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OZET
Tezin Bashgi: Pioglitazone Hidrokloriiriin UPLC-UYV ile Miktar Tayini ve

Validasyonu

Ogrencinin Adi: Sinem BILGIC
Damisman: Doc.Dr. Dilek BILGIC ALKAYA
Anabilim Dali: ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI

Amag: Bu calismanin amaci film kapli tabletlerde bulunan pioglitazon HCI etken
maddesinin tayini i¢in valide edilmis ters faz ultra performanslh sivi kromatografisi
(UPLC-UV) yontemi gelistirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calisgmamizda pioglitazone HCIl etken maddesinin literatiir
caligmalarinda bulunmayan UPLC cihazinda metot gelistirilmesi ve validasyonun
saglanmstir.

Bulgular: Pioglitazon HCI etken maddesinin UPLC cihazinda zamandan, kullanilan
kimyasallardan tasarruf edilerek segicilik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik
parametrelerini karsiladig1 ortaya koyulmustur.

Sonuclar: Gelistirilen yontem etken maddenin BEH C18 kolonda fosfat tamponu
(pH=6):asetonitril (55:45) hareketli faz1 ve UV dedektor ile 225 nm dalga boyunda
0,4 ml/dk akis hizinda tespitine dayanir. Bu yoOntem ticari ialg formiilasyonu

analizinde basariyla uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Pioglitazon HCI, UPLC, Diyabet, metot validasyonu,
kromatografi



SUMMARY
Title: Determination and Validation of Pioglitazone Hydrochloride by UPLC-

uv

Student’s name: Sinem BILGIC
Consultant: Doc Dr. Dilek BILGIC ALKAYA
Department: Analytical Chemistry Department

Objective: The aim of this study is to develop a validated reverse phase ultra
performance liquid chromatography (UPLC-UV) method for determination of
pioglitazone HCl active substance in film coated tablets.

Materials and methods: In this study, the method development and validation of
pioglitazone HCI active substance in UPLC device, which is not found in literature
studies, was achieved.

Results: It was demonstrated that the active substance Pioglitazon HCl meets the
parameters of selectivity, linearity, accuracy and precision by saving time and
chemicals used in UPLC device.

Conclusion: The developed method is based on the detection of the active substance
in the BEH C18 column with phosphate buffer (pH = 6): acetonitrile (55:45) mobile
phase and UV detector at a flow rate of 0.4 ml / min at 225 nm. This method has

been successfully applied in commercial drug formulation analysis.

Keywords: Pioglitazone HCl, UPLC, Diabetes, method validation, chromatography



1.GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde gelisen ve bliyliyen ilag sektorleri arasinda ¢esitlilik saglanan etken
maddelerini valide olmus metotlarla hizli bir sekilde sonu¢ almak amaclanmistir.
Cogunlukla kullanilan HPLC metotlarina karsilik degisen diinyada gelisen

teknolojiyle UPLC metotlarinin kullanimina baslanmistir.

e Kisa analiz siiresi

e Rezoliisyon ve sensitivitenin artmasi

e Daha az kimyasal kullanim1 ve daha az kimaysal atik
e Genis pH araliginda dogru sonug verme

e Hassas dedektor icermesi

e Farkli loop hacimleri

e Stabil olmayan etken maddelerinin hizli analizi

UPLC cihazinin 6zelliklerindendir.

Diinyada en sik goriilen hastalik olan tip II diyabet tedavisinde kandaki seker
diizeyini kontrol altinda tutabilmek i¢in kullanilan Pioglitazon tiazzolidinedion grubu
ilaglardandir. Ilag insiilin etkisini arttirarak kasta nonoksidatif glukoz

metabolizmasini uyarir karacigerde de glukoneogenezisi inhibe eder.

Literatiir aragtirmalarinda pioglitiazona etken madde ve safsizlik analizleri i¢in
yapilmis  ¢alismalar incelendiginde genellikle yiiksek performansh — sivi
kromatografisi ile yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir. Son yillarda UPLC sisteminin
hassasiyeti ve hizindan dolayi ilag analizlerinde tercih edilmesiyle etken maddenin
UPLC yontemiyle c¢alisilmasina karar verilmistir. Bu nedenle pioglitiazone
hidrokloriir  tayinine iliskin UPLC cihazinda metot gelistirilmesi ve validasyonu

yapilmasi planlanmistir.



2.GENEL BILGILER

Diyabet, 1400’lii yillarda yazilan tibbi bir kayitta Ingilizcede “diabete” kelimesi
ile kullanilmistir. 1625 senesinde Thomas Willis bal ve tatli manasinda
kullanilan Latince mellis s6zciigiinii, hasta kisilerin idrarlarinin tathh olacagimi
bildirmek icin “mellitus” olarak belirtmistir. Idrarin  tath  olusu, Eski
Yunan, Cin, Misir ve ayrica Hint ve Persler tarafindan da gbzlemlenmistir. Matthew
Dobson, 1776 yilinda idrarin tatliligini diyabet hastaligina sahip olan kisilerin
kanlarindaki veya idrarlarindaki bir c¢esit asir1 seker sebebiyle olustugunu
ispatlamistir. Diabetes mellitus ¢ogunlukla yalnizca diyabet olarak isimlendirilen,
cogunlukla kalitimsal ve c¢evresel etkenlerin birlesmesiyle ortaya c¢ikan ve
kandaki glukoz oranmin asir1 derecede artmasiyla (hiperglisemi) goriilen metabolik

bir hastaliktir.

Diinyada en yaygin rastlanan endokrin bir rahatsizliktir. Viicutta farkli organlara
tesir etmesi ve bozulmaya sebep olmasi sosyal ve ekonomik sikintilar nedeni ile
toplumun sosyal bir problemi olmustur. Diinyaki diyabetli hasta sayisinin 2025 yilina
gelindiginde 300 milyona kiside goriilecegi, bu saymin %90’ tip 2
diyabetlilerinden olusacag diisiiniilmektedir (Aksoy ve Giirlek, 2004).

Bedendeki kan sekerinin oraninin diizenlenmesi bir¢ok kimyasal madde ve
hormonun etkilesmesi sonucunda olusur. Seker oraninin diizenlenmesine katki
saglayan hormonlardan en Onemlisi pankreastan salgilanan insiilin hormonudur.
Diabetes Mellitus, yeterli insiilin salgilanamamasi ya da insiilinden kaynaklanan bir
bozukluk sonucunda goriilen kan sekerinin yiikselmesi sebep oldugu birka¢ grup

rahatsizlig1 tanimlamak icin kullanilir.

Diyabetin olusmasinin iki sebebi vardir. Birincisi insiilin iiretiminin azalmasi
sbebeiyle ortaya cikar (Tip 1 diyabet). Ikincisi insiilinin etkisine karsi viicudun
direng gelistirmesiyle (Tip 2 diyabet ve gestasyonel diyabet) olusur. Her iki durumun

sonucunda da kan sekerinde artis (hiperglisemi) goriiliir.

Tip 1 Diyabet: “juvenil diyabet”, veya “tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)” olarak

isimlendirilir. Pankreas beta hiicrelerinin genellikle sinir merkezi sebepli tahribatina



bagl olarak insiilin eksikligi ortaya ¢ikar. Insiilin yetersizligi sebebiyle hastalara
insiilin hormonu enjeksiyonla saglanir. Bu sebeple tip 1 diyabet, “Insiiline Bagimli
Diyabet” olarak da adlandirilir. Diyabet hastalarinin %5-10u, tip 1 diyabetine
sahiptir (Anonymous, 1985; Gavin vd., 1998). Tam1 asamasinda hastanin agiz
kurulugu, fazla su icme, ¢ok idrara ¢ikma, aglik hissi, kilo verme, bulanik gérme,
yorgunluk hissetme gibi sikayetleri olur. Bu sikayetler genellikle ge¢cmis birka¢ hafta
icinde gorilmiistiir. Son yillara kadar bu tip diyabet sadece ¢ocuklarda goriilmekte
idi. Fakat gliniimiizde yetiskinlerde de ortaya ¢ikmaya baslamistir. Tip 1 diyabet
sikayetlerinin yaris1 15 yasindan sonra goriiliir. Ayrica genellikle 25 yasindan sonra

ortaya cikan tip 1 diyabet sekli de vardir (Anonim, 2011).

Tip 2 Diyabet: Tip 2 diyabet hastalifinda beta hiicreleri tarafindan insiilin iiretir;
fakat insiilin hedeflenen dokularda etkili degildir. Tip 2 diyabet, “Tip 2 Diabetes
Mellitus (T2DM)”, “Insiiline Bagimli Olmayan Diyabet” veya “eriskin tipi” diyabet
olarak belirtilir ve ¢cogunlukla 40 yasindan sonra goriiliir. Diinyada tanis1 konulan
diyabet vakalarinin % 90’dan fazlasin1 bu diyabet ¢esidi olusturur (Anonymous,
1985; Gavin vd., 1998). Sikayetler tip 1 diyabete benzer fakat daha hafiftir. Bu
nedenle hastalik basladiktan ortalama 5 yil sonra fark edilir. Son zamanalarda
obezitenin ¢ocuklarda artmasi ile ¢ocuklar ve ergenlerde de tip 2 diyabet ortaya
cikmaktadir. Gelismis lilkelerde goriilen 15 yas alt1 diyabet hastaliklarinin yarisina
yakininin tip 2 diyabet oldugu belirtilmektedir.

Spesifik Nedenlere Bagli Diyabet: Bunlar nadir goriilen diyabet cesitleridir

(Anonymous, 1985). Diyabet hastalarinin %1’den az1 bu diyabete sahiptir. Bu tip
diyabete sebep olan hastaliklar sunlardir: Beta hiicresinin islevinin bozulmasina bagh
olan genetik defektler, insiilin etkilerinde bozulmaya sebep olan ender genetik
defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler, ilag ve kimyasallara bagl
olarak ortaya ¢ikan diyabetler, enfeksiyonlar, immun sebepli ender diyabet cesitleri
ve diyabetle goriilebilen genetik sendromlarin bu tip diyabete sebep oldugu
belirtilmistir (Anonim, 2011).

Gestasyonel Diyabet: “Gestasyonel Diabetes Mellitus; GDM” olarak da

adlandirilir. ik defa gebelik sirasinda goriilen diyabettir. Gebeliklerin % 2-4’iinde
GDM ortaya ¢ikmaktadir (Anonymous,1985; Gavin vd., 1998). Semptomlar1 genel



olarak tip 2 diyabetle benzerlik gosterir. Fakat gebelik esnasinda yapilan taramalar
sebebiyle genelde belirtiler ortaya ¢ikmadan once tani yapilir. GDM, dogumdan
sonra ¢ogunlukla iyilesir; ancak daha sonraki gebeliklerde yeniden ortaya c¢ikma
thtimali fazladir (yaklasik % 50). Bununla birlikte GDM’si olan kadinlarin sonraki
yasamlarinda tip 2 diyabetli olma ihtimali, % 80’1 bulur (Anonymous, 1994). Bu
nedenle GDM tanist yapilmis kadinlarin dogumdan sonra koruma programina

girmeleri gerekir (Anonim, 2011).

2.1. Pioglitazon

Kandaki sekerin seviyesini kontrol altinda tutabilmek i¢in kullanilan Pioglitazon
. Tiazolidinedion grubu bir antidiyabetik olup tip 2 diyabet hastaliginda kullanilir.
Tiazolidinedion grubu ilaglar insiilin etkisini artirarak ve kasta nonoksidatif glukoz
metabolizmasini uyararip, karacigerde ise glukoneogenezisi inhibe ederek etkili
olurlar. Insiilin sekresyonu iizerinde etkileri yoktur. ilaglar glukoz konsantrasyonunu
diisiiriirken buna plazma insiilin konsantrasyonunda azalma eslik eder (Fahim vd.,

2009).

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

o N o, ra

4
/

Sekil 1. Pioglitazone HCI

Pioglitazon HCI,

-Kimyasal ismi (RS)-5-(4-[2-(5-ethylpyridin-2-yl)ethoxy]benzyl)thiazolidine-2,4-
dione

-Molekiil formiilit CI9H20N203S

-Molekiil agirligi1 356.44 g/mol



-Beyaz toz Kristal halinde

-Suda ¢6zlinmez, susuz etanolde ¢oziiniir.

2.1.2.Farmakolojisi

Hipergliseminin neden oldugu asir1 miktarda idrar iiretimi diyabetin akut baginda
gelir. Su igme istegi ve dolayisiyla sivi tiikketimin artmasi ise asir1 idrar iiretimini
dengeleme c¢abasidir.. Gormedeki bozulmasi, agiklanamayan kilo kayiplari,
yorgunluk ve enerji metabolizmasindaki degisiklikler ise diyabetin diger
belirtileridir. Cogunlikla 40 yas1 iistii hastalarda goriilen tip 2 diyabette, insiilin
salgist normal veya normalden fazla oldugu halde, glukozun organizmaya
alinmasindan dolayr artan plazma glukoz diizeylerindeki artisina insiilindeki
azalmaya sebep olmasindandir. Kontrol altina alinmadan yiiksek seyreden kan sekeri
uzun vadede ¢esitli komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir..
Sismanlikla tip-2 ile kalp-damar hastaliklarina, bobrek yetmezligi ile sonuglanan
nefropati, sinir sistemi hastaligr noropati, korliige kadar gotiiren retinopati ve ayak
tilserleri gibi uzun vade komplikasyonlart sonucu felg, kangren veya koroner

hastaliklarin riskini artirmaktadir (Sacks, 1994).

Halen tip 2 diabetin patogenezinde primer bozukluk insiilin rezistansi olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle ile tedavinin ilk basamaginda insiilin sensitivitesini
artiran ilaglarin kullanilmasi en iyi yaklasimdir. Guanidin tiirevlerinin boyle bir etki
mekanizmasi oldugunun anlagilmasinin ardindan antidiabetik ilag gelistirme
caligmalarinda bu grup molekiillerin 6nemi artmis ve bu c¢alismalarin iiriinii olarak
tiazolidinedionlar gelistirilmeye baslanmistir. Tiazolidinedionlar; PPAR-y
(Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptor-y) agonistleridir. PPAR aktivasyonu ile
insiiline cevap veren genlerin transkripsiyonunu diizenlerler. Bu gruptaki ilaglarin
etki mekanizmalar1 ¢ogunlukla iskelet kasinda olmak iizere periferik dokulardaki
insiilin duyarliligini arttirmaktir. A¢lik plazma glukozunu 25-55 mg/dl, Alc’yi %0.5-
1.4 diizeyinde diisiirtirler. Glitazonlar sivi retansiyonuna ve édeme sebep olabilirler,
bu nedenle kalp yetmezligi hastalarinda kullanilmalari, 6zellikle de insiilinle birlikte

kullanilmalar1 tavsiye edilmemektedir. Diger yan etkiler arasinda anemi, kilo alima,



hepatotoksisitedir, rosiglitazonda daha belirgin olmak iizere LDL kolesterolde artis

sayilabilir (Aygaz ve Kan, 2010).

2.1.3.Pioglitazon HCl ile yapilan etken madde analizleri

Pioglitazon HCI etken madde miktar tayini ile safsizlik analizleri igin
literatiirlerde genellikle yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) UV

dedektor sisteminin kullanildig1 metotlar bulunmaktadir.

Adukondalu ve ark. HPLC-UV/VIS dedektor tercih edilerek pioglitazone HCI
tabletler i¢in bir yontem gelistirilmistir ve validasyonu yapilmistir. C 18 4,6x250mm.
kolon kullanilmistir. Mobil faz bilesimi ise 10 mM fosfat tamponu (pH 4.5) :
Asetonitril: 50:50 ve 245 nm dalga boyunda, 1ml/dk akis hizinda analiz
gerceklestirilmistir. Pioglitazone HCI (R.t 6.3 dk) (Adukondalu ve Malathy, 2011).

Shaik ve ark. tarafindan UV- visible dedektdr kullanilarak etken madde analizi
ve validasyonu yapilmistir. Intersil ODS C18 (150mm x 4.6 mm, Spum), mobil faz
olarak amonyum asetat tampon cozeltisi; asetonitril ve asetik asit 50:50:1 (v/v)
oraninda kullanilmig 269 nm dalga boyunda 0.7 ml/dk akis hizinda izokritik bir
sistemde analiz gerceklesitirilmis ve valide edilmistir (Shaik vd., 2014).

Patil Pavelli M. ve ark glimepirid, metformin HCl ve pioglitazon HCI
molekiilleri icin UV spektrofotometrede metot gelistirmislerdir. 1lk olarak
glimepride, metformin HCI ve pioglitazone HCI standartlar1 cihazda okutuldugunda
sirastyla ; 227 nm, 233 nm ve 265.5 nm dalga boyunda pik verimistir. Daha sonra 3
molekiilden olusan numune ¢ozeltisini 227 nm, 233 nm ve 265.5 nm dalga boyunda

Olciilmiistiir (Pavalli vd., 2012).

Deepti Jain ve ark metformin HCl , pioglitazon HCI ve glimepirid tablet
formlar1 icin UV-PDA dedektor kullanmilarak 3 farkli numuneyi tek bir HPLC
sisteminde etken madde analizi i¢in metot gelistirmisleridir.Inertsil-ODS-3 (C-18)
Kolon (250 x 4.60 mm, 5 um) ve mobil faz olarak metanol-fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 4.3) 75:25 v/v kullanarak 1 mL/dk akis hizinda 258 nm dalga boyunda analizi
gerceklestirip metodu valide etmislerdir (Jain vd., 2008).



Lakshmi ve ark. metformin ve piglitazon tablet formlar1 i¢cin etken madde
analiz metodu gelistirmisleridir. Gemini C18 kolon (150 x 4.6 mm, 5 p) kullanilmis
ve mobil faz olarak asetonitril ve amonyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH-3) 42: 58
oraninda kullamismistir. Akis hiz1 0.3 ml/dk ve 255 nm dalga boyunda ¢alisilan
cihazda 5.17 dk da metformin piki ve 8.1dk da pioglitazon piki kromatogramda
gelmisgtir. Kalibrasyon egrisi lizerinde, metformin i¢in 0.5-50 ug / ml ve pioglitazon

i¢cin 0,3-30 ug / ml isaretlenmistir (Lakshmi vd., 2009).

Najma Sultana ve ark. diltiazem, metformin, pioglitazon ve rosiglitazon tablet
formunda ve insan kani serumunda kullanilacak sekilde metot gelistirilmis ve valide
edilmistir. Hiber, 250-4.6 mm RP-18 kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak
asetonitril-metanol-su (30:20:50, h/h oraninda ve pH 2.59 + 0.02) kullanilip oda
sicakliginda akis hizi 1.0 mL/dk ile UV-VIS dedektérde 230 nm dalga boyunda
analiz gerceklesmistir. Iyi bir rezoliisyonla tiim antidiyabetikler biribirinden

ayrilmistir (Sultana vd., 2011).

AMR Lotfy Saber ise tablet formundaki pioglitazon HCI etken maddesinin UV
dedektor ile HPLC’de Nova-Pak &£ C18 kolonu (3.9 mm x 150 mm, 5 um) mobil faz
olarak ise formik asit ile pH 3’e ayarlanmis amonyum format tamponu ve asetonitril
(75:25, h/h) oraninda kullanmis olup, 1.0 mL/s akis hizi ile UV dedektorde 225 nm
dalga boyunda analizlemis ve etken madde miktar tayini metodunu valide etmistir.
Dogrusallik > 0.5 pgmL -1 , hassasiyet > 99.14 %, ve kesinlik < 0.6 % bulmustur
(Saber, 2008).

Lakshmi ve Rajesh (2011), glipizid, rosiglitazon, pioglitazon, glibenklamid ve
glimepiridin es zamanl tayini, ila¢g formlarindan ve insan plazmasindan analizi i¢in
HPLC metodunu gelistirmislerdir. Phenomenex C18 (150 x 4,6 mm, i.d., 5 um)
kolonuyla 1 mL/dakika akis hizinda % 0,05 trietilamin, asetonitril ve metanol
karisimi (55:15:30; pH 3,5) oraninda mobil faz olarak kullanmistir. laglar 248 nm
dalga boyunda 20 dakikadan daha az bir siire i¢inde ayrilmislardir. Glipizid,
rosiglitazon, pioglitazon, glibenklamid, ve glimepirid i¢in alikonma zamanlar1
sirastyla 4,51; 9,56; 11,3; 14,76 ve 17,78 dakikadir. Formiilasyonlardan ve insan
plazmasindan elde edilen geri kazanim degerleri birbirine yakindir. Bu yiizden bu

yontemin farmasdtik dozaj formlarinin rutin kalite kontrolii i¢in kolay kullanilabilir



oldugunu ve ayni zamanda klinik c¢alismalar i¢in de uygulanabilir oldugunu ileri

stirmislerdir.

2.1.4. Kromatografi

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografi kimyasal bir karisimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbiri
ile karigsmayan, hareket eden faz ile (gaz veya sivi) sabit (duran) (kat1 veya sivi) faz
arasindaki partisyon (dagilim) dengelerine dayanarak ayrilmasimi ve ayn1 zamanda
bu maddelerin kalitatif ve kantitatif analizini saglayarak genis kullanim alani bulan
bir ayirma yontemidir (Ozden, 2011). Bu metodun temelinde, ayrilacak bilesenlerin
bu iki farkli fazda gosterdikleri davranig farkliligi yer almaktadir. Hamilton ve Sewel
(1982) ; Bidlingmeyer (1992)’e gore hareket eden faz icerisinde ¢Oziinen ornek
cOzelti sabit fazda farkl etkilesimlere girer. Bu etkilesimler ¢oziiniirliik, elektron ¢ifti
etkilesimleri iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu gibi olaylardir. Bu

olaylara bagl &rnek ¢ozelti sabit fazda tutunarak hareket eder. (Ozden, 2011).

Kolona ¢oziiciiniin siirekli verilmesi, hareketli ve durgun faz arasinda stirekli
madde aktarimi yaparak, ¢ozlinen madde taneciklerini kolondan siiriikler. Numune
enjeksiyon sonrasinda kolona gelir ve numunenin bilesenleri kolonun iki fazi
arasinda dagilir. Numune ¢d6zeltisi ile birlikte kolona giren hareketli faz, kolon
icerisindeki durgun fazda dagilmasina ve ilerlemesine katki saglar. Numune ¢ozeltisi
icersinde bulunan farkli bilesenler durgun faz olan kolonda farkli zamanlarda
tutunur, farkli zamanlarda kolonda ilerler ve kolonu farkli zamanlarda terkederler.
Boylece numune ¢ozeltisi igerisindeki bilesenler ayrilmis olur. Bu ayirma islemi igin
hareketli faz HPLC sistemine yiiksek bir basingla pompa yardimiyla verilerek kisa
siirede ayirma islemi tamamlanir. Kolonda ayrilan bilesenler kolon ¢ikigina baglanan
bir dedektor ile absorbanslarina karsilik bilesenlerin miktar1 belirlenir. Dedektérden
aliman sonuglar zamana kars1 y- ekseninde isaretlenmesiyle grafikler olusur. Bu
grafiklere “kromatogram” denir. Bu grafikler hem kalitatif hemde kantitatif analiz
icin kullanilir. Zaman eksenindeki piklerin yerleri, numune bilesenlerini tanimada
kullanilabilir; pik alanlari ise, her bir bilesenin miktarinin kantitatif bir 6l¢iisiidiir

(Skoog vd., 1998).
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Sekil 2. Kromatogramin prensibi

Kiiciik dolgu maddelerini c¢elik kolonlara doldurup yiiksek basing altinda
hareketli faz ile sisteme numuneyi enjekte edilmesiyle olusan kromatografi tiirlerine
yiiksek performans sivi kromatografisi denir. Hareketli fazin sivi oldugu, hareketli
fazin sabit fazi igeren bir kolondan belirli bir basing uygulanarak gecirildigi
kromatografik sistemlerdir (Giindiiz, 2002). HPLC sisteminde kullanilacak hareketli
fazin se¢iminde, yiiksek derecede saflik, dedektor ile uyumluluk, diisiik viskozite,
ornegi ¢ozebilme, kimyasal agidan inert olmasi, uygun fiyat gibi ozelliklere dikkat
edilmelidir. Hamilton (1982), White (1990), Bidlinmeyer (1992)’e gore sabit faz ve
hareketli faz farkli polariteye sahip ise 6rnek molekiilleri de farkli ¢oziiniirliiklere
sahip olabilir. Bu iki fazin polarite degisimlerine gére dagilma kromatografisi iki
boliimde gozlenebilir; bu kromatografiler ters-faz sivi kromatografisi ve normal-faz
stvi kromatografisidir (Ozden, 2011). Ters-faz s1v1 kromatografisinde hareketli faz
polar, sabit faz ise apolardir. Sabit faz olarak genelde organik gruplarin baglanmasi
ile kimyasal olarak degistirilmis kat1 partikiil yiizeyler kullanilir. Ters-faz sivi
kromatografisinde apolar maddelerin ayrimi gergeklestirilir. Uzun zincirli sabit faz
olan C18 daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit faz olan C8 ve C2 ise, daha polar
maddelerin ayrismasinda tercih edilir. Boylece polar maddeler uzun alkil zincirli

sabit fazlarda daha az tutunurken, apolar maddelerde kisa zincirli sabit fazlarda daha
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az tutunurlar (Hamilton, 1982; Sewel vd., 1987; Meyer, 1988; Bidlinmeyer, 1992).
Normal-faz sivi kromatografisinde hareketli faz apolar, sabit faz ise polardir.
Hareketli faz igerisinde genelde hekzan, dietil eter, kloroform veya oktanol gibi
polaritesi diisiik ¢oziciiler kullanilir.. En yaygin kullanilan sabit fazlar ise; silika ve
aliiminadir (Ozden, 2011). HPLC cihazinin Sekil 3.’de ayrintili olarak kisimlari
gosterilmistir. Kendine has islevlere sahip olan pompa, oOrnek giris sistemi
(enjeksiyon blogu), kolon, dedektor ve kaydedici (data sistemi) olmak iizere bes ana

kisimdan olusan bir diizenektir.

Sekil 3. Yiiksek Performansli S1vi Kormatografisinin Boliimleri

1) Coziicii hazneleri,

2) Coziicii degazor bolmesi,

3) Gradient valfleri (kapaklari),

4) Mobil fazin dagitimi i¢in karigtirma kaba,
5) Yiiksek basingli pompa,

6) Enjeksiyon konumu i¢in kapak degisim kismi, 6') Numune yiiklemesi i¢in kapak
degisim kismi,

7) Numune enjeksiyon dongiisii,

8) On-kolon (guard kolon),

9) Analitik kolon,

10) Dedektor,

11) Veri toplama, kaydedici,

12) Atik bolmesi.
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Hareketli fazin sisteme verilmesi bir piston pompasi aracilifiyla ¢oziicii
haznesinden saglanir. Coziicli haznesinden segilen ¢oziiciiler sistemin Oncelikle
degazor bolmesine girmelidir. Clinkii ¢oziiciiler igerisinde bulunabilecek muhtemel
hava kabarciklar ile istenmeyen partikiiller bu boliimde elimine edilir. Bu sayede
hem ayrim prosesinde istenmeyen etkilesimlerden kaginilmis olup hem de dedektor
sinyalindeki analiz kaynakli giiriilti minimuma indirilmis olmaktadir (Bilber, 2010).
Numunenin kolona verilmesi pompa ile kolon arasinda yer alan enjeksiyon valfi
yardimiyla olur. Numune, yiikleme durumunda enjekte edilir. Sonra valf, enjeksiyon
pozisyonuna ¢evrilir. Boylece numune hareketli faz yardimiyla kolona verilmis olur.
Numune bilesenleri kolonun ve hareketli fazin 6zelliklerine gore kolonda farkli
hizlarda ilerler ve farkli zamanlarda kolonu terkederler. Kolondan ayrilan hareketli
faz dedektore gelir ve bir sinyal islemci tarafindan analitik sinyale doniistiirtiliir. Bu

sinyal (pik) kromatogram halinde kaydedilir (Torul, 2009).

Kromatografide Temel Parametreler

Kromatografik yontemlerde etkili bir ayirim gergeklestirebilmek i¢in numune
bilesenlerinin kolonda tutunabilmesine, numune bilesenlerinin digerlerinden
ayrilabilmesine, numune bilesenlerinin bant genisliklerinin nispeten dar olmasina
dikkat etmek gerekir. Bu kosullar saglanmazsa, uygun bir ayrim gergeklesmez.
Ayrimi iyilestirmek, uygun sabit faz ve hareketli faz secimiyle dogrudan iliskilidir.
Kosullarin uygunlugu ise, verilerin yani kromatogramlarin yorumlanmasiyla kontrol
edilir. Kromatogram; kromatografik bir yontemde numune bilesenlerinin kolona
verilmesinden dedektore gelene kadar aldigi yol veya zamana karsi, uygun bir
dedektor tarafindan elektronik olarak verilen sinyalle olusturulan grafiktir. Zaman
eksenindeki piklerin yeri, numune bilesenlerini tanimada kullanilir. Pik alanlar1 her
bir bilesenin miktarinin kantitatif bir 6l¢iisiidiir.Bir kromatogrami yorumlamak i¢in
gerekli parametreler; Alikonma zamani, tR Kapasite faktorii, k Segicilik faktorii, o

Kolon ayirma giicii, Rs Kolon verimliligi, N ve L olarak verilmistir.
Alikonma zamani ve kapasite faktorii

Alikonma zamani (tR ), numunenin kolona verilmesinden sonra dedektore

ulagmasi i¢in gecen siiredir. Alikonma davranis1 numune bilesenlerinin hareketli faz
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ile sabit faz arasindaki dagilimini gosterir. Kromatografide karsilastirmalarda
alikonma zamani yerine siklikla kapasite faktoriinden, k, yararlanilir. Kapasite
faktorii, kolonda ¢oziinen numune bilesenlerinin gd¢ hizlarini acgiklamak ig¢in
kullanilan bir ifadedir. Alikonma faktorii olarak da bilinen kapasite faktori,

asagidaki baginti ile hesaplanir:
g — o
Lo

k =

Burada tg bilesene, tg, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. Iyi
bir HPLC ayirmasi i¢in k, 1-10 arasinda olmalidir. k degerlerinin bu aralikta olmasi,
mobil faz ozellikleri ve durgun fazin degistirilmesi ile saglanir (Poole ve Poole,

1991).

Secicilik, a

Kromatografik sistemde iki bilesen arasinda ayrimi saglama yetenegi kolon
seciciligi olarak adlandirilir. Bu durumda bir kolondaki analitlerin segicilik katsayisi;
bir kolonun s6z konusu maddeleri ne kadar 1yi ayiracaginin bir dl¢iisiidiir. Secicilige
etkileyen faktorlerden birincisi sabit faz gibi goriinsede hareketli faz bilesimi de azda
olsa seciciligi etkileyen etkenlerden biridir. Se¢iciligin matematiksel ifadesi esitlik
asagida gosterilmistir. o, 1,15 ise iki bilesigin % 98 oraninda birbirinden ayrildig
kabul edilir.

_ky e, — ity

a = =
ki tg, —tg

1 0

Teorik tabaka sayisi, N

Kromatografik analizlerde pik genisligi Olgiilebilir ve bu kolon verimliligine
isaret eder. Kolon verimliligi kolona karakteristik olup kolonda pik dagilim
derecesinin Ol¢limiidiir. Tavsiye edilen deger N > 2000 dir. Bir kromatografik

ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki baginti ile belirlenir:
tr \2
N=5,54 (—
4 (57
Burada;
N : Teorik tabaka sayis1

tR : Bilesene ait alikonma zamani

WO0,5 : Pikin yan yiiksekligindeki pik genisligidir.
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Aywrma giicii, Rs

Bir kolonun ayirma giicii, Rs degeri,
ayirabilmesinin kantitatif bir ol¢iistidiir. Ayirma giiciinlin belirlenmesinde segicilik,
kapasite faktorii ve tabaka sayisi rol alir. Kromatogramda ard arda gelen iki pik
arasinda ayirma giicii olan R degeri 1,5 iken tam ayirim olmaktadir. R degeri
azaldikca iki analitin birbiri igerisine girmesi s6z konusudur. Ornegin; R= 1,325
oldugunda maddelerden biri digeri i¢ine % 0,3 oraninda girmistir, R=1 iken,
maddelerden biri digeri icine % 4 oraninda girmistir. R= 0,75’de ayirim
olmamaktadir. (Skoog vd., 1998) (Sekil 4). Ard arda gelen iki pik arasindaki ayirma
giicli, Rs, icin farkli hesaplama yoOntemleri gelistirilmistir. Asagidaki baginti

kullanilarak hesaplama yapilabilir.

Rs = (1/4WN [(o-1)/ o [k/(1+Kk)]

Burada;

Rs : Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii,

N : Etkin tabaka sayisi,
o : Segicilik faktorti,

k : Kapasite faktoriidiir.

Bu bagint1 sivi kromatografik ayirmalarda optimizasyon i¢in esas alinan bagintidir.
Bir kromatografik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik cifti olarak adlandirilir.

Pik ¢iftinin temel ¢izgide birbirinden ayrilabilmesi i¢in ayirma faktoriiniin en az 1,5

olmasi istenir (Skoog vd., 1998).

kolonun iki analiti

Sinyal :- :

Sekil 4. Piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi
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2.1.5.Analitik yontemin gecerli killnmasi

Analitik yontemler, ila¢ etken madde kantitatif - kalitatif analizlerinde ve
yardimct madde analizlerinde, biyoesdegerlik analizlerinde, farmakokinetik
sonuclarinin  degerlendirilmesinde  kullanilan  metotlardir. Bu  analizlerin
yapilabilmesi i¢in kullanilan analitik metotlarin  giivenilir sonuglarin elde
edilebilecegi validasyonu tamamlanmis gecerliligi olan analitik yontemler olmasi
gerekmektedir. Gelistirilen her analitik yontemin validasyonu birbirine bagimli
olmamalidir. (ICH 1994; Riley ve Rosanske, 1996; Lunte ve Radzik, 1996; Swartz
ve Krull, 1997; Ahuya ve Scypinski, 2001).

Amerikan Farmakopesine (USP XXIII/NF) gore bir yontemin gecerli kilinmasi,
bir analiz metodunun performansinin istenilen analitik uygulamada, belirlenen
gerekli kosullarda sagladigini gostermek igin yapilan islemlerin tiimiidiir. Bir
yontemin gercekli olmasi ig¢in, gelistirilen metodun ayni zamanda validasyon
parametreleri olan uygunlunluk, duyarlilik, dogruluk, kesinlik ve tekrar edilebilirlik
parametrelerini karsilamas1 gerekmektedir. Oncelikle cihaz kontrolii ve validasyonu
(tim donanim ve yazilimlar i¢in) yapilmalidir. Daha sonra se¢ilen ve gelistirilmesi
diisiiniilen yontemin gecerliligini kanitlamak i¢in validasyon yapilir. Yapilacak
analitik analizler icin hangi validasyon parametrelerinin kullanilacagi tayin
edilmelidir. Gelistirilmesi bitmis bir yontemin gegerliliginin olmasi i¢in validasyon
parametrelerinin ve hesaplarinin yapilmis olmasi gerekmektedir. (ICH 1994; Riley
ve Rosanske, 1996; Lunte ve Radzik, 1996; Braggio vd., 1996; Adamovics 1997;
Swartz ve Krull, 1997; Mc Dowall 1999; Ahuya ve Scypinski, 2001; Ermer 2001;
Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou, 2004). Cihaz, donanim, yazilim ve
gelistirilen yontemin validasyonlar1 tamamlandiktan sonra Sistem Uygunluk
Analizleri yapilir. Bu analizler yontemin gelistirilmesinde USP tarafindan Onerilen

ve kullanilan testlerdir.

2.1.6.Validasyon parametreleri

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi (ICH), insanlar lizerinde kullanilmaya
baslanan ilaglarin analiz metotlarinin gecerliligini saglamak icin ortak dokiiman

olusturmustur. Bu dokiimanda analiz metotlarinin gegerli kilinmasi i¢in tanimlar yer
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alir. Analitik bir yontemin validasyonu icin gerekli parametreler, uluslarin farklh
kuruluslarinda, uluslararas1 komitelerde ve literatiirlerde belirtilmistir (Huber, 2007;
Riley ve Rosanske,, 1996; Torul, 2009). Analiz metotlarinin kabul edilebilirligini
gostermek i¢in kullanilan analitik parametreler:

e Dogruluk (Accuracy; Geri Kazanim (Recovery))

¢ Kesinlik (Precision)

e Secicilik (Selectivity)

e Teshis Sinir1 (LOD)

e Tayin Sinir1 (LOQ)

¢ Dogrusallik (Linearity)

e Duyarlilik (Sensitivity)

e Calisma Aralig1 (Range)

e Saglamlik (Robustness)

2.1.6.1.Dogruluk ve geri kazanim

Geri kazanim parametresi, analiz sonucu degerinin gercek degere olan oranidir.
Elde edilen sonuglar ortalama % geri kazanim olarak gosterilir. Sisteme verilen
analizlenecek numunenin analiz yapilan sistemden % kag¢ oranda geri alinabildigini

belirtir. Geri kazanim ¢aligsmalarinda 3 farkli yontem kullanilir:

Referans Standart ile Karsilastirma:

Yontemin  sonuglarini, referans yontemlerden birinin  sonuglar1 ile
karsilastirmaktir. Elde edilen sonuglar referans kabul edilen standart sonuglarina gére
istatistiksel olarak kiyaslanir. Bu karsilastirma islemi icin student-t ve Fisher (F)
testleri kullanilir. Hesaplanarak bulunan t ve F degerleri tabloda verilen teorik t ve F
degerleri ile karsilastirilir. Bu hesapla bulunan degerlerin tabloda bulunan
degerlerden kiigiik olmasi gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen
yontem kadar hassas oldugunu gosterir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart
sapma (% BSS) ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile birlikte gosterilir. (Esitlik
1.54, Esitlik 1.55) (ICH 1994; Swartz ve Krull 1997).
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SS
%BSS =

Xort

x100

GD—Xort

%BHZTX 100

Burada, GD: Gergek Deger, SS: Standart Sapma ve Xort: Ortalama Degeri ifade

eder.

Matris ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlarinda oldugu gibi matris etkisi olan numunelerle
calisilacagi zaman tercih edilen bir yontemdir. Analizlecek madde bos matrise farkli
derisimlerde ilave edilir ve tayin edilir. Sonuglar % geri kazanim olarak ifade edilir
ve % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata ile birlikte gosterilir. Bu dogruluk

kontrolii numunenin hazirlaniginin etkisini ve matriks etkisini dlger.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi.:

Bu yontem ile daha 6nceden tayin edilmis referans standardin belirli derisimler
ile analiz edilecek maddenin de igerisinde bulundugu matriks ortamina ilave
edilmesiyle gerceklestirilir. Bu yontem Standart Ekleme YOntemi olarak ifade edilir.
Bu ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerinin olusturulmasiyla etken madde miktar tayini
bu kalibrasyona gore hesaplanir. Sonuglar eklenen ve bulunan madde miktarlar
verilerek belirtilir. Bu yontemle, numunedeki yardimci maddelerin bilinmedigi
durumlarda tercih edilir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya %

bagil hata (% Bias) ile birlikte gosterilir.

2.1.6.2.Kesinlik

Analiz metodunun kesinligi, art arda enjeksiyon yapildiginda elde edilen
sonuclarin birbirine yakinlik derecesidir. Yani homojen bir karisimdan, birden fazla
ornek alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir analitik
prosediiriin kesinligi genellikle bir dizi 6l¢limiin varyansi, standart sapmasi veya
varyasyon katsayisi olarak ifade edilir. Kesinlik i¢in kabul kriteri yapilan analizin
tiiriine baghdir. Ilag analizlerinde safsizlik ¢alismalarinda kabul edilebilirlik sinirt

%10’1ar da iken, miktar tayinin de %2’ler arasinda degismektedir.
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2.1.6.3. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin, igerisinde bulunan girisim yapma ihtimali bulunan
yardimec1 maddelerin, ¢ozeltilerden gelebilecek tanimsiz safsizliklarin ve sistemde
olan safsizliklarin yaninda miktarinin dogru olarak belirlenecegini gosteren
parametredir. Numune ¢ozeltileri ve etken maddenin igerisinde olmadig1 dgier tim

maddeleri igeren plasebo sisteme verilerek bu parametre tamamlanmis olur.

2.1.6.4.Teshis sinir1

Zemin giliriiltistinden farkli olarak % 95 ya da % 99 giivenirlilik sinir1 i¢cinde
tespit edilen belirlenen deney kosullari altinda analitik yontemle uygun dogruluk ve
kesinlik ile analiz edilebildigi en diislik derisimdir. Bir sinir degeri olup, bu derisimin
altindaki derisimlerde istenilen dogrulukta madde analiz edilemez. Teshis sinirinin
hesaplanmasinda, kor veya tanik ¢ozeltilerinin analizi yapilarak sonuglarin standart
sapmas1 dogrunun egimine boliiniir. Bu degerin 3,3 katinin alinmasiyla gbzlenebilme
siir1 hesaplanir.

LOD = 3,3xSD/m

Bu esitlikte ;

SD= Standart ¢ozeltisinden olusturulan metot ile sisteme 5 enjeksiyon verildiginde
bulunan sonuglarinin veya ilgili kalibrasyon egrisinin kesisim degerinin standart
sapmasi,

m= ilgili kalibrasyon egrisinin egimidir.

2.1.6.5.Tayin smir1

Bir maddenin % 95 giiven sinir1 i¢inde tayin edilebilen en diisiik miktar1 olarak
tanimlanmistir. Bir baska ifadeyle analitik bir yontemde, uygun dogruluk ve
kesinlikte, analitin miktar1 saptanabilen en diisilk derisimdir. Tayin smir1
sinyal/giiriiltli olarak belirlendiginde bu oran 10 olarak alinir.

LOQ=10x SD/m
Bu esitlikte;
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SD= kor ¢ozeltisinden olusturulan metot ile sisteme 5 enjeksiyon verildiginde
bulunan sonuglarinin veya y eksenindeki kesisim degerinin standart sapmast;

m= ilgili kalibrasyon egrisinin egimidir.

2.1.6.6. Dogrusalhik

Analitik bir islemin dogrusalli§i, ornek icindeki analitin konsantrasyonuyla
dogrudan orantil1 test sonuglarinin belli bir aralikta elde edilebilmesi yetenegidir. En
diisiik konsantrasyondan en yliksek konsantrasyona dogru bir seri standart ¢ozeltiler
hazirlanarak yontemin dogrusal oldugu aralik belirlendikten sonra c¢ozeltilerin
konsantrasyona karsi Olciim yapilan cihazin verdigi sonu¢ grafige aktarilarak
kalibrasyon egrisi tiiretilir. Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in bu farkh
konsantrasyonlardan olusan grafigin diiz bir dogru tizerinde yer almalidir. Egim (m),
kesisim (n) ve korelasyon katsayisi (r) dogrusalligi belirten parametrelerdir. Bunlar
analit konsantrasyonunun oOlgiilen sonuglara karsi regresyon analizleri ile
matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon katsayisi r= 0,9990 ve
tizerinde ise sonuglar ¢izilen dogrunun iizerinde yer aliyorsa saglanmis demektir.
Dogrusalligin tam validasyonu icin ayrica egim ve kesisim degerlerinin % BSS’lari

veya standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda gosterilmelidir.

2.1.6.7. Duyarhhk

Analitik bir yontemde, kullanilan cihazin analit derisimindeki kii¢iik farklari
ayirt edebilme yetenegidir. Duyarliligi sinirlayan iki faktor vardir. Birincisi;
kalibrasyon egrisinin egimidir. lIkincisi ise; oOlgiim aracinmn kesinligi ve
tekrarlanabilirligidir. Herhangi iki yontemin kesinligi esit ise, kalibrasyon egrisi daha
dik olan yontem daha duyarlidir. ITUPAC tarafindan kabul edilen duyarliligin
kantitatif tanimi1 kalibrasyon duyarliligi olarak yapilir. Kalibrasyon duyarligi ayni

zamanda egimi ifade eder.
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2.1.6.8. Calisma arahg

Analitik bir yontemin calisma aralifi; kesinlik, dogruluk ve dogrusallik
belirlenirken, tayin edilebilen en diisiik derisimden (LOQ), kalibrasyon egrisinin
dogrusalliktan sapma gosterdigi derisime (LOD) kadar olan araligi kapsar (Torul,
2009). Konsantrasyon araliklar1 gelistiren yonteme gore degisiklik gosterir. Bu aralik

yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra tayin edilir.

2.1.6.9.Saglamhk

Validasyonun saglamlik parametresi analizdeki herhangi bir parametrenin
degisikliginde olusacak etkileri gosterir. Farklilasan sartlardaki yontemin analiz
sonuglarmin dogruluk parametresi ve kesinlik parametresinin kabul edilir olup
olmadigin1 belirler. Eger yontemde degistirilen parametrelerde herhangi bir limit
disinda bir durum gozlenir ise bu yontemin tekrar validasyona bagvurulma ihtiyaci
durumunu belirler. ICH’ e gore gelistirilen yontemin saglamlik parametresi
onemlidir. Analitik metot parametreleri {lizerinde yapilan kiigiik degisikliklerden
(kolon sicakligi, akis hizi, mobil faz bileseni degisikligi, pH degisikligi ve kolon
degisikligi) yontemin etkilenmemesi ve normal kullanim sirasinda metodun

giivenirligini saglar. (Ertas ve Kayali, 2005; Torul, 2009).

2.1.6.10.Tutarhhk

Analitik bir yontemin tutarlilifi belirlemek i¢in farkli giinlerde, farklh
laboratuarlarda veya farkli kisilerin yaptig1 iki analizin sonuglarmin yakinligini
belirtir. % bagil standart sapma ile ifade edilir. ICH, analitik bir ydntemin
validasyonunda bu parametreyi zorunlu kilmamustir (Skoog vd., 1998; Ertas ve

Kayali, 2005; Torul, 2009).

2.1.6.11.Kararhhk

Bu validasyon parametresi tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in

standart ve numune c¢Ozeltilerine yapilir. Standart ve numune ¢ozeltileri oda
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sicakliginda yada numuneleme haznesinin belirlenen sicakliginda gelistirilen yontem
ile calisildiginda uygun bir siire stabilitesinin takip edilmesini amaglayan
parametredir. ilk olarak standart ve numune sisteme hazirlandig1 gibi enjekte edilir.
Daha sonra belirli saat araliklariyla (6rnegin 6-12-24-48 gibi) enjeksiyonlar yapilarak

taze hazirlanan standart ¢cozeltiye karst degisimleri kontrol edilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Geregler

Kullamilan kimyasallar:

Pioglitazon Hidrokloriir Referans Standardi Zheijang Huahai
Asetonitril (J.T.Baker)

Metanol (J.T.Baker )

Sodyum dihidrojen Fosfat (Merck)

Sodyum hidroksit (Merck)

Validasyon caligmasinda kullanilan ultra saf su Merck Milipore su sistemi tarafindan

saglanmistir.

Cihazlar

UPLC Waters Alliance ACQUITY UV dedektor
Hassas Terazi Mettler Toledo

pH metre Mettler Toledo

Manyetik Karistirict

Ultrasonik Banyo Isolab
Waters Acquity UPLC BEH C18 1,7MicroM 2,1*50mm UPLC kolonu
Waters vial

Filtre PET 0.45 gozenekli

Kullamilan Bilgisayar programlar::
Empower 3 software
Biostat stars

Microsoft Excel-Word

Analiz Edilen Bilesiklerin Ticari Preparatlari

Piogtan Film Kapli Tablet 15mg (Zentiva)
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3.2 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Cozelti: 16 mg Pioglitazon HCI referans standardi 50 ml hacimdeki
balonjojede ¢oziicli olan asetonitril kullanilarak ultrasonik banyoda 15 dk boyunca
¢bekletilir ve hacmine tamamlanir. PET filtre ile siiziiliir.

Test Cozeltisi: 10 adet tablet numunesi havanda 6giitiilerek 16 mg Pioglitazon HCI
etken maddesini icerecek sekilde 1 tablet agirligi kadar numune tartildi ve 50 ml
hacmindeki balonjojede ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Ultrasonik banyoda 15 dk
bekletilirek. PET filtre ile siiziiliir.

Plasebo c¢ozeltsi: 43 mg aktif icermeyen plasebo cozeltisi 50 ml’lik balojojeye
tartildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlanarak ultrasonik banyoda 15 dk boyunca
bekletilerek PET filtre ile siiziiliir

Blank Cozeltisi : Coziicii olan asetonitril blank ¢ozeltisi olarak sisteme verilir.
Hareketli Faz cozeltisi: : 3,9 g sodyum dihidrojen fosfat 1 litre suda ¢oziiliir ve
seyreltik NaOH ¢ozeltisi ile pH 6 ya ayarlanir. Hazirlanan bu tampon ¢ozelti ile

%45:%55 (h/h) oraninda asetonitril ile karisim hazirlanir.

3.3.Yontem

3.3.1.UPLC sisteminde uygulacak kromatografik sartlar

UPLC metodunun gelistirilmesinde uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla
mobil faz farkliligi, akis hiz1 farkliligi, enjeksiyon hacmi farkliligi gibi parametreler

sistemde denendi. Tablo 1’ deki sartlarla analizler gergeklestirilecektir.

Tablo 1. Kromatografik Sartlar

Analiz Parametresi Kosul

Yazilim Empower 3 Software

3.9¢ Sodyum Dihidrojen Fosfat 1 litre saf suda ¢oziilmiis ve

Cozelti A pH:6 ya ayarlanmustir.

Cozelti B Asetonitril

Mobil Faz A:B 55:45 (%v/v)

Kolon Waters Acquity UPLC BEH C18 1,7um 2,1mm*50mm
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Kolon Sicakligi 25°C
Autosampler Sicakligi 4°C

Enjeksiyon Hacmi 0,5 uL

Analiz Siiresi 3 dakika
Pompa Programi [zokritik Sistem
Akis hizi 0,4 ml/dk
Dalga Boyu 225 nm

Coziicii Asctonitril

3.3.2.Validasyonda kullanilacak parametreler
Asagidaki parametreler pioglitiazone HCI’in miktar tayini yontemi i¢in analitik

metod validasyonunda incelenecektir.

3.3.2.1. Segicilik

Yontemin seciciliginin belirleme amaciyla, mobil fazdan ve tabletin igerisindeki
yardime1 maddelerinden kaynaklanan bir girisimin var olup olmadig: belirlendi. Bunlara

ait kromatogramlar Boliim 4.2.1°de gosterilmistir.

3.3.2.2. Tayin smnr1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)

Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in LOD ve LOQ degerleri asagidaki
formiiller ile hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.5” de verildi.
LOD =3 x SD/m
LOQ=10x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.3.2.3. Dogrusallik

Dogrusal aralik, gelistirilen yoOntemin kabul edilebilir duyarlilik ve
tekrarlanabilirlikte sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir.
Bu dogrusal iliskinin gdsterilebilmesi i¢in pioglitazon 0,000534(LOQ) — 0,384mg/ml

farkli konsantrasyonda iceren karisimlar hazirlandi. Kromatogramlardan elde edilen pik
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alanlann ve konsantrasyona karsilik grafikler ¢izildi. Elde edilen tiim sonuglar Bolim

4.2.2°de bildirildi.

3.3.2.4. Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

0.32 mg/ml konsantrasyonunda n=6 olacak sekilde kesinlik parametresi igin
ornekler hazirlandi. Belirlenen 6l¢ii egrisi (0,32 mg/ml standart pioglitazon ¢ozeltisi)
denkleminde yerine konularak sonuclar hesaplandi. Ayn1 sekilde farkli giinde farkli
bir analist tarafindan n=6 olacak sekilde numuneler hazirlanip hesaplamalar

yapilmustir. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.4’°de bildirildi.

3.3.3.5. Dogruluk

Gelistirilen analiz metodunun dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yontemi
uygulandi. Bunun i¢in %80, %100 ve %120 konsantrasyona denk gelecek sekilde
pioglitazon ¢dzeltileri hazirlanarak daha 6nce hazirlanan 6l¢ii egrisi denkleminde yerine

konularak konsantrasyonlarin geri kazanimi hesaplandi.

Tabletlerde Pioglitazon Analizi

Tablet Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bunun igin, 16 mg pioglitazon HCI igerecek sekilde tablet 50 mL’ lik balon jojede
asetonitril ile ¢oziilerek ve 50 ml tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi.
Bu zamanin sonunda 0,32 mg/ml konsantrasyonundaki numuneler PET filtreden
siiziilerek UPLC sistemine enjekte edildi. Bu islem 6 farkli numune i¢in tekrarlandi.
Tabletlerdeki pioglitozon miktarlar1 daha ©Once hazirlanan O6l¢li egrisinin denklemi

yardimiyla hesaplandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.4” de belirtildi.
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4.BULGULAR

4.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Gelistirilmesi yapilan metot i¢in deneme c¢alismalarinin kullanilabilir en 1iyi

sonuglart 50 mm uzunlugunda, 2,1 mm i¢ ¢apinda, 1,7 pm partikiil capli BEH C18

kolonda, fosfat tamponu (pH:6) — asetonitril dedeksiyonla, 0.5 ul enjeksiyon

hacmiyle sisteme verilerek 225 nm dalga boyunda verilerek yapilmistir. Bu metodun

kromatografik sisteminde alikonma zamani 1.0 dakikadir.

Dalga boyu:

Pioglitazon HCI etken maddesinin 225 nm de max. Absorbans yaptigr nokta
kullanilmaistir.

Mobil Faz Se¢imi:

Pioglitzon HCI etken maddesinin UPLC sisteminde en iyi retensiyon zamani ve
pik sekli vermesi igin ilk olarak gradient sistemde mobil faz oranlar
belirlenmistir. Sistemin pH duyarliigi goz oniinde bulundurularak pH ayari
yapilmistir. UPLC deki amacin analiz siiresinin kisaltmak oldugu i¢in en uygun
organik: tampon orani pikin retensiyon zamanma gore ayarlanmistir. Oncelikle
UPLC sisteminin A hattina tampon ¢ozelti, B hattina ise organik ¢ozelti olan
asetonitril takildi ve gradient parametreleri denenerek sisteme Standard ¢ozelti
enjekte edildi. En iyi sonug veren enjeksiyon ile izokritik sistemdeki mobil faz
oranlar1 (%h/h) belirlendi.

Kolon Secimi:

UPLC sisteminde Pioglitazon HCI i¢cin BEH C18 1,7um 2,Imm*50mm kolonlar
en iyl sonu¢ vermistir.

Mobil Fazin Akis hizimin tayini: Analizde kullanilan mobil fazin akis hizinin
aymmma katkisinin  incelenmesi i¢in tampon : asetonitril  (%50:50),
tampon:asetonitril (%60:40) ve tampon:asetonitril (%55:45) i¢eren hareketli faz,
25°C kolon sicakliginda degisik akis hizlarinda UPLC sisteminde analizlenmistir.
Akis hiz1 0,3 ve 0,4 ml/dk olarak sisteme verilmis ve elde edilen kromatogramlar
Sekil 5, Sekil 6’de verilmistir. Bu kromatogramlar incelenerek giivenli akis hizi

0,4ml/dk olarak tayin edilmistir.
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120

1.00

0.80

pioglitazone - 1.479

0.40+

020

0.00 = L]

Dakika
e ] e
Zamanl
1 |IMPA 0.355
IMP B 0.568
pioglitazone | 1.479 | 1292120
Sum 1292120

Standart enjelsivonn

Dalga boyw: 225nm

Alng iz 0 3ml'dk

Enjeksivon hacmi: 0 3ul

Mobil Faz: 35:43 (%wfi)
Sekil 5. 0,3 ml/dk akis hizindaki deneme enjeksiyonu
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- Pik ismi ST
1 |IMPA 0.355
2 |IMPB 0.568
3 |pioglitazone | 1.102 | 986691
Sum 986691
Standart enjelsivonn

Sekil 6. 0,4 ml/dk akis hizindaki deneme enjeksiyonu

Kolon sicakhg degisimi

Kolon sicaklik degisimin etkisi sistemde gozlenmistir ve bu sonuglar Tablo 2’de

verilmigtir.

Dalga boyw: 225nm
Alag iz 0.4 mlidk
Enjeksivon hacmi: 0, 5ul
Mobil Faz: 55:43 (%)

Tablo 2. Kolon sicakliginin Pioglitazon HCI piki lizerindeki etkisi

Sicaklik Denemesi

Alikonma zamani

Teorik plaka sayisi

Simetri faktori

20°C 1.04 4252 1.43
25°C 1.06 4393 1.42
30°C 1.0 4435 1.39
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Sistem Uygunluk Testi:

Bir metodun segiciligi, analiz edilecek maddenin 6rnek karisimi( 6rnek matriks)
icerisinde dogru 6lciilebildiginin bir gostergesidir.
Sistem uygunluk parametresinin dogrulanmasi icin ¢oziicli, plasebo, %100 test
cozeltisi konsantrasyonunda hazirlanan standart ¢ozeltisi ve test ¢ozeltisi analiz
edildi ve asagidaki parametreler incelendi. Coziici ve plasebo ¢dozeltisi
enjeksiyonlarindan elde edilen kromatogramlarda pioglitazon pikinin alikonma
zamaninda belirgin bir pik gozlenmedi. Enjeksiyon tekrarlanabilirligini ispatlamak
icin UPLC cihazina 6 standart enjeksiyonu yaparak %RSD hesaplanmistir.
Kromatografik kosullarin uygunlugu kuyruklanma, kapasite faktorii ve teorik plaka

sayisina bakilmstir.

Tablo 3. Sistem Uygunluk Parametreleri

Parametre Kabul kriteri Sonuglar
Standart alanlar1 % RSD <9%2.0 % 0,74
Teorik plaka sayisi >3000 4925
Simetri Faktorii 0,8-1,5 1,16

Tablo 4. Standart Pioglitazon Cozeltisinin 6 enjeksiyonun Alanlari

Sistem Uygunluk
Parametresi

1008225
1018804
1017231
1013848
1000710
1020409
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Sekil 7. Standart Pioglitazon Cozeltisinin 6 enjeksiyonun Alanlar1 Dagilimi

Tablo 5. Standart Pioglitazon Cozeltisinin 6 enjeksiyonun Alanlar1 Istatistigi

Pioglitazone HCI — Sistem uygunluk parametresi

Ortalama Std Dev CV (%)

6 1000710 1020409 1013204.5 7493.92 0.740

Tablo 6. Standart Pioglitazon Cozeltisinin 6 enjeksiyonun Alanlarin RSD

Pioglitazone HCI - Sistem uygunluk
parametresi

N Ortalama Tekrarlanabilirlik CV(%)

(95% Guven araligi)

6 1013204.5 0.74 (1.55)
Kabul Kriteri: 2.00%
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Tablo 7. Standart Pioglitazon Pikinin Ozellikleri

Miktar mg/ml 0,3 mg/ml
Dalga Boyu 225 nm
Alikonma zamani 0.995
Alan 1020409
Kuyruklanma 1,16
Teorik plaka sayisi 4925
RSD (6 enjeksiyon) 0,74

Pik: pioglitazone

050 Alikonma zamam 0 995
] S Alan 1020409
0_40-: e
@ ] C.' Simetri faktéri 1.161660e+000
£ 020 @ K 9.897490e-001
é S Teorik plaka sayist 4 925078e+003
0204 =
1 =)
] K=
4 [=
0.104
0.00
‘ Al T j’{ T T '\" T T T =
084 096 098 1.00 102 1.04 1.06 1.08
Dakika

Sekil 8. Standart Pioglitazon Pikinin Sistem Uygunluk Kromatogrami

4.2.Gelistirilmis Metodun Validasyonu:

4.2.1.Spesifiklik ve secicilik:

Spesifiklik parametresi, analizi yapilacak maddenin yardimci maddeleri ve
cozeltileriyle olan etkilesiminin olusturdugu kromatogramda giivenilir bir sekilde
analizlenmesidir. Coziicli ile plasebo ¢ozeltisi kromatogramdaki etken madde ana
pikinin alikonma zamaninda bir girisim yapmamalidir. Coziicii, plasebo ¢ozeltisi,
standart ¢Ozeltisi  ve test c¢oOzeltisi gelistirilen yontemde analizlenerek

kromatogramlarindan gelen pikler belirlendi. Sonuglar ¢o6ziicii kromatogrami,
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plasebo ¢ozeltisi kromatogrami, standart Pioglitazon HCI ¢ozeltisi kromatogramu,
numune ¢ozeltisi kromatogrami Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13° de

gosterilmistir.

Cozicii
0.08

0.06

0.04

AU

0.02+

0.00

B T St S S
000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pik ismi A
1 pioglitazone | 1.100

Dalga boyu: 223nm
Alos hizr 0.4 mlidk
Enjeksivon hacmi: 0, 5ul
. . . Mobil Faz: 55:45 Yalwiv
Sekil 9. Blank enjeksiyonu kromatogrami = s
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Plasebo

12
1.004
0.0
T
=
0.0
0.2
0.00
LI B N B e B S S | T T T T T LN T T T
00 0D ©040 080 020 100 120 140 180 180 200 2D 240 260 280
Dakika
Pik ismi Allkonms
[ Zamanm
1 IMP A 0.355
2 |IMPB 0.568
3 |pioglitazone | 1.100
Sum

Sekil 10. Placebo enjeksiyonu kromatogrami
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Dalga boyw: 225nm
Alng iz 0.4 mlidk
Enjeksivon hacmi: 0, 5ul
Mdobil Faz: 55:45 Ya(wiv)



12

Standart cozeltisi

1004

x4

=L

Al

C4L

cX4

<k g

piogltazone - 0 966

.3 -

Sekil 11. Standart enjeksiyonu kromatogrami

040 08 080 1M 120 140 180 180 200 2D a0 260 230

Dakika

Pik ismi mm Alan Konsantrasyon | Teorik Plaka Sayisi

1 |pioghitazone [0.986 [1000710|  0.329580 [ 4.571114e4002

Sum 1000710 033

Simetri Faktorii

1 1.150554e+000

Sum

Dalga boyu: 225nm
Al izr 0.4 ml'dk
Enjeksiven hacmi: 0.5ul
hobil Faz: 53:43 Yal(viv)
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Numune ¢ozeltisi

12D
[
wy
1004 «
=
0.2 g
2
=2 080 %
< -]
[
o4
004
©. A = -~
I T * A AL LA R S T L T T T T
.0 oD 040 asl 080 1.00 120 140 180 180 20 2 S40 280 280 3400
Dakika
Pik ismi ::2::"3 Alan Konsantrasyon |Teorik Plaka Sayisi
1 |IMP A 0.355
2 |IMP B 0.588
3 |pioglitazone | 0.955 |891788 0.334042 | 5.412880e+003
891788 0.33
Simetri Faktdrii
1
2
3 1.1582572+000
Dalga boyu: 225nm
Alag hizr 0.4 mlidk
Enjeksivon hacmi: 0, 3ul
. T . . Mobil Faz: 55:43 %(viv
Sekil 12. Pioglitazon tablet enjeksiyon kromatogrami e
4.2.2.Dogrusallik:
0,000534(LOQ) - 0,384mg/ml  konsantrasyon araliginda 5  farkh

konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ile Boliim 3.2.2.3.” de belirtildigi gibi ¢alisilmistir.
Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alani degerleri yardimu ile belirtilen
konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6lgii egrisi Sekil 14’de verilmistir. Pioglitazone
HCI ile %80 - %90 - %100 - %120 konsantrasyonundaki g¢ozeltilerek sisteme

verilerek dogrusallik grafigi olugturulmustur.
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Dogrusallik
1400000
1200000 y = 3E+06x + 1455.8
R?=0.9997

1000000
c 800000
5
< 600000

400000

200000

0 <r//////
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
konsantrasyon

Sekil 13. Dogrusallik grafigi

Tablo 8 ‘de pik alanlar1 ve ortalamalari (A), SD ve RSD degerleri, Sekil 14 *de ise
en kiiciik kareler yontemi uygulanarak hesaplanan dogru denkleminden (A = mC + b [m
= egim, b = kesim noktasi, C = konsantrasyon]) elde edilen degiskenler ve korelasyon

katsayilar1 (r) verilmistir.

Tablo 8. Dogrusallik Numunelerinin Alanlar1

80% 90% 100% 110% 120% LOQ
l.enjeksiyon | 812331 | 878429 | 988581 | 1134386 | 1186290 | 1906
2.enjeksiyon | 817743 | 887524 | 992467 | 1152996 | 1188308 | 2127

3.enjeksiyon | 826563 998718 1195392 2071
4.enjeksiyon | 806576 981851 1215237 2015
5.enjeksiyon | 819152 998585 1208033 1965
6.enjeksiyon | 816238 997037 1196363 2066

ortalama 816434 | 882977 | 992873 | 1143691 | 1198271 | 2025
STDEV 6719,4 | 6431,1 | 6696,3 | 13159,3 | 11294,9 80,1
RSD% 0,8 0,7 0,7 1,2 0,9 4,0
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4.2.3.Dogruluk:

Pioglitazon HCI etken maddesinin ve plaseboyu iceren kontrol numunesi olacak
sekilde %80, % 100 ve %120 konsantrasyonlarinda numuneler hazirlanip %

ortalamalarina bakilarak dogruluklari (geri kazanimlari) hesaplanmastir.

% 80 konsantrasyonda dogruluk cozeltisi : Bunun i¢in, 12,8 mg pioglitazon
HCI standardindan ve 43 mg plasebodan 50 mL’ lik balon joje tartild1 ve asetonitril ile
coziilerek ve 50 ml tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi. Bu zamanin
sonunda 0,26 mg/ml konsantrasyonundaki numuneler PET filtreden siiziilerek UPLC

sistemine enjekte edildi. Bu islem 3 farkli numune i¢in tekrarlandi.

% 100 konsantrasyonda dogruluk cozeltisi Bunun i¢in, 16 mg pioglitazon HCI
standardindan ve 43 mg plasebodan 50 mL’ lik balon joje tartildi ve asetonitril ile
coziilerek ve 50 ml tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi. Bu zamanin
sonunda 0,32 mg/ml konsantrasyonundaki numuneler PET filtreden siiziilerek UPLC

sistemine enjekte edildi. Bu islem 3 farkli numune i¢in tekrarland.

% 120 konsantrasyonda dogruluk cozeltisi Bunun i¢in, 19,2 mg pioglitazon
HCI standardindan ve 43 mg plasebodan 50 mL’ lik balon joje tartild1 ve asetonitril ile
coziilerek ve 50 ml tamamlandi. 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi. Bu zamanin
sonunda 0,38 mg/ml konsantrasyonundaki numuneler PET filtreden siiziilerek UPLC

sistemine enjekte edildi. Bu islem 3 farkli numune i¢in tekrarlandi.
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Tablo 9. % Geri kazanimlar

Teorik Bulunan %Geri Ortalama
Seviye | Konsantrasyon | Konsantrasyon kazanim %Geri kazanim
0,26536 0,26721 100,7
80% 0,26574 0,26556 99,9 100,0
0,26654 0,26457 99,3
0,33508 0,33024 98,6
100% 0,33012 0,33176 100,5 100,0
0,32962 0,33258 100,9
0,39778 0,39826 100,1
120% 0,39608 0,40157 101,4 100,5
0,39996 0,39936 99,8
ORT 100,1
SS 0,28
%RSD 0,28

Tablo 10. Dogruluk numunelerinin % sonuglari

Pioglitazon Dogruluk

Parametresi

Konsantrasyon

%

() sonug.
80 100,70
80 99,93
80 99,26
100 98,55
100 100,50
100 100,90
120 100,12
120 101,39
120 99,85
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Tablo 11. Dogruluk numunelerinin % sonuglarinin Istatistigi

Pioglitazon Dogruluk Parametresi
K°"s"‘('[,‘/:')rasy°“ N Min. Max. Ortalama  Std Dev CV (%)
80 99,26 100,70 99,963 0,7206 0,721
100 3 98,55 100,90 99,983 1,2573 1,258
120 99,85 101,39 100,453 0,8223 0,819

Tablo 12. Dogruluk numunelerinin % sonuglarin RSD

Pioglitazon Dogruluk Parametresi

Cevyen N Omalama o arag)
80 3 99,963 0,96 (1.84)
100 3 99,983 0,96 (1.84)
120 3 | 100453 0,96 (1.83)

Kabul Kriteri: 3.00%

4.2.4.Kesinlik:

Analitik yontemin kesinligi, hazirlanan homojen bir numuneden ard arda sisteme
6 kez enjeksiyonun yapilmasi ve bu enjeksiyonlarin birbiri arasindaki yakinlik olarak
ifade edilir. Kesinlik parametresi 3 ayr1 baslikta incelenir. Bunlardan ilki sistemin

kesinligi, ikincisi metodun kesinligi, ti¢linciisii ise farkli giinler ayn1 laboratuarda

caligilan analizin kesinligidir.

Sistem Kesinligi: Yontemin ayni kriterlerinde ard arda belirli enjeksiyon
sayisinda sisteme verilip kesinligini kanitlayan parametredir.
numuneden bagimsiz sistemin giivenilir olmasini tayin eden parametredir. Analiz

yontemine gore hazirlanmis referans ¢ozeltisinden 6 kez sisiteme verilmis ve Tablo

13° deki sonuclar elde edilmistir.
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Tablo 13. Sistem Kesinligi

Enjeksiyon sayis1 | Standart Cozelti alam
1 1008225

2 1018804

3 1017231

4 1013848

5 1000710

6 1020409

xort 1013204,5

SS 7493,92

BSS 0,74

Pioglitazon HCI etken maddesi igeren numunelerden Boliim 3.2.2.4°te anlatildigi
gibi n=6 numune olacak sekilde hazirlanip

hesaplanmistir. Giin icerinde yapilan analizlerin sonucuna ait bagil standart sapma

degerleri % 0.6 olarak hesaplandi.

Farkli bir giinde sisteme verilen numunelerin analiz sonucunda elde edilen bagil

standart sapma degerleri ise 0,99 arasinda bulundu (Tablo 17).

Tablo 14. Kesinlik numunelerinin % sonuglari

Pioglitazon
Kesinlik

98,92

99,35

98,02

98,57

99,17

99,65

41

%CV (varyasyon Kkatsayisi)



100.0 —
&
@ 0995
=
e
a
5
S 99,0
98.5 —
98.0
6
98.947
0.780

Sekil 14. Kesinlik Numunelerinin Sonuglar1t Dagilimi

Tablo 15. Dogruluk numunelerinin % sonuglarinin Istatistigi

Pioglitazon Kesinlik

Ortalama Std Dev CV (%)

6 98,02 99,65 98,947 0,5846 0,591

Tablo 16. Dogruluk numunelerinin % sonuglarinin RSD

Pioglitazon Kesinlik

N Ortalama Tekrarlanabilirlik CV(%)

(95% Giiven aralig)
6 98,947 0,59 (1.23)
Kabul Kriteri: 2.00%
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Tablo 17. Giinler Aras1 Analiz Sonuglar1 ve RSD

Giinler Arasi
98,92
99,35
98,02
98,57
99,17
99,65
98,95
100,16
100,68
101,06
101,12
99,84
Ortalama | 99,62
Stdev 0,98
RSD 0,99

1.ANALiz

2.ANALiz

Tayin Siir1 ve Teshis Sinir1
%100 konsantrasyon numunesinden seyreltmeler yapilarak dnce LOQ simir1

daha sonra LOD sinir1 belirlenmistir.

Tablo 18. LOD ve LOQ enjeksiyon sonuglari

LOD LOQ
710 1906
651 2127
759 2071
671 2015
613 1965
603 2066
ORTALAMA | 667,83 | 2025
STDEV 59,31 80,07
RSD 8,9 3,95
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5.TARTISMA

Diyabet hastaliginin tedavisinde biliyiikk rol alan Tiazolidinedion grubu
Pioglitazon HCI etken maddesinin yapilan literatiir ¢alismalarinda UPLC sisteminde
caligmalar1 olmamasi ve bu optimizasyonda daha hizli sonuglar elde edilmesi bizi bu

caligmaya tesvik etmistir.

Glinlimiizde ilag¢ firmalarinda artan ¢esitlilik sebebiyle giivenilir, valide olmus ve
hizli sonug verebilen metotlara ihtiya¢c vardir. Bu amagla HPLC analizlerine gore
UPLC analizleri daha ¢ok giindeme gelmektedir. Pioglitazon HCI etken maddeside
UPLC de tayin edilebilir bir etken madde oldugunu bu ¢aligmayla ortaya

konulmustur.

Ilk olarak EP metodundan yararlamlarak en uygun ¢oziicii olan asetonitril
kullanildi. Amag analiz siiresini kisaltmak ve yiiksek verim elde etmek oldugu i¢in
mobil fazdaki organik orani pikin alikonma siiresini belirlediginden en uygun oran
deneme enjeksiyonlar1 yapilarak bulunmustur. Bunun i¢in hem ¢6ziicii hem de mobil

fazdaki ayirma islemi i¢in en iyi organik asetonitril olarak belirlenmistir.

UPLC cihazlarinin loop hacmi degisiminden yararlanilarak sistemde numunenin
konsantrasyonunu diisiirmeden kiiciik enjeksiyon hacmi  0,5ul  kullanilarak

tekrarlanabilirlik saglanmistir.

Gelistirilen analiz yontemine sistem uygunluk parametreleri uygulandi. Bu testin
sonucunda kabul kriterlerine uygun Tablo 2’ deki degerler elde edildi. Kalibrasyon
egrisi Pioglitazon HCIl i¢in 0,000534(LOQ) — 0,384mg/ml konsantrasyonlari
araliginda secilmistir. Sonuglarla olusturulan validasyon serilerinden kalibrasyon

egrisinin korelasyon katsayisi 0.9997 olarak bulunmustur.

Ayni giin calisma ve farkli giinler arasi yapilan kesinlik caligmalarinda
tabletlerin %+5 limit araliinda oldugu tespit edildi. Gerikazanim ¢aligmalarinda ise
%80- %100- %120 konsatrasyon limitlerinde ortalamasi ise %100.1 gecerli sonuglar

elde edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarina karsilik gelistirilen ve valide edilen bu metotla

alikonma zamani1 1 dk olarak belirlenmistir. UPLC sisteminde 0,4 ml/dk akis ile
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daha az kimyasal kullanim1 saglanmistir. Cok sayida 6rnegin hizli, tekrarlanabilir ve

daha az kimyasal tiiketimi ile analiz edilmesi saglanmistir.

Literatiir arastirmalar1 ile karsilastirildiginda Adukondalu ve ark. yaptig
caligmada alikonma zamani pioglitazon HCl etken maddesinin 6.3 dk.dir. Bizim

calismamizda ise alikonma zamani valide edilmis metodumuzda 1 dk. dir.

Shaik ve ark. ile Najma Sultana ve ark. pioglitazon HCI etken maddesini 0,7
ml/dk ve 1,0 ml/dk akis hiziyla valide etmisleridir. UPLC c¢alismalarinin 6zelligi
olarak bizim c¢aligmamizda daha az kimyasal kullanilmis ve akis hizimiz 0,4 ml/dk

olarak belirlenmistir.

Sonug olarak gelistirilen bu ydntemle Zentiva Saglik Uriinlerinde kullanilan in-
house HPLC metodunda analiz siiresi 15 dk.dan UPLC metoduyla analiz siiresi
belirlenen limitleri karsilamasiyla 3 dk ya indirilmistir. Daha kisa siirede daha hassas
daha az maliyetli bir calisma gergeklestirilmistir. UPLC cihazina ulasim
kolayligindan bu yontem rutin farmasotik analizlerde kullanim igin rahatlikla

Onerilebilir.
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Pioglitazone hydrochloride (PG-HCI), ((1)-5-{p- [2-(5-ethyl-2-pyridyl)ethoxy] benzyl}-
2 4-thiazolidine- dione hydrochloride) is an oral antidiabetic agent used in the treatment of
type 2 diabetes mellitus (also known as non-insulin-dependent diabetes mellitus.
Pioglitazone decreases insulin resistance in the periphery and liver, resulting in increased
insulin-dependent glucose disposal and decreased hepatic glucose output. UPLC systems
achieve savings of labor force and amount of resolvent and time during chromatographic
analyze. Also, it provide high solubility, high speed and high precision detection. The purpose
of this study is to determine a rapid and accurate UPLC method has been developed for the
determination of pioglitazone hydrochloride in tablets. Chromatographic analysis was
performed on a Waters Acquity UPLC BEH C18 column (50 mm x 2.1 mmx1.7 pm) with a
mixture of phosphate buffer adjusted with sodium hydroxide to pH 6 and acetonitrile (55:45,
v/v) as mobile phase, at flow rate of 0.4 mL min -1 , and UV detection at 225 nm.
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