-10 mM
amonyum asetat tamponundan (60:40, h/h) olusan hareketli fazi, hekzan-izoamil alkol
ile stvi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Elektrosprey iyonizasyon pozitif iyon
modunda gergeklestirilen analizlerde yontemin 0.005 ile 50 ng/mL derisim araliginda
dogrusal oldugu ve goniillillerin plazmalarindan elde edilen Cpax degerinin ise
27.6£8.45 ng/mL derigsiminini tespit etmislerdir.

Bir ¢alismada, 10 mg olanzapin igeren 2 farkli ticari preparat 26 saglikli
goniilliiye verildikten sonra plazmalarinda kati faz ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte
edidikten sonra olanzapin miktarlar1 LC-MS/MS yéntemi ile belirlenmistir.” IS olarak

citalopram, 0.01 M amonyum asetat-asetonitrilden (25:75, h/h) olusan hareketli faz
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calisma parametreleri kullanmistir. Yontemin 0.1-100 ng/mL derisim araliinda
dogrusal oldugu ve plazmadan geri kazanim degerleri ise %79.07 ile %87.73 arasinda
oldugu tespit edilmistir. Goniillillerden alinan kanlardan elde edilen sonuglara gore
olanzapin Cyax degerinin agizda eriyen tablet i¢in 21.3 ng/mL ve film-kapli tablet igin
ise 30.7 ng/mL oldugu belirlenmistir.

2.5. Spektroskopik Ydntemler

Elektromagnetik 1smnin madde ile etkilesmesini inceleyen bilim dalina
spektroskopi denir. Spektroskopik yontemler; atomik ve molekiler spektroskopiye
dayanan genis bir analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin
kalitatif, kantitatif analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekiil yapilarinin
aydinlatilmasinda spektroskopik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Spektroskopi
kavrami Onceleri goriiniir bolge 1s1minin ¢esitli dalga boylaria ayrilip spektrumlarinin
elde edilmesi i¢in kullanilirken giinlimiizde ise elektromanyetik 1sinlarin madde ile
etkilesimini inceleyen genel bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Onceleri sadece
elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin i¢in
spektroskopinin kapsami madde ve diger enerji tiirleri arasindaki etkilesimleri de
icerecek sekilde genisletilmistir. Elektromanyetik 1s51ma uzayda ¢ok biiyiik bir hizla
hareket eden dalga ve parcacik yapisinda bulunan, pek ¢ok yapiya girebilen bir enerji
seklidir. Elektromanyetik 1s1nin madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yayilmasi inceleniyorsa sirasiyla, sogurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandirilir. Isinin  molekiiller tarafindan sogurulmasi
molekiildeki atomlarin tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikliigiine vb.
ozelliklerine bagli oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarinin ve
stereokimyasal 6zelliklerinin bulunmasi, taninmasi ve saflik kontrolii gibi ¢ok genis bir

alanda uygulanmaktadir. Spektroskopik ¢alismalarda madde (zerine dalga boyu 110 nm
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den 30000 nm’ye kadar degisen gesitli 1sinlar gonderilir (Sekil 2.3). Butlin bu dalga
boylarimi verecek ve hangi dalga boylarinin absorplandigini tespit edecek tek bir cihaz
yapmak miimkiin olmadigindan, belirli dalga boylar1 arasinda calisan cihazlar
gelistirilmistir. 110-1000 nm dalga boylarindaki 1sinlarla ¢aligsan cihazlara ultraviyole ve
gorundr alan, 2500-30000 nm dalga boylarinda galisan cihazlara infrared ve dalga
boylar1 yiizlerce metreye kadar degisen radyo dalgalariyla calisan cihazlara da niikleer
manyetik rezonans cihazlar1 denir. Bu cihazlarin gegerli olduklar1 alan
spektroskopilerine de sirasiyla Ultraviyole-Gorinlr Bolge (UV-Visible), Infrared (IR

titresim) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri ad1 verilir.”*"
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Sekil 2.3. Elektromanyetik 1ginlarin sistematik olarak tanimlanmasi’®

2.5.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi
Atomlarin en dis tabaka elektronlarmin uyarilmasi iizerine kurulmus olan

spektroskopi dalina atomik absorpsiyon spektroskopisi denir. Atomlarda, en dis tabaka
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elektronlar1 ultraviyole ve goriinlir bolge isinlarla uyarildiklar1 halde, i¢ tabaka
elektronlar1 uyarilamaz. I¢ tabaka elektronlarini uyarabilmek icin X-Isimnlar kullanilir.
X-Ismlar1 goriiniir bolge 1smmlarindan daha fazla enerjilidirler, en i¢ tabaka
elektronlarinin uyarilmasi {izerine kurulmus olan spektroskopi dalina ise X-isinlari
spektroskopisi denir.

2.5.2. Molekuler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiler Absorbans, UV ve goriiniir 1sinlari, diisiik enerjili atomik ve
molekiiler orbitallerdeki elektronlarini, daha yiiksek enerjili orbitallere c¢ikarilmasi
sonucunda gergeklesir. Molekuller, UV, gorinlr ve infrared 1sinlar1 ile uyarildiklari
zaman, kuantlagmis 3 tip gecis vardir. Bunlar elektronik gecisler ve 1sin ile
olusturulabilen titresim ve donme gegisleridir (Sekil 2.4). Bir molekuliin toplam enerjisi
Ern;

Et = Eelektronik T Etitresim T Edonme

olarak ifade edilir. Elektronik gecis enerjisi; molekiiliin ¢esitli  dis
orbitallerindeki elektronlarla iligkin enerji, titresim enerjisi; atomlar arasi titresimlere

iliskin enerji, donme enerjisi ise molekiil agirlik merkezi etrafinda donmesine iligkin

sy 75,77
enerjidir.
Enerji
4
F .
e’y ey
[ f1 Dénme Enerji
| i i &e ey Seviyeler
Elektronik
Enetji Seviyeleri ',5;‘
: 2_2 Titregim Enerji Seviyelen

E, i 9'.‘:
Ba
B3
* "_»'2

Sekil 2.4. Bir molekiil icin elektronik, titresim ve donme enerji seviyelerini

gosteren enerji diyagrami
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Elektronik gecisler dalga boylar1 200-1000 nm arasinda olan ultraviyole ve
goriiniir alan 1sinlariyla gerceklesir. Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik
absorpsiyon spektroskopisinden ayrilan en Onemli yani; atomik absorpsiyon
spektroskopisinde birbirinden farkli dalga boylarinda keskin ¢izgiler meydana
gelmesine karsilik, molekiiler absorpsiyon spektroskopisinde, bir¢ok dalga boylarini
icine alan genis absorpsiyon bantlarinin meydana gelmesidir. Bir molekiiliin UV-
Goriintir alan spektrumu, molekiiliin bag elektronlarindan birinin bir foton enerjisini
absorplayarak bir iist elektronik seviyeye gecmesi seklinde agiklanabilir.

2.5.3. Istmin Absorplanmasi ve Lambert-Beer Yasasi

Cesitli dalga boylarinda 151n igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gecirilirse, icinden baz1 dalga boylarinin kayboldugu goriiliir. Buna 1s11n absorplanmasi
denir. Absorpsiyonla 1smn enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilir.
Boylece 1s1n enerjisini absorplamis olan iyon, atom veya molekiiller uyarilmis hale
gecerler.

Uyarilmig bir atom veya molekiil 10°® saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladig1 1s1n enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doéner.
Madde tarafindan absorplanan 1s1n enerjisinin geri verilmesi, genellikle 1s1 seklinde olur
ve madde az ¢ok 1sinir. Baz1 maddelerde ise absorplanan 1s1n enerjisi daha uzun dalga
boylu 1sinlar halinde yayinlanir. Buna fotoliiminesans olay1 denir. Bu olayin ¢ok kisa
stireli olanina floresans, daha uzun siireli olanina fosforesans adi verilir. Bir maddenin
temel haliyle uyarilmis halleri arasindaki enerji farklari, bagka bir maddeninkinden
farkli oldugundan, her maddenin kendine 0zgii bir absorpsiyon spektrumu vardir.
Absorpsiyon spektrumlari; atomik absorpsiyon spektrumlari ve molekiiler absorpsiyon

spektrumlar olmak tizere iki kisma ayrilir.””
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Sekil 2.5. Absorblayan bir ¢Ozeltiye giren P, siddetindeki 1sin demetinin P
siddetine diismiis olarak ¢ikmasi

Maddenin 151n1 sogurma (absorplama) derecesini 6lgmek ve bundan yararlanarak
derisimi saptamak ig¢in, sogurma ile derisim arasindaki iligki bilinmelidir.
Monokromatik (tek dalgaboylu 1s1n) ve P, siddetindeki bir 1sin demeti, kalinligr b cm
olan bir kivette bulunan ¢Ozeltideki herhangi bir molekiil tarafindan absorplandiginda
siddeti azali ve P siddetinde terkeder (Sekil 2.5). Buna gore 151n demetinin ortamdan
gecme oranina gegirgenlik ( T ) ad1 verilir.”* """

T=P/P,

seklinde gosterilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:

%T=P /P, 100

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandirilir ve absorbans

A =-logioT=-log P/ P,

seklinde formiile edilir.

Molekiillerin segilen dalgaboyundaki 1simay1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan

azalma Lambert-Beer esitligi ile verilir.”"™"’

A=logP,/P=¢€b.C

€ : Molar absorptivite katsayisi, C: Derigim (mol/L)
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2.5.4. Ultraviyole-Gorunur Bolge Spektrofotometreleri

Spektrofotometre, elektromanyetik 1s1mnin dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
numunenin absorbans veya gecirgenligini Olgmek icin kullanilan bir cihazdir.
Spektrofotometre baslica 151tk kaynagi, monokromator, ornek kabi ve dedektorden
olusur (Sekil 2.6). Ultraviyole-Gorinur Bolge spektrofotometreleri, 110 nm’den 1000
nm arasinda degisen dalga boylarinda calisirlar. Ancak 110 nm ile 200 nm dalga boyu
araliginda c¢alisan cihazlar vakum tertibathi ve olduk¢a pahali cihazlardir. Bundan dolay1
laboratuvarlarda kullanilan spektrofotometri cihazlar1 200 nm ile 1000 nm dalga boyu
araliginda ¢alismaktadirlar. Spektrofotometrelerde elektromanyetik 1s1n kaynagi olarak
doteryum ve tungsten olmak Gzere iki lamba kullanilmaktadir. 180-400 nm araliginda
151n iiretmek icin doteryum lambasi, 400-2500 nm arasinda 1s1in iiretmek icin tungsten
lambast kullanilmaktadir.”*™"" Sivi numuneler i¢in Ornek kabi olarak 200-320 nm
dalga boyu araliginda kuartz, 320-700 nm aralifindaki bolgede ise cam kiivetler
kullanilabilir.  Ornegin 15181 absorplaylp absorplamadigini  anlamak igin, 151k
kaynagindan gelen 151831n siddeti dedektor ile Olgiliir. UV ve goriiniir bolgede
fotovoltaik veya fotoiletken dedektorler, fototiipler ve fotogogaltici tiipler dedektor
olarak kullanilmaktadir. Spektrofotometrelerde bu ana bilesenlerden baska 15181

toplamak, yansitmak, bolmek amaciyla mercekler, aynalar, 11k bdliictileri de kullanilir.

Fo Dalya b P P sinyal
.. | Dalga boyu )
Iyl Kaynagisp segicisi ¥ Numone | % Dedzktor iglemetst

Sekil 2.6. Spektrofotometre cihazinin basit bir sematik gsterimi’®
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2.5.5. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre Cihazinin Kullanim Amaclari

2.5.5.1. Kalitatif Analiz

Bilinmeyen bir madde saflastirildiktan sonra UV spektrumu alinir. Bu spektrum,
her yoOniiyle aymi sekilde daha once alimmis olan spektrumlarla karsilastirilir.
Bilinmeyen maddenin spektrumu daha oOnceki madde spektrumlarindan hangisine
uyuyorsa, bilinmeyen madde o maddedir. Bilinmeyen madde, bilim diinyas: tarafindan
bilinmeyen yeni bir madde degil, sadece analizi yapan kisi tarafindan bilinmeyen
maddedir. Bundan baska maddenin ne oldugu biliniyor fakat saf olup olmadigi
bilinmiyorsa, maddenin spektrumu alinir. Spektrumda beklenmedik piklerin gériinmesi
maddenin saf olmadigini gosterir. Ayrica, ultraviyole 1sinlarla yapilan spektrofotometrik
Olctimlerde benzer kromofor gruplarin kalitatif tayininde de yararli olur. Cok karmasik
yapili organik molekiillerin bile, fonksiyonel gruplar disinda kalan kisimlari, 180
nm’den daha uzun dalga boylarina kars1 gegirgendir. Onun i¢in, 200-400 nm araliginda
bir veya daha c¢ok pik goézleniyorsa bu, molekiilde doymamis gruplarin veya kiikiirt,
halojen gibi hetero atomlarin varligini gosterir. Cogu zaman, analitin spektrumu, ¢ok
sayida kromofor grup igeren ve yapisi bilinen baska bir molekiiliin spektrumu ile
karsilastirilarak, analitteki fonksiyonel grup hakkinda bir fikir edinilebilir. Fakat genel
bir kural olarak, analitin kesin yapisin1 anlamak i¢in yeterli ayrintili bilgileri, utraviyole
spektrumlarinda bulamayiz. Bu ylizden, ultraviyole spektrumlarindan elde edilen
kalitatif veriler, NMR, MS gibi baska fiziksel ve kimyasal verilerle desteklenmeli
miimkiinse ¢oziiniirliik, erime noktasi, kaynama noktasi gibi bilgilerle birlestirilmelidir.
Kalitatif analiz amacglh ultraviyole spektrumlari genelde analitin seyreltik ¢ozeltileri
kullanilarak elde edilir. Fakat ugucu bilesiklerin gaz halindeki spektrumlar1 alinabilirse,
daha ayrintili ve dolayistyla daha yararli spektrumlar ele geger. Ultraviyole-Gorunur

Bolge spektroskopisinde kullanilacak ¢oziicliniin bu bolgedeki 1sinlar igin gecirgen
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olmasi ve numuneyi, belirgin pikler verebilecek derisimlerde ¢ozmesi gerekir. Ayrica
¢ozlcu ile absorpsiyon yapan tir arasindaki miimkiin etkilesmeleri de hesaba katmak
gerekir. Ornegin, su, alkol, ester ve keton gibi polar ¢oziiciiler, spektrumdaki titresim
ayrintilarin1 6rtme etkisi gosterirler. Polar ¢oziiciiler, hem spektrumun titresimlerinden
ileri gelen kiicuk piklerin kaybolmasina, hem de absorpsiyon bandlarinin ve dolayisiyla
piklerin esas yerlerinden kaymasina neden olurlar.”

2.5.5.2. Kantitatif Analiz

Ultraviyole ve Gorliniir Bolge absorpsiyon spektroskopisi, kimyacilarin kantitatif
analizlerde en ¢ok faydalandiklar1 tekniklerden biridir. Kantitatif analizde, ilk 6nce
analizi yapilacak maddenin en i1yi absorbans yaptig1 dalga boyu bulunur ve bu dalga
boyunda spektrumu alinir. Belirlenen dalga boyu sabit tutularak, artan derigimlerde
hazirlanan c¢ozeltilerin  absorbanslari okunur. Derisime karsi absorbans grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra bilinmeyen maddenin derigimi
kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur ve ayrica segilen dalga boyu sabit tutularak
absorbtivite katsayisi da belirlenmeye caligilir.

2.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karmasik karisimlarda bulunan birbirine yakin 6zellik gdsteren
bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullanilan bir¢ok

74,7577-80 1%
Diger ayirma

farkli yontemi igeren bir analitik yontemler toplulugudur.
yontemlerinden hi¢ birisi kromatografik yontemler kadar etkili olmayip uygulamada
yaygin bir sekilde kullanilmazlar. Bu nedenle de kromatografik yontemler daha ¢ok
arastirma amactyla kullanilir. Bu sebeple ¢ok genis ve verimli bir alana sahiptir.

Biitlin kromatografik ayirimlarda; numune gaz, siv1 veya siiperkritik bir akiskan

olan hareketli faz yardimi ile sabit bir faz iizerinden tasinir. Taginma esnasinda

bilesenlerin farkli go¢ hizlarina baglh olarak ayirma islemi gerceklesir. Kromatografik
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ayirmada secilen sabit faz ile tasiyict fazin birbiri ile karigsmamasi gerekmektedir. Bu
bilgiler 15181nda kromatografinin genel bir tanimin1 yapmaya ¢alisirsak; bir karigimdaki
bilesenler sabit bir ortama ilave edilip bunlarin belirli bir hareketli faz yardimiyla yiizey
adsorpsiyonu, dagilma, iyon degistirme ve boyut eleme 6zelliklerine bagh olarak, sabit
ortamdan ayrilma yontemlerine kromatografi denir.

2.6.1. Kromatografik Yontemlerinin Siniflandirilmasi

Kromatografi; sabit faz, hareketli faz ve ayirma sekillerine gore degisik
sekillerde siniflandirilirlar.”® Bunlar;

1. Teorik Simiflandirma

a- Dagilma Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Boyut Eleme Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

2. Pratik Sitmflandirma

a- Duzlemsel Kromatografi (Kagit ve Ince Tabaka Kromatografisi)

b- Kolon Kromatografisi (Gaz, Sivi ve Siiper Akiskan Sivi Kromatografisi)

3. Hareketli ve Sabit Fazlara Gore Simiflandirma

Kromatografinin hareketli ve sabit fazlara gére siniflandirmasi Sekil 2.7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. Kromatografinin hareketli ve sabit faza gére siniflandirilmasi

2.6.2. Kromatografinin Dayandig1 Temel Olaylar

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

Anareketli <>Asabit K= Csabit/ Chareketi

Bu reaksiyon icin denge sabiti K, partisyon orani veya dagilma katsayis1 olarak
adlandirilip analitin sabit faz igindeki molar derisiminin, haraketli faz i¢cindeki molar
derisimine oramidir. Bir analit piki i¢in, numunenin enjeksiyonundan sonra dedektore

ulagmasi i¢in gereken zamana da alikonma zamani denir ve tr ile gosterilir (Sekil 2.8).

g=

T
e

N\

Dedektor Sinyah

Zaman

Sekil 2.8. Tek bilesenli bir bilesik i¢in tipik bir kromatogram
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Genellikle numune veya hareketli faz tutunmayan bir pik icerir. Tutunmayan
maddenin dedektore ulagsmasi igin gegen zamana Olii zaman denir ve ty, ile gosterilir.
Analitin gé¢ etme hizi: (kolon dolgu uzunlugu/ 61ii zaman) olarak ifade edilir. Analitin
kolon tizerindeki go¢ hizini tanimlamak i¢in kapasite faktorii (ka) kullanilir.

Ka: [(analitin alikonma zamani-6lii zaman)/ 6lii zaman] esitligi ile gosterilir.
Ideal bir ayirim icin kapasite faktor degeri 1 ile 5 arasinda olmalidur.

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrilmasinda etkin olan dort ayri
mekanizma mevcuttur. Bunlar asagida ('5zetlenmi§tir.74’75’78'80

2.6.2.1. Dagilma Kromatografisi

Dort ayn tip sivi kromatografi iginde en yaygin kullanilanidir. Dagilma ¢6ziinen
maddenin hareketli faz ile kat1 faz {izerinde adsorplanmis siv1 fazdaki ¢6ziiniirliigline
veya hareketli faz gaz ise uguculuguna dayanan bir olaydir. Sivi-siv1 ve bagli-Sivi faz
kromatografi olmak tizere iki alt sinifa ayrilabilir. Bu teknikler arasindaki fark, destek
katisina durgun fazin tutunma farkina dayanir. S1vi-sivi kromatografisinde, sivi faz sabit
bir dolgu maddesinin yiizeyine fiziksel absorpsiyonla tutturulmustur. Bagli-Siv1 faz
kromatografisinde ise kati1 destek yiizeye bagl organik sivi tiirler kimyasal olarak
tutturulmustur. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit fazlarin bagil
polarliklarina bagh olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sabit faz oldukga polar ve hareketli
fazda apolar ise buna normal-faz kromatografisi, sabit faz apolar (¢ogu zaman bir
hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da Ters-
faz kromatografisi denir.”*">%
2.6.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi

Bir karisimdaki maddelerin kat1 destek lizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi

prensibine gore birbirlerinden ayrildiklar1 kromatografi olarak adlandirilir ve ilk
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kesfedilen kromatografi cesididir. Coziicii ve kat1 sabit fazin polarliklar1 bir kolon
boyunca veya bir yiizey boyunca ¢éziinen maddenin hareketinin hizini tayin eder.”*">%
2.6.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi

Bir katt maddenin yapisinda bulunan iyonlari, temasta bulundugu c¢ozelti
icindeki ayni cinsten yiiklii bagka iyonlarla bir dengeye gore degistirmesi 6zelligine
dayanan bir kromatografik yontemdir. Bu amagla kullanilan kati maddeler, ¢ozelti
ortaminda hi¢ ¢oziinmeyen biiyiik molekiillii dogal veya yapma maddelerdir. Organik
iyon degistiriciler (bunlara regineler de denir) suda ve bircok organik ¢oziiciide hig
¢O0zinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok anyon ve katyon tasiyan biiyiik
molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon degistirmede ve hatta selektif
iyon degistirmede kullanilir. Inorganik iyon degistiricilerde en ¢ok bilineni zeolitlerdir.
Bunlar genel olarak; Na, Al; Sis Oy, formilundedir.

Iyon degistirme kromatografisi, ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida
koruyucu maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi birgcok
farkl1 organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanabilmektedir.” ">

2.6.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi

Jel-gecirgenlik veya Jel-siizme kromatografisi adi da verilen boyut-eleme
kromatografisi, 6zellikle yuksek mol kutleli maddelere uygulanabilen 6nemli bir
tekniktir. Boyut-eleme kromatografisi igin dolgu maddeleri, ¢6ziinen madde ve ¢ozicu
molekiillerinin i¢ine difiizlenebilecegi diizgiin bir gdzenek ag1 igeren kiigiik boyutlu silis
veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir. Gozenekler i¢inde kiigiik molekiiller
etkin bir sekilde yakalanabilmekte, biiyiik molekiillerde gozenek disinda kaldigindan

dolay1r hareketli faz akimi ile kolondan kolaylikla eliie edilebilmekte ve daha sonrada

gozeneklerde tutulan kiigiik molekiillerde hareketli faz akimi ile ylizeyden kolaylikla
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uzaklastirilabilmektedir. G6zenek i¢inde ortalama kalma suresi, analit molekiliniin
etkin biiyiikligine baglhdir.” ™%

2.7. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC)

Kiictlik dolgu maddeleri ile doldurulup yiiksek basing altinda bir kolonda yapilan
kromatografi tiirlerine yiiksek performans sivi kromatografisi denir. Hareketli fazin sivi
oldugu, hareketli fazin sabit faz1 igeren bir kolondan belirli bir basing uygulanarak
gecirildigi kromatografik sistemlerdir. Yiiksek performans sivi kromatografisi, dagilma
kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi, iyon kromatografisi, jel kromatografisi
olmak iizere dorde ayrlhr.75 Yiiksek performans sivi kromatografisi biitiin analitik
ayirma yontemleri arasinda en ¢ok kullanilanidir. Bunun nedeni bu yontemin, hassas
olmasi, sicakliga hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi, dogruluk dereceleri ve
kesinlikleri yiksek sonuclar vermesidir. HPLC cihaz1 kendine 6zgii islevlere sahip olan
pompa, Ornek girig sistemi (enjeksiyon blogu), kolon, dedektér ve kaydedici (data

sistemi) olmak iizere bes ana boliimden olusan bir sistemdir (Sekil 2.9).

ENJEKSIYON
BLOGU

] POMPA II 5/?6

GUARD
KOLON

ANALITIK
KOLON

cOztCcT
REZERVUARI

DATA DEDEKTOR
SISTEN

Sekil 2.9. HPLC cihazinin sematik gosterimi

2.7.1. Pompalar
Pompalar sikica doldurulmus kolon i¢inden hareketli fazin akisini saglayan

aletler olup sabit basingli ve sabit akigslhi pompalar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Sabit
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basingli pompalarda; hareketli faz bir haznede bulunur ve bu hazne azot gibi eylemsiz
bir gaz yardimiyla basing altinda tutulur, bu basing hareketli fazin akisini saglar. Sabit
akishh pompalar; Herhangi bir nedenle sistemin gecgirgenligi bozulursa veya ¢oziiciiniin
vizkozitesi degisirse olusan i¢ basing degisikligi, motorla saglanan basing degisikligi ile
kapatlhr.74'75’80

HPLC cihazlarinda, hareketli fazin kolon ve dedektér’den gegmesini saglayan
pompa sistemleri asagidaki 6zellikleri tasimalidir.

1-6000 psi kadar basing iiretmek

2-Pulse-free ¢ikis vermek

3-0,1-10 mL/dk araliginda akis hiz1 diizenlemek

4-9%0,5 ve daha 1yi akis tekrarlanabilirligi saglamak

5-Korozyona dayanikli parcalara (paslanmaz celik, teflon) sahip olmak

2.7.2. Ornek Giris Sistemi (Enjeksiyon Blogu)

Valf enjektorler ve siringa enjektorler olmak iizere iki tip enjeksiyon vardir. Valf
enjektorler, paslanmaz celikten yapilmis boru seklindeki bir {initeye baglanan ve agilip
kapanabilen valflardan ibaret olup kii¢iik bir boru ile kolon basina baglanmistir. Valf
yiikkleme durumunda iken 6rnek loop igine verilir. Ayni anda hareketli faz, valf icindeki
ayr1 bir boliimden kolona akar. Valf, enjekt durumuna getirildigi zaman loop pompa ve
kolon arasindaki akisa baglanmis olur. Valf enjektorler dayanikli olup az bakim ister bu
yiizden rutin ilag analizlerinde fazlaca kullanilir. Siringa enjektorler, enjeksiyon aleti
dogrudan dogruya kolon basina baglanmistir. Kolon baginda 5-10 mm derinliginde bir
boliim bulunmakta ve bu boélime cam tanecikleri doldurmaktadir. Kolonun dolgu
materyali ile bu cam tanecikler arasinda paslanmaz celikten yapilmis bir ag vardir.
Ornek, cam tanecik tabakasi igine bir siringa ignesi ile verilir. Siringa enjeksiyon ya

pompayt kapatip akist durdurduktan sonra Ornegi vermek ve sonra tekrar pompayi
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acarak hareketli fazin akisin1 saglamak ya da akist durdurmadan 6rnegi kauguk bir
boélmeden (septum) kolona enjekte etmek suretiyle yaratilir. Valf enjektérlerden daha
iyi kolon etkinligi verir.”*">®

2.7.3. Kolonlar

Kolon sistemin en o©nemli kismi olup paslanmaz c¢elikten ve plastikten
yapilabilir. Analitik amagclar i¢in kullanilan kolonlar 5-150 cm uzunlugunda ve i¢
caplar1 11-8 mm arasinda degismektedir. Dolgu maddesi taneciklerinin ¢api ise 5-10 um
ile 35-125 pum arasinda degisir ve sistemin performansini biiylik Olglide belirleyen
niteliktir. Mikropartikilli ve tamamen go6zenekli dolgulara sahip kolonlarin en
bilinenleri 10-30 cm uzunluktadir. Kisa kolonlarla ¢alismak, retensiyon zamanini
azaltacagindan hizli analizlerde tercih edilir. Son yillarda tiretilen yiiksek performanslh
kolonlar 2.1 mm i¢ ¢apinda ve yaklasik 100 mm ve iistii uzunlugunda olan dar ¢apl
kolonlardir. Preparatif ¢alismalarda kullanilan kolonlarin c¢aplar1 daha genis

olabilmektir. Ayirabildikleri maksimum madde miktarina gore kolonlar asagidaki gibi

siniflandirilabilir. (Tablo.2.1)

Tablo 2.1. Ayrrabildikleri maksimum madde miktarina gore kolonlar

Ornek
~ Capr  Uzunluk AkisHiza
Kolon Tipi miktari
(mm)  (cm) ( mL/dk)
(mg)
Mikrobor
1-2 7-30 0.01 0.1
Analitik
Standart
. 3-5 7-30 0.1 1.0
Analitik
Preparatif 5-20 25-50 1.0 10.0
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Yeni alinan kolonlar kullanilmaya baslamadan once, iiretici firmanin kolon igin
belirledigi ¢alisma parametreleri bulunmalidir. Bu bilgiler, kolonun maksimum hangi
basinca dayanikli oldugu, hangi akis hizlarinda ve pH araliginda ¢alisilmas1 gerektigi
gibi bilgilerdir ve galismalar sirasinda, kolonun verimliligi ve 6mrii i¢in, bu bilgiler goz
oniine alinmalidir.

Cok pahali analitik kolonlarin dmriinii uzatmak i¢in iki tip koruyucu kolon
kullanilabilir. Bu koruyucu kolonlar1 ilki, pompa ile enjektér arasinda yer almakta,
dolgu materyali olarak silika icermekte ve 6n kolon (precolumn) admni almaktadir.
Hareketli fazin bu kolondan gecirilmesi, silika ile doyurulmasini saglar ve bdylece
analitik kolon i¢indeki dolgu materyalinin hareketli fazdaki ¢6ziiniirliigii onlenmis olur.
Koruyucu kolonlarin ikincisi enjektor ile analitik kolon arasina yerlestirilen ve i¢ ¢ap1
analitik kolona esit olan 2-10 cm uzunlugundaki koruyucu kolon (guard column) dur.
Bu kolon, 6rnek i¢indeki parcaciklar1 ve safsizliklari tutmak suretiyle bunlarin analitik
kolondaki dolgu materyaline baglanmasina engel olur.”7>8

2.7.4. Dedektorler

Dedektorler, kolondan ¢ikan eliiatin i¢indeki maddeleri saptamaya yarayan
aletler olup temelde iiniversal ve secgici olmak tizere ikiye ayrilmakta, secici dedektorler
arasinda floresans dedektorler, ED dedektorler, UV-Gorunir Bolge dedektorler, diod
array dedektorler, Gniversial dedektorlerdende reflaktif indeks dedektorleri uygulamada
cok kullanilan dedektédrlerdir. Universial dedektérler, kolondan ¢ikan eliiatlarin hemen
hemen tiimiine kars1 duyarl olabilen dedektorlerdir. Secici dedektorler ise elue edilen
bilesiklerin sadece bir kismina karsi duyarli ve bu nedenle daha yiiksek bir hassasiyete
sahip bulunan dedektorlerdir. Bu dedektorlerden baska kondiiktivite, radyoaktivite,
fotokondiiktivite, Infrared (IR) ve kiitle dedektdrleri gibi  dedektorler

bulunmaktadir.’*">%°
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2.8. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisinin Uygulama Alanlan

2.8.1. Kimyasal Ayirma

Belirli bir bilesigin, durgun ve hareketli faz iistiinde, ayirt edici bir hareket
sabitesinin oldugu gbz oniinde bulundurularak yapilan ayirmadir. Kiral bazli ayirimlari
yapmak mimkdnddr.

2.8.2. Saflastirma

Hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da safsizliklardan ayrilmasidir. Bu
kromatografi yapilirken, yeterli ayirmanin saglanabilmesi i¢in, ne tiir bir bilesigin
saflagtirilmasi gerektigi gbz Oniinde tutularak, uygun hareketli faz ve durgun faz segimi
yapilmalidir. Istenilen bilesigin saf olarak ekstrakte edilebilmesi icin, bilesiklerin ve
kontaminantlarin, kolondaki go¢ hareketleri yeterli derecede farkli olmalidir.

2.8.3. Kalitatif Analiz

HPLC ile herhangi bir bilesigin tanimlanmasi igin, ilk 6nce uygun dedektor
secilmelidir. Bu dedektorler, kolondan ayrilan bilesikleri ortaya ¢ikarmak amagli olarak,
sabit fazin posterior kismina yerlestirilirler. Bu amac¢ icin gelistirilmis birgcok c¢esit
dedektor mevcuttur. Bu tip ayirma yapilirken en ¢ok dikkat edilmesi gereken nokta,
bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak saptanmis olmasidir. Ancak yine de kesin
bir sonu¢ elde etmek icin, birka¢ yoOntemin karsilastirmali olarak denenmesi
gerekmektedir.

2.8.4. Kantitatif Analiz

HPLC ile miktar ol¢limii, bilinmeyen bir derisimdeki bilesigin, bilinen bir ¢ozelti
icinde tanimlanmasi yontemine dayanir ve bu tip bir Sl¢lim igin, bir seri standart
cozeltinin, HPLC’ye enjekte edilmesi gerekir. Bilinen bu ¢ozeltilerin kromatografileri

sonucu elde edilen pikler, istenen bilesigin derisiminin hesaplanmasinda kullanilacaktir.
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2.9. Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi (LC-MS)

LC-MS, sivi kromatografisinin fiziksel ayrima ozellikleri ile kiitle analizine
olanak taniyan MS teknolojisinin birlesmesiyle olusan sistemdir. LC-MS bir¢cok amag
icin kullanilan yiiksek segicilige ve hassasiyete sahip ¢ok giiclii bir analitik tekniktir.
Genellikle belli bir karisim igerisinde istenen bir kimyasal maddenin miktarini
belirlemek i¢in kullanilir. Kiitle spektroskopisinde single quadrapole, triple quadrapole,
ion trap, TOF ve Q-TOF gibi farkli kutle analizorleri kullanilmaktadir. Uzun bir siire
boyunca sivi kromatografisi i¢in sabit bir akis hizi saglamak zordur. Elektrosprey
iyonizasyon yontemi bu zorlugu yenmistir. Interface genel olarak elektrosprey kaynagi
ya da bunun degisik bir versiyonu olan nanosprey kaynagidir. Bunlara ek olarak
atmosferik basing kimyasal iyonizasyon interface’i de kullanilmaktadir. Cok degisik
depozisyon ve kurutma teknikleri de kullanilmaktadir. Bunlarin iginde en c¢ok
kullanilan1 Maldr’dir. LC-MS-EI teknigi HPLC nano sistemi ile elektron iyonizasyon
kiitle spektroskopisinin birlesimidir.”

2.10. Kltle Spektrometrisi (MS)

Kiitle Spektrometrisi (MS) uzun yillardan beri kullanilmakta olup ilk kez bir
kiitle spektrumu 1898’de Wien tarafindan elde edilmistir. 1905°de ise Thompson kararli
izotoplarin bulundugunu gostermek i¢in yapmis oldugu deneyde farkli pozitif iyonlarin
kiitle/yiik (m/z) oranina gore farkli parabolik yoriinge kat ettigini gostermistir. Sivi
kromatografisi ve gaz kromatografisinde kutle spektrometrisinin dedektor olarak
kullanilmastyla daha hassas sonuclar elde edilmekte ve ¢aligmada kullanilan bilesikler
hakkinda daha ¢ok bilgiler elde edilmektedir. Tiim organik bilesiklerde ortak bir fiziksel
Ozellik olan kutleye cevap verebilmesi en buyuk 6zelliktir.

Kiitle Spektrometrisini temel sekilde agiklarsak; gaz fazindaki numune, yiksek

enerjili elektronlarla carpisarak yiiklii iyonlar haline doniismektedir. Hizlandirilan bu
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iyonlar manyetik ve/veya elektrik alaninda saptirilmaktadir. Iyonlarm sapmasi
kiitlelerine, yiiklerine ve hizlarina baghdir. Eger yiik, hiz ve saptiric1 gii¢ sabit ise,
sapma agir pargaciklarda az hafif pargaciklarda ¢ok olacaktr,’®884

Kiitle Spektrometrisi, evrensel, kiitle bagimli ve yikici (parcalayan) bir
dedektordiir. Her numune i¢in sinyal verir. Kiitle Spektrometrisi su kisimlardan olusur.

1. Numune giris sistemi

2. Iyon kaynag

3. Kditle analizori

4. Dedektor

2.10.1. Numune Giris Sistemi

Numune girig sisteminin amaci ¢ok az miktardaki numuneyi numune giris
sisteminin i¢ine almaktir. Bu kistm vakum altinda bulunur ve numune alma esnasinda
vakum diismez. Numunenin cihaza alinmasi baslica ii¢ sekilde yap111r.83'84

a. Buharlastirarak

b. Dogrudan

c. Kromatografi diizeneginden geldigi gibi

2.10.2. iyon Kaynag

Molekiillerin iyonlastig1 boliimdiir. Bir molekiil, atom veya iyondan bir elektron
uzaklagsmasi olayma iyonizasyon denir. Iyonlastirma teknikleri; gaz, sivi ve kati gibi
maddenin farkli fiziksel durumuna ve maddenin 1sisal kararliligina baglh olarak segilir.
Gazlar ve sivilar igin elektron, foton bombardimanli iyonlastirma; katilar igin ise
termal, lazer desorpsiyon, atom bombardimani, elektrik bosalim ve alan desorpsiyon
iyonlagsma uygundur. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan iyonlastirma teknikleri elektron

impact, kimyasal ve elektrosprey iyonizasyondur.2%
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Elektronik Impact (EI) kisaca analit molekiiliiniin enerjili elektronlarla
bombardiman edildigi iyonizasyon yontemi olarak tanimlanir. Sicak bir flamandan
cikan elektronlar bélme boyunca odaklanacaklar ve 70 eV'luk bir potansiyele sahip bir
elektrot tarafindan ¢ekileceklerdir. Boylece her bir elektron 70 eV'luk bir enerji kazanir
ve ortama giren numune ile ¢arpisarak bir seri pargalanma tepkimeleri olusur.
Molekiildeki baglarin  kirilmas1  tim pozitif ve negatif iyonlarin olusmasini
saglayabilecektir. Cogu organik molekiil i¢in pozitif iyon olusumu enerji agisindan daha
cok tercih edilir. Elektronun sahip oldugu enerji biitiin baglar1 kirmak i¢in yeterli
enerjidir. 70 eV'luk enerjinin kullanilmasi kararli, tekrarlanabilir ve molekiile 6zgii kiitle
spektrumlarinin olusmasini saglar. Elektron bombardimani ile olusan iyonlarin bagil
bliytikliikleri, iyonize edici elektronlarin enerjileri ve iyonizasyonun olustugu sicakliga
baghdir. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) elektrik alanda iyonlasmis bir sprey olusturup
¢Oziicii buharlastirilir.?®* Kimyasal Iyonizasyon (CI) genellikle diiz zincirli alkan,
alken veya alkoller gibi homolog bilesikler EI ile kararli molekiiler iyonlara sahip
pozitif tanimlama yapilamayacak kadar kiiciik bagil cokluga sahiptirler. CI'nin esas1
iyon-molekiil tepkimelerine dayanir. Yiiksek enerjili iyonlar garpistiklari molekiile ya
proton aktarirlar ya da ondan hidriir ve elektron koparirlar. Kimyasal iyonlasmali kiitle
spektrometrisinde (CI-MS), iyon kaynagina reaktif gaz verilerek yiiksek basing elde
edilmektedir. Reaktif gaz numune molekiilleri ile i¢ etkilesime girecek reaktif iyonlarini
olusturmak tiizere elektron demeti tarafindan iyonize edilmektedir. Ortamdaki yliksek
basincin etkisiyle reaktif iyon ile numune i¢ etkilesime girer. El'ya gore enerji daha
diisiiktiir. 2%

2.10.3. Kutle Analizoru
Iyon kaynagindan ¢ikan iyonlasma iiriinleri analizdre yonlendirilir. Analizor,

kiitle/yiik (m/z) oranlarina gére maddelerin ayirmminin saglandigr boliimdiir.2*
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Bugiin en ¢ok kullanilan kiitle analizérleri sunlardir;

a. Manyetik sektorll katle analizori

b. Ugus zamanl kiitle analizori

c. Kuadropol kitle analizord.

2.10.4. Dedektor

Kiitle analizorlerinden gegen iyonlar elektron ¢ogaltici dedektore ulasir. Elektron
cogalticida ¢arpismadan dolayr olusan akim once analog voltaja, sonra da dijital sinyale

dontisiir. En ¢ok kullanilan dedektorler dizi dinot elektron ¢ogaltict ve devamli dinot

elektron cogalticilardir. Bunlar sinyali 107 degerine kadar artirabilirler. Bu da
fentoamper gibi ¢ok diisiik iyon akimlarinin kaydedilmesini saglar.

MS'den milisaniye araliklarla gelen verilerin hizla kaydedilmesi ve depolanmasi
gereklidir ki bu da bir bilgisayarla kolayca saglanabilmektedir. LC-MS ve GC-MS
sistemleri, ara baglant1 ve veri toplama basamaklarindaki problemlerin ¢éziilmesinden
sonra, daha yaygin kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan bagka aletin kalibrasyonun
otomatik yapilip, sonuglarinin alinabilmesi, analiz kosullarinin kolayca girilmesi, aletin
kontroliiniin yapilip verilerin alinabilmesi, analiz sonrasi veri degerlendirmelerinin
yapilabilmesini bilgisayar saglamaktadir.?*

Kiitle spektrometrisi ile analizlerde 3 tip iyon tarama sekli vardir:

1.Toplam iyon taramasi: Bir analiz sirasinda ayrim yapmadan tiim iyonlarin 10-
800 akb (atomik kiitle birimi) araliginda taratilmasi ile gerceklestirilir.

2. Secilen iyon taramasi: Aranilan bilesik i¢in en karakteristik olan, kararli ve
coklugu fazla olan m/z degerleri segilip, taratilir. Se¢ici iyon taramasinda segilen
iyonlarin tarama siiresi (dwell time) analizci tarafindan secilir.

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

yapilamaz.
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2.10.5. Vakum Sistemleri

MS cihazi 10°-10® torr civarinda calismaktadir. MS’de vakum sisteminin
olmasini gerektiren nedenler soyle siralanabilir; 34

1. Flaman yiiksek basingtaki oksijen altinda isitilirsa yiikseltgenip yanabilir.

2. Basing arttikga kiitledeki ¢ogaltici, kaynak ve analizorde yiliksek voltaj
kirilmalar1 olabilir.

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

4. Kiitle spektrometrisinde diisiik basing saglamanin en 6nemli nedeni, analiz
edilen iyonlar arasindaki carpismayr en aza indirmektir. Cilinkli iyon siirekli diger
molekiiller ve yiizeyler ile carpisiyorsa, iyonlar1 belli bir yolda yonlendirmek igin
kullanilan gli¢ler yararsiz olacaktir.

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

6.Yiiksek basing ile spektrum almak ve yorumlamak zordur.

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

8. Vakum sistemi analizoriin islemini gerceklestirmesi i¢in gereken molekiiler

ortalama yolu saglar.

Bu nedenlerden dolayr MS i¢in vakum sistemleri ¢ok 6nemlidir. MS de cihaz
i¢indeki basinci 106 torr civarinda tutmak i¢in degisik pompalar kullanilir. Bunlardan en
cok kullanilanlar1 pompalar, turbo molekiiler ve difiizyon pompalaridir.

2.11. LC-MS’in Uygulama Alanlari

LC-MS ilag ile ilgili olan ¢alismalarda oldukg¢a sik basvurulan bir yontemdir.

Bundan dolay1 farmakokinetik ve biyoanaliz ¢alismalarinda yaygin bir kullanim1 vardir.
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Bu caligmalarda en kisa siirede ilacin kanda veya organlarda tayinini yapmak c¢ok
onemlidir. MS hassasiyetinin, analiz siiresinin ve segiciliginin UV’ye gore ¢cok daha list
dizeyde olmasi dolayisiyla tercih edilmektedir. MS kullanimindaki en biiyiik
avantajlardan biri de MS-MS’in kullanilmasidir. Dedektor sadece belli bir iyonun
dlgiilmesine programlanabilir. Islem genelde bir se¢im islemidir fakat gériindiigiinden
daha komplekstir. Olgiilen deger operator tarafindan segilen molekiil parcalaridir. LC-
MS tekniginde eger higbir iyon interferesi yoksa yontem g¢ok hizlidir. MS-MS ydntemi
ile analiz siiresi bir dakika ve altina diisiiriilebilmistir. Bu analiz siiresi HPLC’ nin
ortalama 10 dakikalik analiz siiresiyle karsilastirildiginda olduk¢a  hizh
goriinmektedir. 32

LC-MS proteomiks caligmalarda da kullanilarak karisim i¢indeki maddeler teshis
ve tayin edilir. Denatiirasyonu sonucunda c¢ikan driinlerin kiitle spektroskopisi
fingerprint (parmak izi) ya da tandem MS-MS yo6ntemi ile her bir peptidin sirasinin
belirlenmesi gibi uygulamalar vardir. LC MS/MS yontemi yiiksek ¢oziiniirliikteki kiitle
spektroskopilerinde dahi c¢akisan molekiilerin analizinde kullanilir. Sodyum dodesil
stlfat poliakrilamit jel elektroforezinde ya da HPLC gii¢lii katyon degistiricisinde
ayrimi yapildiktan sonra biyolojik sivilar ve serumlardaki 1000 kadar proteinin analizi
LC MS/MS ile yapilabilir.3®’

LC-MS cihazlari ilag gelistirmenin bircok asamasinda kullanilmaktadir. Ornegin
Peptit Mapping, Glikoprotein Mapping, dogal {iriin dereplikasyonu, bioafinite taramasi,
In vivo ilag arastirmalari, metabolik stabilite aragtirmasi, metabolit tayini, safsizlik
tayini, bozulan iiriinlerin tayini, kantitatif aragtirmalar ve kalite kontrol ¢aligmalarinda

kullanilmaktadir. 2%
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Sekil 2.10. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi cihazinin sematik

goOsterimi

2.12. Analitik Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

Gegerlilik testi (validasyon), bir analiz yonteminin performans o6zelliklerini
istenilen analitik uygulamada, belirlenen gerekli kosullarda sagladigini gostermek igin
yapilan islemlerin tiimiidiir. Analitik yontemin kabul edilebilirligini gostermek igin
kullanilan analitik parametreler:

1. Dogruluk; 2. Kesinlik; 3. Dogrusallik; 4. Duyarlilik; 5. Stabilite; 6. Secicilik/
Belirleyicilik; 7. Saglamlik; 8. Geri Kazanim.

In vivo ortamlardaki miktar tayininde; farmakokinetik parametrelerin dogru
kesin bir sekilde hesaplanmasi, biyoyararlanim ve atilim ¢alismalarinda ilag ve
metabolitinin plazma ve idrar gibi fizyolojik sivilardaki derisiminin dogru bir sekilde
saptanmasina baghdir. Iyi bir sekilde tanimlanmis ve tam olarak valide edilmis analitik
yontem kullanilmasi giivenilir sonug almak i¢in 6nemlidir.

2.12.1. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, elde edilen degerin ger¢ek degere olan yakinligi olarak ifade edilir ve
bagil hata (%BH) ile verilir. Kesinlik, tekrarlanan deney sonuglarinin birbirine olan

yakinligini ifade eder ve standart sapma (SS), bagil standart sapma (%BSS), varyans
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veya varyans Kkatsayisi ile verilir. Kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve
yenilenebilirlik olarak {i¢ basamakta diisliniilebilir. Tekrarlanabilirlik, ayni ¢alisma
sartlarinda kisa bir zaman araligindan sonra kesinlik degerinin gostergesidir. Ara
kesinlik, laboratuvarlar arasindaki farklar1 (giin degisikligi, analizci degisikligi, cihaz
degisikligi gibi) ifade eder. Yenilenebilirlik: laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade
eder (laboratuvarlar arasinda yapilan isbirlikli ¢alismalar, yontem standardizasyonu
gibi).

2.12.2. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En distik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti hazirlanarak
derisime kars1 cihaz cevabinin (absaobans, pik alani vb. gibi) grafige gegirilmesi ile elde
edilen egriye kalibrasyon egrisi denir. Agirlikl ve agirliksiz en kiigiik kareler yontemi
uygulanarak kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin dogru
denklemi ve regresyon katsayis1 elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,
dogrusalligin matematiksel bir Olcilisiidiir. Cihazin cevabi ve numunenin derigimi
arasindaki iliski kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisinde, belirli bir aralikta
numune derisimi ile dogru orantili oldugu aralik dogrusallik olarak ifade edilir.

2.12.3. Duyarhhk

Analizi yapilan maddenin (analit) degisimine kars1 6l¢iim sinyalinde meydana
gelen degisikliktir. Bir baska deyisle, analitik yontemin diisiik derisimleri saptayabilme
yetenegidir.

Gozlenebilme Sinir1 (Limit of Dedection, LOD): Belirlenen deney kosullar
altinda, 6rnek iginde kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte Olcilebilen en diisilk madde
derisimidir.

Miktar Tayin Alt S (Limit of Quantitation, LOQ): Belirlenen deney

kosullarinda saptanabilen en diisiik derisimdir. Bir sinir degeri olup, madde derisiminin
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belirli bir derisim altinda veya iistlinde olup olmadigi saptanir. Bu sinir, saptama
sinirinda hazirlanmis uygun sayida 6rnegin analizi ile gerceklesir.

2.12.4. Stabilite

Stabilite, belirli bir matriks i¢indeki bir analitin, amaclanan saklama 1sisinda,
dondurma veya ¢Ozme donemlerinin etkisinde, oda 1sisinda veya diger cevresel
faktorlerin etkisinde bozunmadan kalma siiresi olarak tanimlanir. Ayrica, normal
laboratuvar sartlarinda nem, sicaklik, 1sik ve hava gibi etkilere saf analit ve/veya analit
cozeltisi maruz birakilarak hangi siirede bozunmadan kaldigimin laboratuvar testleri ile
incelenmesidir.

2.12.5. Saglamhk

Bir analitik yontemin saglamligi, yontem parametrelerindeki kugctik ancak énemli
degisikliklerde etkilenmeden kalma kapasitesinin bir 6l¢iisiidlir ve yontemin normal
kullanimi sirasinda giivenilirliginin bir gostergesidir. Yontem gelistirme sirasinda akis,
pH, 1s1, kolon gibi elde edilen sonuglar zerine etki gdsteren bu gibi parametrelerin
sonuglar lizerine etki gostermeyen degisikliklerin araligi da saglamlik araligi olarak
isimlendirilmektedir.

2.12.6. Geri Kazanim

Analitik geri kazanim bir numune ortamindan ekstrakte edilen ve numune
ortamina ilave edilen analitin miktarindan elde edilen degerin standart c¢alisma
cozeltilerinden elde edilen degerler ile kiyaslanmasi sonucunda belirlenen degerdir.
Biyolojik ortamlarda ise analiz sonucunda bulunan degerin ger¢ek degere orani olarak

ifade edilir.
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2.12.7. Secicilik-Belirleyicilik
Olmas1  beklenen  bilesenler  varliginda  incelenenin  tam  olarak
degerlendirilebilmesi yetenegidir. Bunlar kirlilikler, pargalanma Triinleri, diger

interferanslar olabilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler

Olanzapin (Sigma-Aldrich); Olaxinn (Generica ilag); Ollafax (Dr.F Frik ilag)

Ozaprin (Ali Raif Ilag); Rexapin (Abdi Ibrahim Ilag); Zyprexa (Lilly Ilac)

Asetonitril (HPLC saflik, Merck, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

Etanol (Sigma-Aldrich)

Diizopropil eter (Merck, Almanya)

Dietil eter (Merck, Almanya)

Trifloro Asetik Asit (TFA) (Merck, Almanya)

Formik asit (Merck, Almanya)

Irbesartan (Sigma-Aldrich)

Deiyonize Su

Calisma sirasinda kullanilan otomatik pipetler (10-100 pL, 100-1000 pL ve
1000-5000 puL), kuvartz kiivet (USA), oto 6rnekleyici vial kitleri (Agilent, 1.8 mL screw
cap), beher, erlen, mezir, deney tipl, balon joje Atatirk Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Laboratuvarindan, biyolojik matriks olarak kullanilan saglikli
insan plazmasi Atatiirk Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Bankasindan
temin edildi.

3.2. Cihazlar

Santrifuj ( Hettich, RPM x 100)

Ultrasonik banyo (Elma LC 30)

Terazi (Metler Toledo)

Karistirict (Vorteks, IKA)

Su banyosu (GFL)
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Etlv (Memmert)

Vakum pompasi (Phenomenex)

Spektrofotometre sistemi (Thermospectronic, HealOS )

HPLC Sistemi; (Agilent Technologies 1200 Series)

-Degazer (Agilent Technologies)

-Pompa (Agilent Technologies)

-Kolon (Cyg, 5 um, 250 x 4.6 mm, USA)

-Oto 6rnekleyici (Agilent Technologies)

-UV-dedektor (Agilent 1200 serisi)

-MS-dedektor (Agilent 6120 Quadrupole)

3.3. Yontemler

3.3.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri Yontem Sartlar:
UV-Gorunur Bolge Spektrofotometri calismasinda uygulanan yontem sartlari

Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometri yontem sartlart

Yontem Sartlar Olanzapin
Data modu Absorbans
Start Lambda( A) (nm) 242

Stop Lambda (1) (nm) 320
Lambda (L) Degisimi (nm) 325
Tarama Hizi 600 nm/dk
Bant Genisligi 2nm
Duzgunlik Y uksek

3.3.2. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontem Sartlar
HPLC calismasinda, uygulanan yontem sartlar1 Tablo 3.2’de verildi.
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Tablo 3.2. HPLC yo6ntem sartlari

Standart/Plazma

Kolon Cis (5 um, 150 x 4.6 mm)
Dedektor uv
Dalga boyu 272 nm

Hareketli faz

Metanol/Asetonitril/Su
(%0.2°lik TFA iceren)
(40:30:30, h/h/h)

Kolon sicakligi

Kolon akis hiz1

ImL/dk

Enjeksiyon hacmi

10 pL

3.3.3. Sivi Kromatografisi-Kutle Spektroskopisi (LC-MS) Yontem Sartlari

LC-MS c¢aligmasinda, uygulanan yontem sartlar1 Tablo 3.3’de verildi.

Tablo 3.3. LC-MS yontem sartlari

Sabit Faz

Agilent Cyg kolon (5 um, 150 x 4.6 mm)

Hareketli faz

Su (%0.1°lik formik asit iceren)-
Asetonitril (20:80, h/h)

Akis hiz1 1 mL/dk
Kolon sicaklig1 25°C
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Analiz suresi 5 dk
Iyonizasyon Elektron sprey pozitif
Molekdler iyon (Olanzapin) 313.2
Molekuler iyon (Irbesartan) 429.2
Kurutma gaz akis hiz1 10 I/dk
Piiskiirtme basinci 40 psi
Kurutma gaz sicakligi 300 °C
Parcalama voltaji 60 eV
Kurutma sicaklig 250 °C
Kapiler voltaj 4000 V
Korana current 5 Ma
Sarj voltaj 2000 V
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3.4. Olanzapinin Plazmadan Sivi-Siv1 Ekstraksiyon Prosesi

Istenen derisimdeki ¢dzeltiyi elde etmek icin eklenen standart olanzapin

¢ozeltisinin etanolii azot gazi altinda uguruldu.

0.5 mL bos insan plazmasi eklendi 2 dakika karistirildu.
5 mL dietil eter-diizopropil eter (50:50, h/h) karisim1 eklendi.
Tiiplerin agz1 kapatilarak 5 dakika karistirildi.

4000 rpm de 7 dakika santriftijlendi.

Organik faz alindi, oda kosullarinda azot gazi altinda uguruldu.

Elde edilen kalinti:

HPLC ve LC-MS Yontemi;

1 mL metanolde ¢ozuldi

30 saniye karistirildi

45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden siiziildii
Otomatik pipetle viallere koyuldu

10 pL HPLC ve LC-MS sistemlerine enjekte edildi

UV-Goruandr Bélge Spektrofotometri Yontemi;

5 mL etanolde ¢ozildi
30 saniye karistirildi

Kuvartz kiivetlere koyuldu ve 6l¢iimler alindi

3.5. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Olanzapin etkin maddesini igeren bes farkli farmasotik preparat (rexapin,

olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa tablet) Piyasa Eczanelerinden temin edildi. Herbir

ilagtan sekiz tablet tartilarak tek bir tablet kiitlesi belirlendi. 8 tablet iyice ogiitiilerek toz

haline getirildi. Iyice karistirilarak homojenize edildi. Ornekleme yontemine gére bir
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tabletin kiitlesinde tartilarak balon jojeye konuldu ve etanolde ¢ozilerek 100 pg/mL
derisiminde tablet stok ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden uygun derisimlerde tablet

calisma ¢ozeltileri hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Gorunur Bolge Spektrofotometri Yontemi

4.1.1. Stok, Standart ve Kalite kontrol Cozeltilerin Hazirlanmasi

10 mg olanzapin tartildiktan sonra 100 mL etanolde ¢oziilerek 100 pg/mL’lik
stok ¢Ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1, 2, 5, 8, 10, 20, 25 ve 30 pg/mL
derisimlerinde standart galisma ¢ozeltileri ve 3, 15 ve 27 pg/mL derisimlerde kalite
kontrol c¢ozeltileri hazirlandi. Standart calisma ¢ozeltilerinin  UV-Gorlinir Bolge

spektrofotometre de 272 nm dalga boyunda absorbanslari alindi ve Sekil 4.1°de verildi.
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Sekil 4.1. 1, 2, 5, 8, 10, 20, 25 ve 30 pg/mL derisimdeki standart olanzapin

cozeltilerinin UV-Gorunur Bolge Spektrofotometri absorbsiyon spektrumlari

4.1.2. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

4.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

UV-Gorunar Bolge Spektrofotometride 1-30 pg/mL  derisim araliginda
hazirlanan bir seri olanzapin ¢dzeltilerinin spektrumlari alindiktan sonra olanzapin

coOzeltilerinin derisimlerine kars1 okunan absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile
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kalibrasyon egrisi elde edildi ve Sekil 4.2’de verildi. UV-Gorlinlr Boélge
Spektrofotometri yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz

sonuclar1 Tablo 4.1°de verildi.
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Sekil 4.2. UV-Gorunir Bolge Spektrofotometri yonteminde standart ¢ozeltilerin

kalibrasyon egrisi

Tablo 4.1. UV-Gorinir Bolge Spektrofotometri yontemi ile elde edilen
kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

a(;A
(ng/mL)

1-30 Ar720m=0.0648x+0.0007 0.000266 0.005298  0.9997

R Sa Sh R

CA: ¢alisma aralig, *:6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon
egrisindeki kaymanin standart sapmast, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R:
korelasyon katsayis1
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4.1.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Olanzapinin standart cozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en kiigiik
derisiminden daha kiiciik derisimlere inilerek bir seri standart ¢ozeltiler hazirland1 ve
alt1 kez absorbanslari okundu. Okunan degerlerin standart sapma ve bagil standart
sapmalar1 (%BSS) belirlendi. Yiizde bagil standart sapma degeri %20°den kuglk olan
derisim LOD degeri ve %10°dan kii¢iik olan derisim ise LOQ degeri olarak belirlendi.
Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.33 ug/mL ve 1.00 ug/mL olarak belirlendi.

4.1.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu, kesinligi gunigi ve giinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrisi igine diisen ii¢ farkli derisimde (3, 15 ve 27 ug/mL) hazirlanan
olanzapin kalite kontrol ¢ozeltileri glinici (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar sartlarinda 1
ginde 6 kez) ve giinler arasi (aym1 yontemle 6 farkli giinde 6 kez) miktar tayinleri
yapildi. Elde edilen deney sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart
sapmasi ve bagil hatasi belirlendi. Dogruluk bagil hatayla [%BH= (bulunan deger-
eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS =

(SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. UV-Gorinlr Bolge Spektrofotometri yonteminin dogruluk ve
kesinlik degerleri (n=6)

Gunigci Giinler aras1
N Eklenen

Bulunan£SS Dogruluk Kesinlik  Bulunan£SS  Dogruluk Kesinlik
(nm)  (ug/mL)

(ug/mL) %BH  %BSS (ug/mL) %BH  %BSS
3 31140018 3721 0578  3.09+0.054 2864  1.756
272 15  1506+0054 0374 0360 1507+0.041 0442  0.271

27 26.741+0.024 0.970 0.088  26.90+0.023 -0.379 0.087

A: dalga boyu, SS: Standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma
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4.1.2.4. Analitik Geri Kazanim

UV-Gorunar Bolge Spektrofotometri yontemi ile farmasotik preparatlarda
olanzapinin geri kazanim caligmasi standart ekleme yontemine gore yapildi. Olanzapin
etkin maddesi iceren rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa ticari ilaglardan 2
pg/mL derisimde Boliim 3.4.°de belirtildigi sekilde hazirlandi. 2 pg/mL derisimdeki ilag
cozeltilerinin UV-Gorunir Bolge spektrumlari alindi. Bu ¢ozeltiler tizerine 1, 13 ve 25
pg/mL derisimlerde olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltileri eklendi ve UV Spektrumlari
alindi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi
belirlendi. Analitik geri kazanim [%GK= (toplam ¢06zeltinin bulunan degeri-ilag
¢ozeltisinin degeri) / eklenen standart ¢ozeltisinin degeri)x 100]. Calisma sonucunda
elde edilen, standart sapma, bagil standart sapma ve yiizde geri kazanim (%GK)
degerleri Tablo 4.3’de ve 2 pg/mL derisimindeki bes farkli ilag ¢ozeltisine ait UV

spektrumlart ise Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de verildi.
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Tablo 4.3. UV-Gorinlr Bolge Spektrofotometri yonteminin analitik geri

kazanim degerleri

Tablet Eklenen
Farmasotik o ] Ortalama£SS
cozeltisi  olanzapin %GK %BSS
Preparat (ng/mL)
(ng/mL)  (ng/mL)
1 3.03+0.06 103.0 1.98
Olaxinn
13 14.99+0.21 99.9 1.40
(10 mg/tablet) 2
25 26.84+0.31 99.4 1.16
1 3.01+0.07 101.0 2.33
Ollafax
13 15.16+0.09 101.2 0.59
(10 mg/tablet) 2
25 27.6+0.40 102.4 1.45
1 2.99+0.08 99.0 2.68
Ozaprin
13 15.24+0.07 101.9 0.46
(10 mg/tablet) 2
25 27.15+0.48 100.6 1.76
1 3.02+0.14 102.0 4.64
Rexapin
13 14.91+0.04 99.3 0.27
(10 mg/tablet) 2
25 27.39+0.38 101.6 1.39
1 2.99+0.09 99.0 3.01
Zyprexa
13 15.04+0.12 100.3 0.80
(10 mg/tablet) 2
25 27.4+0.73 101.6 2.66
SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim
el
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Sekil 4.3. Olaxinn tablet ¢ozeltisinin (2+13 pg/mL) UV spektrumu
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Sekil 4.4. Ollafax tablet ¢cozeltisinin (2+13 ug/mL) UV spektrumu
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Sekil 4.5. Ozaprin tablet ¢ozeltisinin (2+13 pug/mL) UV spektrumu

320
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Sekil 4.6. Rexapin tablet ¢cozeltisinin (2+13 pg/mL) UV spektrumu
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Sekil 4.7. Zyprexa tablet ¢ozeltisinin (2+13 pg/mL) UV spektrumu

4.1.2.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi
10 mg/tablet olanzapin igeren rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa tablet
cozeltileri Boliim 3.4.’de belirtildigi sekilde hazirlandi. Kalibrasyon egrisi sinirlarinda

tayin edilecek sekilde ¢ozeltiler seyreltildi ve UV-Gorlnir Bolge spektrofotometri
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yontemi ile miktar tayinleri yapildi. Elde edilen absorbans degerleri standart olanzapin

cOzelti degerleri ile karsilastirilarak %GK ve %BSS degerleri Tablo 4.4’de verildi.

Tablo 4.4. Olanzapin igeren rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa

tabletlerinin miktar tayini (n=6)

Olgiilen  Bulunan+SS

Ticari Preparat %GK %BSS  Given Aralig

(mg) (mg)
ag‘):;gr/‘tablet) 10 9.90+0.05  99.0 047  98.87-99.13
8'(;6‘:;3‘;‘“&“60 10 10214011 1021 110  101.82-102.38
8zoarpnrg;r/]tablet) 10 975:013 975 132  97.22-97.78
E%anp;?tablet) 10 9.75¢003 975 035  97.42-97.58
Zyprexa

(10 mg/tablet) 10 10.06+0.03  100.6  0.26  100.52-100.68

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim

4.2. Plazma Calismasi

4.2.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan plazma Atatiirk Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi
kan merkezinden temin edildi. Plazma kalibrasyon egrisini elde edebilecegimiz 2, 5, 8,
10, 20, 25 ve 30 ug/mL’lik derisimlerdeki olanzapin standart ¢alisma ¢Ozeltilerinden
uygun miktarlarda bos plazmanin 0.5 mL’sine spayk edildi, karistirild1 ve BOlim 3.4’de
belirtildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapildi. Her bir c¢ozeltinin UV-Gorlinir Bolge

spektrumlari alind1 ve Sekil 4.8’de verildi.
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Sekil 4.8. 2, 5, 8, 10, 20, 25 ve 30 pg/mL derisimdeki olanzapin plazma

cozeltilerinin UV spektrumlari

4.2.2. YOntem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

4.2.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

2-30 pg/mL derisim araligindaki olanzapin plazma ¢ozeltilerinin derisimlerine
kars1 272 nm’deki UV spektrumlarindan elde edilen absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi ve ortalama kalibrasyon egrisi Sekil 4.9’da

verildi.

1.5

Absorbans

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

Derisim (ug/ml)

Sekil 4.9. UV-Gorinir Bolge Spektrofotometri  yonteminde plazma

coOzeltilerinin kalibrasyon egrisi
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UV-Gorunar Bolge spektrofotometri  yonteminde plazma c¢o6zeltilerinin
kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5’de

verildi.

Tablo 4.5. UV-Gorinilr Bolge Spektrofotometri yontemi, plazma ¢ozeltilerinin

kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglar1

a
) CA a
Matriks LR Sa Sb R
(ug/mL)
plazma 2-30 Ar700m=0.0694x-0.0057 0.00025 0.00216 0.9996

CA: ¢aligma aralig1, %:6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon egrisindeki
kaymanin standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R: korelasyon katsayisi

4.2.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Olanzapin plazma c¢ozeltileri ile elde edilen kalibrasyon egrisinin en kiigiik
derisiminden daha kii¢iik derisimlerde bir seri plazma ¢6zeltileri hazirlandi ve alt1 kez
absorbanslar1 okundu. Okunan degerlerin %BSS’lar1 belirlendi. Yiizde bagil standart
sapma degeri %?20’den kii¢iik olan derisim LOD degeri ve %10’dan kiigiik olan derisim
ise LOQ degeri olarak belirlendi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.7 pg/mL ve 2
pg/mL olarak belirlendi.

4.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinler arasi degiskenlerle belirlendi.
Kalibrasyon egrisi igine diisen {i¢ farkli derisimde (3, 15 ve 27 pg/mL) hazirlanan
olanzapin plazma kalite kontrol cozeltileri glini¢i (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar
sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle 6 farkli glinde 6 kez) deneyleri
yapildi. Elde edilen deney sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart

sapmast ve bagil hatasi belirlendi. Dogruluk bagil hatayla [%BH= (bulunan deger-
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eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS=
(SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.6).

4.2.2.4. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim c¢alismasinda, ii¢ farkli derisimde olanzapin kalite
kontrol ¢ozeltileri (3, 15 ve 27 ug/mL ) plazmaya spayk edildi, karistirildi ve Bolim
3.4’de verilen ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonlart yapildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin giinigi ve gilinler arasi alt1 kez analizleri yapildi ve
ortalama degerleri ile standart sapmasi belirlendi. Plazmadan elde edilen degerler
standart calisma ¢ozeltilerinden elde edilen degerlere oranlanarak ylizde geri kazanim

degerleri belirlendi ve yiizde geri kazanim degerleri Tablo 4.6°da verildi.

Tablo 4.6. Plazma galismasinda, UV-Gorlnir Bolge Spektrofotometri yonteminin

dogruluk, kesinlik ve geri kazanim degerleri (n=6)

Gunigi Gunler aras1
Eklenen
(wg/mL) BulunantSS Dogruluk Kesinlik % GK  BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik % GK
m

o (ng/mL) %BH  %BSS (ng/mL) %BH % BSS
3 2.98+0.02 -0.67 0.67 99.3 2.96+0.02 -1.33 0.68 98.7
15 14.91+0.03 -0.60 0.20 99.4 14.59+0.09 -2.73 0.62 97.3
27 25.95+0.04 -3.88 0.15 96.1 26.06+0.08 -3.48 0.31 96.5

SS: standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim

4.3. Kromatografik Yontemler

4.3.1. HPLC Yontemi

4.3.1.1. Standart Calisma ve Kalite Kontrol C0Ozeltilerinin Hazirlanmasi

100 pg/mL’lik olanzapin stok ¢dzeltisinden etanol ile 0.25, 0.5, 2.5, 5, 15, 20, 30
ve 40 pg/mL derisimlerde standart galisma c¢ozeltileri ve 1, 10 ve 25 pg/mL

derisimlerde ise kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Caligmada internal standart (IS)
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olarak irbesartan kullanildi. Irbesartan (molekiil agirligi: 428,5 g/mol) standartindan 100
pug/mL  derisimde stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden ise deneylerde
kullanilmak tizere 5 pg/mL derisimde irbesartan standart ¢calisma ¢ozeltisi hazirlandi.
Olanzapin standart c¢alisma ¢oOzeltilerine 5 pg/mL derisimde IS (irbesartan)
cozeltisi eklendi ve elde edilen c¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edilerek

kromatogramlar1 alind1 ve Sekil 4.10°da verildi.
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Sekil 4.10. 5 ng/mL derisimde IS iceren 0.25, 0.5, 2.5, 5, 15, 20, 30 ve 40 pg/mL

derisimlerdeki olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlari

4.3.1.2. YOntem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

4.3.1.3. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

5 pg/mL derisimde IS iceren 0.25-40 pg/mL derisim araliginda hazirlanan
olanzapin standart c¢alisma ¢Ozeltilerinin  HPLC kromatogramlari alindi  bu

kromatogramlarda olanzapin ve IS pik alanlar belirlendi. Olanzapin ¢ozeltilerinin
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derisiminine karsi, pik alan oranlarinin (IS pik alani/ olanzapin pik alani) grafige

gegirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.11).

45 -
4 - y = 0,0962x + 0,0053
3k | R2=0,998

Alan Oram

0 10 20 30 40 50
Derisim (ug/mL)

Sekil 4.11. HPLC yontemi ile elde edilen olanzapin standart calisma

cozeltilerinin kalibrasyon egrisi

HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7. HPLC yoOntemi ile elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz

sonugclari

aQA

A(nm) LR Sa Sb R
(ug/mL)

0.25-40 272 y=0.0962x +0.0053 0.00424 0.00061 0.9990

CA: calisma aralig, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon
egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R:

korelasyon katsayisi
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4.3.1.4. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sitmir1 (LOQ)

HPLC yo6nteminin LOD ve LOQ degerleri ICH (International Conference on
Harmonisation) klavuzlarinda verildigi sekilde belirlendi. Ilk olarak olanzapin standart
calisma cOzeltilerinin kromatogramlar1 alindi. Bu kromatogramlardan sinyal/gurulti
(S/G) oranlar1 tespit edilerek S/G orani 3 olan deger gézlenebilme sinir1 (LOD) ve S/G
orani 8 olan degerde miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi. HPLC ydnteminin
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.08 pug/mL ve 0.25 pg/mL olarak tespit edildi.

4.3.1.5. Dogruluk ve Kesinlik

YoOntemin dogrulugu ve kesinligi giini¢i ve giinleraras: degiskenlerle belirlendi.
Hazirlanan ii¢ farkli derisimdeki kalite kontrol ¢dzeltilerinin giini¢i (aynm1 yontem ve
ayni labaratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (aynm1 yontemle 6 farkli glinde
6 kez) analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi, bagil
standart sapmasi ve bagil hata degerleri elde edildi. Dogruluk bagil hatayla [%BH=
(bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil standart sapma ile

[%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. HPLC yonteminin dogruluk ve kesinlik degerleri

Gunigi Giinler arasi

Eklenen

(wa/mL) BulunantSS Dogruluk Kesinlik  BulunantSS  Dogruluk Kesinlik
m

H (ng/mL) %BH  %BSS (ng/mL) %BH %BSS
1 0.98+0.003 -3.00 0.31 0.96+0.002 -4.00 0.21
10 9.53+0.006 -4.70 0.06 9.54+0.014 -4.60 0.15
25 25.0840.010 0.32 0.04 25.11+0.017 0.44 0.07

SS: standart sapma, BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma
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4.3.1.6. Analitik Geri Kazanim

HPLC yontemi ile farmasottik preparatlarda olanzapinin analitik geri kazanim
caligmasi standart ekleme yOntemine gore yapildi. Olanzapin etkin maddesi iceren
rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa ticari ilaglardan 5 pg/mL derisimde Boliim
3.4.°de belirtildigi sekilde hazirland1 ve hazirlanan ilag ¢ozeltilerine 5 pg/mL derisimde
IS eklendi. Bu ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edildi, kromatogramlar1 alindi ve pik
alan oranlar1 belirlendi. Tablet ¢ozeltilerine 1, 10 ve 25 pg/mL derisimlerde olanzapin
standart ¢alisma ¢o6zeltileri eklendi, HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlari
alind1 ve pik alan oranlar1 belirlendi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi
ve bagil standart sapmasi belirlendi. Analitik geri kazanim (% GK= (toplam ¢ozeltide
bulunan degeri-ilag ¢6zeltisinin bulunan degeri) / eklenen standart ¢ozeltisinin degeri)x
100]. Calisma sonucunda elde edilen, standart sapma, bagil standart sapma ve yiizde
geri kazanim (%GK) degerleri Tablo 4.9°da ve 5 farkli ilag ¢ozeltisine ait 5+1, 5+10 ve
5+25 pg/mL ilag+standart olanzapin ¢ozeltilerinin ve 5 pg/mL IS ¢ozeltisinin HPLC
kromatogramlar1 Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da, 5 pg/mL derisimde bes farkl

tablet ¢cozeltilerinin HPLC kromatogramlar ise Sekil 4.17°de verildi.
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Tablo 4.9. HPLC yonteminin farmasotik preparatlarda analitik geri kazanim

degerleri
Eklenen Standart Tablet
Tablet Cozeltiler Cozeltisi BulunanzSS 7 GK 76 B33
gmy)  gmy P
1 6.03+0.01 103.0 0.17
olaxinn 10 5 15.11+0.10 101.1 0.66
25 30.46+0.11 101.8 0.36
1 6.02+0.06 102.0 1.00
ollafax 10 5 15.04+0.26 100.4 1.73
25 30.07+0.11 100.3 0.37
1 6.08+0.04 108.0 0.66
0zaprin 10 5 15.09+0.09 100.9 0.60
25 30.08+0.12 100.3 0.40
1 5.99+0.08 99.0 1.34
rexapin 10 5 14.97+0.23 99.7 1.54
25 29.9940.12 99.9 0.40
1 6.01+0.09 101.0 1.50
zyprexa 10 5 14.98+0.21 99.8 1.42
25 30.01+0.07 100.0 0.23

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim

Sekil 4.12. 5 pg/mL IS igeren rexapin tabletin 5+1, 5+10 ve 5+25 pg/mL

(ilag+standart olanzapin ¢ozeltisi) derisimdeki ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.13. 5 ug/mL IS iceren olaxinn tabletin 5+1, 5+10 ve 5+25 pg/mL

(ilag+standart olanzapin ¢6zeltisi) derisimindeki ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami

Sekil 4.14. 5 ug/mL IS iceren ozaprin tabletin 5+1, 5+10 ve 5+25 ug/mL

(ilag+standart olanzapin ¢6zeltisi) derisimindeki ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.15. 5 pg/mL IS iceren ollafax tabletin 5+1, 5+10 ve 5+25 pg/mL

(ilag+standart olanzapin ¢6zeltisi) derisimindeki ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami

AL
04

Sekil 4.16. 5 pg/mL IS iceren zyprexa tabletin 5+1, 5+10 ve 5+25 ug/mL

(ilagtstandart olanzapin ¢ozeltisi) derisimindeki ¢ozeltilerin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.17. 5 ng/mL IS ve 5 pg/mL derisimde olanzapin igeren rexapin, olaxinn,

ollafax, ozaprin, zyprexa tablet ¢ézeltilerinin HPLC kromatogramlari

4.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulamasi

10 mg/tablet olanzapin igeren rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa tablet
cozeltileri Boliim 3.4.’de belirtildigi sekilde hazirlandi. Kalibrasyon egrisi sinirlarinda
tayin edilecek sekilde c¢ozeltiler seyreltildi ve 5 pg/mL derisimde internal standart
eklendi. Elde edilen ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi
ve kalibrasyon egrisi kullanilarak miktar tayinleri yapildi. Elde edilen degerler standart
olanzapin ¢ozelti degerleri ile karsilastirilarak %GK ve %BSS degerleri Tablo 4.10’da

verildi.
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Tablo 4.10. Tablet bagina 10 mg olanzapin igeren rexapin, olaxinn, ozaprin,
ollafax ve zyprexa tablet ¢ozeltilerinin HPLC yontemi ile miktar tayini (n=6)

o BulunantSS
Ticari Preparat %GK %BSS Giiven Arahg:
(mg)
Rexapin
10.22 +0,33 102.2 3.19 101.35-103.04
(10 mg/tablet)
Olaxinn
9.87£0,27 98.7 2,69 98.01-99.84
(10 mg/tablet)
Ozaprin
9.93+0,03 99.3 0.28 99.22-99.37
(10 mg/tablet)
Ollafax
10.14+0.22 101.4 2,14 100.83-101.97
(10 mg/tablet)
Zyprexa
10.09+0.11 100.9 1.07 100.62-101.18
(10 mg/tablet)

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim

4.5. HPLC Plazma Cahismasi

4.5.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden
temin edilen bos plazmanin 0.5 mL’sine 0.25, 0.5, 2.5, 5, 15, 20, 30 ve 40 pg/mL
derisimlerde standart olanzapin ¢ozeltisi ve 5 pg/mL derisimde IS ¢ozeltisi eklendi,
karistirildi ve Boliim 3.4°de belirtildigi sekilde ekstraksiyonlari yapildi, HPLC sistemine
enjekte edildi ve kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.18). Ayni sekilde bos plazmaninda da

ekstraksiyonu yapilarak HPLC kromatogrami alind1 (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. 5 ug/mL derisimde IS igeren 0.25, 0.5, 2.5, 5, 15, 20, 30 ve 40 pg/mL

derisimdeki olanzapinin plazma ¢dzeltilerinin HPLC kromatogramlari
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Sekil 4.19. Bos plazmanin HPLC kromatogrami

4.5.2. Yontem Gegerlilik Testleri (\alidasyon)

4.5.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

5 ng/mL derisimde IS ve 0.25-40 pg/mL derigim araliginda hazirlanan olanzapin
standart ¢alisma ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip karistirildiktan sonra Bolim 3.4°de
verilen ekstraksiyon prosesiyle plazmadan ekstrakte edilen ¢ozeltiler HPLC sistemine

enjekte edildi, kromatogramlar1 alindi ve pik alanlart belirlendi. Olanzapin plazma
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cOzelti derisimlerine karsi, IS (irbesartan) ve olanzapin pik alan oranlarinin grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.20). HPLC yontemiyle elde edilen

kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglar1 ise Tablo 4.11°de verildi.

3 | y =0,0814x + 0,0027 *
R?=0,9953

Alan Oram
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Derisim (png/mL)

Sekil 4.20. Olanzapin plazma c¢ozeltilerinin HPLC yoOntemi ile elde edilen

kalibrasyon egrisi

Tablo 4.11. Plazma calismasinda, HPLC y0nteminde kalibrasyon egrisinin

istatistiksel analiz sonuglari

‘CA a
A(nm LR Sa Sh R
(gimL) MM

0.25-40 272 y=0.0814x + 0.0027  0.00583 0.00078 0.9976

CA: ¢alisma aralig, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon
egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R:
korelasyon katsayisi

4.5.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sitmir1 (LOQ)

Plazma c¢alismasinda, HPLC yonteminin LOD ve LOQ degerleri ICH
kilavuzlarinda verildigi sekilde tayin edildi. Kalibrasyon egrisinin en kiiglik
derisiminden daha diisiik derisimlerde hazirlanan plazma ¢dzeltilerinin kromatogramlari
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alindi. Bu kromatogramlardan sinyal/giirtiltii (S/G) oram1 3 olan deger gozlenebilme
sinir1 (LOD) ve S/G oran1 8 olan degerde miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi.
HPLC yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.10 pg/mL ve 0.25 pg/mL olarak
tespit edildi.

4.5.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

YoOntemin dogrulugu, kesinligi gilini¢i ve gilinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Hazirlanan ti¢ farkli derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri ve 5 pg/mL derisimdeki IS
cozeltisi plazmaya eklenip ekstrakte edildikten sonra plazma kalite kontrol ¢ozeltileri
(1, 10 ve 25 pg/mL) elde edildi. Bu c¢ozeltilerde ginigi (aynm1 yontem ve ayni
labaratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arasi (ayn1 yontemle 6 farkli giinde 6
kez) olanzapin miktar tayinleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart
sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hata degerleri elde edildi. Dogruluk bagil
hatayla [%BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve kesinlik bagil

standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Plazma caligmasinda, HPLC yonteminin dogruluk ve kesinlik

degerleri
Gunigi Gunler aras1
Eklenen — — - -
(ug/mL) BulunantSS Dogruluk Kesinlik ~ BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik
Hd (ug/ml)  %BH  %BSS  (ug/mL) %BH  %BSS
1 0.99+0.01 -1.00 1.01 0.98+0.03 -2.00 3.06
10 9.94+0.08 -0.60 0.81 9.95+0.04 -0.50 0.40
25 24.89+0.25 -0.44 1.00 24.92+0.24 -0.32 0.96

SS: Standart sapma; BH: Bagil hata; BSS: Bagil standart sapma
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4.5.2.4. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim calismasinda. olanzapinin ti¢ farkli derisimdeki kalite
kontrol cozeltileri ve 5 pg/mL derisimdeki IS plazmaya eklendi, karistirildi ve Boliim
3.4°de wverilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen ¢6zeltilerin glnici ve glnler arasi yapilan analizlerinde belirlenen
pik alan oranlari, standart c¢ozeltilerden elde edilen pik alan oranlari degerleri ile

kiyaslanarak plazmadan geri kazanim degerleri tespit edildi (Tablo 4.13) .

Tablo 4.13. HPLC yo6nteminin plazmadan geri kazanim degerleri

Gunigi Giinler Arasi
Eklenen
%GK %BSS %GK %BSS
(ng/mL)
1 99.13 0.04 99.40 0.03
10 98.95 0.01 98.47 0.04
25 99.92 0.01 99.54 0.01

BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri kazanim

4.5.2.5. Stabilite (Kararhhk)

Stabilite caligmasi, olanzapinin plazma ¢ozeltilesinde analiz boyunca hangi
ortamlarda ne kadar siire ile bozunmadan stabil kaldigin1 belirlemek amaciyla yapildi ve
FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin + %210) analitlerin stabilite
sartlar1 belirlenerek analiz sonuglar1 degerlendiridi.

Olanzapinin diisiik, orta ve yiiksek (1, 10 ve 25 pg/mL) derisimlerde hazirlanan
kalite kontrol ¢Ozeltileri 0.5 mL bos plazma ¢ozeltilerine eklenerek 24, 48 ve 72 saat
boyunca oda sicakliginda (24 °C), + 4 °C’de (buzdolabinda) ve -20 °C’de (derin
dondurucuda) bekletildi. Ekstraksiyon prosesine gore ekstraksiyonlari yapildi. HPLC
yontemi kullanilarak analizleri gerceklestirildi ve bulunan degerler yeni hazirlanip
analiz edilen standart ¢ozeltilerin analiz sonuglari ile kiyaslanarak sonuglar ylizde geri
kazanim olarak Tablo 4.14’de verildi.
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Ayrica olanzapin plazma ¢ozeltilerine donma-¢6zme stabilitesi yapildi. Yapilan
donma-erime stabilitesinde; olanzapinin diisiik, orta ve yiiksek (1, 10 ve 25 pg/mL)
derisimlerde hazirlanan kalite kontrol cozeltileri 0.5 mL bos plazma ¢ozeltilerine
eklendi. -20 °C depolama sicakliginda 24 saat bekletilerek oda sicakliginda yardimsiz
eritildi ve ekstraksiyon prosesine gore ekstraksiyonlari yapildi. Donma-¢6zme turlari 3
kez tekrarlandi ve her donma-¢ozme turundan sonra HPLC yontemi kullanilarak
analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerinin
analiz sonugclar ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.14’de

verildi.

Tablo 4.14. Olanzapinin plazma igerisindeki stabilitesi

Eklenen (ug/mL) 24 saat 48 saat 72 saat
Stabilite -20°C (derin dondurucu) (%6GK<=SS)

1 98.4+3.42 96.2+3.24 97.8+3.06
10 97.2+1.01 97.4+1.15 96.4+1.25
25 97.9+1.18 98.9+1.29 98.5+1.67

Stabilite +4°C (buzdolabi) (%GK=SS)

1 95.7+8.36 93.8+6.76 91.4+7.78
10 96.2+2.42 94.6+2.67 91.7+2.94
25 97.0+0.42 95.2+0.57 92.4+0.83

Stabilite oda sicakhigi (24 °C) (%0GK=SS)

1 91.5+5.77 80.0+6.08 76.5+5.92
10 92.2+8.69 91.5+9.17 90.3+2.81
25 93.1+2.86 91.3+2.61 90.4+1.97

Stabilite Donma-Cézme (Y0GK=SS)
Birinci Ikinci Uciinci
1 100.4+2.94 99.3+2.46 94.6+2.85
10 99.6+0.59 100.7+0.68 98.8+0.43
25 101.0+1.06 99.7+1.13 98.9+1.29

SS: Standart sapma, GK: Geri kazanim
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4.6. Interfere Etki

Olanzapin miktar tayini esnasinda plazmada bulunabilecek diger ilaglarin
interfere etkisini incelemek amaciyla, olanzapin kullanilan hastalara ihtiyag
duyuldugunda verilebilen 10 farkli ilacin (ativan (lorazepam); anksiyolitik, secita
(essitalopram okzalat); antidepresan, citoles;  (essitalopram okzalat): antidepresan,
lithuril (lityum karbonat); duygu durum duzenleyici, depakin (sodyum valproat):
antiepileptik, norodol (haloperidol): antipsikotik, xanax (alprazolam): anksiyolitik,
supradyn: multi vitamin, tetralet (tetrasiklin hidroklorlr): antibiyotik, parol
(parasetamol): agr1 kesici, ates diisiirlicii) plazmada bulunabilecek maksimum
derisimleri arastirilip belirlendikten sonra bu derisimdeki ¢6zeltiler yukarida belirtilen
ilaglardan hazirlanip 0.5 mL plazmaya eklendi. Daha sonra plazmaya diisiik, orta ve
yiiksek degerdeki olanzapin ¢ozeltileri (1, 10 ve 25 ug/mL) ve 5 pg/mL’lik IS ¢ozeltisi
eklendikten sonra karigtirllip Bolim 3.4°de belirtilen ekstraksiyon yontemi ile
ekstraksiyonlar1 yapildi. HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi ve
olanzapin miktar1 kalibrasyon egrisi kullanarak belirlendi. Elde edilen degerler standart
cozelti degerleri ile kiyaslanarak yiizde geri kazanim degerleri elde edildi. Bu degerler
bos plazmadan elde edilen degerler ile kiyaslandi. Hem kromatogramlardan hem de geri
kazanim degerlerinden yukarida belirtilen ilaglarin herhangi bir interfere etkiye sahip
olmadiklart gozlendi.

4.7. LC-MS Yontemi

4.7.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

LC-MS ile yapilan ¢alismalarda, 100 pg/mL’lik olanzapin stok ¢dzeltisinden 2,
10, 25, 75, 100, 150, 250 ve 300 ng/mL derisimlerde standart ¢alisma ¢Ozeltilerine 50
ng/mL derisimde IS ¢ozeltisi eklenerek hazirland1 ve LC-MS sistemine enjekte edilerek

kromatogramlart ve MS spektrumlart alindi. Kromatogramlar Sekil 4.21°de; MS
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spektrumu Sekil 4.22°de verildi. Bu calismada irbesartan internal standart olarak
kullanildi. Irbesartanin da MS spektrumu alindi ve Sekil 4.23’de verildi. Bu
spektrumlara gore olanzapin ve irbesartan i¢in molekiiler iyon degerleri sirasiyla 313.2

ve 429.2 olarak belirlendi.
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Sekil 4.21. LC-MS sisteminde, 50 ng/mL derisiminde IS igeren 2, 10, 25, 75,
100, 150, 250 ve 300 ng/mL derisimlerdeki olanzapin ¢ozeltilerinin kromatogramlari
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Sekil 4.22. Olanzapine ait MS spektrumu
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Sekil 4.23. Irbesartana ait MS spektrumu

4.7.2.Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

4.7.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

50 ng/mL derisimde IS igeren 2-300 ng/mL derisim araliginda sekiz farkli
derisimde (2, 10, 25, 75, 100, 150, 250 ve 300 ng/mL) hazirlanan olanzapin
cozeltilerinin LC-MS sisteminde kromatogramlar1 alinarak pik alan oranlar1 belirlendi.
Olanzapin derismine karsi, IS (irbesartan) ve olanzapin pik alan oranlarinin grafige

gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltilerinin LC-MS ydntemiyle elde edilen

kalibrasyon egrisi

LC-MS yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrinin regrasyon esitliginin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.15°de verildi.

Tablo 4.15. LC-MS yoOnteminin kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz

sonugclari
iCA LR Sa Sh R
(ng/mL)
2-300 y=0.0365x + 0.2235  0.00375 0.00108 0.9995

CA: calisma aralig1, :6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon
egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R:
korelasyon katsayist

4.7.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)
LC-MS yonteminin LOD ve LOQ degerleri ICH klavuzlarinda verildigi sekilde
tayin edildi. Kalibrasyon egrisinin en kiigiik degerinden daha diisiik derisimlerde

olanzapin  ¢dozeltileri hazirlandi ve LC-MS  kromatogramlari alindi. Bu
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kromatogramlardan sinyal/gliriiltii (S/G) oranlar1 tespit edilerek S/G orani 3 olan deger
gozlenebilme sinir1 (LOD) ve S/G orani 8 olan degerde miktar tayin alt sinir1 (LOQ)
olarak belirlendi. LC-MS yénteminin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.7 ng/mL ve
2.0 ng/mL olarak tespit edildi.

4.7.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

YoOntemin dogrulugu, kesinligi gilini¢i ve gilinler aras1 degiskenlerle belirlendi.
Hazirlanan ¢ farkli derisimdeki (5, 50 ve 200 ng/mL) kalite kontrol cozeltilerinin
gunici (ayn1 yontem ve ayni labaratuvar sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler aras1 (ayni
yontemle 6 farkli giinde 6 kez) miktar analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin
ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hata degerleri elde edildi.
Dogruluk bagil hatayla [%BH= (bulunan deger-eklenen deger)/eklenen deger) x100] ve

kesinlik bagil standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan deger) x 100] verildi (Tablo

4.16).
Tablo 4.16. LC-MS yonteminin dogruluk ve kesinlik degerleri
Gunigci Giinler aras1
Eklenen — — — —
(ng/mL ) BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik  BulunantSS  Dogruluk  Kesinlik
g (ng/mL)  %BH  %BSS  (ng/mL) %BH  %BSS
5 5.02+0.13 0.40 2.59 5.08+0.20 1.60 3.94
50 50.75£1.90 1.50 3.74 49.71+2.08 -0.58 4.18
200 201.19+4.56 0.59 2.27 198.89+4.32 -0.56 2.17

SS: Standart sapma; BH: Bagil hata; BSS: Bagil standart sapma

4.7.2.4. Analitik Geri Kazanim

LC-MS yontemi ile farmasétik preparatlarda olanzapinin analitik geri kazanim
caligmas1 standart ekleme yontemine goére yapildi. Olanzapin etkin maddesi iceren
rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa ticari ilaclardan 25 ng/mL derisimde

Boliim 3.4.’de belirtildigi sekilde hazirland1 ve hazirlanan ilag¢ ¢ozeltilerine 50 ng/mL
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derisimde IS eklendi. Bu ¢ozeltiler LC-MS sistemine enjekte edildi, kromatogramlari
alinarak pik alan oranlar1 belirlendi. Tablet ¢o6zeltilerine 5, 50 ve 200 ng/mL
derisimlerde olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltileri eklendi, LC-MS sistemine enjekte
edilerek kromatogramlari alindi ve pik alan oranlar1 belirlendi. Elde edilen sonuglarin
ortalamasi, standart sapmas1 ve bagil standart sapmasi belirlendi. Analitik geri kazanim
(% GK= (toplam c¢ozeltide bulunan degeri-ilag ¢6zeltisinin bulunan degeri) / eklenen
standart ¢ozeltisinin degeri)x 100] (Tablo 4.17). 50 ng/mL IS igeren bes farkli tablet
cozeltilerinin (25+5, 25+50 ve 25+200 ng/mL) LC-MS kromatogramlar1 Sekil 4.25,
4.26, 4.27, 4.28 ve 4.29’da verildi. Ayrica, 50 ng/mL IS iceren rexapin, olaxinn, ollafax,
ozaprin, zyprexa tablet cozeltilerinin 25 ng/mL derisimdeki cozeltilerinin LC-MS

kromatogramlar1 ise Sekil 4.30°da verildi.

Tablo 4.17. LC-MS yonteminin farmasétik preparatlarda analitik geri kazanim

degerleri
Eklenen Standart Tablet BUlUNAN+SS
Tablet Cozelti Cozeltisi (ng /mI:) % GK %BSS
(ng/mL) (ng/mL)

. 5 30.06+0.76 101.2 2,52
1OOIa);;nEI t 50 25 74.88+1.31 99.8 1.75
(10 mg/tablet) 200 225.42+1.62 100.2 0.72
5 29.91+0.89 98.2 2.98
100"al;?xbl t 50 25 74.59+0.53 99.2 0.71
(10 mg/tablet) 200 225.93+3.39 99.5 1.50
Ozaprin 5 30.10+0.59 102.0 1.96
(10 mg/tablet) 50 25 75.1241.43 100.2 1.90
200 225.09+2.47 100.5 1.90
Rexapin 5 29.97+0.86 99.4 2.87
(10 mg/tablet) 50 25 74.98+1.96 99.9 2.61
200 2225.09+1.24 100.1 0.55
Zyprexa 5 30.09+0.78 101.8 2.59
(10 mg/tablet) 50 25 75.25+2.01 100.5 2.67
200 225.83+2.75 100.4 1.22

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim
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Sekil 4.25. 50 ng/mL IS igeren ii¢ farkli derisimdeki (25+5, 25+50 ve 25+200
ng/mL) olaxinn tablet ¢cozeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.26. 50 ng/mL IS igeren ii¢ farkli derisimdeki (25+5, 25+50 ve 25+200
ng/mL) ollafax tablet ¢ozeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.27. 50 ng/mL IS igeren ii¢ farkli derisimdeki (25+5, 25+50 ve 25+200

ng/mL) ozaprin tablet ¢ozeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.28. 50 ng/mL IS igeren ii¢ farkli derisimdeki (25+5, 25+50 ve 25+200

ng/mL) rexapin tablet ¢ozeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.29. 50 ng/mL IS igeren ii¢ farkli derisimdeki (25+5, 25+50 ve 25+200
ng/mL) zyprexa tablet ¢ozeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.30. 50 ng/mL IS ve 25 ng/mL olanzapin iceren rexapin, olaxinn, ollafax,

ozaprin ve zyprexa tablet ¢ozeltilerinin LC-MS kromatogramlari

4.8. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

10 mg/tablet olanzapin igeren rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa tablet

cozeltileri Boliim 3.4.°de belirtildigi sekilde hazirlandi. Kalibrasyon egrisi sinirlarinda

tayin edilecek sekilde ¢ozeltiler seyreltildi, ¢Ozeltilere 50 ng/mL derisimde IS eklendi
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ve LS-MS sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi. Kalibrasyon egrisi
kullanilarak miktar tayinleri yapildi. Elde edilen degerler standart olanzapin ¢ozelti

degerleri ile karsilagtirilarak %GK ve %BSS degerleri Tablo 4.18de verildi.

Tablo 4.18. LC-MS yontemi ile tablet basina 10 mg olanzapin iceren rexapin,

olaxinn, ozaprin, ollafax ve zyprexa tabletlerinin miktar analizi (n=3)

Ticari Preparat BuIL(Jgg;iSS %GK %BSS  Giiven Arahgi
Rexapin
9.61+0.32 96.13 3.32 94.75-97.51
(10 mg/tablet)
Olaxinn
9.53+0.05 95.34 0.53 95.12-95.56
(10 mg/tablet)
Ozaprin
9.39+0.23 93.92 2.45 92.93-94.91
(10 mg/tablet)
Ollafax
9.34+0.34 93.40 3.64 91.93-94.86
(10 mg/tablet)
Zyprexa
9.78+0.14 97.82 1,43 97.22-98.42
(10 mg/tablet)

BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim, SS: Standart sapma

4.9. LC-MS Plazma Calismasi

4.9.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden
temin edilen bos plazmanin 0.5 mL’sine 2, 10, 25, 75, 100, 150, 250 ve 300 ng/mL
derisimlerde standart olanzapin ¢ozeltileri ve 50 ng/mL derisimde IS ¢Ozeltisi eklendi,

karistirildi, Boliim 3.4’de belirtildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapildi, LC-MS sistemine
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enjekte edildi ve kromatogramlar1 alind1 (Sekil 4.31). Ayni sekilde bos plazmaninda da

ekstraksiyonu yapilarak kromatogrami alindi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. 50 ng/mL derisimde IS igeren 2, 10, 25, 75, 100, 150, 250 ve 300

ng/mL derisimlerdeki olanzapin plazma ¢0zeltilerinin LC-MS kromatogramlari
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Sekil 4.32. Bos insan plazmasina ait kromatogram

4.9.2. Yontem Gegerlilik Testleri (Validasyon)

4.9.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

50

ng/mL derisimde IS ve 2-300 ng/mL derisim araliginda hazirlanan olanzapin

standart ¢alisma ¢ozeltileri bos plazmaya eklenip karistirildiktan sonra Bélim 3.4°de

verilen ekstraksiyon prosesiyle plazmadan ekstrakte edildi ve bu cozeltiler LC-MS
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sistemine enjekte edildi, kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlar1 belirlendi. Olanzapin
plazma ¢ozelti derisimlerine karsi, IS (irbesartan) ve olanzapin pik alan oranlarinin
grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.33). LC-MS yontemiyle

elde edilen kalibrasyon egrisinin istatistiksel analiz sonuglar1 ise Tablo 4.19’da verildi.
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Sekil 4.33. Plazma c¢alismasinda, LC-MS yontemiyle elde edilen plazma

coOzeltilerinin kalibrasyon egrisi

Tablo 4.19. Plazma ¢alismasinda, LC-MS yontemi ile elde edilen kalibrasyon

egrisinin istatistiksel analiz sonuglari

°CA R Sa Sb R
(ng/mL)

2-300 y=0.035x + 0.2696  0.00426 0.00124 0.9993

CA: galisma aralig1, %:6 analiz sonucunun ortalamasi, LR: lineer regrasyon, Sa: regrasyon
egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sb: regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R:
korelasyon katsayisi
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4.9.2.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Plazma c¢alismasinda, LC-MS yonteminin LOD ve LOQ degerleri ICH
kilavuzlarinda verildigi sekilde tayin edildi. Kalibrasyon egrisinin en kiiclik
derisiminden daha diisiik derisimlerde hazirlanan plazma ¢ozeltilerinin kromatogramlari
alindi. Bu kromatogramlardan sinyal/giirtiltii (S/G) oram1 3 olan deger gozlenebilme
sinir1 (LOD) ve S/G oran1 8 olan degerde miktar tayin alt sinir1 (LOQ) olarak belirlendi.
HPLC yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.9 ng/mL ve 2.0 ng/mL olarak
tespit edildi.

4.9.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Plazma ¢alismasinda, yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giinigi
ve giinler aras1 degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi i¢ine diisen ii¢ farkli
derisimde (5, 50 ve 200 ng/mL) kalite kontrol ¢6zeltilerinin ve plazmadan ekstraksiyon
ile elde edilen plazma kalite kontrol ¢6zeltilerinin giini¢i giinler arasi analizleri ile
dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarini ortalamasi, standart
sapmasi, bagil standart sapmas1 ve bagil hatas1 belirlendi. Kesinlik %BSS ve dogruluk

da %BH ile verildi (Tablo 4.20).

Tablo 4.20. Plazma g¢alismasinda LC-MS ydnteminin dogruluk ve kesinlik
degerleri (n=3)

Eklenen Gunigi Giinler arasi

(ng/mL) BulunantSS Dogruluk Kesinlik BulunantSS Dogruluk Kesinlik
J (ng/mL) %BH %BSS  (ng/mL) %BH %BSS
5 4.96+0.08 -0.83 1.61 5.07+0.05 1.40 0.99
50 50.60+0.03 1.20 0.06 50.19+1.70 0.38 3.39
200 200.92+3.24 0.46 1.61 199.11+2.93 -0.45 1.47

SS: Standart sapma; BH: Bagil hata; BSS: Bagil Standart sapma
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4.9.2.4. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim galismasinda, 50 ng/mL derisimde IS ile olanzapinin
sekiz farkli standart ¢alisma ¢o6zeltileri plazmaya eklendi, karistirildi ve BOlim 3.4°de
verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonlar1 yapildi. 2, 10, 25, 75, 100, 150, 250 ve
300 ng/mL derisimlerde plazma ¢ozeltileri elde edildi ve bu ¢ozeltiler LC-MS sistemine
enjekte edilerek kromatogramlar1 alindi pik alan oranlari belirlendi. Elde edilen pik alan
oranlar1 standart ¢ozeltilerin pik alan oranlariyla kiyaslanarak plazmadan geri kazanim

degerleri tespit edildi (Tablo 4.21).

Tablo 4.21. LC-MS yo6nteminin plazmadan geri kazanim degerleri

Plazmaya BulunanzSS
Eklenen (ng/mL) %GK %BSS
(ng/mL)
2 2.01+0.07 100.5 3.25
10 9.94+0.36 99.4 3.61
25 24.92+0.44 99.7 1.77
75 75.04+2.48 100.1 3.31
100 100.15+1.42 100.2 1.42
150 148.78+3.36 99.2 2.26
250 248.86+4.64 99.5 1.87
300 300.42+5.47 100.1 1.82

GK: Geri kazanim; BSS: Bagil standart sapma, SS: Standart sapma

4.9.2.5. Stabilite (Kararhhk)
Stabilite ¢alismasi, olanzapinin plazma ¢d6zeltilesinde analiz boyunca hangi

ortamlarda ne kadar siire ile bozunmadan stabil kaldigini1 belirlemek amaciyla yapildi ve
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FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin + %210) analitlerin stabilite
sartlar1 belirlenerek analiz sonuglar1 degerlendiridi.

Olanzapinin diisiik, orta ve yliksek (5, 50 ve 200 ng/mL) derisimlerde hazirlanan
kalite kontrol ¢ozeltileri 0.5 mL bos plazma ¢ozeltilerine eklenerek elde edilen ¢ozeltiler
24, 48 ve 72 saat boyunca oda sicakliginda (24 °C) , + 4 °C’de (buzdolabinda) ve -20
°C’de (derin dondurucuda) bekletildi. Ekstraksiyon prosesine gore ekstraksiyonlari
yapildi. LC-MS yontemi kullanilarak analizleri gerceklestirildi ve bulunan degerler yeni
hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerin analiz sonuglart ile kiyaslanarak sonuglar
yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.22’de verildi.

Ayrica olanzapin plazma ¢ozeltilerine donma-¢ézme stabilitesi yapildi. Yapilan
donma-¢6zme stabilitesinde; olanzapinin diisiik, orta ve yiiksek (5, 50 ve 200 ng/mL)
derisimlerde hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri 0.5 mL bos plazma c¢dzeltilerine
eklendi. -20 °C depolama sicakliginda 24 saat bekletilerek oda sicakliginda yardimsiz
eritildi ve ekstraksiyon prosesine gore ekstraksiyonlart yapildi. Donma-¢6zme turlari 3
kez tekrarlandi ve her donma-¢bzme turundan sonra LC-MS yontemi kullanilarak
analizleri yapildi. Bulunan degerler, yeni hazirlanip analiz edilen standart ¢ozeltilerinin
analiz sonugclar ile kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.22°de

verildi.
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Tablo 4.22. Olanzapinin LC-MS yontemi ile belirlenen stabilite degerleri

Eklenen 24 saat 48 saat 72 saat
(ng/mL) %GK+SS %GK+SS %GK+SS
Stabilite -20°C (derin dondurucu) (%6GK<=SS)

5) 96.8+2.32 96.5+3.61 95.5+2.16
50 93.9+2.01 92.2+2.23 93.3+1.37
200 95.6+2.28 93.8+2.59 93.5+1.51
Stabilite +4°C (buzdolabi) (%GK=SS)
5) 97+3.36 96.5+3.74 97.4+5.73
50 93.2+1.22 93.8+1.74 93.7+2.39
200 95.3+2.02 95.2+2.47 94.1+1.63
Stabilite oda sicakhgi (24 °C) (%0GK=SS)
5) 70.0+2.17 75.1+2.18 69.5+2.25
50 72.2+6.65 70.5+9.17 68.3+7.51
200 93.1+2.89 72.3+1.61 71.4+4 .37

Stabilite Donma-Cézme (Y0GK=SS)

Birinci ikinci Uglinci
5 95.8+2.54 94.8+1.43 94.6+1.87
50 94.1+1.52 94.7+1.63 92.8+2.46
200 94.6+1.07 93.9+2.16 93.4£1.75

GK: Geri kazanim; SS: Standart sapma

4.10. Matriks Etkisi

Matriks etkisi ¢alismasinda, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Alma
merkezinden (1. plazma), Erzurum Kizilay Kan Alma Merkezinden (2. plazma) ve
Erzurum Bolge Egitim ve Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden (3. plazma)
saglanan ii¢ farkli plazmayla gerceklestirildi. Bu plazmalarin her birine olanzapinin {i¢
farkli derisimdeki (5, 50 ve 200 ng/mL) kalite kontrol ¢dzeltileri ayr1 ayr1 eklendi ve
karistirildi. Daha sonra Boliim 3.4’de verilen ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyonlari

yapildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen c¢Ozeltilerin analizlerinde bulunan
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degerlerinin standart ¢ozeltilerden elde edilen degerlerle kiyaslanarak sonuglar yiizde

geri kazanim olarak Tablo 4.23’de verildi.

Tablo 4.23. LC-MS ydntemi ile matriks etkisi

1. Plazma 2. Plazma 3. Plazma
Eklenen
%GK %BSS %GK %BSS %GK %BSS
(ng/mL)
5 94.91 7.94 95.45 5.90 93.64 7.09
50 96.99 1.72 94.72 2.34 95.14 3.97
200 95.90 0.78 96.42 1.66 97.43 2.28

GK: Geri kazanim; BSS: Bagil standart sapma

4.11. Interfere Etki (LC-MS)

Olanzapin kullanilan hastalara ihtiya¢ duyuldugunda verilebilen 10 farkli ilacin
(ativan (lorazepam); anksiyolitik. secita (essitalopram okzalat); antidepresan, citoles;
(essitalopram okzalat): antidepresan, lithuril (lityum karbonat); duygu durum
duzenleyici, depakin (sodyum valproat): antiepileptik, norodol (haloperidol):
antipsikotik, xanax (alprazolam): anksiyolitik, supradyn: multi vitamin, tetralet
(tetrasiklin hidrokloriir): antibiyotik, parol (parasetamol): agr1 kesici, ates diisiiriicii)
plazmada bulunabilecek maksimum derisimleri arastirilip tespit edildikten sonra bu
derisimdeki ¢ozeltiler yukarida belirtilen ilaglardan hazirlanip 0.5 mL plazmaya eklendi.
Daha sonra plazmaya diisiik, orta ve yliksek degerdeki kalite kontrol olanzapin
cozeltileri (5, 50 ve 200 ng/mL) ve 50 ng/mL’lik IS c¢ozeltisi eklendikten sonra
karistirthip Boliim:3.4°de belirtilen ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonlar1 yapildi.
LC-MS yontemi ile analizleri gerceklestirildi. Elde edilen geri kazanim degerleri
plazmadan elde edilen geri kazanim degeri ile kiyasland1 ve herhangi bir interfere etkiye

rastlanmadi.
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4.12. Gelistirilen Yontemin Ger¢cek Numunelere Uygulanmasi

Gelistirilmis ve gecerlilik testleri yapilmis LC-MS yontemi, sizofreni tanisi
almis hastalarin plazmalarindan olanzapin seviyesini belirlemek i¢in kullanildi. Hasta
plazmalar1 Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Klinigi’nden
saglandi. Klinige sizofreni ve bipolar affektif bozukluk tanilar1 ile yatan toplam 6
hastaya 3 gun boyunca sabah saat 09:00°da gunluk tek doz IM yolla 10 mg olanzapin
iceren (Zyprexa, Lilly, Almanya) flakon enjekte edildi. Hastalardan 3 giin boyunca
enjeksiyondan hemen 6nce ve enjeksiyondan 1 saat sonra, 4. giinde ise enjeksiyondan 1
gln sonra yine saat 09:00°da olmak tizere toplam 7 kan alindi. Alinan kan numuneleri
4000 rpm de 5 dakika santrifuj edildikten sonra elde edilen plazmadan 0.5 mL alindi ve
Bolim 3.4’de verilen ektraksiyon prosesi uygulanip olanzapin ekstrakte edildi ve LC-
MS yodntemi ile 2. kandan itibaren (ilk enjeksiyondan sonraki kan) olanzapin miktar
tayinleri yapildi. Elde edilen sonuglar ve hasta oOzellikler Tablo 4.24’de, hasta
kanlarindaki olanzapin derisimini gosteren grafik Sekil 4.34’de ve L.D. isimli hastanin

4. gundne ait kanina ait LC-MS kromatogrami ise Sekil 4.35’de verildi.

Tablo 4.24. Sizofreni ve bipolar affektif bozukluk tanisi alan hastalarin
ozellikleri ile bu hastalarin kan 6rneklerindeki olanzapin derisimleri

Hasta Sigara Olanzapin Derisimleri (ng/mL)
Yas1 Cinsiyeti

Ad1 Alskanhgi 2. Kan 3.Kan 4.Kan 5Kan 6.Kan 7.Kan
AS. 33 K YOK 26.79 16.37 39.03 31.61 53.14 34.50
YA 40 K YOK 32.80 2143 46.86 3565 49.11 27.50
H.S. 28 K YOK 42.72 31.60 4921 28.64 49.69 3442
S.K. 29 E YOK 39.52 2179 48.92 2570 4275 30.96
LD. 29 E YOK 37.66 1820 3526 2298 4940 25.62
GY 40 K YOK 38.87 2365 39.19 17.09 4589 2171
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5. TARTISMA

Validasyon, bir analitik uygulamada, bir analiz y6nteminin performans
Ozelliklerinin, tasarlanmis amaglara uygun oldugunu gostermek icin yapilan islemlerin
timiidiir. Yontem gelistirme ve validasyonda ilk adim, yontem icin kabul edilebilir
sartlar olan minimum kriterleri belirlemektir. Minimum kriterler yontem gelistirciler
tarafindan yOntemin tasarlanmis amaclarim1i karsilayana kadar gelistirilmelidir.
Gelistirilen yontemin problemlerini minimize etmenin yolu ise tam bir validasyon
deneylerini (gegerlilik testleri) yapmaktir. Deneylerden elde edilen analitiksel verilerin
niteligi, yontem gelistirme ve validasyon deneylerinin kalitesi {izerinde direk bir etkiye
sahiptir. Bu yiizden analitik kimyacilar, uygun zamanda, dogru ve giivenilir veri
saglayabilmek icin calisilacak konu ile ilgili iyi bir literatiir taramasi1 yapmali ve
kullanilacak analitik yontemlerin iistiinliikleri ve sinirlamalar1 hakkinda yeteri kadar bir
bilgi donanimina ve iyi bir karar verme yetisine sahip olmasi gerekmektedir. Analitik
yontem se¢imi yapildiktan sonra da bu yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek i¢in
yontemin gecerlilik testlerinin yapilmasi ve segilen yontemin bir deger ifade edebilmesi
icin de, yontemin dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik, se¢icilik, spesifiklik, hassaslik
ve analiz siiresinin kisa olmasi gibi gecerlilik test parametrelerinin incelenmesi
gerekmektedir. Bu parametreler ¢alisilirken de bilesimi giivenilir bir sekilde bilinen bir
veya daha fazla standart numune kullanilir. Kullanilan standart numunelerin hem
bilesim bakimindan hem de analit derisimi bakimindan analizi yapilacak numune ile
benzer olmasi gerekir.

[lag analizlerinde, analizin yapilacag ortama (farmasotik preparat veya biyolojik
sivilar) gore literatiir bilgilerine de dayanarak analitik yontem se¢iminin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda yontem se¢imini gergeklestirmeden once iyi bir

literatiir taramast yapilmalidir. Literatiir taramasinda olanzapinin farmasotik
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preparatlarda ve biyolojik sivilarda miktar analizine yonelik c¢alismalara rastlanmis
olup, literatiir calismalar1 15181 altinda atipik antipsikotik bir ila¢g olan olanzapinin hem
farmasotik preparatlarda hem de plazmada miktar analizi icin UV-Gortunidr Bdlge
Spektrofotometri, HPLC ve LC-MS yontemleri gelistirilip validasyonlar1 yapildi.

Calismada kullamlan olanzapin standart etkin maddesi Dr. F. FRIK Ila¢’tan
(2011 yilinda Recordati Ila¢ firmas: tarafindan satin alindi) ve tablet basina 10 mg
olanzapin iceren Olaxinn (Generica Ilag), Ollafax (Dr.F.Frik Ilag), Ozaprin (Ali Raif
Ilag), Rexapin (Abdi ibrahim Ilag), Zyprexa (Lilly ilag) adli farmasotik preparatlar da
serbest eczanelerden saglandi.

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotmetresi, yiiksek duyarlik, orta ve yiiksek
secimlilik, yliksek dogruluk, kesinlik, kolaylik ve rahatlik bakimindan ila¢ endiistrisinde
farmasotik preparatlarda ilag etkin maddelerinin miktar analizinde tercih edilen
tekniklerden biri olarak soylenebilir. Bu teknikte, UV-Gortnir Bolge spektrumu,
madde lizerine gonderilen 15181n dalga boylarina karsi absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesi ile elde edilir. Yani A=f(x) fonksiyonudur. UV-Goérlinir Bolge
Spektrofotometri ¢alismasinda, olanzapinin 272 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi tespit edildikten sonra calismanin optimum kosullar1 belirlendi.
Yontemin dogrusal oldugu 1-30 pg/mL derisim araliginda sekiz farkli derisimde (1, 2,
5, 8, 10, 20, 25, 30 pg/mL) olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirland1 ve 272 nm
dalga boyunda absorbanslari belirlendi. Olanzapin c¢ozeltilerinin derisimine karsi
okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi.
Kalibrasyon egrisinin regrasyon analizinden, regrasyon dogrusunun denklemi
A720m=0.0648x+0.0007 (A: Absorbans, x: derisim) ve korelasyon katsayist (r) 0.9997,
LOD degeri 0.33 pg/mL ve LOQ degeri 1 pg/mL olarak belirlendi. Glnigi ve gunler

arast %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla %2.0 ve %4.0’den kiigiik oldugu, yontemin
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analitik geri kazanim degeride ortalama %100.8 olarak tespit edildi. Gelistirilip valide
edilen yontem ile 10 mg olanzapin etkin maddesi iceren Olaxinn, Ollafax, Ozaprin,
Rexapin ve Zyprexa ticari isimli bes farkli farmasétik preparattan olanzapin miktar
tayinleri yapilarak, yontemin farmasotik preparatlara basariyla uygulanabilecegi
gosterildi.

Olanzapin etkin maddesinin plazmalarda miktar tayini icin UV-Gorinir Boélge
Spektrofotometri yontemi gelistirilip gecerlilik testleri yapildi. Plazma ¢alismasinda, 2,
5, 8, 10, 20, 25 ve 30 pug/mL derisimlerde hazirlanan olanzapin standart ¢alisma
cozeltileri 0.5 mL plazma Uzerine eklenip (spike edilip) karistirildi ve Bolim 3.4°de
belirtildigi sekilde s1vi-siv1 ekstraksiyon yontemiyle olanzapin plazmadan ekstraksiyonu
yapildi. Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen ¢6zeltilerin UV-Gorinir Bolge
Spektrofotometre de 272 nm dalga boyunda spektrumlari alindi ve absorbanslari tespit
edildi. Her bir ¢6zeltinin derisimine kars1 okunan absorbans degerleri grafige gegirilerek
kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinden, regresyon
dogrusunun denklemi A72,m=0.0694x-0.0057 ve korelasyon katsayis1 (r) 0.9996, LOD
degeri 0.7 ug/mL ve LOQ degeri 2.0 pg/mL olarak belirlendi. GUnigi ve giinler arasi
%BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla %1.0 ve %3.5’den kiicik ve plazmadan
olanzapinin ortalama geri kazanim degerinin ise %97.9 oldugu tespit edildi.
Literattrdeki olanzapinin farmasotik preparatlarda miktar tayininde kullanilan UV-
Gorunur Bolge Spektrofotometri ¢alismalarinin  birinde 292 nm dalga boyunda

O ve ikinci

calisilmis yontemin 5-17.5 pg/mL derisim arah@inda dogrusal oldugu’
yontem de ise 258 nm dalga boyunda calisilmis yontemin 10-100 pg/mL derisim
araliginda dogrusal oldugu’ tespit edilmistir.

Kromatografi, karmasik karisgimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi,

taninmas1 ve tayininde ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemler toplulugudur. Bu
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yontemler toplulugundan Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Sivi
Kromatografisi-Kutle ~ Spektrometrisi  (LC-MS)  yontemi  dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, segicilik, duyarlilik ve sonuglarin hizli elde edilmesi gibi diger
yontemlere gore bircok Ustiin yanlara sahiptirler. Ayrica, HPLC ile LC-MS y6nteminde
nanogram seviyesinde bile miktar analizi yapilabilmektedir. Biyolojik sivilarda
farmakokinetik ¢alismalarda diisiik derisimlere inebilmek olduk¢a 6nemlidir. Bundan
dolay1 da ilag endiistrisinde hem farmasoétik preparatlarda hem de biyolojik sivilarda ilag
analizlerinde HPLC ve LC-MS yontemi oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
HPLC ve LC-MS calismalarinda, sabit fazin oOzellikleri ve hareketli fazin bilesimi
ayrilan maddenin kromatografik davranisina etki etmektedir. Bundan dolayr ayrimin
tyilestirilmesi ve kabul edilebilir sonuglarin alinabilmesi i¢in kromatografik kosullarin
optimizasyonuna gerek duyulmaktadir.

Olanzapinin plazmadan ve bes farkli farmasotik preparatta miktar tayini icin
HPLC yontemi gelistirildi ve valide edildi. HPLC ¢alismasinda, Cyg (5 um, 150 mm X
4.6 mm) ters faz kolon, metanol-asetonitril-%0.1’lik TFA iceren sudan (40:30:30,
h/h/h) olusan hareketli faz, 1 mL/dk akis hiz1, UV dedektor ve 10 uL enjeksiyon hacmi
calisma parametreleri kullanildi. Optimum kosullar belirlendikten sonra 0.25-40 pg/mL
derisim aralifinda internal standart eklenmis olarak bir seri olanzapin standart ¢alisma
cozeltileri (0.25, 0,5, 2,5, 5, 15, 20, 30 ve 40 pg/mL) hazirland1 ve HPLC sistemine
enjekte edilerek kromatogramlari alindi ve yontemin bu derisim araliginda dogrusal
oldugu belirlendi. HPLC ¢alismasinda 5 ng/mL derisiminde irbesertan internal standart
(IS) olarak kullanildi. Olanzapin derisimlerine karsi, IS ve olanzapin pik alan
oranlarinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi. Regrasyon dogrusunun
denklemi y=0.0962x +0.0053 (y: pik alani, x: derisim), korelasyon katsayist (r) ise

0.9990 olarak belirlendi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.08 pg/mL ve 0.25 pg/mL
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olarak tespit edildi. Yontemin ginici ve giinler aras1 %BSS ve %BH degerlerinin
sirasiyla %1.0 ve 9%05.0°den kiiciik oldugu tespit edildi. Farmasotik preparatlarda
olanzapinin analitik geri kazanim ¢alismalar1 standart ekleme yontemine gore ortalama
%101.1 oldugu tespit edildi. Yontem gelistirilip valide edildikten sonra uygulamasi
olarak 10 mg/tablet olanzapin etkin maddesi i¢eren bes farkli farmasdtik preparatta
(rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax, zyprexa) olanzapin miktar tayinleri yapildi.

Olanzapin etkin maddesinin plazmada miktar tayini icin HPLC ydntemi
gelistirilip gecerlilik testleri yapildi. 0.25-40 pg/mL derisim araliginda hazirlanan
olanzapin standart ¢alisma ¢ozeltileri ve 5 pg/mL derisimde IS uygun miktarlarda 0.5
mL bos insan plazmasina eklendi ve BOlim 3.4’de verilen ekstraksiyon yontemiyle
ekstrakte edildi. Elde edilen cozeltiler HPLC sistemine enjekte edilerek
kromatogramlar1 alindi pik alan oranlari belirlendi. Olanzapin plazma c¢ozeltilerinin
derisimine karsi, IS (5 ug/mL) ve olanzapin pik alan oranlarinin grafige gecirilmesiyle
kalibrasyon egrisi elde edildi. Yoéntemin 0.25-40 ug/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu tespit edildi. Elde edilen regrasyon dogrusunun denklemi y=0.0814x+0.0027
(x:olanzapin derisimi ve y:IS ve olanzapin pik alan orani), korelasyon katsayis1 (r) ise
0.9976 olarak belirlendi. LOD ve LOQ degerleri 0.10 pg/mL ve 0.25 pg/mL olarak;
glinici ve giinler aras1t %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla %1.5 ve %2.5’den kuguk
oldugu, olanzapinin plazmadan ortalama geri kazanim degerinin %99.2 oldugu
belirlendi.

Olanzapinin plazmada ve farmasotik preparatlarda miktar tayini icin LC-MS
yontemi de gelistirilip validasyonlar1 yapildi. LC-MS c¢alismasinda Bolim 3.3.3. de
belirtilen c¢alisma parametreleri kullanildi. Optimum kosullar belirlendikten sonra
standart LC-MS yonteminin 2-300 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu belirlendi.

Bu derisim araliginda bir seri standart (2, 10, 25, 75, 100, 150, 250 ve 300 ng/mL)
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olanzapin ¢ozeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltilere 50 ng/mL derisiminde IS eklendi. Elde
edilen ¢ozeltiler LC-MS sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi ve olanzapin
coOzeltilerinin derisimine karsi, IS ve olanzapin pik alan oranlarinin grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi. Regrasyon dogrusunun denklemi
y=0.0365%x+0.2235 (y: pik alan1, x: derisim), korelasyon katsayisi (r) ise 0.9995 olarak
belirlendi. Yéntemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.7 ng/mL ve 2.0 ng/mL, gunigi
ve giinler aras1t %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla %4.5 ve %2.0’den kiiciik oldugu,
standart ekleme yontemine gore belirlenen ortalama analitik geri kazanim degerinin
%100.2 oldugu tespit edildi. Gelistirlen ve valide edilen yontem olanzapine iceren bes
farkli tablette (rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax, zyprexa) miktar tayini icin basariyla
uygulandi.

Plazma ¢alismasinda LC-MS yonteminin 2-300 ng/mL derisim araliginda
dogrusal oldugu tespit edildi. 50 ng/mL derisimde IS igeren bir seri hazirlanan
olanzapin plazma ¢ozeltileri LC-MS sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi
ve pik alan oranlar1 belirlendi. Olanzapin plazma ¢ozeltilerinin derisimine karsi, IS ve
olanzapin pik alan oranlarinin grafige gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi ve
elde edilen regrasyon dogrusunun denklemi y=0.035x+0.2696, korelasyon katsayis1 (r)
ise 0.9993 olarak belirlendi. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.9 ng/mL ve
2.0 ng/mL, ginigi ve giinler arasi %BSS ve %BH degerlerinin sirasiyla %3.5 ve
%1.5’den kicuk ve plazmadan ortalama geri kazanim degerinin %99.8 oldugu
belirlendi.

Farkli kan merkezlerinden [Atatiirk Universitesi Tip Fakiltesi Kan Alma
merkezinden (l.plazma), Erzurum Kizilay Kan Alma Merkezinden (2.plazma) ve
Erzurum BolgeEgitim ve Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden (3.plazma)]

temin edilen plazmalarda yontemin matriks etkisi incelendi ve sonuglar yuzde geri
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kazanim olarak verildi. Calisma sonucunda herhangi bir matriks etkisinin olmadigi
sonucuna varild.

Olanzapin etkin maddesinin plazma c¢ozeltilesinde analiz boyunca hangi
ortamlarda ne kadar siire ile bozunmadan stabil kaldigini belirlemek amaciyla stabilite
hem HPLC c¢alismasinda hem de LC-MS yontemleri ile stabilite ¢alismalar1 yapildi.
Elde edilen sonuglar FDA rehberinde belirtilen kurallara gore (ortalamanin + %10)
degerlendirildi. HPLC ¢alismasinda 1 pg/mL derisimdeki olanzapinin plazma ¢ozeltisi
oda sicakliginda 24 saat stabil kaldigini, diger derisimlerde ki olanzapin plazma
cozeltilerinin tim ortamlarda ve bekletilme sirelerinde stabilitesini korudugu ve 3 kez
plazmalarin donma-¢dzme isleminin yapilabilecegi gozlenmistir. LC-MS caligmasinda,
200 ng/mL derisimdeki olanzapin plazma cozeltisinin oda sicakliginda 24 saat stabil
kalirken, diger ¢ozeltilerin (5 ve 50 ng/mL) stabilitesini oda sicaklifinda kaybettigi,
bunun yaninda tiim plazma ¢ozeltilerinin belirtilen ortam ve zamanlarda stabil kaldigi
ayrica tim coOzeltilere 3 kez donma-¢ézme isleminin yapilabilecegi sonucuna varildi.
Yapilan literatiir taramasinda Olesen OV ve arkadaslari®® olanzapinin diisiik
derisimlerinin (4.69, 15.62 ve 46.9 ng/mL) %0.25 askorbik asit eklenerek oda
sicakliginda 24 saat, +4 °C’de ise 1-2 hafta stabil oldugunu fakat askorbik asit
eklemeden geri kazanim degerlerinin %40-45 oraninda diistiigiinii belirtmistir. Zhoua ve
arkadaslar® da askorbik asitin olanzapinin stabilitesini arttirdigim savunurken Dusci ve

arkadaslari®’

askorbik asidin koruyucu o6zelliginin olmadigini aksine geri kazanim
degerini diisiirdiigiinii belirtmislerdir ve 33 ile 90 ng/mL derisimdeki olanzapin iceren
plazma numunelerinin 14 gin +4 °C’de, -20 °C’de ise 3 ay stabil oldugunu
belirtmislerdir. Zhoua ve ark.3* yaptiklar1 stabilite calismalarinda C vitamin

eklendiginde 0.99, 14.8 ve 49.5 ng/mL derisimdeki olanzapin ¢ozeltilerinin +20 °C’de

24 saat, -20 °C’de de 1 ay stabil oldugu fakat C vitamini eklenmeden stabilitenin diisiik
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oldugunu belirtmistir. Saracino ve arkadaslari*® da olanzapinin plazmadaki 0.1, 25, 50
ng/mL derisimdeki ¢O6zeltilerinin oda sicakliginda 5 saat, -80 °C’de 12 ay stabil
oldugunu belirtmislerdir. Nirogi ve ark.*’ olanzapinin 1 mg/mL stok soliisyonunun +4
°C’de 4 ay siire ile stabil oldugunu, 0.3 ile 25 ng/mL derisimdeki olanzapin igeren
plazma ¢ozeltilerinin 3 defa dondurup-¢6zme yapildiginda, 24 saat oda sicakliginda, 24
saat oto ornekleyicide ve 21 giin -50 °C’de stabil oldugunu belirtmislerdir. Titier ve
ark.>* olanzapinin 30, 200 ve 600 ng/mL derisimlerdeki ilag ¢ozeltilerinin stabilitesine
bakmislar ve +4 °C’de 72 saat, -20 °C’de 30 giin, +20 decede 24 saat stabil oldugunu ve
3 kere donma-¢dzme yapilabilecegini belirtmislerdir. Choong ve ark.”® olanzapinin
plazmadaki diisiik derisimin (6 ng/mL) oda sicakliginda 24 saat stabil oldugunu fakat 72
saat sonra oda sicakliginda ve +4 °C’de stabilitesini kaybettigini, 1 kez donma-¢6zme
yapilabilecegini belirtmisler. Yiiksek derisimdeki ise (170 ng/mL) olanzapin plazma
¢oOzeltilerinin oda sicakliginda ve +4 °C’de 72 saat boyunca stabilitesini korudugunu, 3
kez donma-¢dzme yapilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica her iki ¢6zeltinin -20 °C’de 2
ay stabil oldugunu belirtmislerdir. Ravinder ve ark.®® olanzapinin 0.15 ve 20 ng/mL
derisimdeki plazma ¢ozeltilerinin 5 saat 22 dakika oda sicakliginda, 24 saat -10 °C’deki
oto Ornekleyicide, 22 gun -70 °C’de saklanabilecegini ve 3 kez donma-¢tzme
yapilabilecegini belirtmislerdir. Bonde ve ark.®* olanzapinin 0.3 ve 15 ng/mL
derisimdeki plazma ¢dzeltilerinin 21 giin -20 °C’de, 58 saat oto 6rnekleyicide, 6 gtin -80
°C’de, 7 saat oda sicakliginda stabil oldugunu ve 5 kez donma-¢6zme yapilabilecegini
belirtmislerdir. Ansermot ve ark.®® olanzapinin 1.5 ve 160 ng/mL derisimdeki plazma
¢ozeltilerinin oda sicakliginda ve +4 decede 72 saat, -20 °C’de 3 ay stabil oldugunu ve 3
defa donma ¢ozme yapildiginda stabilitesinin bozulmadigini belirtmislerdir. Bu veriler
dogrultusunda olanzapin igeren diisiik derisimlerdeki (50 ng/mL ve alt1) plazma

22,34,40,63,64

cozeltilerinin oda sicakliginda stabilitesinin azaldig1 ve olanzapin iceren
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plazma cozeltilerine 3 kez donma-¢ozme isleminin yapildiginda stabilitesinin

24958365 g nucuna varilmustir.

kaybolmadigi

Sizofreni hastalar1 olanzapin etkin maddesini igeren ilaglar1 kulanmalar
esnasinda c¢esitli agr1 kesici, ates diisiirlicli, antibiyotik, diger antidepresan ve
antipsikotik ilaclarida kullanabilmektedirler. Hasta kanlarinda olanzapin miktar analizi
yapilmasi esnasinda bu ilaglarin interfere etkiya sahip olup olmadiklart hem HPLC
yontemiyle hem de LC-MS yontemiyle belirlenmeye calisildi. Deneysel kisimda
belirtilen ilaglarin herhangi bir interfere etkiye sahip olmadigi belirlendi.

LC-MS yonteminin ger¢ek numunelere uygulanmasi calismalarinda, Atatirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Klinigi’nde sizofreni ve bipolar
affektif bozukluk tanilar1 ile yatan toplam 6 hastaya, 3 giin boyunca sabah saat 09:00’da
gunlik tek doz IM yolla 10 mg olanzapin iceren (Zyprexa, Lilly, Almanya) flakon
enjekte edildi. Hastalardan 3 giin boyunca enjeksiyondan hemen énce ve enjeksiyondan
1 saat sonra, 4. gunde ise enjeksiyonda 1 giin sonra yine saat 09:00’da olmak (zere
toplam 7 kez kan alindi. Alinan kan numuneleri 4000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen plazmadan 0.5 mL alindi ve Bo6lim 3.4’de verilen
ektraksiyon prosesi uygulanip olanzapin ekstrakte edilereck LC-MS yontemi ile miktar
tayini yapildi ve olanzapin plazma derisim degerlerinin 16.37 ile 49.69 ng/mL arasinda
oldugu bulundu. Arastirilan literatiir bilgisine gOre gunlik 5-40 mg oral olanzapin alan
hastalarin plazma olanzapin derigimlerinin 1.86-110.89 ng/mL arasinda oldugu45 ve 7
gun sonra plazma olanzapin derisiminin sabit hale geldigini37, 5 mg oral olanzapinin
alan hastalarda ortalama plazma olanzapin Cpax degeri 4.54+1.43 ng/mL iken 5 mg IM
olanzapin alan hastalarda ortalama plazma olanzapin Cyax degeri 23.7 ng/mL oldugu

88

belirtmislerdir.” Olanzapinin plazma derisim seviyesinin sigara kullaniminda

azaldigim®*® buna karsin Bachmann ve arkadaslar® ise sigara kullamminin plazma
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olanzapin seviyesine etki etmedigini sadece alinan dozla iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Olesen ve ark.”? gunlik 5-22.5 mg olanzapin kullanan hastalarin
plazmalarindaki olanzapin miktarinin 4-55 ng/mL arasinda oldugunu, Dusci ve ark.”’
gunlik 5-40 mg olanzapin alan hastalarin plazmalarinda Olgiilen olanzapin
derigimlerinin 3-122 ng/mL arasinda oldugunu, Mauri ve ark.®! giinlik 5 ile 20 mg
olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin seviyelerinin 5 ile 120 ng/mL arasinda
oldugunu, Zhu ve ark.** goniillii kisilere tek doz agizdan 20 mg olanzapin verdikten
sonra plazmalarindaki ortalama olanzapin derisiminin 113.7+33.1 ng/mL oldugunu,
Boulton ve ark.* 25 yaginda, 72 kg agirhigindaki saglikli goniilliiye agizdan verilen tek
doz 5 mg olanzapinin plazmadaki derisiminin 6.8 ng/mL oldugunu, Zhoua ve ark.** 2
sizofreni hastasina 10 mg agizdan verilen olanzapinin 5 saat sonraki plazma
derisimlerinin 22 ve 183 ng/mL oldugunu, 24 saat sonraki olanzapin plazma
derigimlerini ise 8.2 ve 4.8 ng/mL oldugunu, Bergemann ve ark.>’ gtinlik ortalama 17.5
mg oral olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin derisiminin 54.2 ng/mL, gunlik 5
ile 40 mg arasinda olanzapin alan hastalarin plazma olanzapin derisiminin ise 1.2 ile
208 ng/mL arasinda oldugunu, Gervasini ve ark.® giinliik 5 mg ve 10 mg oral olanzapin
alan 17 sizofreni hastasinin plazmalarindaki olanzapin derisiminin 0.8-71 ng/mL
arasinda oldugunu, D’Arrigo ve ark.®® 10 mg olanzapin kullanan 86 hastanin
plazmalarinda 6lgiilen ortalama olanzapin derisiminin 21 ng/mL oldugunu, Saracino ve
ark.® giinliik 20 mg olanzapin alan hastanin plazmasindaki olanzapin derisiminin 26.8
ng/mL oldugunu, Theisen ve ark.** ginlik ortalama 12.5 mg olanzapin kullanan
sizofreni hastalarinin serumlarindaki ortalama olanzapin derisiminin 37.7 ng/mL,
ginlik ortalama 7.5 mg olanzapin kullanan anorexia nevroza hastalarinin serum
olanzapin derisimlerinin ise ortalama 18.7 ng/mL oldugunu, Wu ve ark.*® giinliik tek

doz 10 mg oral olanzapin kullanan hastalarin plazmalarindaki Cpax degerinin sigara
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icenler de 9.3+4.3 ng/mL, sigara icmeyenler de 26.7£13.7 ng/mL oldugunu, Eishafeey
ve ark.*® 24 sagliklt gontlli erkege 10 mg olanzapin iceren 2 ayri ticari preparat
verildikten olanzapin plazma Cyax degerlerinin 11.60+4.08 ng/mL ve 13.07+4.47 ng/mL
oldugunu, Markowitz ve ark.*® 5 mg olanzapin iceren 3 farkli ticari ila¢ 7 goniillii
erkege verildikten sonra olanzapin plazma Cmax degerlerinin 7.09+ 2.15 ng/mL,
7.10+2.97 ng/mL ve 6.82+1.54 ng/mL oldugunu, Sachse J ve ark.”® 20 mg olanzapin
alan 120 sizofreni hastasinin serumlarinda ortalama 48+27 ng/mL derisiminde
olanzapin oldugunu, Lu ve ark.®” ginlik 5-20 mg olanzapin kullanan 48 sizofreni
hastalasinin plazmalarindaki ortalama olanzapin derisiminin 35.46+£24.12 ng/mL
oldugunu, Urinovska ve ark.%® giinlik 7.5 ile 30 mg arasinda olanzapin alan hastalarin
serumlarinda 6 saat sonra Olgiilen olanzapin derisiminin 4.9 ile 46.6 ng/mL arasinda
oldugunu belirtmiglerdir. Olanzapinin plazmadaki derisiminin tayini i¢in yapilan bu
caligmalarin hepsi olanzapinin oral formu iizerine yapilmis olup IM formu {izerine
yapilan sadece bir ¢alismaya rastlanmis olup, o ¢aligmada ilaci iireten firma tarafindan
yapilan test calismasidir.®®

Yapilan literatiir arastirmasinda olanzapinin plazmadan, serumdan, idrardan ve
farmasotik preparatlardan miktar tayininde HPLC y®ntemij? 229:31-33:36:37,39-44,46,50-
S450626667.6970 | C-MS  yontemi***#49%  UV-Gorinir Bolge  Spektrofotometri
yontemi’®™, LC-MS/MS  ydntem;03>47485799636588.7273 = G yigntemi®®® ve GC-
MS/MS yonteminin® kullanildigi bilgisine ulasilmistir. HPLC yoénteminde dedektdr
olarak ED dedektsr2t 223637465162 |\ (edektr2?42738:3941-4350525356.6670 b Ay
dedektor®®, kiitle dedektor®® 333047404955 575,63:65887273 - kolumetrik - dedektor*™®”
kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda hareketli faz olarak olarak metilen klorit-pentan?,

pH:9.9’a 50 mM amonyum asetatla ayarlanmis su ve metanol??, 5 mM pH:7 sodyum

fosfat-metanol-asetonitril®® 1%

, 135 mM pH:2 fosfat tamponu-asetonitril™, asetonitril-
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tetraetilamonyum?®,  asetonitril-su-tetrametiletilendiamin®®,  hekzan-diklorometan?’,
metanol-asetonitril-7.8 mmol/L trietilamin iceren 8.9 mmol/L fosfat tamponu®,
asetonitril-%60.1 formik asitli su®®, metanol-asetonitril-%65, 50 mM pH:6°da fosfat
tamponu®, (10 mmol/l amonyum asetat, 2.7 mmol/I formik asit) asetonitril**, metanol-
pH:3.9’da 5mM asetat tamponu®, asetonitril-pH:3.8’de fosfat tamponu®®, su-metanol-
asetonitril-trietilamin®’, %1 formik asit iceren su-asetonitril®®, 0.009 M eptansiilfonik
asit sodyum tuzu ve 0.06 M potasyum fosfat monobazik (pH:2.7) iceren su-asetonitril®,

metanol-pH:3.5’de 50 mM fosfat tamponu*, fosforik asit ile ph:5.6’ya ayarlanmis 0.05

M fosfat tamponu ve asetonitril*!, pH:2.5’de amonyum fosfat tamponu-metanol*,

pH:6.8’e trietilamin ile ayarlanmis 9.5 mM sodyum dihidrojen fosfat-asetonitril-
metanol®®, 10 mM amonyum asetat tamponu- asetonitril*’, %0.1 formik asit ile
asitlendirilmis 0.02 M amonyum asetat tamponu ve asetonitril*®, %0.5 ortofosforik asit
ile pH:4’¢ ayarlanmig 75 mM potasyum dihidrojen fosfat tamponu®, pH:4.5%e trifloro
asetik asit ile ayarlanmis %0.25’lik amonyum asetat tamponu ve asetonitril®, 0.032 M
amonyum asetat tamponu-asetonitril-metanol®®, 50 mM fosfat tamponu ve asetonitril>*,
%25 amonyum hidroksit ile pH:8.1’¢ ayarlanmigs 20 mM amonyum asetat tamponu ve
asetonitril®®, %95°’lik asetik asit ile pH:6.5’¢ ayarlanmus su-asetonitril-tetrametil
etilendiamin®, metanol ve amonyum asetatm®, 90.05’lik cinko sdlfat bulunan
asetonitril-metanol®, %1’lik trietilamin iceren diklorometan-hekzan®, fosfat tamponu
(pH:7, 75 mM)-metanol-asetonitril®®, amonyum asetat tamponu (pH:5, 5 mM)-

63
|

asetonitril®®, metanol-2 mM amonyum asetat tamponu®, 10 mM amonyum format

tamponu-asetonitril®

, asetik asit ile pH:3.73’e ayarlanmis %0.3’lUk trietil amin igeren
su-metanol®®, mM pH:5.7 fosfat tamponu-asetonitril-metanol®, %5’lik asetonitril
icerisinde %21’lik formik asit ve 2 mM amonyum asetat tamponu®®, fosfat tamponu

(pH:4.0)-asetonitril-trietilamin™, asetonitril-10 mM amonyum asetat tamponu’®’
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kullanilmistir. Arastirtlan literatiir bilgisine gére ¢ogunlukla tampon igeren hareketli

22,23,24,29,33,34,35,36,39,40,41,42,43,47,48,50,52,53,54,55,58,63,65,67,68,70,72,73

fazlar  kullanilmig olup

tampon kullanilmadan yapilan HPLC ve LC-MS yontemlering?:2%26:27:30:3738,56.59,60,66.69
de rastlanilmistir. Tampon kullanmak hem kolona zarar verebileceginden, hemde
kimyasal malzeme ve zaman kaybina yol acacagindan bizim c¢aligmamizin avantajini
ortaya koymaktadir. Calismamizda HPLC yonteminde olanzapinin alikonma zamani
1.28 dakika, IS’in alikonma zamani ise 2.58 dakika olarak bulunmustur. Arastirilan

literatiirlere gore hareketli fazda ister tampon kullanilsin®?2433:39435052:54.70 *jstar

252621966669 Hp[ C calismalarinda olanzapinin plazmadan ve farmasdotik

kullanilmasin
praparatlardan tayininde alikonma zamanmin en diisik oldugu c¢alisma bizim
calismamizdir. Alikonma zamanimnin diisiik olmasi hem zaman, hemde kullanilan
kimyasal malzemeler agisindan tasarruf sagladigindan biiyiik bir 6neme sahiptir. LC-
MS yonteminde de yine tampon kullanilmadig1 ve 3 dakika (1.51 dakika olanzapin, 2.15
dakika IS) gibi ¢ok kisa bir analiz siiresine sahip oldugu i¢in ¢ok kullanish bir yontem
oldugu ortaya koyulmustur. Calismamizda her tg¢ yontem (UV-GOrinir Bolge
Spektrofotometri yontemi, HPLC yoéntemi ve LC-MS yoéntemi) icin de plazmadan
olanzapini ekstrakte etmek i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanildi ve herhangi bir
On hazirlama veya 6n ayirma islemi gerektirmeden olanzapin belirlendi. Calismamizda
olanzapini plazmadan ekstrakte etmek icin kullandigimiz diizopropil eter taranan

21-73

literatiirlere gore ilk defa bizim ¢aligmamizda kullanilmis olup yiiksek geri kazanim

sagladigindan dolay1 olanzapinin plazmadan ekstaksiyonlarinda kullanilabilir oldugu

gosterilmistir. Ayrica IS olarak kullandigimiz irbesartan da taranan literatiirlere” "

gore
yine ilk defa bizim ¢aligmamizda kullanilmig olup plazmadan ve farmasétik preparattan

olanzapin tayininde HPLC ve LC-MS yontemlerinde literatiirlerde kullanilan internal

standartlara ek olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gunumuzde psikyatride blylk bir 6neme sahip olan ve basta sizofreni olmak
lizere sizoaffektif bozuklugun akut alevlenmesinde ve siirdiiriim sagaltiminda, bipolar
bozuklugun manik ataginda ve akut siirdiiriim sagaltiminda, demansta goriilen psikotik
belirtilerde, Tourette sendromunda ve segici seratonin geri alim inhibitérleri ile birlikte
travma sonrasi stres bozuklugunda, otizmde ve anoreksiya nevroza hastalarinda kilo
artis1 saglamada etkili oldugu belirtilen ve hem serotonin hem de dopamin reseptdrleri
Uzerinde antagonistik etki gosteren olanzapin; hematolojik yan etkilerinin olmamasi ve
negatif belirtiler {izerinde klasik antipsikotiklere gore daha etkili olmasi, EPS yan
etkilerinin klasik antipsikotiklere gore az olmasi nedenlerinden dolay1 sizofreni ve diger
psikozlarin tedavisinde kullanilan atipik-antipsikotik bir ilagtir. Calismamizda
psikiyatride ¢ok genis bir kullanim alanina sahip olan olanzapinin bes farkli farmasotik
preparattan (rexapin, olaxinn, ozaprin, ollafax, zyprexa) ve insan plazmasindan miktar
tayininde UV-Gorunuar Boélge Spektrofotometri, HPLC ve LC-MS yontemleri
gelistirilmis ve daha sonra gelistirilip gegerlilik testleri yapilan yontemlerden LC-MS
yontemi ile sizofreni tanisi almis hastalarin plazmalarindan olanzapinin miktar tayini
gergeklestirilmis ve sonu¢ olarak gelistirilip gecerlilik testleri yapilan yontemlerin
hassas, basit ve hizl1 oldugu, kalite kontrol ve klinik ¢alismalarda uygulanabilir oldugu
gosterilmistir. Hastanelerde olanzapin kullanan hastalarin plazmalarindaki olanzapin
miktar1 riitin olarak belirlenmemektedir. Hastanelerde olanzapini tayin edebilecek LC-
MS gibi cihazlarin olmasi ve varsa da riitin biyokimyasal parametreler gibi olanzapinin
belirlenmesi olanzapinin diger enzim ve hormonlar iizerine olan etkisini, hastanin
tedaviye verdigi cevabi, metabolik sendrum ve kilo artis1 iizerine olan etkisini ortaya

koyabileceginden yararli olacagini diisiinmekteyiz.
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