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TESEKKUR
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I. GiRIS ve AMAC

Orijinal bir ilacin tasarmindan pivasaya siirilmesine kadar
gecirdigi pek cok evre vardir. Bunlarin en bagimda ilag etkin maddesinin sentezi
ve klinik dncesi aragtirmalar gelir. Etkin madde iizerinde 6n analitik ¢ahsmalar,
fizikokimyasal aragtirmalar, biyolojik ctkinligin incclenmesi ve  toksisite
deneyleri gibi arastirmalanin yaprldidr “Faz 07 olarak adlandimlan cvreden
sonra saghkli goniillilerde tolerans deneyleri ve insamin ilaca karsi
dayamklilifimin - saptanmasi, uygun farmasotik dozaj seklinin, dozunun,
dozlama araligimin secilmesi icin c¢aligmalar ve ilacim absorpsiyonunun,
dagilmasinm, biyotransformasyonunun ve eliminasyonunun saptanmast,
metabolik yollarn aragtinlmasi, metabolitlerinin tayininin  analitik yoldan
arastinllmasy, endistriyel Uretime uygunluk aragtirmast ve pazar arastirmasi
gibi caligmalarin yapildigt “Faz 17 cvresi gelir. Daha sonra scgilen hasta
popiilasyonunda farmakolojik ctkinin klinik kontroliiniin gergeklestirilmesi,
formiilasyon deneyleri ve farmasdtik Girlin tizerinde calismalarin gergeklestigi
“Faz II” evresi ve ¢ok sayida hastada klinik ¢calismanin yapildigi, yan etkilerin
ve olasi ilag etkilesimlerinin degerlendirildigi, ral démriiniin (avin edildifi,
pazar arasurmalarimin tamamlandigr “Faz III”  evresi ve son olarak da
istenmeyen etkilerin belirlenmesi icin projelendirilmis calismalarin yapildig ve

elde edilen analitik, Gretim, klinik ve pazarlama verilerinin degerlendirildigi



“Faz IV” ¢vresi vardir. Hig sliphesiz ki biitiin bu ¢alismalarin yapilmas yitksck
maliyet gerektirir ve patent ve veri koruma siiresi tamamlanan orijinal ilacin
esdegeri olan miistahzarlarin Giretimi baslar.

Bir ilacin kaliteli, giivenilir ve eikinlik gibi iic temel saru
saglamasi gerekmekiedir. Ancak ayni etkin maddenin, aym miktar, ayni dozaj
sekli ve aym uygulama yolu ile verilmesi etkinlik icin yeterli degildir. Bu
durum farmasttik esdeger olarak tammlamir. Farmasotik bakimdan egdeger
olan miistahzarlarin  biyoyararlammlanmn  farkhlhik  gdstermesini ve bu
durumun tedavinin yetersizligi veya toksisite artmasi sonucu olusturabilecegi
sakincalart Onlemek icin bivoesdegerlik sartt aranmaktadir. Biyoesdegerlik;
tfarmasétik esdeger olan iki miiztahzarm, ayn1 molar dozda uygulanmasindan
sonra biyoyararlamimlarin, yani absorpsiyon hiz ve derecelerinin ve boylece
etkilerinin hem etkinlik, hem giivenlik bakimindan esas olarak ayni olmasimi
saglayacak derecede benzer olmas durumudur.

Biyoyararlanim incelemelerinde,  ilacin veya  etkin
mctabolitlerinin - csas  olarak  plazma  konsantrasyon-zaman  cgrisi
belirlenmektedir. Bu cgrinin altinda kalan alan cn az i yanlanma Omriine csit
zaman diliminde bu egri ile ilgili olan doruk plazma konsantrasyonu ile bu
konsantrasyona erigme siiresi ol¢illmek suretiyle degerlendirme yapilmaktadir.
Gerektiginde renal kiimiilatil itrah edilen miktar, 1irah hiz1 ve timiiyle absorbe
edilip wtrah edilme siiresi dlgiilerek de deferlendirme yapilabilmektedir.

Bu degerlendirilmelerin yapilabilmesi icin uygun bir miktar
tayini yontemi gelistirilmesi, ydntemin FDA (Food and Drug Administration)
ve ICH’ in (International Conferance on Harmonisation) belirledigi kurallara

orc gegerliliginin kanitlanmast, diger bir ifade ile  valide cdilmesi

g

gerckmektedir.

Plazma, serum, kan ve idrar veya uygun olan diger ortamda
etkin maddenin ve/veva biyotransformasyon Uriinlerinin tayini i¢in kullanilan
biyoanalitik yontemler 6zgiinlitk, dogruluk, duyarlilik ve kesinlik ile igili
gereklere uymalidir ve validasyon bulgulart bildirilmelidir. Etkin maddenin

ve/veya biyotransformasyon iriinlerinin  stabilitesinin - bilinmesi  giivenilir



bulgular clde ctmck ic¢in on sarttir. Biyocgdegerligin degerlendirilmesi, ctkin
maddenin Slciilen konsantrasyonlarina dayanilarak yapalir.

Bu calismada insan plazmasinda amoksisilin miktar tayini i¢in
yontem gelistirilmesi ve yontemin validasyonu amagclanmigtir. Hassas ve
uygun yonlemin belirlenmesinden sonra validasyonun da gecerli kurallara gore
gerceklestirilmesi ve boylece ydntemin farmakokinetik, farmakodinamik ve
biyoyararlamim/biyoesdegerlik ¢alismalarinda kullanilabilirliginin saglanmasi

Ongoritlmiigtir.



II. GENEL BIiLGILER

IL1. ANTIBIiYOTIKLERLE iLGILI GENEL BiLGILER

1L.1.1. Antibiyotik Tanim ve¢ Tarihcesi

Antibiyotikler, antibakteriycl ilaglar iginde nemli yer tutan ilag
grubunu olustururlar. Bakteriler, funguslar ve aktinomisctler gibi ¢esitli
mikroorganizma tiirleri tarafindan bivosentez voluyla olusan ve diger
mikroorganizmalarin gelismesini Snleyen va da onlan &ldiiren kimyasal
maddelerdir. BEskiden antibiyotikler, genellikle sentezlenerek elde edilen
kemoterapétiklerden ayrn  bir ilag grubu olarak goriillmekievken bazi
antibiyotiklerin de kemoterapdtikler gibi sentetik veya yan sentetik elde
edilebilmesi  nedeniyle  giiniimiizde  antibiyotikler  ve  antibakteriyel
kemoterapatikler csanlamli sézciikler olarak kullaniimaktadir',

Yazili tarihin, 4000-5000 w1l oncesindcki Cin kaynaklannda,
bazi ¢lirlik bitkisel materyalin cesitli yaralar iyi ettigi kayithdir. Ancak Pasteur
ve Joubert, 1877 yilinda bilimsel anlamda, iki farkli mikroorganizmanin ayni
orlamda digerine zarar verdigini gostermistir. 1889 yilinda Vuillemin, antibios
(bir canlmin baska canhiyi yok etmesi) deyimini tammmlamis ve boylece
antibiyotik kavrami ortaya ¢tkmistir. Bu kavram glintimiiz modern tibbinda da

halen kullaniimaktadir-.



Weckman® in daha bilimsel tamimina gore antibiyotik; bakteri,
tungus ve aktinomisetlerin metabolizmalart sonucu olusan sekonder hiicre
metabolitleri olup, kiiclik konsantrasyonlarinda bile patojen
mikroorganizmalarm gelisimini dnlerler. Ancak gimiimizde klinikte kullanilan
¢ok sayida antibiyolik mantar veya bakleri gibi bir mikroorganizmanin
sekonder metaboliti olarak fermantasyon ortamindan kazanilarak tedaviye
sunulmasmdan ¢ok, biyosentetik ve sentetik yolla daha ekonomik sekilde
iirctilmekte ve tedaviye sunulmaktadir.

Antibiyotikler  tipta  cnfcksiyon hastaliklarla  miicadeledeki
Onemi vamnda, ayrica veteriner hekimlikte, hayvancilikta et, siit, yumurta

veriminin artirilmasinda dnemli maddeler olarak 6ne ¢ikarlar®.

T1.1.2. Kemoterapinin Ana Ilkesi ve Antibakteriyel Etki Derecesi

Kemoterapide ana ilke, konakcida hic veya ¢ok az toksik etki
yapan bir kimyasal maddc ilc hastalik ctkeni organizma iizerinde yeteri kadar
toksik va da Ictal ctki olusturmaktir, Kemoterapétik ilaglar, viicutta kimyasal
maddelerin selektit etkisi i¢in tipik birer érnektr. Bu selektif etki, patojen
mikroorganizma hiicresi ile insan veya genel olarak memeli hiicresi arasinda,
vapt ve biyokimyasal mekanizmalar bakimindan varolan [arklar sayesinde
miimkiin olmaktadir. Selektfligin  derecesi cesitlli  kemolerapdtik  ilag
gruplarinda farklihk gosterir.

Kemoterapétikler, viicut sivilarinda olusturduklari
konsantrasyonlarda mikroorganizmalar iizerinde yaptiklan etkinin derecesine
gore iki gruba ayrilirlar:

1. Bakteriyostatik  olanlar:  Bunlar  bakteri  hiicrelerinin
gelismesini ve uremesini dnlerler, bakteriyi dogrudan dogruya &ldiirmezler.
Gelisme ve iremesi duran bakteriler viicudun hiimoral ve hiicresel savunma
mekanizmalar1 taralindan kolaylhikla yok edilebilirler. Bu gruptaki ilag
drneklerinden bazilar; tetrasiklinler, siillonamidler, kloramfenikol, eritromisin,

klindamisin, metranidazol ve fungisitatik etki gdsteren mikanazoldiir.



2. Bakterisit olanlar: Bunlar bakteri hiicresini dolaysiz olarak
dldiiriirler. Bu gruptaki ilag érneklerinden bazilart; penisilinler, sefalosporinler,
aminoglikozidler, vankomisin, amfoterisin B  (fungusit), ritampin,
[luorokinolonlardir.

Enfleksiyon hastaliklarmin (edavisinde baklerisit aktiviteye sahip
olan kemoterapétikler tercih edilir.

Antimikrobik ilaglarin bakteriyostatik etki giiciiniin kantitatif
gistergest, s1vi kitltiir ortaminda yapilan duyarhlik testleri ile dlgitlen minimum
inhibitor konsantrasyon (MIK) dcgeridir ve bakteri tiiriing 6zgtdiir. Bu deger
ne kadar kiiciikse ilacin bakteriyostatik etki giicii o kadar fazladir. MIK degeri,
antimikrobik ilacin bir bakteri veva mikroorganizma tiiriiniin ¢ok sayida
duvarli suslan iizerinde vapilan deneylerde bu suslarn % 90 1 inhibe eden
ila¢ konsantrasyonu olan MiKg, seklinde standartlasurilmistr. Bakierisit etki
gliciiniin  gdstergesi ise minimum bakterisit konsantrasyon (MBK) dur. Bu
deger sivi kiltiir ortaminda standart kosullarda bakterilerin % 100° ¢ yakimm
sldiiren minimum ilag konsantrasyonudur. Bakterisit ilaglar icin de MIK degeri
vardir; bu deger MBK® dan kiiciiktiir. Baska bir deyisle bakterisit ilaglar,
bakterisit etkinlik i¢in vyeterli olmayan diisiik konsantrasyonlarda bakterileri

oldiirmeksizin onlarin iremesini inhibe ederler’.

T1.1.3. Antimikrobik Etki Spektrumu

Belirli bir kemoterapstik ilaca duyarll olan mikroorganizma
tiitlerinin  tiimiine o ilacin antimikrobik spektrumu adr verilir. Bir kisim
kemoterapotik ilaglar sadcce bir bakteri tiirline veya birkagina karsi ctkili olup
bunlara dar spcktrumlu  kemoterapdtikler  denilir,  Ornekleri  sadece
mikobakterilere karst etkili olan izoniazid, sadece maya mantarlarina karsi
etkili olan nistatin, sadece kisith sayida gram-negatif veya gram-pozitif
kokuslar, gram-pozitf baz1 basiller ve spiroketler iizerine etkili olan penisilin
G ve benzeri dogal penisilinlerdir. Diger baz1 kemoterapdtikler ise lazla sayida

bakteri ve diger mikroorganizma tiirlerine karsi etkilidirler. Bunlara genis



spekturumlu kemoterapétikler adi verilir, Ornegin tetrasiklinler, kloramfenikol,

iireidopenisilinler ve imipenem gibi. Antimikrobik ilaclarn spektrumu

ortamdaki ila¢ konsantrasyonuna ve bakteri susuna gore degiskenlik gﬁsterirl.

11.1.4. Etki Mekanizmalar

Antibakterivel kemoterapétiklerin etki mekanizmalar bes ana

bashk altinda incclenir':

J

Bakteri hiicre duvarnmn sentezini inhibe etmek wve litik
enzimleri aktive etmek suretivle etki (Penisilinler,
selalosporinler, azlreonam, imipenem, vankomaisin,
basitrasin, (eikoplanin).

Sitoplazma membraninm permeabilitesini artirmak suretiyle
etki (Polimiksinler, gramisidin, nistatin, amfoterisin B,
ketokonazol ve diger antifungal imidazollar, flukonazol ve
diger antifungaltriazollar).

Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek
suretivle etki  (Kloramfenikol, eritromisin  ve diger
makrolidler, tetrasiklinler, kuinupristin-dallopristin,
linezolid, aminoglikozidler).

Genetik materyal sentezinin  bozulmast ile olugsan etki
(Rifampisin ~ ve  diger rifamisinler, nalidiksik  asit,
fluorokinolonlar, metranidazol).

Intcrmediyer  mctabolizmayr  bozmak  surctiyle  ctki
(Sulfonamidicr, trimetoprim, sulfonlar, izoniazid,

etambutol).



IL.1.5. Rezistans Olusumu

Rezistans (direng), bakteri ve difer mikroorganizmalarin bir
dzellii  olup genel anlamiyla onlarm  kemoterapotik  dag  taralindan
etkilenmemesi  demekiir.  Klinikte  kullamlan  anlamiyla,  patojen
mikroorganizma veya susunun, kemoterapotik ilacin kullamldigr doz aralifinda
serumda  meydana  getirdigi  konsantrasyon diizeyinde, ila¢ tarafindan
ctkilenmemesi demcektir, Dogal rezistans, kazamlmig rezistans, capraz rezistans

ve ¢oklu rezistans gibi ¢esitleri vardir.

IL.1.6. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirma

Anlibiyotikler kimyasal yapilarina gore sekiz grupta
incelenebilitler®:
l. B-Laktam antibiyotikleri
Aminoglikozit antibiyotikleri
Tetrasiklinler
Makrolit antibiyotikler
Polipeptit antibiyotikler
Linkomisin grubu antibiyotikler

Kloramfienikol grubu antibiyotikler

T S 2

Cesitli yapilardaki antibiyotikler

Amoksisilin -Laktam antibiyotikleri baghg altinda yer
almaktadir.
IL.2. AMOKSISILIN ILE IGILI GENEL BILGILER

I1.2.1. Kimyasal Ozellikleri

Amoksisilin; kirli beyaz renkte haflil aromatik kokulu, tadi aci

olan kristal tozdur. Bilegigin trihidrat veya susuz formu hazirlanabilir. Sodyum



tuzu  parantcral uygnlamalarda kullamhr.  Kimyasal scntcz  veya  6-

Aminopensillanik asit (6-APA)’ ten semisentetik yolla elde edilebilir™.

Amoksisilin kapali formiilil: C;¢H9N30s5

Kimyasal okunusu: 6-[2-Amino-2-{4-hidroksifenil)] asetamino-3,3-dimetil-7-
okso-4-liya-1- azabisiklo [3.2,0] heptan-2-karboksilik asit

Molekal agirh@i: 365.4 g/mol

i

Amoksisilinin kimyasal yapisi

1L.2.2. Fiziksel Ozellikleri

Molekiil agirligr: 365.4 g/mol (trihidrat formu icin: 419.5 g/mol )
pKa (fenol grubu, amino grubu): 7.4, 9.6

Coziinlirlik: Suda ve alkolde az ¢dziiniir. Klorolorm ve elerde ¢iziinmez ™",

11.2.3. Amoksisilin’in Antibiyotik Tlaclardaki Ycri ve Oncemi

Amoksisilin esas olarak bir p-Laktam antibiyotigidir. Yapisinda
biri azot, iicii karbon olan dort iiycli heterosiklik B-Laktam halkasi igeren
antibiyotiklere p-Laktam antibiyotikleri ya da p-Laktamlar adi verilir. -
Laktamlar bes ana baglik altinda incelenirler':

1. Penisilinler

2. Karbapenemler

3. Selalosporinler

=

Monobaktamlar
5. B-Laktamaz inhibitorleri
Penisilinler, giiclii bakterisit ctkilerinin yaninda toksisiteleri

oldukga diigiik olan ve sik kollanilan dogal veya yari-scntetik antibiyotiklerdir,
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Penisilinler  scgicilik  gosteren  ilaglardancdir.  Penisilinler;  hiicre  duvarimn
gsasi olusturan uzun polimer molekill zincirlerinin yan dallarla birbirine
kenetlenmelerini engellerler; biylece hiicre duvarimin olugmasmi Onler ve
sonucta bakterinin Slimiine yol acarlar. Memeli hiicresinde hiicre duvari
bulunmadigindan penisilinlerin belirgin bir toksisitesi yokiur. Ilk bulunan ve
kisa araliklarla yeni tiirevlerinin obbi kullanima sunulmas) nedeniyle en hizh
gelisme gostermis antibiyotik grubu olup bircok enfeksiyon tiirlinde tercih
cdilmektedir. Basta Penicillium notatum ve chrysogenum olmak iizere ¢esitli
Penicillium (yesil renkli kilf mantarlar) tiirlerinden ckstraksiyon ve saflagtirma
suretiyle elde edilirler. Penisilinler, esas olarak P-Laktam halkasmin amino
grubu iizerindeki yan zincirin tiiriine gore yvedi baglik alunda incelenmektedir':

a) Benuzilpenisilin {(penisilin G), (uzlar1 ve esterleri

b) Fenoksipenisilinler

¢) Stafilokokal B-Laktamazlara dayanitkh penisilinler

d) Aminopenisilinler

¢) Karboksipenisilinler

f) Agilircidopenisilinler

g) Diger penisilinler

Amoksisilin; penisilinlerin  aminopenisilinler bagh@ alunda
kendine ver bulmakiadir. Bu gruptaki penisilinler, benzilpenisilinin yan
zincirinin - g-karbonu  {izerine amino grubu getirilmesi sonucu  olugan
tilrevlerdir. Bu gruptaki amoksisilinin haricindeki diger drnekler ampisilin ve
ampisilin esterleri olan bakampisilin ve pivampisilin’dir.

Giiniimiizde tipta kullanilan  penisilin  tiitfleri  antimikrobik
spckturumlar, farmakokinctik ve kimyasal ozcllikleri bakimindan bes grupta
toplanabilir;

a) Penisilin G ve depo tiirevleri

b) Aside dayanikli penisilinler

¢) Antistalilokokal penisilinler

d} Genis spekirumlu penisilinler

e) Antipsédomonal penisilinler
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Amoksisilin bu simflandirmada genis spcktrumlu penisilinler
grubunda yer almaktadir. Genel olarak, bu penisilinler, gram-pozitif ve gram-
negatit koklara karsi, penisilin G’ ye esit veya yakin derecede etkin fakat
antistalilokokal penisilinlere gore c¢ok daha flazla etkin olan ilaglardir. [3-
Lakiamaz enzimlerinin baz tirlerine karst dayamksizdirlar. Ampisilin ve
amoksisilin arasimdaki fark esas olarak absorpsiyonla ilgili farmakokinetik
ozelliklerinden kaynaklanir. Bu  gruptaki ilaglanin hepsi  yari-sentetiktirler.
Aside dayanmkhdirlar, Bagirsakta basit difiizyonla degil, muhtemelen aktif
transportla, kisith kapasite gisteren bir mekanizma ilc absorbe olurlar, Oral
yoldan asirt dozda almirlarsa, absorpsiyon kapasitesi doyurulmus olacag: icin
absorbe edilen miktar artmaz, absorbe edilmeyip kalin barsaga gegcen miktar
artar; bu da oradaki yan tesirleri (ishal gibi) artirir. Amoksisilin mide-bagirsak
kanalindan veterli derecede absorbe edilir ve absorpsiyon derecesi besinler
tarafindan pek etkilenmez >, Oral verilen aminopenisilinler kandaki en yiiksek
konsantrasyonlarint - genellikle  verilisten  1-2 saat  sonra  olustururlar.
Penisilinlerin parcenteral uygulamas i.m. veya 1.v. olarak yapilir, Ancak sadece
oral verilen tiirler (fenoksipenisilinler, kloksasilinler)  oldugun gibi sadece
parenteral verilen tiirler (prokain-penisilin G, benzatin-penisilin G, metisilin,
tikarsilin ve agilireidopenisilinler) de vardir. Penisilinler asidik irritan

bilesikler olduklarr i¢in, i.m. injeksiyon yerinde agri OIU§lururlar1.

11.2.4. Eldc Edilisi

Amoksisilin de icinde bulundugu aminopenisilinlerin  elde
cdilcbilmesi igin  asit komponentinin tapicdhi@t amin  gruplarinin - dncelikle
korunmas1 sonra da 6-aminopenisillanik asit (6-APA) ilc baglanmasi gerckir,
Bunun i¢cin de D-fenilglisin, D-(4-hidroksifenil) glisin ve D-(1.4-dihidrotenil)
glisinin amin gruplari, metil asetil asetat ile reaksivona sokularak korunur.
Olusan bu iirtiniin sodyum tuzuna fane (uzu denir. Sonra metil kloroformat ve

trietilamin varhiginda 6-APA ile reaksiyona sokulur.
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Sekil 1: Amoksisilin elde edilis yontemi
11.2.4. Farmakokinetik Ozelligi

Parenteral uygulamadan sonra penisilinlerin ¢ogu tam ve hizh
emilirler. Intramuskuler uygulandizinda olusan irritasyon ve hunu izleyen yerel
agn nedeniyle intravendz (damara bagh diizenckler igine aralikli ve bolus
bigiminde) uygulama tercih cdilir. Oral yoldan yapilan uygulamadan sonra
emilim aside dayamklilik ve proteine baglanma oranmna gore degisik
penisilinlerde biiyiik farklibiklar gésterir. Yiveceklere baglanmalarini en aza
indirmek i¢in oral penisilin uygulamasi vemekien en az bir saal dnce veyva
sonra yaptmalidir. Emilimden sonra penisilinler viicut deku ve sivilarma
vaygin bir bicimde dagihielar. Pek cok dokudaki penisilin yogunlugu ile serum
vogunlugu egit goriiltir. Prostat, gdz ve santral sinir sisteminde ise daha diistik
diizeyde bulunur. Penisilin scrum diizeylerinin % 3-15 kadan balgam ve siitte

dc bulunur. Bu durum hem insanlarda hem de sigirlarda  gegerlidir’.
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Amoksisilinin - plazma  protcinlerine  baglanma  oram  digiiktiir  (%17).

o - T = 679,10
Eliminasyon yarilanma &mrii ise 1 saattir .

11.2.5. Klinik Kullanimm

Penisilinler, gligli bakterisit ilaglar olmalar, allerjik olmayan
kimselerde toksisitelerinin ¢ok disiik olmast ve yeni ¢ikanlar harig, diisiik
fiyatlh olmalan necdeniyle cnfcksiyonlarin tedavisinde cn stk kullamlan
antibiyotiklerdir',  Oral kullamlacaksa yiyeccklere baglanma  ve  asitle
olusabilecek parcalanmayr azaltmak icin yemeklerle birlikte verilmemelidir
(yemekten 1 saat once veya 1-2 saat sonra verilmelidir.)®. Amoksisilin, aram-
negalil koliform bakterilerle olusan iiriner sistem enfeksivonlart veya solunum
sisleminin sekonder enleksivonlarla karigik (siniizitis, otitis media, bronsiiis)
durumlarin  tedavisinde kullanilir. Cocuklarda otitis media tedavisinde,
penisilin V ve eritromisinden daha etkili bulunmusgtur. Grup A streptokoklara
kars ctki giicii penisilin V'’ ninkine yaklagik olarak csittir. Absorpsiyonun fazla
olmast sonucu, fcgeste kalan miktarn ampisilininkine gore az oldugu igin
Shigella dizanterisinde etkinligi diigliktir ve kullamilmasi tavsiye edilmez.
Tifoda, ikinci sira alternauf ilaglardan biridir. Cocuklarda Lyme hastalif

- 135,11
tedavisinde de kullamlir'**'",

Yaygin  bir kullammm alami da gasiric
Helicobacter pylorive bagh enfeksiyonel hasiahiklarin iedavisinde, bagka bir
antibiyotik ile kombine halde veya asit baskilayicr ajanlarla  birlikte

kullamlmasidir*

. Klavulanik asit ile birlikte kullanilmasi durumunda p-
laktamazlarin  yaptigi par¢alanmadan korunabilirler. Bu tir kangimlar p-
laktamaz trcten Hacmophilus inflcunzac ve koliform organizmalara karsi
kullanlmaktadir®,

Amoksisilinin tavsiye edilen optimal giinliik dozu 25-50 mg/kg’
dir ve boliinerek 8 saatte bir uygulanir. Genellike oral yolla verilir; i.v. veya
i.m. injeksiyonla veya i.v. infiizyonla da uygulanabilir. Uriner enfeksiyonlarda

eriskinde 10-12 saal ara ile 2 kez 3 g, gonorede 1 g, probenesid ile tek doz
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halindc 2-3 g ve akut otitis medial gocuklarda (3-10 yag) iki giin siireyle giinde

2 kez 750 mg verilir'.

T1.2.6. Amoksisilinin Ia¢ Piyasasmdaki Yeri

Amoksisilinin tek bagma veya da potasyum klavulanat ile
kombine halde bulundugu pek ¢ok ilac vardir. Bunlar tablet, film tablet, flakon,
siispansiyon, kapsiil gibi farkh dozaj formlarindadir. Ulkemiz ilag

pivasasindaki bu ilaglar Tablo 1 ve Tablo 2° de verilmigtir'”,



Tablo 1: Amoksisilin i¢eren ilaglar

Tsim Firma Farm. Dozaj Formu | Dozaj
Tablet 500-1000 mg
Alfoxil Abfar Flakon 500-1000 mg
Slispansivon 125-250 mg/3mL
Amoksilin Nobel Kapsiil 500 mg
Tablet 500-1000 mg
Kapsiil 250 mg
Amoksina Mustafa Nevzat
Siispansiyon [25-250 mg/Sml.
Tablet 500 mg
Amosin Sanh
Siispansiyon [25-250 mg/Sml.
Tablet 500 mg
Amoxicil Hiosel
Stispansiyon 250 mgfSmL
Tablet S00-1000 mg
Aloksilin Alabay
Stispansiyon 250 mgfSmL
Tablet S00-1000 mg
Demoksil Deva
Stispansiyon 125-250 mg/5mL
Helipak Abbholl Tablet 1000 mg
Tablet 500-1000 mg
Largopen Flakon 500-1000 mg
Bilim Slispansiyon 125-250 mg/5 mL
Largopen —-BID Slispansiyon 200 mg/S mL
Largopen-BID fort Slispansivon 400 mg/S mL
. Tablet 500 mg
Moksilin Sandoz )
Siispansiyon 250 mg/5 mL
Tablet 500-1000 mg
Remoxil [.E Ulagay Slispansivon 250 mg/SmL
Hlakon 250-500-1000 mg
Film tablet 500-1000 mg
Topramoxin Toprak
Siispansiyon 250 mg/Sml.
Trio Deva Tablet 1000 mg




16 -

Tablo 2: Amoksisilin ve potasyum klavulanat igeren kombine ilaglar

Tsim TFirma Farm. Dozaj Formu | Dozaj
Amoklavin i.v. Flakon 1200 mg
Amoklavin-BID Film tablet 625-1000 mg
Amoklavin-BID ped | Deva Stispansiyon 228.5 mg/SmL
Amoklavin-BID fort Siispansiyon 457 mg/Sml.
Amoksilav-B1D Hilm tablet 625-1000 mg
Amoksilav-BId ped | Sandoz Siispansiyon 228.5 mg/Sml.
Amoksilay-BI11} fort Siispansiyon 457 mgfSml.
Agumentin-BID Hilm tablet 625-1000 mg
Agumentin-BID Sitspunsiyon 228.5 mg/5mL
Agumentin-BID GSK Tlakon 1200 mg
Agumentin-BID fort Sitspunsiyon 457 mg/5SmL
Bioment-BID Tiilm tablet 625-1000 mg
Bioment-BID Tako Siispansiyon 228.5 mg/5mL
Bioment-BID [orl Siispansiyon 457.5 mg/Sml
Croxilex-BID Film 1ahlet 625-1000 mg
Croxilex-BID 1.E. Ulagay Siispansiyon 228.5 mg/5SmL
Croxilex-BID Siispansiyon 457 mg/SmL
Klamoks Film 1ahlet 625 mg
Klamoks-B1D Film tablet 1000 mg
Klamoks-BID ped Bilim Stispansiyon 228.5 mg/SmL
Klamoks-BID fort Stispansiyon 457 mg/Sml.
Klavunat Film tablet 625 mg
Klavunat ped Atabay Siispansiyon 156,25 mg/Sml.

Klavunat fort

Silspansiyon

3125 mg/Sml.

Klavupen
Klavupen-BID
Klavupen ped

Klavupen lort

Toprak

Film tablet
Film tablet
Siispansiyon

Sitspunsiyon

625 mg

1000 mg

156,25 mg/Sml.
3125 mg/5mL
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IL.3. AMOKSISILIN ILE ILGILI KIMYASAL CALISMALAR
11.3.1. Amoksisilinin Miktar Tayini ile ilgili Yontemler

Amoksisilinin - gerek [armasotik doza) [ormlarinda  gerekse
biyolojik matrikslerde bir¢ok analiz yéntemi mevcuttur. Bunlar mikrobiyolojik

tekniklerle ('ilgmcls, enzimatik ('ilgijmlo, iyodometrik titrasy()n”,

15,19 20,21

spektrofluorometrik'™"”, UV spektrofotometrik®™?!, polarografik®, kapillcr
clektroforez™, Yiiksck Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC)™™ ve Sivi
Kromatograt Ardisik Kiitle Spektroskopisi LC-MS/MS* gibi yontemlerdir.
Verilen yontemlerin i¢inde en hassas ve uygun olamin HPLC y6ntemi oldugu
belirtilmistir™.

Amoksisilin, ampisilin, selaleksin ve sefladrinin plazmadan
ekstre edilip HPLC yontemi ile floresans dedektdr kullanilarak miktar tayini
izerine  yapilan  hir calisma Miyazaki ve arkadaglart  tarafindan
gergeklestirilmistir,. Amoksisilinin miktar tayini igin, 0.5 mL plazma alinarak 4
mL distilc su ilc seyreltilmistir. Uzerine 3 mL % 10°luk trikloroasctik asit
(TCA) eklendikten sonra karistm S dakika siireyle santrifiij edilmistir. Ust
tazdan alinan 3 mL ¢dzelti, 0.5 mL. 2 N NaOH c¢ozeltisi igeren tiipe alinarak 5
dakika siireyle beklemeye birakilmig daha sonra iizerine 0.5 mL 2 N HCI
¢ozeltisi eklenmigtir. Bu kansima 0.5 M disodyum hidrojenfosfal tamponunda
hazirlanan %60.002 (a/hy’ lik civa Il kloriir ¢ozeltisinden 2 mL eklenerek
cozeltinin pH’ s1 6’ ya ayarlanmigtir. 50 °C wicaklikta 25 dakika bekletilip
sogutulduktan sonra suyla doyurulmus etil asetattan 6 mL eklenerek, 5 dakika
galkalanmasi saglannmsgtir, Santrifiij cdilen karisinin iist kismindan 5 mL
alinarak azot gazi altinda ugurulmustur. Ceperlerdeki maddcler, i¢ standart
olarak metil antranilat icercn 100 uL mctanol ile ¢dziilerck alinmistir. HPLC
sisteminc 20 pL cnjckte cdilmigtir. Bu galigmada analitik kolon olarak
Nucleosil Cig (25¢m x 4mm, 5 um) kolon kullamImistir. Kolon sicakligr 535 °c

olarak ayarlanmigtir, Amoksisilin miktar tayininde florcsans dedcktdér dalga
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boylar1 cksitasyon igin 355 nm, cmisyon igin dc 435 nm’ dir. Harcketli faz
olarak da metanol:su (55:45, h:h) 1<:ullanllm1st1r25 .

Mascher ve arkadaslari, amoksisilinin HPLC ydntemiyle
[loresans dedektor kullanarak insan plazmada miktar tayinini yapmuglardir.
Nucleosil 3Cig (80 x 4 mm) kolon kullamlarak, 0.02 M metansillonik
asit:asetonitril (92.5:7.5, h:h) hareketli fazi ile analiz gerceklestirilmigtir.
Floresans dedektdrde emisyon dalga boyu 400 nm, eksitasyon dalga boyu da
255 nm’ dir. | mL plazmaya 150 uL, %20 lik perklorik asit ¢dzeltisi eklenmis
ve 4 dakika santrifiijlenerek proteinlerinden anndimlmistie. Alinan iist faz
HPLC sistcmine cnjckte cdilmistir. Amoksisilinin alinan bu iist fazda stabil
kalma siiresinin ¢ok kisa oldugu vargulanmigtir”,

Charles ve arkadaglart tarafindan vyapilan bir calisma da
amoksisilinin plazmada HPLC yontemiyle UV dedektér kullanilarak miktar
layininin yapilmas: iizerinedir. 229 nm dalga boyunda calisgtdlmigtur. Plazma
proteinlerinin perklorik asit ile ¢coktiiriilmesinin ardimdan alinan st faz pH’ s1
4.9 olacak sekilde ayarlanarak Cig kolona 0.45 pm [iltre diizeneginden
siiziildikten sonra enjekte edilmigtir. Hareketli faz olarak asetonitril ve 0.01 M
pH’ s1 7.4 olan fosfat tamponu (1:25, h:h) kullamlmustr. I¢ standart olarak
kullamlan scfadroksil 12, dakikada, amoksisilin isc 23. dakikada pik
vermiglerdir.  Analizde gzlencn interferanslarin - amoksisilinin bilinen ki
metabolitine ait oldugu (amoksilloik asit ve amoksisilin (ZR}-piperazin-2’, 5’
dion} belirtilmistir. Toplam analiz siiresi 24 dakikadir. 0.25-16 mg/L
konsanirasyon araliginda calistlmisur. Enjeksivona hazir olan numunelerin oda
1sisindaki stabilitesinin 24 saal, mutlak geri kazanimimin da %382 oldugu
belirtilmistir®.

Yuan ve arkadaglarimm Minesota Universitesi Otitis Media
Aragttrma  merkezinde  yaptiklart bir  calisma  da  amoksisilinin - insan
plazmasinda ve orta kulak sivisinda kati faz ckstraksiyon ile miktar tayini
yontemidir.  Calisma  HPLC  sisteminde UV dedcktdr  kullamilarak

gerceklestirilmistir. 210 nm dalga boyunda calisilmas: ile optimum sonug
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alinmugtir. Cg Hypersil kolon (15 em x 2 mm, 5 pm) kullanilmistir. Kolon
kompartman sicakligt 40 "C dir. Harcketli faz 5 mM fosfat tamponu ve 5 mM
tetrabutilamonyum kloriir icerisinde %6’ lik asetonitril ¢dzeltisi olup ¢ézeltinin
pH’s1 6.5 tir. I¢ standart olarak scfadroksil kullamlmistir. 200 uL plazma
kullamlarak yapilan caligmada kantitatit alt Timit degeri (LOQ) 0.125 pg/mL’
dir. Caligilan konsantrasyon aralig 0.125-35 pg/mL’ dir. pH’ s1 6.8 olan 0.05
M fostat tamponu ve mctanol kullanmlarak vakuma tabi tutulmuog, maddclerin
metanol:su (43:60, h:h) kangim ile kartustan gecirilmesi saglanmistir. Azot
gaz1 altinda kuruluga kadar ugurulan ckstrenin, 35 pL %5’ lik mctanol (su
igerisinde) ile ¢odzllmesi saglanmistr. Yontemin hassas, giivenilir ve kolay
uygulanabilir oldugu ayrica tirevlendirmeve gerek olmadan ekstraksivon
yapilmasinin avantajl oldugu belirl.ilmistir28.

Muth ve arkadaglarinim bir calismast da amoksisilinin insan
plazmasinda HPLC yontemi ile kolon degistirmeli sistem ile miktar tayininin
yapilmast {izerinedir. UV dedektor kullamlmig olup 230 nm dalga boyunda
cahisilmugtir. Calismadaki 6l¢limii yapilan cn kiigiik konsantrasyon 50 ng/mL’
dir. I¢ standart olarak scfadroksil kullamimgtir, iki farkli harcketli fazla kolon
degismeli sistem kullamilarak calisilmigs ancak amoksisiline ait pikin 38.
dakikada geldigi gézlenmis bu sebeple de analiz siiresi ¢ok uzun tutulmak
zorunda kalimmist 7,

Yuan ve arkadaslar1t amoksisilinin insan ve c¢ingilla {sincaba
benzer giiney amerika hayvan) plazmast, orta kulak s1vist ve tam kanda HPLC
ile analizini yapnuslardir. Ug biiyiik matriksin karsilastirmasmi, insan ve
cingilla farkimt belirlemislerdir. 0.25-20 pg/mL konsantrasyon araligimda
calisnuglardir, I¢ standart olarak scfadroksil kullanmmslardir. Kat faz
yontemiyle ckstarksiyon yapilmms olup UV dedcktorde 210 nm’ de dedekte
edilmistir. Hypersil Cg kolon ile hareketli faz olarak da pH’ s1 6.5 olan 5 mM
fosfat tamponu ve 5 mM tetrabutilamonyum Kloriir i¢inde %6’ lik asetonitril
kullantlmistir. Calisilan [arklt biyolojik matrikslerin sonuglarinin  benzerlik

gosterdigi, larkli biyolojik matrikslerle de vygulanabilecegi, seltriakson ve
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scfotaksim  gibi  antibivotikler i¢in  dc  bu ckstraksiyon mctodunun
calisilabilecegi belirtilmistir™.

Mascher wve arkadaslarn amoksisilinin  insan serum ve
plazmasinda HPLC  yontemiyle mikiar tayininin  vapilmast iizerine
calismuslardir.  Plazma  proteinlerinin - ¢oktiiriillmesi icin  perklorik — asit
kullamlmig, daha sonra da sodyum asetat c¢ozeltisiyle notralize edilmistir.
HPLC sistemine enjeksiyonu yapilan numune Cig kolon kullamlarak floresans
dedcktorde dedckte cdilmistir. Bu ¢alismada amoksisilinin stabilitesi izerinde
durulmus olup; scrum ve plazmadaki amoksisilinin stabilitesi —70 °C* dc 50
giin olarak belirtilmistir. =20 “C’ de aynt sonuclarm alinmadi@l. ayrica
amoksisilin igeren plazma numunelerinin ii¢ kereden fazla eritilmemesi halinde
stabil oldugu vurgulanmakl.adlrm.

Sorensen ve arkadaglar sigir ve domuzlann kas, karaciger ve
bdbrek dokularindan amoksisilin, penisilin G, ampisilin, oksasilin, kloksasilin,
nafsilin, dikloksasilin olmak iizere yedi farkh penisilin tirevinin HPLC
yontemiyle miktar tayinini yaprmslardir. Kati faz ckstraksiyon yOntemi
kullamInmstir, Cyg kolon kullamlarak UV dedektdrde 323 nm dalga boyunda
analiz gerceklestirilmistir. Diklosasilin  hari¢ diger penisilinlerin dedekte
edilebilen alt limitleri (LOD) 8.9-11.1 pg/kg arasindadir™,

Zijtveld ve arkadaglarnt HPLC vyOntemiyle degismeli kolon
sistemi kullanarak insan plazmasmda amoksisilinin @ miktar tayinini
gerceklestirmislerdir. UV dedektér dalga boyu 234 nm olan calismada
degismeli kolon sistemi yari gecirgen yiizeyli kolon (SPS) ve Cz (250 x 4.6
mm, 5 um) analilik kolondan olugmakiadir. Sistemde SPS guard kolon da
kullamImaktadir. Toplam analiz stiresi 15 dakika olup cahstlan konsantrasyon
aralif 0.35-21 ug/mL’ dir™.

Menelaou  ve arkadaslant  da  plazmada amoksisilin - ve
metranidazol” iin miktar tayini igin HPLC sisteminde DAD  dedektor
kullanmiglardir. Amoksisilin igin dalga boyu 230 nm, metranidazol igin 313

nm’ dir. Caligilan konsantrasyon arahi@ 1-50 mg/L’ dir. ODS (150 x 4.6 mm)
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kolonla cahisilmistir, Sonradan gelen piklerden kuartulabilmek igin analiz siiresi
35 dakika tutulmak zorunda kalinnustir. Hareketli faz olarak ortofosforik asitle
pH 2.1’ e ayarlanan sodyum dihidrojenortofostat tamponu icinde %24
asetonitril ve 0.8 mM sodyum dodesilsiilfat ¢dzeltisi kullamlmistur. 100 pl
plazma numunesine 150 pL. metanol eklenerek proteinler ¢oktiiriilmiistiir, 0.1
M pH’ s1 2 olan sodyum dihidrojcnortofosfat tamponundan 50 pL cklenmisg,
vorteks yardimuyla karistinldiktan sonra 20 dakika boyunca beklenmis ve
santrifiijlenmistir.  Sanirifijlenen numunelerden st faz almarak HPLC
sistemine 25 UL enjekte edilmistir™*.

Elekiroakufl [3-laktam antibiyvotiklerinin - [armasétik  dozaj
formlarindan analizi icin bir metot da Aghazadeh ve arkadaglart taralindan
gelistirilmistit. Amoksisilin ve klavulanik asitin farmasétik dozaj formlarindan
HPLC ybntemiyle analizi amperometrik dedekttr kullanilarak calisiimustur.
(Calismada inilen cn diisiik konsantrasyon 0.8 ng/mL’ dir. C;g kolon (150 x 4.6
mm) ve harcketli faz olarak pH’ s1 3.2-3.4 aralifinda olan mctanol:fosfat
tamponu (5:95, h:h) kullamhmstlr'r”S .

Hoizey ve arkadaslari amoksisilin ve klavulanik asitin insan
plazmasindan HPLC yintemiyle UV dedektér kullanilarak miktiar (ayinini
gerceklestirmislerdir. UV  dedekidriin dalga boyu 220 nm’ dir. Plazma
numunelerinden  metanol  ile  proteinler  coktiiriilerek  ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Cg (250 x 4 mm, 5 pm) kolon kullanilarak vapilan
calismada amoksisilin i¢in calisilan konsantrasyon arah@ 0.625-20 mg/L.
klavulanik asit icin ise 0.3125-10 mg/L* dir. Toplam analiz siiresi 10 dakikadur.
Harcketli faz olarak 0,02 M tetrametilamonyum kloriir igeren pH’ s1 o-fosforik
asit ile 2.57 a ayarlanmig 0.01 M potasyum dihidrojenfosfat ¢ozcltisi ve
asetonitril kullamilmigtir. Hareketli fazin akisi, analiz sliresi boyunca degisen
oranlarda gradient sistemli akis ile saglanmstir. Interferans problemi olmadig,
lekrarlanabilir, giivenilir ve bagarili bir yontem oldugu vurgulanmlsur%.

Wibawa ve arkadaslart amoksisilinin plazmadaki miktar tayinini

HPLC yoéntemi ile floresans dedektdr kullanarak yapmiglardir. Calismada



_22

florcsans dedektdriin cksitasyon dalga boyu 365 nm, cmisyon dalga boyu da
445 nm’ dir. Analitik kolon olarak Kromasil ODS (3 um, 15 cm x 3.2 mm)
kolon, guard kolon olarak da ODS (20 x 20 mm) kolon kullanillmistir. Akis hizi
0.4 mL/dak’dir. Kolon sicakhign 40 °C olarak ayarlanmis olup hareketli taz
olarak da metanol:su (55:45, h:h) kullamlmusur. Calismanin konsantrasyon
araligr 5-200 pg/mL" dir. 50 pL plasmaya 450 UL distile su eklenerek hacmin
artirilmast saglanmistir. I¢ standart olarak 10 puL 0.2 pg/mL konsantrasyondaki
ampisilin ¢6zeltisi eklenmistir. 5 UL buz soguklugunda % 50 (a/h) perklorik
asit ¢ozeltsi de eklendikten sonra vorteks yardimiyla kanistirilmis ve 10 dakika
siireyle sanrifiij edilmistir. Ust fazdan alian 450 pL ¢ozeltinin iizerine 50 uL,
5 M NaOH eklenmistir. Vorteks yardimiyla karistirlldiktan sonra da 50 pLL 5 M
HCI eklenerek ¢ozelti notralize edilmistir. % 0.1 (a/h) Civa II Kloriir iceren 0.5
M fostat tamponundan 250 UL eklenmistir. Cézelti vortekslendikten sonra 50
%C sicaklikta 40 dakika isidmigtir. 5 dakika suda bekletilerek sogutulan
numunelere 800 UL etil asetat eklenmistir. 5 dakika siireyle santrifiij edilen
kanisimdan 600 pL organik faz almmarak kuruluga kadar 50 °C sicaklikta
evaporatdrde ugurulmustur. 100 pL metanol ve 100 ML su eklenerek
ceperlerdeki  maddeler c¢ozillerek almmustir. (6ziinmeyen partikiillerden
kurtulmak icin de 0.45 um filtre diizeneginden gecirilip 5 dakika siireyle
sanrifilj edilmistir. HPLC sistemine 20 pL enjekte edilmistir’ .

Abreu ve arkadaslar: saglikli 24 goniillii izerinde amoksisilinin
biyoyararlanim caligmasint yapmig ve HPLC yontemiyle analiz etmislerdir.
Calisilan konsantrasyon aralipn 1-50 pg/L arasindadir. I¢ standart olarak
sefadroksil kullanilmiguir. Plazma proteinlerinin ¢oktiiriilmesi icin buz icinde
bekletilen soguk metanol kullanilmig, 15 dakika siireyle santrifiij edilmisgtir.
Alman iist lazdan C g kolona 20 UL enjekie edilmistir. Hareketli [az olarak pH’
s1 4.8 olan 0.01 M fosfat tamponu ve asetonitril (95:5, h:h) kulla111]n1|§t|r38.

Matar ve arkadaslan da  amoksisilinin - plazmada HPLC
yontemiyle analizini yapmglardir. I¢ standart olarak scfadroksilin kullanildigs

calismada Cig (150 x 4.6 mm, 5 p) kolon se¢ilmistir. Hareketli faz olarak
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mctanol:75 mM potasyum dihidrojenfostat tamponu (10:90, h:h) pH’ si
fosforik asit ile 3” e ayarlanarak kullanilmis olup akis huzi 1.5 mL/dak” dir. UV
dalga boyu 228 nm’ dir. 0.5-12 pg/mL konsantrasyon arahi@inda ¢alisilmgtir,
Bagl geri kazanmmin %99,67; mutlak geri kazanimm ise %86.68 oldugu
yontemin hizli ve hassas oldugu belirlilmi$lir39.

Asligarraga’ min Galena Research Unil’ de yapug bir caligma
da amoksisilin ve klavulanik asitin insan plazmasinda sivi kromatograf ardisik
kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) ile miktar tayininin yapilmasi tizerinedir. ¢
standart olarak sefaleksin kullamlmustir. Ekstraksiyonda plazma proteinlerini
goktiirmek icin asctonitril ve 0.1 M sitrik asit ¢ozcltisi kullamilmuistir, Alinan
iist faza distile su ve diklorometan cklendikten sonra alinan st faz negatif iyon
modu ve MRM (Multiple Reaction Monitoring) modunda LC-MS/MS
sistemine 10 pL cnjekte cdilmistir. Caligilan konsantrasyon aralig (.05-20
ug/mL’ dir. Genesis Cig (150 x 4.6 mm, 4 um) kolon kullamilmigtir. Oda
1s1sinda calisilmis olup analiz siiresi 5.5 dakikadir™".

Yapilan bu literatiir arastirmalarimin ardindan insan plazmasinda
amoksisilinin HPLC yontemiyle mikiar (ayini yonlemleri yveniden vyarlanarak
denendikien sonra calismalarimiza yon verecek su nokialar larkedilmistir:

Kantitatif alt limit degerinin, floresans dedektdr kullamilarak
vapilan cahsmalarda UV dedektdr kullantlarak yapilan calismalara nazaran
daba diisiik degerde oldugu gozlenmistir,. UV dedektor kullamlarak yapilan
calismalarda diizgiin ve tckrarlanabilir sonuglar alinamarmstir, Interferans
problemi olusmakta ve probleminin ¢6ziildiigii durumlarda ise analiz siiresi cok
uzun olmaktadir. Kati faz kartuglarmin pahali olmasi nedeniyle kati faz
ekstraksiyvon yonlemi uygun gorilmemistir.  Amoksisilinin, tirevlendirme
yontemiyle sivi sivi ekstraksiyonunun HPLC sisteminde [loresans dedekior
kullamlarak analizinin yapilmast ile kisa analiz stiresinde tekrarlanabilir, kesin

sonuclar elde edilebilecegi diistinilmusgtiir.
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IL4. UYGULANAN YONTEMLERLE iLGIiLi GENEL BiLGIiLER
1L.4.1. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini

Yiiksek basmg¢h sivi kromatogralisi (HPLC}) bilegiklerin sabit [az ile
stvi hareketli faz arasindaki ayrilma teknigidir. Ayrilma; sabit fazin tipine bagl
olarak dagilma, adsorpsiyon veya iyon-degistirme islemi ile meydana
gelmektedir. Organik bilesiklerin ve ilag ctkin maddelerinin analizinde HPLC’
nin gaz. kromatografisi yontemine gore Gstiinliikleri vardir, Ozelliklc ilag ctkin
maddelerinin ¢ogu ucucu o&zellige sahip degildir veya vilksek sicaklikta
parcalanabilirler. HPLC ile ¢alisirken oda sicaklifinda calismanin miimkiin
olmast ve ucucu Lirevlerinin hazirlanmasma gerek duyulmamast sebebivle
yontem dstinlitk  saglar. Yontem, ilag etkin  maddelerinin  [armasOtik
preparatlarda  ve  vilcut  sivilannda  miktar  tayininde  yaygin  olarak
kullaniimaktadir. Ozellikle etkin madde miktar az olan preparatlarda hassas
sonug vermesi, analizin kisa siircdc  tamamlanabilmesi  ve  analistten
kaynaklanabilen hatalarin diigiik dilzeyde tutulabilmesi nedenivle de ¢ok

kullanilan ve bircok tarmakopede yer alan bir yontemdir.
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Sekil 2: HPLC sisteminin sematik gdsterimi
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Sekil 3: HPLC cibazimin ayrintih goriiniimii

HPLC  ilc  kantitatif  analiz ¢  farkh  yOntemle

gereeklestirilebilir®.

11.4.1.1. Bilesiklerin Numunedeki Yiizde Miktarlarinin Tayini

Bu yontemde, bilesiklerin ayri ayrn miktarlari tayin edilmemekie
ancak  piklerin  alanlarma  veya  yiiksekliklerine  gore %  oranlarn
bulunabilmektedir. Bir kromatogramda piklerin alanlan veya yiikseklikleri
bulunarak tiim piklerin toplam alanlarina veya yiiksckliklerine gére %o oranlan
kolayca hesaplanabilir,

Yontemde, Ozellikle her bilesige dedektdr yamitinin ayni olmasi

gerekmektedir. Bu durum az rastlanan bir olaydir. Ayrica, her bilesigin
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kromatogramda ayn bir pik vermesi gerckmektedir, Bilegikler kolanda kalabilir
veya dedektdr tarafindan tespit edilemez. Bu durum bilesiklerin %’ lerinin
yanlis hesaplanmasia sebep olabilir. Bu sorunlardan &tiirdi sik kullanilan bir

yontem dedildir.

11.4.1.2. Dis Standart Y ontemi

Bu yontemde tayini yapilacak bilesik veya bilesikleri tagiyan
standart hazirlanir, Idcal olarak numunc ve standartin aynt miktarlarda
hazirlanmasi istenmektedir. Ancak numunedeki miktar bilinmiyorsa tahmini
konsantrasyon hazirlanabilir. Standartin kromatograminda ilgili pikler i¢in ayri
ayrt  cevap [lakwori {(dedekidr cevap birimini  olusturan komponentin

konsanirasyonu) asagida verilen denklemle hesaplanir:

Ccvap Faktori = Bilesigin Konsantrasyonu / Pik yiikscklgi veya alam

Buradan harcketle bilinmeyen konsantrasyondaki aym bilesigin
miktar1 numune kromatogramindan cevap fakttrii ile pik yiiksekliginin veya
alanmn carpinu ile elde edilir. Farmakopelerde de benzer tip miktar tayini

yontemi yer almakta ve hesaplamalar benzer bir denklemle yapilmakiadir.

2l 3l
(/ nomune — (/ standart ( A numune "! A standart )

Y dntemde, kullanilan konsantrasyonlarda her bilesik igin cevap
faktorli lincer olmalhidir. Aynca her iki calismada da aym miktarlarda
enjcksiyon  yapilmalidir.  Ozcllikle  ilag  analizlcrinde  numuncnin
konsantrasyonu bilindiginden ve formilasyona uygunlugu arastirildigindan

tercih edilmektedir,
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1L.4.1.3. i¢ Standart Yontemi

Bu yontemde, standart ve numunc ¢ézeltilerinin her birisine
dikkatle Olctilmits miktarda bir i¢ standart cklenir. Analit pik alan veya
yiikseklik degerinin i¢ standart pik alam ve ylikseklik degerine orani analitik
parametredir. Yontemin basarili olabilmesi igin, i¢ standart piki numunedeki
diger bilesenlerin piklerinden belirgin sekilde ayrilmali, ancak analite de yakin
olmahidir. Numunenin belirli derisimindeki numune standarti ve i¢ standarttan

olusan kansumin kromatograminda:
Bagil Cevap Faktorii (r)=( C/A )/ ( Cs/ Ag)

Denklemde;

C: Numune standartinin derisimi

A: Numune standartinim pik yiiksekligi veya alan
Cs: I¢ standartin konsantrasyonu

Ag: ¢ standartin pik yiiksekligi veya alani

Bilinmcyen  miktart  tagiyan  bilegigin - konsantrasyonunu

hesaplamak igin isc asagida verilen formil kallamhir:
Cr=Au.r(Cs'/ As')

Denklemde;

Cy: Numunenin konsantrasyonu

Ayt Numunenin pik yiiksekligi veya alam
Cg't I¢ standart konsantrasyonu

Ag't I¢ standardin pik yiiksckligi veya alan

r : Bagil cevap faktorii
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Uygun bir i¢ standart ilc %0.5 ile %1 kadar diisiik kesinlik
degerleri bulunabilir. Yontem, dis standart yOnteminin tiim avantajlarin
tagimaktadir. Ayrica enjeksiyon hacimlerinden meydana gelebilecek Kkiigiik
farklihklar veya dedekidr hassasiyetinde olusabilecek [larkliliklarn yok

edilmesi sebebiyle dig standart yoniemine gore daha hassastir™.

11.4.2. Analitik Metot Gelistirme ile Tlgili Genel Bilgiler

Yontem performansi csas olarak iglemin kendi kalitesi ile
saptanir. Bir yontemin kalitesinin saptanmasinda en énemli iki faktér segici
geri kazamim ve standardizasyo11dur42.

Bir yonlemin analitik geri kazanimi, bir analitik yonltemin bir
drnekteki tiim analit icin yanit olusturup olusturmadifim ifade eder™. Analitin
geri kazamimi, biyolojik matrikse eklenen ve ekstre edilen bir miktar analitin
teshis cevabi ile gergek konsantrasyondaki saf standarttan elde edilen teshis
cevabinin karsilagtimlmasidir, Geri kazamim ¢esitlilik  limitleri  dahilinde
analitik mctodun ckstraksiyon etkinligine baghdn™. Matriks ve saf ¢oziiciiniin
deney sonuglan bafil geri kazanmimu; gercek geri kazanim testlerinin sonuglari
ise mutlak geri kazanimi gﬁsterir42.

Mutlak geri kazamim, islenmis maltriks standardina verilen yanit
olarak olciilir ve 6nceden iglem gérmemis sal standarda yanitin yiizdesi olarak
ifade edilir. Birka¢ konsantrasyon noktasinda olgllen eZimin oram ya da
bireysel vyiizdeler olarak da ifade edilir. Egri yonteminin agirhkle etkisi
nedeniyle bunlarin esit bulunmadigr belirtilmelidir.

Egcr bir i¢ standart kullamlmag isc; i¢ standardin geri kazamnu
bagimsiz olarak saptanmahdir. %3(0° den diigik olmayan geri kazamm
degerleri savisal kabul sinirlart olarak kullamlmustir. Elbette ki %100’e yakin
geri kazamim istenmektedir. Yeterli saptama yapilabildiginde dogruluk ve
kesinlifiin saptanmasi gerekmez“.

I¢ ve dis standardizasyon yoniem gelistirmede diger énemli

noktadir. Dig standardizasyonda kalibrasyon egrisi olusturmak icin sadece
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analit yamft ilc konsantrasyon iligkisinin  grafigi olusturulur. g
standardizasyonda ise, standart ve islem yapilmanus drneklere eklenen analitin
islevsel ya da izotropik analogu gerekir. Yanit analit sinyalinin i¢ standartin
sinyaline orani olarak elde edilir®.

I¢ standart yontemi, kromatografik islemeler basta olmak iizere
biyoanalitik metotlarda  sikhikla  kullamlan  bir  yontemdir. Bu  teknigin
kullanimi, analitin ve i¢ standardm ayrigma dzelliklerinin ¢ok benzer oldugu
kabuliine dayanir. Ancak bu yanhs bir kabul de olabilir™, i¢ standart teknigine
genellikle klasik alet kullanimminda ve ¢l ile numunc hazirlanmasi durumunda
basvurulur. Bununla birlikte, modern aletler ve otomasyon son derece
tekrarlanabilir yanit dl¢iimleri sunabilir. Bu sebeple de analiz sonuglar eklenen
i¢ standart degiskeni nedeniyle i¢ standart kullanimindan olumsuvz etkilenebilir.
Bu durum deneysel olarak hata ¢ogalma yasasi ile géslerilmi§lil‘45. I¢ standart
teknigi kacinilmaz olarak gelismek zorundadir. Aksi takdirde bir analitik
yintemin kesinligini olumsuz yonde ctkileycccktit‘42.

Bir analitik mctotun gelistirilmesinde atilan ilk adim, aym veya
benzer ckipmam kullanan var olan metot veya literatlir arastirmasi yapmaktir,
Var olan veya literatiire dayali yaklasim ile kargilasurilmayan veya iliskili
olmayan HPLC temelli bir metodun gelistirilmesi seyrektir. Yeni veya ileri bir
metodun gelistirilmesinde genellikle var olan vaklagim; ekipmana, ¢ahisilacak
analite, hedellere ve metodun gerekliliklerine gore uyarlamir. Melot
gerekliliklerinin secilmesi ve ne tir ekipmanin ve neden secilece@ine karar
verilmesi metot gelistirmedeki ana ilkelerdir. Bunun yaminda kolon, hareketli
faz, dedektdr ve miktar tayini ydontemi de karar verilmesi gereken ()]gu]ardlrﬂ.

Var olan mctotlardan, litcratiirlcre dayalr yaklagimlardan her
zaman beklenen sonuglar alinamayabilir, Var olan mctotlar hatali olabilir veya
da giivenilirligi diisiik olabilir. Pahall, uzun zaman ve enerji isteyen veya rutin
kullanima uygun olamayan metotlar olabildigi gibi s6z konusu orneklerde
yveterli duyarlibik veva analit segiciligi gdstermeyebilir. Analitik verilerin
dogrulugunun ve kesinliginin yeni ekipman ve tekniklerin ortaya ¢ikmasi ile

artinlabilecegi  disiiniildiigiinde  kisacast  daha  duyarl, bassas,  kesin,



tekrarlanabilirligin yiiksck oldugu, ckonomik ve kisa siiren, uygulanabilirligi
kolay ve sorunsuz yeni metot gelistirme arayist her zaman var olacakuir.
Gerekli ekipmanlar hazirlandiktan ve analitik parametreler
diisiiniildiikien sonra metodun gelistirilmesinde optimizasyonun saglanabilmesi
icin standartlar kullanilmahdir. Duyarliik dahil olmak iizere ilk analitik
sonuclar arastinlmali ve enjekte edilen miktara kargihk alman cevaplar
ol¢ilmelidir.  Bunlar teshis  simirr, tayin s, kalibrasyon  noktalarinin
dogrusalligi, varsa ¢coklu dedektor oranlardir. Mctot gelistirmenin yalnizea iyi
saptanmg, Ozcllikleri tanimlannus ve safli@r bilinen analitik  standartlar

kullanilarak yapilmasi snemlidir*’.

11.4.2.1. Optimizasyon

Optimizasyon evresinde metot gelistirmenin ilk doneminde elde
edilen kosullar gelistirilir ve rezoliisyon, pik sekli, plak sayisi, asimetri,
kapasitc, annma zamani, tcghis simrn, tayin sumrne ve analiti biitiin olarak
saptama yetencgi agisindan geligtirilir. Bir metodun optimizasyonunda metot
gelistirmenin ilk evrelerindeki gereklilikleri karsilamak i¢in teshis smuiri, tayin
sinur1, dogruluk, kesinlik ve zgiinlik saptanmalidir.

Ilk analitik sonuclan elde edip sonrasmm diisinmek Snemlidir.
Yeni metodun iistinliiklerinin oldugu gbézlenirse, gelistirilmesi ek zaman ve
caba isteyecektir. Eger Ustiinlik gorilmez ise tiim yaklasinu gerektirdigi ek
zaman ve caba acisindan tekrar degerlendirmek gerekecektir.

Yeni metoda ait baslangictaki analitik veriler uygun goriiliyorsa
mctot performansinin nicel olarak degerlendirilmesi gok dnemlidir. Baglangicta
mctot gelistirme ve optimizasyon caligmalarinin ¢ogu analitik standartlarla
yapilir. Genellikle metodu degerlendirmek i¢in kullanilan ilk analitik sonuglar
da standart kullanilarak elde edilir. Metot optimizasyonu duyarlilin ve
simetriyi en vyiiksek mnoklaya cikarmali, teshis st ve layin siurlarimi
diisirmeli, genis bir dogrusal dinamik arahik olusturmali ve dogruluk ve

kesinlik derecelerini yikseltmelidir. Optimizasyonu diger potansiyel hedefleri



analitin diger bilesiklerden baslangigtaki rezoliisyonu, pik yerinin belirlenmesi,
saflifun gsterilmesi, rutin Grnek analizleri ig¢in bilgisayar verilerinin ara
yiiziiniin  hazirlanmasidir.  Optimizasyon Kriterleri analizin  zamani ve
maliyelinin disiiriilmesi ve analitin dogru bicimde belirlenmesi gibi herhangi
bir metot icin gereken hedellere dayanarak saptanmalidir.

Metot optimizasyonu iki genel yaklagimla yapilabilir. Bunlardan
ilki el ile digeri ise bilgisayarla yapilmasidir. El ile yapilan optimizasyonda
diger degiskenler sabit tutulurken bir zamanda tek bir degisken kullamilir ve
yamttaki degigim kaydedilir. Degigkenler harcketli ya da sabit faz bilegimi, akig
hizi, sicaklik, dalga boyu ve pH olabilir. Bu tek degiskenli sistem
optimizasyonu yavas, zaman alici ve pahalidir. Bununla birlikte, kullanilan
ilke, kuram ve degiskenler arasindaki etkilegimin daha iyi anlasilmasim
saglayabilir. Ikinci yaklasim, bilgisayarli metot gelistirmede deneysel girdi en
aza indiriliken etkinlik en iist dizeydedir. Bu yaklasim bircok uygulamada
kullamlabilir. Ek olarak, tim aracli metot gelistirmelerde zaman, enerji ve
maliycti dnemli derecede diisiirebilir,

ik analiz sonuglarim elde ctmck igin, metot scgicilik, dogruluk,
kesinlik, teshis ve tayin sinirlart, dogrusallik ve aralik agisindan optimal diizeye
getirilmelidir. Karsilanmasi gereken baska optimizasyon parametreleri de
(dayaniklilik  gibi) vardir fakal olgim ve degerlendirilmeleri metot
validasyonunda daha i1vi vapilabilir.

Sistem optimizasyonu, metot gelistirme iglemi icinde en fazla
zaman ve enerji isteyen bolumdiir. Tekrarlayicr islemler, sabit tekratlar ve ¢ok
sayida nicel veri toplanmasimi gerektiric. Stkhikla optimizasyon sonuglan o
dénemdcki  gercklilikleri  karsilar  fakat  gelecekte  ortaya  gikabilecck
ecrcklilikleri ihmal cder. Idcal olarak analist metodu genis bir lgckte
kullanabilmek ve gelecekte metot gelistirmek icin deneyleri tekrarlamak
zorunda kalmamak i¢in, her veni metodun optimizasyonu tiim uygulamalar:

[ 4
diisiinerek yapmalidir’ 7,



1L.4.3. Analitik Metot Validasyonu Ile Ilgili Genel Bilgiler
11.4.3.1. Tanimlar

FDA Guidance for Industry Bionalvtical Method Validation
(2001)" de analitik metot validasyonunda kullanilan terimler icin asagidaki
tanmmlar yap1]n1|§t1r44.

Analit: Biyolojik matrikste olgiilen; bozulmadan kalan ilag,
biyomolckiil veya bunun titrevleri, metabolit ve/veya degredasyon diriinleri gibi
spesifik kimyasal yapi.

Analiz Scrisi: Analitik ve ¢alisma Grneklerinin validasyonu i¢in
gereken yeterli sayida standart ve kalite kontrol ¢rmeginin (amami. Seriler bir
giinde veva birka¢ giinde (amamlanabilir.

Biyolojik Matriks: Biyolojik kdkenli, drneklenebilir ve verimli
bicimde isleme tabi tutulabilen bir materyaldir. Kan, idrar, serum, plazma,
feges, salya ve gesitli dokular buna drnektir,

Dogrusalhk: Tanimlanan kogullarda tespit cdilen  degerin,
nominal veya bilinen gercek degerlere vakinlik derecesidir.

Geri Kazamim: Numune ekstraksiyonu ve metot proses
basamaklari ile bulunan, bilinen analit miklarimin yilzdesi seklinde ilade edilen,
analitik prosesin ekstraksiyon etkinligi.

i¢ Standart: Analitin tespitini kolaylastirmak icin kalibrasyon
standartt ve numunelere eklenen test bilegikleri (6rn: yapist benzer analoglar,
isaretli stabil bilesikler).

Kalibrasyon Standardi: Bilincn miktarda analitin cklendii
biyolojik matrikstir. Kalibrasyon cgrisini olugturmak i¢in kullamlirlar ve kalite
kontrol numunelerinin ve bilinmeyen c¢alisma numunelerinin - analitik
konsantrasyonu tespit edilir.

Kalibrasyon Egrisi: Deneysel cevap degert ve analitik

konsanirasyon arasidaki iliski.



Kalite  Kontrol  Numunesi:  Biyoanalittk  mctodun
performansim degerlendirmek ve farkli serilerde analiz edilen bilinmeyen
numunelerin dogruluk ve validasyon sonuclarini belirlemek igin kullanilan
numune.

Kesinlik: Aynmi homojen numunenin tanimlanan kosullarda
coklu drneklem sonucu elde edilen bir seri dlgiiminiin yakinhk derecesidir.

Kor: Biyolojik matriksin analitler eklenmemis numunesidir,
biyoanalitik mectodun zgiinliigiinii belirlemek igin kullanilir,

Matriks Etkisi: Analizi yapilmasi hedeflenen analit disinda bir
analitin varligina veya numunedeki diger girisim maddelerinin varlifina yanit
olarak dogrudan vevya dolayli degisim, girisim.

Metot: Numune analizinde kullanilan (iim prosediirlerin detayhi
anlatimi.

Numune: Kontroller, korler, bilinmeyenler ve iglem gdrmiis
maddeleri temsil eden jenerik bir terimdir.

Kantitatif Alt Limit (ILOQ): Uygun dogruluk ve kesinlik
sinirlant igerisinde kantitatif olarak tespit cdilebilen numuncdeki en diisiik
analit miktaridur.

Sccicilik: Bagka bilesenlerin de oldugu ortamda biyoanalitik
metodun, analiti 6lgme ve ayirt etme Ozelligi. Bunlar metabolitler, impiiriteler,
degradanlar veya matriks bilesenleridir.

Stabilite: Belirlenen zaman arali@inda, spesifik kosullar altinda,
analitin matriksteki kimyasal kararlih@i, stabilitesi.

Sistem Uygunlugu: Analize baglamadan &dnce  referans
standartin analiziyle cnstriitmental performansin ( 6rn: hassashk, kromatografik
altkonma) tespiti.

Tespit Arahgi: Konsantrasyon-cevap iliskisi  kullamilarak
dogruluk ve kesinlik parametrelerine uygun giivenli ve verimli sekilde tespit
edilen konsantrasyon araligi.

Tespit Limiti (LOD): Biyoanalitik prosediiriin analiti arka

plandan tamamen ayirabildigi en diisiik konsantrasyon.



Verimlilik: (ki laboratuvar arast kcsinlik. Ayrica kisa bir
periyotta ayni kosullar alunda metodun kesinligini temsil eder.

Validasyon:

Tam Validasyon: Numune analizinde uygulanmak iizere her
analitin biyoanalitik metot i¢in tiim validasyon parametrelerini olusturmak.

Kismi Validasyon: Biyoanalitik metot  validasyonunda
degisiklikler yapmak.

Capraz Validasyon: Biyoanalitik iki mctodun validasyon

paramctrclerinin kargilastirtlmasi.

11.4.3.2. Analitik Metot Validasyonu

Bir biyoanalitik metodun validasyonunun yapilmasindaki sebep,
metodun  performans  ve  glvenilirligini - gostermektir.  Eger  biyoanalitik
metodlarin sonuglart yeni ilag bagvurusunda veya formiilasyon yenilemede
kullanilacak isc mutlaka validasyon yapilmahdr. Biyoanalitik mctot
validagyonu, bir analitin ya da analit scrisinin konsantrasyonunun &zcl bir
biyolojik matrikste nicel olarak saptanmasi i¢in kullanilan metodun bu amag
icin giivenilir oldugunun gosterilmesi icin gerekli islemlerin timiinii igerir.
Geleneksel kromatogralik yontemler (GC ve HPLC), kiitle spekirometresi
(dogrudan MS, MS/MS) ve birlesik teknikler (GS-MS, LC-MS), sivi
kromatograf ardisik kiitle spektrometresi yontemi (LC-MS/MS) ve baglanma
temelli tayinler (RIA ve ELISA) gibi farkll analitik metotlanin timi icin;
ilkelerin, iglemlerin ve gerekliliklerin ¢cogu ortaktr**¥,

Analitik  ydntem  gelistirilirken;  analitin - sentez. ydntemi,
saflagtirma  yontemi, ¢esiti pH  dcgerlerindeki  davramisi,  ckstraksiyon
cizeltileri ile gecimsizligi, stabilitesi, fonksiyonel gruplarin reaksiyonlari,
coziinirligi, molekill agirlig ve vyapisi, spektrumu, benzer yapida ve
dzelliklerdeki diger maddeler, impiiritesi, parcalanma iriinleri, metaboliileri,
depolama sartlar gibi kimyasal ve [iziksel dzelliklerinin, farmakokinetiginin

iyi bilinmesi gerekir.



Bir ilag gelistirme siirccinde tanimlannms biyoanalitik metodun
bircok degisime ugrayvacag kabul edilir. Bu degisimler (6rn: bir metabolitin
eklenmesi, LOQ diisiiriilmesi gibi) 6zel ¢calismalar: desteklemek icin gerekir ve
layin performansinin siicekli validasyonunun gosterilmesi icin lfarkl diizeylerde
validasyon gerekiirir. Tayin degisikliklerine ek olarak, drnek sayisimin birden
fazla laboratuvar gerektirecek kadar bilyiimesi gibi, tanimlanmig bir tayinin
kullamm  da  degisecektir. Bu  durum  farkly  laboratuvarlarda  tayin
karsilagtmlmasimi ve farkli laboratuvarlarin kalifikasyonu igin hangi ftip
validasyon verilerinin gerckli oldugu sorusunu giindeme getirir, Ayrica bir
metot, validasyonun  siirmesini  saglayacak  diizenli bir temelde
uygulanmadiginda érnek analizi éncesinde yontemin gecerliligini korudugunun
belgelenmesi gerekecektir. Tam, kismi ve capraz validasyon tamimlamalari

asafida ayrimuli olarak yap11m1§111*42.

1L.4.3.2.1. Tam Validasyon

¢ Tam wvalidasyon, ilk olarak bir biyoanalitik metot
geligtirilmesi ve uygulanmasinda gercklidir.

¢  Var olan nicelik tayinine metabolit eklenirse, dlcillen tim
analitier icin gozden gegirilen tayimin tam  validasyonu

gereklidir.

11.4.3.2.2. Kismi Validasyon

Kismi validasyon, tam validasyon gerektirmeyen validasyonu
vapilnus biyoanalitik metotlarin degZistirilmesidir. Tayin i¢in dogruluk ve
kesinlik  saptanmast  kadar kiiciik bir validasyondan “neredeyse” tam
validasyona dck bir araligr kapsar. Bu katcgoriye giren tipik biyoanalitik mctot
dcgisiklikleri agagida olup bu liste ilc de sunich degildir:

* Biyoanalitik mctodun valide cdildigi laboratuvar ya da

analistin degismesi.



Alet ve/veya yazilim ortanu degisikligi.

Matriks i¢indeki tiiriin degismesi (6rn. sican plazmasindan
farc plazmasina).

Tiir i¢indeki matriksin degismesi (6rn. insan plazmasindan
insan idrarina).

Ozgiin metabolitlerin varliginda bir analitin seciciliginin
gosterilmesi.

Eszamanl ilaglar varhiginda bir analitin - seciciliginin
gosterilmesi.

Analitik  yontem dcgisiklikleri  (6rn.  belirleme  sistemi
degisiklikleri).

Ornck islemleme degisiklikleri,

Nadir kullanilan matriksler.

Biyolojik s1vi alinmasindaki antikoagiilan degisiklikleri.
Smirlt hacim  degisiklikleri  (6rn.  pediatrik  calisma

planlanmast).

1L.4.3.2.3. Capraz Validasyon

Capraz validasyon, iki biyoanalitik metodun karsilastirilmasidir.

Ayni ¢alismada iki veya daha [azla biyoanalitik metot kullandacag zaman

gerekir. Ornegin validasyonu yapilmis orijinal metot “referans” metot olur ve

gizden gecirilecek metot ile kargilastinhir. Her iki ydnde de karsilagtirma

vapilir. Matriks ve drneklerle yapilan capraz validasyon:

Tek bir calismadaki 6rnek analizi birden fazla Taboratuvarda
cahstlacak ise, laboratuvarlar aras) giivenirlik icin her
laboratuvarda yapiimahdir.

Farkli cahsmalarda farkh analitik teknikler (6rnegin LC-MS-
MS’a karst ELISA) kullamlarak  veri  dirctildiginde
yapllmahchrJ !



Spesifik analitik mctot validasyonn gelisimi proscsi 3 gruba

ayrilabilir;
1 Referans standart hazirlanmasi

2) Analiik metot gelisimi ve yiiriitilmesi i¢cin 6n-caligma

validasyonu

3) Calisma performansi, ila¢ analizi ve Kkabul Kkriterlerini

kapsayan calisma-i¢i validasy0n49.

11.4.3.3. Metot Validasyonunun Degerlendirilmesinde Kullamlan

Parametrecler

Mctot  validasyonu analitik metot  gelisimi ve
dékiimantasyonunu icerir.  Biyolojik matrikste  olgiilccck  her  analit igin
validasyon vapilmalidir. Ek olarak analitlerin stabilitesi katim yapilmig
numuneler tizerinden saptanmahdlr%‘ Validasyon i¢in istenen parametreler ve
hangi kurumlar (aralindan hangi parametrelerin istendigi asafidaki tabloda

a4
verilmistir™,
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Tablo 3: Validasyon icin istenen paramctreler

ngﬁnlﬁk(Speciﬁcity)!Se(;icilik (Selectivity) | FDA, USP, ICH
Dogruluk (Accuracy) FDA, USP, ICH
Kesinlik (Precision): FDA, USP, ICH
Tekrarlanabilirlik (Repeatability) ICH
Ara kesinlik (Intcrmediate precision) ICH
Yenilenebilirlik (Reproducibility) ICH*
Tespit limiti (LOD) USP, ICH
Kantitatif alt limiti (LOQ) FDA, USP, ICH
Dogrusalhik (Linearity) FDA, USP, ICH
Aralk (Rangc) USP, ICH
Tutarlilik (Ruggedness) USP
Saglamlik (Robustness) FDA, USP, ICH*
Stabilite (Stability) FDA
Gerikazanim (Recovery) FDA

(*): Mutlak gereklilik degildir.
FDA: Food and Drug Administration
[CH: International Conferance on Harmonisation

USP: Amerikan Farmakopesi

11.4.3.3.1.0zgiinliik

Tiim potansiyel drnek bilesenlerinin mevcudiyetinde (plasebo,
sentez ve degredasyon iirtinleri, proses impiiriteleri v.s.) analit cevabini dogru
olarak  Slcebilme  kapasitesidir.  Ozgiinliigiin  radyoimmunoassay  ile
belgelendirilmesi,  ozellikle  bir  ilacin metabolizmast  yeterince

<12 46
tammlanmamigsa, zor olabilir™.



11.4.3.3.2. Secicilik

Analitik metodun, numunede bagka bilesenlerin varliginda
analitin ayrimi ve tespitini saglayabilme ve dogrudan tek analit icin cevap
verebilme kabiliyetine secicilik denir. Secicilik i¢in, uygun biyolojik matriksin
(plazma, idrar veya diger matriksler) kor ¢ozeltilerinin analizinin en az 6 farkh
kaynaktan kontrollii kosullarda eldesi gerekir. Her kor ¢ozeltisi dnerilen
ckstraksiyon proscdiirii ve kromatogratik veya spektroskopik sartlar ile girigim
agisindan  test  cdilmelidir.  Sonuglar  kantitatif  alt  limit  degeri ile
karsilagtrilmalidir,

Bir biyolojik matrikste potansiyel girisim maddeleri; endojen
matriks bilesenleri, metabolitler, ayrisma triinleri ve gercek calismada ilaglarin
birlikte uygulanmasindan kaynaklanmakiadir. Eger bir metot birden [azla
analiti tespit etmek tizere belirlendiyse, her bir analitin birbirinden etkilenen

interferans problemi olmadiZ giisteri]n1t:lidit‘44.
11.4.3.3.3. Dogruluk

Bir analitik metodun dogrulugu metot ile elde edilen ortalama
lest sonuclarmin  analitin - gercek degerine (konsantrasyon) yakimhg ile
tanimlanir.  Dogruluk, bilinen konsantrasyonda analil iceren numunenin
tekrarlanan analizleri ile tespit edilir. Dogruluk her konsantrasyon icin en az
bes ol¢im ile belirlenir. Belirlenen aralikta en az ¢ konsantrasyon gerekir.
Ortalama deger gercek degerin £ %15 simn icinde olmalidir. Olgiilebilen en
diisiik limit igin %20’ den fazla sapma gostermemclidir. Ortalama degerin

gergek degerden sapma oram dogruluk dlgitiidiir™,
11.4.3.3.4. Kesinlik

Kesinlik, prosediiriin tek homojen hacimli biyolojik matriksie

coklu tekrarlanan uygulamalarinda analitin ayn dlcimlerinin - yakinhiginm
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tammlar. Her konsantrasyon igin cn az bes dlgiim ile belirlenir. Belirlenen
aralikta en az ii¢ konsantrasyon gerekir. Her konsantrasyon diizeyinde saptanan
kesinlik varyasyon katsayisinin %15’ ini, Slcillebilen en diisiik limit i¢in % 20’
sint gegmemelidir. Kesinlik; tek analiz islevisi sirasinda kesinlik tespitinde giin
i¢i, seriler arast kesinlik ve wverimlilik, kesinligin zamanla belirlenmesi
durumunda giinler arasi, seriler arast kesinlik ve verimlilik gibi alt gruplara

aynhr ve degisik analistler, ekipmanlar, reajanlar ve laboratuvarlar icerebilir™,
11.4.3.3.5. Geri Kazamim

Analitin geri kazanmimi, biyolojik matrikse eklenen ve ekstre
edilen bir mikiar analitin teshis cevabi ile gercek konsantrasyondaki sal
standarttan elde edilen (eshis cevabmin karsilasurdmasidir. Geri kazanim
cesitlilik Timitleri dahilinde analitik metodun ekstraksiyon etkinligine baghdur.
Analitin geri kazaninu %100 olmasi istenmekle birlikte, analitin ve ig
standartin geri kazamm miktar %350-60 isc geri kazamim kesin, dogru ve
verimli olmahdir, Geri kazamm deneyleri 3 farkli konsantrasyonda (diisiik,
orta, yiksek) analitik cevaplarin, %100 geri kazanimmu temsil eden ekstre

edilmemis standartlar ile karsilastirilmasi seklinde yap1land1r11abilir44.
11.4.3.3.6. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusalhk

Kalibrasyon (standart) egrisi aletsel cevap ile analitin bilinen
konsantrasyonu arasimdaki iliskidir. Kalibrasyon egrisi numunedeki her analit
igin olugturulmalidir. Konsantrasyon-ccvap iliskisini tam olarak tammlamak
igin yeterli sayida standart kullamlmalidir. Kalibrasyon cgrisi belirlenen
calismada matriksi analitin bilinen Kkonsantrasyonu ile katim yapilmus
numuneler ile aym biyolojik matrikste hazirlanmalidir. Bir kalibrasyon egrisi
olugturmak i¢cin kullanilan standartlarin sayist analitik degerlerin  beklenen
araligin ve analit/cevap iligkisinin yapisinmm bir fonksivonudur. Standartlarn

konsantrasyonlarr belirli bir ¢alismada konsantrasyon arah@ baz alinarak
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sc¢ilmelidir, Kalibragsyon cgrisi kor numunc (i¢ standart igermeyen matriks
numunesi), zero olarak adlandirilan i¢ standart iceren matriks numunesi ve
beklenen aralikta kantitatit alt limiti (LLOQ) de igeren en az bes adet sifir
disinda degerden olusmalidir. K6r ve i¢ standart iceren matriks numunesi
kalibrasyon fonksiyonunda kullanilmaz, sadece girisimi degerlendirmek i¢in
kullamlir™,

Dogrusallik; yoéntemin verilen aralikta analit
konsantrasyonlarimn dogrusal oldugu test sonuglarina yol agma yetencegidir,
Genel olarak regresyon c@risinin cgiminin varyasyonu olarak gosterilir.
Calisma araligi; dogruluk, kesinlik ve dogrusallik ile saptandigl gésterilmis en
yiiksek ve en alt diizeydeki analit konsantrasyonlart arasinda kalan parcadir ve

normalde test sonuglan ile ayni birimlerde ilade edilir*®.
11.4.3.3.6.1. Tespit Limiti (LOD)

Zemin giiriiltiistinden farklh olarak tespit edilen fakat miktan
belirlencmeycen en kiigiik analit konsantrasyonudur. Kromatografik dlgiimlerde
pratik bir kural olarak sinyal/giriiltii oramindan faydalanilir. Sinyal/glriltii
oraminin 3 oldugu deger LOD degeridir. Ancak aletlere, lambaya, matrikse
(idrar, plasma v.s.) gore degisir. ICH’ in de tamdigr kurala gére kromaltogralik
olmayvan miktar tayini yontemlerinde (Grmedin titrasyon) alman cevabin
standart sapmasimin (SD), kalibrasyon egrisinin egimine (§) oraninim 3.3 kati

LOD degeridir®.
11.4.3.3.6.2. Kantitatif Alt Limit (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik sinirlart i¢erisinde kantitatif olarak
tespit edilebilen numunedeki en disiik analit miktarn LOQ degeri olarak
tanimlanir. LOQ degerini belirlemek i¢in (eshis limiti (LOD) degerinde de
oldugu gibi sinyal/giiriiltii oramindan faydalanilir.  Pratik bir kural olarak

sinyal/giiriiltdl orant kullamhyor ise de LOQ konsantrasyonunun dogruluk ve
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kesinlik stnirlantyla nzlasma iginde olmast gercktigi unutulmamahdir, $oyle ki;
LOQ konsantrasyon degeri diserse kesinlik de diisecektir. Sinyal/glriltii
oramnin 10 oldugu deger LOQ degeridir. ICH’ in de tamidig kurala gére
kromatogralik olmayan miktar tayini yontemlerinde alman cevabin standart
sapmasmin (SD), kalibrasyon egrisinin egimine (S} orammnm 10 katt LOQ
dcgcridir46.

Kalibrasyon egrisi tizerindeki en diisiik standart agagidaki

kosullara uygunsa kantitatif alt limit olarak kabul cdilcbilir.

e Kantitatif alt limit olan analitin ccvap faktdrii cger korde
bir girisim oluyorsa bu girisim cn az 5 kan
biiyiikliigiinde olmalidir.

e Analit ccvabr tammlanabilir, ayri, tckrarlanabilir, %20
kesinlik ve %80-120 dogruluk limitleri ile uygun

olmalidir™.
11.4.3.3.6.3. Kalibrasyon Egrisi ile Konsantrasyon-Cevap ilskisi

Konsantarsyon-cevap ilgkisini en iyi tammlayabilen model
sceilmelidir,  Agirhkli segimi ve  karmasik regresyon  csitligi  kullanim
gerckeclendirilmelidir, Kalibrasyon c¢grisi olusturulurken asagidaki kosullar
g6z éniinde bulundurulmalidir.

e LOQ" nun nominal konsantrasyondan cn fazla %20
sapmast,

*  LOQ disinda standartlarin nominal konsantrasyondan en
tazla %15 sapmasi.

Kalibrasyon egrisi beklenen aralik i¢inde, sifir hari¢, kantitatif
alt limiu (LOQ)} de icermek kosulu ile en az 5 noktali olmalidir. Kalibrasyon
standartlan ayni matrikse, bilinen konsantrasyonda referans standart ve internal

standart eklenmesi ile hazirlanir™.
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11.4.3.3.7. Stabilite

llacin biyolojik bir sividaki stabilitesi ilacin  kimyasal
dzelliklerinin, saklama kosullarinin, matriksin ve ambalaj sisteminin  bir
fonksiyonudur. Bir analitin belirli bir matrikste ve ambalaj sisteminde
stabilitesi sadece o ambalaj sistemi ve o matriks icin gegerlidir;  diger
matriksler ve ambalaj sistemleri icin tahmin yiiriitilemez. Stabilite prosedirleri
numunc toplama ve ambalajlama, uzun siircli (belirlencn saklama sicaklifinda
dondurulan) ve kisa stircli (banko, oda sicakhiginda) saklanmas1 ve sonrasinda
dondurma-¢ozme dongiisii ve analitik proses sliresince analitin stabilitesini
Olcer.  Prosediir  ayrica  analiin =~ stok  ¢dzeludeki  stabilitesinin
degerlendirilmesini de icermekitedir.

Tiim stabilite calismalarinda (aze stok ¢ozellisinden, analit
icermeyen, girisim yapmayan uygun biyolojik matriks kullanilarak hazirlanan
bir takim standart numune kullamhr. Stabilite degerlendirmesinde kullamilan
analitin - stok  ¢dzcltisi  uygun  ¢oziicide  bilinen  konsantrasyona

hazirlanmalidic™,
11.4.3.3.7.1. Dondurma, Ciozme Stabilitesi

Analit stabilitesi 3 dondurma-¢ézme dongiisii sonunda tespit
edilmelidir. En az tger diisitk ve yiiksek konsantrasyonda analit —20 °C’ de
veya belirlenen saklama sicaklifinda 24 saat boyunca tutulmahdir ve oda
sicakliginda miidahalesiz c¢oziilmelidir. Ornekler tamamen ¢oziindiigiinde
tekrar aym kogullarda 12-24 saat stircsince dondurulmalidir. Dondurma ¢ézme
dongiisii 2 kez daha tekrarlanmalidir, iigiincli giinde analiz cdilmelidir. Eger
analit —20 "C> de stabil degilse, stabilite numunesi 3 dondurma-¢ézme

siiresince =70 'C’ de dondurulmalidir™.
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11.4.3.3.7.2. Hizlandirilnms Stabilite

Diisiik ve viiksek konsantrasyonlu iiger analit oda sicakliginda
¢oziilditklen sonra bu sicakhikia 4-24 saal wutulmahdir (Calismada oda

sicakliginda bekletilen tahmini siireye bagh olarak) ve analiz edilmelidir®.

11.4.3.3.7.3. Uzun Siireli Stabilite

Uzun siircli stabilite degerlendirilmesi, ilk numune alinmasi ile
son numunenin analizi arasinda gecen saklama stiresini agmalidir. Uzun streli
stabilite en az iicer diislik ve yilksek konsantrasyonlu analitin ¢alisma rnekleri
ile aym kosullar altinda saklanmas: ile saptanmahdir. Orneklerin hacmi tic ayn
analize  velecek  miklarda  olmalidir. Tiim  stabilite  Grneklerinin
konsantrasyonlar! uzun siireli stabilite denemenin ilk glintinden itibaren uygun
konsantrasyondaki standartlarim geri-hesaplanmus degerlerinin ortalamalar ile

karsilagtmlmalidic™,

11.4.3.3.7.4. Stok Cozelti Stabilitesi

Ilac ve ic standartlarm stok cozeltilerinin  stabilitesi oda
sicakliginda en az alu saat takip edilmelidir. Eger stok ¢ozeltileri belirli bir siire
buzdolabinda bekletilip veya da dondurulursa bu siire kaydedilmelidir. Istenen
saklama siiresinin  tamamlanmasinim  ardindan, taze hazitlanmis ¢dzeltinin

aletsel cevabi ile kargilastirarak stabilite test edilmelidir™.

1L.4.3.3.7.5. Hazirlama Sonrasi Stabilite (Oto (")rnekleyici Stabilitesi)

Islenmis &rneklerin oto Ornekleyicideki stabilitesi icin ofto
ornekleyicide gecirdigi siire de goz 6niine almarak tanimlanmalidir. Ilag ve ic
standaruin stabilitesi, validasyon numunelerinde beklenen calisma siiresince

ayni kogsullar altinda orjinal kalibrasyon standartindaki konsantrasyonlar baz



alinarak degerlendirilmelidir. Her ne kadar  gelencksel  vaklasima  gore,
saklanan numuneler ile bunlara ait taze hazirlanmis numunelerin analitik
sonuclarmin karsilagtirilmast anlatilsa da anlitin biyolojik matriks i¢indeki
stabilite Sl¢clim  sonuglarimun  giiven araliklarina dayanan diger istatistiki

yaklagimlar kullandabilie™,

11.4.3.3.8. Tutarhhk

USP’ ye gore tutarhilik degisken kosullar altinda clde cdilen
sonuclarm % bagil standart sapmalarinin  yenilenebilirlik derecesidir. Bu

kosullar analist, alet, reaktf ve deney perivotlaridir.

11.4.3.3.9. Saglamhk

Saglamlhik  degerlendirilmesi, daha c¢ok metot  gelistirme
safthasinda gbz Onlinde bulundurulur ve cahsmada kullamlan  prosediire
baghdir. Bu durum metot paramctrelerindeki bilinen varyasyonlara gore
analizin givenilirligini gosterir.

Analitik kosullardaki ol¢iimler varyasyonlara duyarh ise,
analitik kosullar uygun sekilde kontrol edilmeli veya prosediirde dnlemler ver
almahidir.  Saglamhgm degerlendirilmesinin  tek amact sistem uygunluk
parametrelerinin - incelenerek  analitik  yontem  her uygulandigmda  valide
oldugunun kamitlanmasidir. Tipik varyasyon Ornekleri analitik ¢ézeltilerin
stabilitesi ve ekstraksiyon siiresidir. Sivi kromatografide tipik varyasyon

ornekleri isc mobil faz bilegimi, pH ctkisi, farkls kolonlar, 151 ve akis hizadir™,
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III. MATERYAL VE YONTEM

L1, KULLANILAN CIHAZLAR ve EKIPMANLAR

111.1.1. Enstrumental Kisim

Kisimlar1 agsagida belirtilen Agilent HP 1100 Scrisi HPLC
kullamldr:

f—

G 1379A Degasser modul

[N

G 1311A Pompa sistemi
G 1313A ALS Otomatik Ornekleyici
G 1321 A FLD Dedektor

Tad

G 1316A Termostath Kolon Kompartmani

SO

Softwarc HP Chemstation

1I1.1.2. Kolon

Analitik Kolon: Walers Spherisorb ODS2; 250 x 4.6 mm, S5pum
Guard Kolon: Waters Sentry Symmetry C18 3.9 x 20 mim, 5 pm
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II1.1.3. Diger Ekipmanlar

l. Mikro Pipet: Eppendorf AG (100, 200, 1000, 5000 L)
2. Hassas Terazi: Metller Toledo AG204

3. Vorteks: Vorleks Genie 2

4. Santriftj: Sigma 3-16K

5. pH Metre: Mettler Toledo MP220

6. Ultrasonik Banyo: Sonorex RK 255H

7. Manyctik Kanstiner: CAT M26

8. Derin Dondurucu: Ugur derin dondurucu UDD 400 BK

9. Vialler ve Microvialler: Agilent
10. 15 mL polipropilen santrifiij titpleri: LP Italiana

11. Cam malzemeler {balon joje, meziir, amber)

11L.2. KULLANILAN KIMYASALLAR

Analizde kullamlan kimyasal maddcler agagida verilmistir:

1. Referans standart: Amoksisilin trihidrat (Mustafa Nevzat)

Lot#: B3561815 Son kullanma tarihi: 11. 2008

[N

Ic standart: Ampicillin sodyum (Mustafa Nevzat)
Low#: 33032000294 Son kullanma tarihi: 05. 2007
insan plazmasi: [bni Sina Hastanesi, Ankara

18 M deiyonize su

Metanol: (Merck) Lot#: K343528807514

Etil asctat: (Mcrck) Lot#: 1210568506

Perklorik asit (% 70-72): Lot#: B332019348
Formaldehit: (Merck) Lot#; K33068002414

9. Hidroklorik asit (% 37): (Merck) Lot#: K32164014324
10. Civa I kloriir: (Merck) Lot#: A436919413

1. Sodyum hidroksit: B366382946

12. Disodyum hidrojen fosfat: (Merck) Lot#: F1313186414

A
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1IL.3. SISTEMIN KURULUMU

Windows masa iistlinden, “Instrument 1 On-line” ikonuna cift
uklanip kontrol panel ekranmmin viikklenmesi saglandi. Bilgisayarda acilan bir
klastre, ‘Method’, ‘Dala’ ve ‘Sequence’ adlandirmalart ile alt klasorler acildi.
“Method”  meniistinden, kromatografik sartlanmin  yiiklii oldugu metot
cagrildi. Metodun toplam analiz siiresi 10 dakikadur.

Analiz igin hazirlanan mobil faz, HPLC sistcminin harcketli faz
akig kismina takildi. Akisin saglandhgr kilcaldaki hava kabarciklarindan
kurtulmak icin kolona akis gitmesi engellenerek 5 mlL/dak akis hizi ile akig
saglandi. Kolon kompartmanmmnin sicaklign 40 °c ye ayarlandi ve kolon ve
guard kolon wuygun baglanular ile birlestirilip kolon kompartmanima
verlestirildi. Hareketli [az akis hiz1 1 mL/dak olarak ayarlanarak analizden
once kolonun hareketli faz ile doyurulmasint ve sistem basmcin sabitlenmesini
saglamak tzere sistem birakildu.

FLD sinyalleri; cksitasyon i¢in 355 nm, cmisyon igin de 435
nm’ yc ayarlandi. “On-linc plot” pencercsinden bascline olarak adlandirilan
taban c¢izgisi kontrol edildi. Y skalasimin yaklasik -0.0004 ile .004 LU
araliginda olmasi saglandi. Sistem basincinin 350 bar’ dan yiiksek olmamasina

dikkat edilerek calisma i¢in (iim sartlar hazirlandi.
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IIL4. ANALIZi YAPILAN MADDELERIN ANALIiZ SERTiFiKALARI

Biyolojik matrikste ilag ve metabolitlerinin analizi, kalibrasyon
standari ve kalite kontrol numunelerinin kullamimu ile gerceklestirilir. Bu
nunmunelerin  hazirlanmasinda kullanilan referans standartin salligi ¢alisma
sonuclarint  etkileyebilir. Bu  ylizden, bilinen konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlamak icin bilinen yapida ve saflikta onaylanmus analitik referans standart
kullamImalhidir, Miimkiinsc referans standart analitc benzer olmahdir, Miimkiin
dcgilsc de, bilinen saflikta ispatlannms kimyasal formda (scrbest yapr veya asit,
tuz veya ester) maddeler kullanilabilir. Genellikle ii¢ tip referans standart
kullamlir:

I. Seriilikali referans standarilar (6r. USP standarti)

[N

Unlii ticari kaynaklardan elde edilen ticari kaynaklr referans
standartlar
3. Analitik bir laboratuvar veya ticari olmayan kurumlar
tarafindan  0zcl  scntczlencn  bilinen  safhktaki  diger
matcryaller.
Her referans standart icin kaynak ve lot numarasi, son kullanma tarihi varsa
analiz sertifikalar ve/veya dahilen ve haricen iiretilmis sathk ve yapi kanitlar

bulunmaktadir™.



111.4.1. Referans Standart Olarak Kullanilan Amoksisilin Trihidrat’ m

Analiz Sertifikas:

Caligsmalar Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi A.S.” den temin edilen

amoksisilin trihidrat ile yapilnisur. Asagidaki tabloda Mustafa Nevzat Ilac

Sanayi A.§ tarafimdan onay verilen analiz sonuglan gortilmektedir.

Tablo 4: Amoksisilin Trihidrat Analiz Scrtifikas:
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1L.4.2. ¢ Standart Olarak Kullamlan Ampisilin Sodyum’ un

Analiz Sertifikas1
Caligsmalar Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi A.S.” den temin edilen
ampisilin sodyum ile yapilmistir. Asagidaki tabloda Mustafa Nevzat Ilac

Sanayi A.§ tarafimdan onay verilen analiz sonuglan gortilmektedir.

Tablo 5: Ampisilin Sodyum Analiz Scrtifikas
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IIL.5. YONTEMIN KROMATOGRAFIK SARTLARI

Analitik Kolon: Waters Spherisorb ODS2; 250 x 4.6 mm, Spm
Guard Kolon: Waters Sentry Symmetry C18 3.9 x 20 mim, 5 pm
Hareketli Faz: Metanol : Su (55 : 45, h:h)

Alkis Hizi: 1 mL/dak

Analiz Siiresi: 10 dakika

Dedcktor: FLD dedektor Ex: 355 nm, Em: 435 nm

Kolon Sicakhig: 40 °C

Enjcksiyon Hacmi: 30 uL

ML6. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

ITL6.1. Standart Stok Cozeltisi (AMO-ST1)

Amoksisilin standart stok ¢ozeltisi icin 11.5 mg amoksisilin
trihidrat (10 mg amoksisiline esdeger) 10 mL’* lik balon jojeye tartildi. Bir
miktar deiyonize su ile ¢oziilip 10 mL’ ye deiyonize su ile tamamlandi. 20
saniyc vortcks yardimyla kangtimildh, 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan bu
¢izelti hazirlanma tarihi de eklenerek “AMO-STI™ ismiyle etiketlendi.
Cozeltinin bozulmasimi onlemek icin kullamilmadigr siire boyunca 0-4 C

sicaklikta 1siktan uzak kalmasi saglanarak saklandi.

11L.6.2. Diliic Standart Stok Cazceltisi (AMO-DS1)

Standart stok c¢ozcltisinden  gerckli  diliisyon  yapilarak
kalibrasyon standartlarim ve kalite kontrol numunclerini hazirlama isleminde
kullanilacak diliie stok c¢ozelti hazirlandi. Bu c¢ozeltinin de  bozulmasini
onlemek icin kullamlmadig siire boyunca 0-4 ’C sicaklikta 1siktan uzak
kalmas1 saglanarak saklandi. 100 png/mL konsantrasyondaki diliie stok ¢ozeltisi
(AMO-DS1) i¢cin 1 mg/mL konsantrasyondaki AMO-STI1 stok ¢ozeltisinden



kalibre pipet vardimu ilc 1 mL ¢ozelti 10 mL’ ik balon jojeye aktarildi, 10 mL’
lik hacme deiyonize su ile tamamlandiktan sonra vorteks yardimiyla
karistirildi. Hazirlanan bu ¢odzeltt “AMO-DS1” ismiyle hazirlanma tarihi de

eklenerek etiketlendi.

111.6.3. Kalibrasyon Standartlar

(Calisma siiresince kullamlacak olan kalibrasyon standartlart igin
standart stok c¢ozcltisi ve diliic standart stok ¢dzcltisinden hesaplanan
miktarlarda ¢ézelti alimarak plazma ile belirtilen hacme tamamlandi. Homojen
dagilimim saglamak icin bir siire vorteks yardim ile karistirildi. Her standart
AMO-ST ibaresini ve plazmadaki amaoksisilin konsantrasyonunu vansitacak
sekilde (Orn: AMO-ST0010) hazirlanma tarihi de eklenerek etiketlendi.
Standartlar kullanilmadig siire boyunca -20 °c sicakhgindaki dondurucuda
tsiktan korunmasi saglanarak saklandi. Masher ve arkadaglaninm  yapti@
galisma g6z Oniinc alinarak plazma ile hazirlanan bu standartlarin 3 kereden
tazla critilmemesine dikkat cdildi’'. Bu scbeplc hazirdanan  plazmalar
validasyon boyunca 3 kereden fazla eritilmemesi i¢in uygun hacimlere

boliindld. Tablo 6 da kalibrasyon standartlarimi hazirlamak icin gerekli olan

stok ¢ozelti miktarlart goriillmekiedir.
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Tablo 6: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmass

Kalibrasyon Standardinin
10 mL’ lik Balon Jojeye Aktarilan
Plazma Konsantrasyonu
Stok Cozelti Miktar
(ug/mL)

100 pg/mL Dilie stoktan (AMO-DS1) 10 pL 0.1
100 pg/mL Dilte stoktan (AMO-DS1) 50 pL. 0.5
100 pg/mlL. Diliie stoktan (AMO-DS1)100 pL. 1

I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 25 pL. 2.5

I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 50 puL. 5

I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 100 uL 10

I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 200 uL 20

111.6.4. Kalite Kontrol Numuncleri

Kalite kontrol numuncleri, kalibrasyon standartlannin en alt
dcgeri ile cn iist degerini igermek kaydiyla bunlarin arasinda 3 adet, toplamda
ise 5 adet deger icerir. Ikinci kalite kontrol numunesin konsantrasyonu LOQ’
nun Ui¢ katy; ficiincii kalite kontrol numunesi konsantrasyonu ¢alisma araligimin
orlasinda bir deger; dordiincii kalite kontrol numunesi konsantrasyonu da iist
limite yakin bir deger olacak sekilde belirlenmistir“.

Calisma siiresince kullanilacak olan kalite kontrol numuneleri
icin standart stok cozeltisi ve dilie standart stok c¢dzeltisinden hesaplanan
miktarlarda ¢dzclti alinarak plazma ilc belirtilen hacme tamamlandi. Homojen
dagihmim saglamak icin bir siirc vortcks yardimi ile kanstinldi. Her numunc
AMO-QC ibaresini ve plazmadaki amaoksisilin konsantrasyonunu yansitacak
sekilde (Om: AMO-QC0010) hazirlanma tarihi de eklenerek -etiketlendi.
Standartlar kullanilmadigr siire boyunca -20 °c sicakligindaki dondurucuda

1siklan korunmasi saglanarak saklandi. Plazma ile hazirlanan bu numunelerin
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dc 3 kereden fazla critilmemesine dikkat cdildi®. Bu scheple hazirlanan
plazmalar validasyon boyunca 3 kereden fazla eritilmemesi i¢in uygun
hacimlere béliindii. Tablo 7° de kalite kontrol numunelerini hazirlamak igin

gerekli olan stok ¢ozelti mikiarlart gérillmektedir.

Tablo 7: Kalite kontrol numunelerinin hazirlanmasi

Kalite Kontrol
20 m1.’ lik Balon Jojeye Aktarilan

Stok Cozelti Miktar

Numunelerinin Plazma

Konsantrasyonu (ug/ml.)

100 pg/mL Dilie stoktan (AMO-DS1) 20 uL 0.1
100 ug/mL Diliie stoktan (AMO-DS1) 60 uL 0.3
I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 150 uL 7.5
1 mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 300 puL 15
I mg/mL Stoktan (AMO-ST1) 400 uL 20

111.6.5. ic Standart Cozeltisi

I1L.6.5.1. I¢ Standart Stok Cozeltisi (AMP-ST1)

I¢ standart stok ¢ozeltisi icin 10.7 mg ampisilin sodyum (10 mg
ampisiline esdeger) 10 mL’ lik balon jojeye taruldi. Bir mikiar deiyonize su ile
¢oziiniip 10 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi. 20 saniye siireyle vorleks
vapildi. 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan bu ¢ozelti hazirlanma tarihi de
eklenerek “AMP-ST1” ismiyle etiketlendi. Cozeltinin bozulmasint dnlemek
icin kullamimacig siirc boyunca 0-4 “C sicaklikta 1giktan uzak kalmast

saglanarak saklandi.
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111.6.5.2. I¢ Standart Calisma Cézeltisi (AMP-IS)

Calisma siiresince kullanillacak olan i¢ standart c¢ézeltisini
hazirlamak i¢in i¢ standart stok ¢ozeltisinden (AMP-ST 1) kalibre pipetl yardinu
ile 20 uL ¢odzelti 20 mL’ lik balon jojeye alindi. Uygun hacme deiyonize su ile
tamamlandi. Vorteks vyardimiyla karsurildi. 1 pg/ml. konsantrasyonda
hazirlanan bu ¢ozelti hazirlanma tarihi de eklenerek “AMP-IS™ ismivle
etiketlendi. Bu cozelu kullanilmadigr siire boyunca i1sikian da uzak kalmasi
saglanarak (-4 % Tik sicaklikta tutulmustur. Calisma esnasinda farkedilen bir
nokta da bu ¢dzeltinin haftalik hazirlanmast gerektigi ve ginlik kullamim i¢in

yeterli hacmin oda 1s1sina gikarlmasi gercktigidir.
IIL.6.6. HPLC Hareketli Faz
Metanol : Su (55 : 45, h:h)

Tekrarlanabilitligin  saglanabilmesi icin daha hassas  olacadl
disiiniilerek hareketli faz 2 litrelik balon jojede hazirlandi. 900 mL deiyonize
su 2 litrelik balon jojeyc aktarldiktan sonra metanol ile 2 litreye tamamlanda,
Ultrasonik banyoda 15 dakika sonike cdildi. HPLC ig¢in uygun 2 litrelik siscye
aktarildi. Hazirlanma tarihi de eklenerek “HPLC Hareketli Faz” ismiyle

etiketlendi.
111.6.7. 5 M Hidroklorik Asit Cézeltisi

% 37 lik Hidroklorik asit cozeltisinden 41.46 mL ¢ozelti
alinarak iginde bir miktar deiyonize su bulunan 100 mL’ Tik balon jojcye
aktarildi. Uygun hacme deiyonize su ile tamamlandi. Ultrasonik banyoda 15
dakika sonike cdildi. Hazirlanan ¢ozclti, hazirlanma tarihi cklenerck “5 M
Hidroklorik Asit Cozeltisi” ismiyle etiketlendi. Kullamlmadig: siire boyunca 0-
4 °C sicaklikta muhafaza edildi.
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111.6.8. 5 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi

Sodyum hidroksit pelletlerinden 20 g tartilarak 100 mL’ lik
balon jojeve aktanldi. Bir mikiar deiyonize su ile ¢oziilmesi saglanarak uygun
hacme tamamlandi. Ultrasonik banvoda 15 dakika sonike edildi. Hazirlanan
coizelti, hazirlanma tarihi eklenerek “5 M Sodyum Hidroksit Cozeltisi”” ismiyle

etiketlendi. Kullanillmadi@ siire boyunca 0-4 OC sicaklikta muhafaza edildi.
111.6.9. %50’ lik Perklorik Asit Cozeltisi

90707 lik perklorik asit ¢ozeltisinden 14.28 mL ¢ozelt alimarak
icinde bir miktar deiyvonize su bulunan 20 mL’ lik balon jojeye aktarildi.
Uygun hacme deivonize su ile tamamlandi. Ultrasonik banyoda 15 dakika
sonike edildi. Hazirlanan c¢ozelti, hazirlanma tarihi eklenerek “%30° lik
Perklorik Asit Cozeltisi” ismiyle etiketlendi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadi@
siirc boyunca 0-4 ’C sicaklikta muhafaza cdildi. Calismaya baslamadan Sncc

bir saat siircyle -20 "C sicaklikta tutulmasi gercktigi belirlendi.
I11.6.10. Civa II Kloriir Stok Cizeltisi

10 mg civa II kloriir 10 mL’ lik balon jojeye hassas bir sekilde
tartildi. Bir miktar deiyonize su ile c¢oziilmesi saglanarak uygun hacme
tamamlandt. Ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Hazirlanan 1 mg/mL
konsantrasyondaki bu ¢dzelti, hazirlanma tarihi eklenerek “Civa 1l Klorir Stok
Cozcltisi” ismiyle ctiketlendi. Kullamlmadi@ siire boyunca 0-4 °C sicaklikta

muhafaza cdildi. Bu ¢dzcltinin haftalik hazirlanmast gercktigi belirlendi.
1IL6.11. 0.5 M Disodyum Hidrojen Fosfat Tamponu

71 g disodyum hidrojen foslat 1 L’ lik balon jojeye taruldi. Bir

miktar deiyonize su ile c¢dziilmesi saglanarak uygun hacme tamamlandt.
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Ultrasonik banyoda 15 dakika sonikc edildi. Hazirlanan bu ¢dzclti, hazirlanma
tarthi eklenerek  “0.5 M Disodyum Hidrojen Fosfat Tamponu” ismiyle
etiketlendi. 0-4 “C sicaklikta cikeltinin olustugu, ¢dzlinmesinin zaman aldif

gozlendigi icin kullanilmadif siire boyunca oda sicakhifinda muhalaza edildi.

11L.6.12. Tiircvlendirme Cazeltisi

Bu ¢ézelti iki agamada hazarlands.

A Cozeltisi: Hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyondaki civa 11
kloriir stok cozeltisinden 2 mlL almarak 100 mL’ lik balon jojeve aktarildi.
Uygun hacme 0.5 M disodyum hidrojenfosfat tamponu ile tamamlandi.
Ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Kangiklifa sebebiyel vermemek
icin “A Cozellisi” adiyla etiketlendi. Bu cozeltinin giinlilk hazirlanmasina

dikkat edildi.

Tiirevlendirme Cdozeltisi: 2.7 mL %37’ lik formaldchit
¢ozeltisi 100 mL’ lik balon jojcyc aktarldi. Uygun hacme hazirlanan A
cizeltisi (%0.002 civa II kloriir iceren 0.5 M disodyum hidrojen fostat
tamponu) ile tamamlandi. Bu ¢zelti % | formaldehit ve %0.002 civa II kloriir
iceren 0.5 M disodyum hidrojen foslal tamponudur. Bu c¢ozeltinin giinliik

hazirlanmasina ve isikian koruyarak oda 1sinda tutulmasina dikkat edildi.

11L.7. NUMUNE HAZIRLAMA YONTEMIi

Bir analiz scrisinde {i¢ kdr numuncsi, iki tanc i¢ standart igeren
matriks numuncsi, yedi farklh  konsantrasyondaki kalibrasyon standards
numunesi, bes farkli konsantrasyondaki kalite kontrol numunelerinden de

altisar kere olmak iizere toplam kirk iki adet numune hazirlandi.
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. Plazma numuncleri 20 °C dondurucudan ahnarak su

banyosunda oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Daha
sonra da 20 saniye siireyle vorteks yvardimui ile karistirildi.

15 mL’ lik polipropilen konik santrifiij tiiplerinden zero ve
kor yazili olanlara kalibrasyon standartlarim ve kalite
kontrol  numunelerini hazirlarken  kullanilan  insan
plazmasindan 0.25 mL plazma kalibre pipet ile aktarildi.

. Kalibrasyon standartlan ve kalitc kontrol numuncleri de
kalibre pipet yardinm ilc 15 mL’ lik polipropilen konik
santrifij tiiplerine 0.25 mL aktarildi.

. Hacmi artirmak igin biitiin numunelere otomatik kalibre

pipet yardimu ile 150 pL deiyonize su eklendi. Kér numune
iceren tilpler hari¢ digerlerine i¢ standart calisma c¢ozeltisi
olarak hazirlanan 1 pg/mL konsantrasyondaki ampisilin
cozelusinden 100 pL eklendi. Kor numunelerine de
ampisilin ¢ozeltisini hazirlamada kullamilan ¢ézelti olan

deiyonize sudan yine 100 pL eklendi.

. 5 saniyve siireyle 10. kademe hizda vorteks yardimu ile

karisturildi.

Bitiin tiiplere, kullanimdan once | saat sbreyle -20 °c
sicaklikia tutulan %50° lik perklorik asit ¢zeltisinden 50 plL
otomatik kalibre pipet yvardimi ile eklendi.

10 saniye sireyle 10. kademe hizda vorteks yardim ile
karigtirilch,

. 4 °C sicakhiga ayarlanan santrifiijde 5500 rpm devirde 10
dakika siireyle santrifiij edildi.

. Santrifiijden alinan numunclerin tist fazlarindan 350 uL
kalibre pipet ile alinarak hazirlanan diger bir tiip serisine

aktarild.
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Biitiin tiplere otomatik kalibre pipet ile 250 uL 5 M NaOH
¢Ozcltisi cklendi.

20 saniye siireyle 10. kademe hizda vorteks vardimi ile
kanstirild: ve 10 dakika bekletildi.

Biitlin tiiplere otomatik kalibre pipet ile 250 pL. 5 M HCI
¢cozelusi eklenerek nitralize edildi.

Biitin  tiiplere  otomatik  kalibre pipet ile 1.5 mL
liirevlendirme ¢ozeltisi eklendi.

20 sanive sbreyle 10. kademe hizda vorteks yardim ile
kanstinldi.

Numuncler tiircvlenmenin saglanmast igin 50 °C sicakhga
ayarlanan inkiibatdrde 40 dakika bekletildi.

Numunelerin oda sicakligina gelmesi beklendi.

Biitlin tiiplere otomatik kalibre pipet yardimi ile 4 mL su ile
doyurulmus etil asetal ¢ozeltisi eklendi.

30 saniye siireyle 10. kademe hizda vorteks yardimi ile
kanstinldi.

4 °c sicakliga avarlanan santrifiijde 5500 rpm devirde 10
dakika siircyle santrifiij cdildi.

Santrifiijden alinan numunclerin iist fazlarindan (organik
fazdan) 3.6 mL kalibre pipet ile alinarak hazirlanan diger
bir tiip serisine aktarildi.

Organik [az 50 °'c sicakliga ayarlanan evaporaiorde azot
gaz1 alunda kuruluga kadar uguruldu.

Alman tiplere 100 UL hareketli faz eklendi ve c¢eperlerdeki

maddeler ¢coziinerek hareketli [aza alindi.

. 30 saniye streyle 10. kademe hizda vorteks yardimi ile

kanstinldi.
Kalibre pipet yardimn ilc  viallere aktarilan  ¢dzclt

HPLC/FLD sistemine 30 uL enjekte edildi.
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IV. BULGULAR

TV.1. AMOKSISILININ INSAN PLAZMASINDA HPLC ILE MiKTAR
TAYiNi YONTEM VALIDASYONUNUN SONUCLARI

Analitik  ydéntem validasyonu 0.1-20 pg/ml  konsantrasyon
aralhiginda gergeklestirilmistir. Yedi adet kalibrasyon standardi (0.1, 0.5, 1, 2.5,
5, 10 ve 20 pg/mL) ve her seri icin altt kez hazirlanan bes farkh
konsanirasyondaki kalite kontrol numuneleri (0.1, 0.3, 7.5, 15, 20 pg/mL)
toplam bes seri boyunca analiz edildi. Birinci ve sonuncu siradaki kalite
kontrol numunclerinin konsantrasyonlarr cn diisiik ve cn yitksck kalibrasyon
standardinin  konsantrasyonu ilc aynr  scgilmistir,  Diger  kalite  kontrol
numunelerinin  konsantrasyonlart  kalibrasyon standartlarindan farkli ancak
aralia uyumlu secilmistir. Ikinci kalite kontrol numunesin konsantrasyonu
LOQ degerinin ii¢c kau; iicincii kalite kontrol numunesi konsanirasyonu
calisma araligmin oriasinda bir deger; dordiincii kalile kontrol numunesi
konsantrasyonu da iist limite yakin bir deger olacak sekilde belirlenmistir. 1/x
agirhkli ve dogrusal regresyon analizi sonras) kalibrasyon dogrulan elde
cdilmigtir. Regresyon katsayilan, analit ve i¢ standardin pik alanlar oramt ile cn
kiiciik karcler rcgresyonuna dayal hesaplamalar HP Chemstation software

programi ile yapilmastir.
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IV.1.1. Yontem Validasyonunun Ozeti

Tablo 8: Yontem Validasyonunun Ozeti

Aralik
Kalibrasyon Aralify 0.1-20 ug/mL
Miktar Tayini Limiti 0.1 pg/mL
Dogruluk
(Kalitc kontrol numunclerinin giinler arass 99.19-105.86
ortalama (%) dogruluklar)
Kesinlik (%eRSD)
(Kalite kentrol numunelerinin giinler arasi kesinlikleri >24-1209
Dogruluk
(Kalibrasyon standard: numunclcrinin giinler aras 93.97-106.09
ortalama (%) dogruluklar)
Kesinlik {%6RSD)
{Kalibrasyon standardr numunelerinin giimler arasi 1.17-13.32
kesinlikleri)
Bagil Geri Kazanim (%) 77.33

Sonuglar FDA Guidance (2001) kilavuzundaki dogruluk ve

kesinlik limitlerine uygun bulundu.

TV.1.2. Ozgiinliik ve Secicilik

Amoksisilin ve i¢ standart olan ampisilinin alikonma zamanlari
strastyla 3.7 ve 6.1 dakika olarak bulunmustur. Altr farkli plazma bos olarak
ekstraksiyona tabi tutuldu ve bu ahlkonma zamanlarinda herhangi bir kirlilik ve
yabanct pik gézlenmedi. Yontem odzgiinlilk ve scgicilik kriterine uygun

bulundu. Analit ve i¢ standart icermeyen kor numunesinin ve 0.1 pg/mL



konsantrasyondaki LOQ numuncsinin kromatogramlan Sckil 4 ve Sckil 5° de

gérillmektedir.
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Sekil 4: Kor numune kromatogram
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Jiomn Lakbis L

GE loas

Sekil §: 0.1 pg/mL konsantrasyondaki LOQ numunesinin Kromatogrami
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I1V.1.3. Kantitatif Alt Limit (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik sinirlart i¢erisinde kantitatif olarak
lespit edilebilen numunedeki en disiik analit miktan olarak tamimlanan LOQ
degeri insan plazmasinda amoksisilinin HPLC ile miktar tayini yonieminde 0.1
Lg/mlL’ dir. ICH’ in (International Conlerence on Harmonisation) de tanidigi
kurala gdre sinyal/guriiltii oranmin 10 oldugu degerdir. Sekil 57 de LOQ

numunesine ait kromatogram gériilmektedir.
1V.1.4. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Calisma siiresi  boyunca kullamilacak olan kalibrasyon
standartlann 0.1-20 pg/mL konsantrasyon araliginda toplam ycdi adet olacak
sekilde boélim I1I1.6.3° de aciklandigr gibi hazirlannusur. Bu standartlarin
Boliim III.7.° de verilen plazma numunelerinin  hazirlanmasi: yontemiyle
ekstraksivonu gerceklestirilmis ve HPLC sistemine 30 UL enjekte edilmistir.
Beg giin boyunca her validasyon serisinde bu standartlarin eksiraksiyonu
gerceklestirilmis olup cizilen kalibrasyon dogru graliklerinin r degerleri
0.99615 ile 0.99993 arasinda olup ortalama r* degeri 0.99916" dir. Geligtirilen
analitik yoéntemin 0.1-20 pg/ml. konsantrasyon arahifinda dogrusal oldugu
kanitlanmistir. ' Yapilan bes adet validasyon serisinin kalibrasyon dogrusu

grafikleri Sckil 6-10° da verilmigtir,
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ud
Adrunt Hain

Sekil 7: Tkinci validasyon serisinin kalibrasyon dogrusu grafigi
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Sekil 9: Dordiincii validasyon scrisinin kalibrasyon dogrusu grafigi
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Sekil 10: Beginei validasyon serisinin kalibrasyon dogrusu grafigi
IV.1.5. Dogruluk ve Kesinlik

Yontemde kalibrasyon standartlart ve kalile kontrol numuneleri
icin FDA taralindan dnerilen kabul limitleri kullanilmistir. Bu kabul limitleri

ve hesaplanan kabul araliklan asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 9: Kalibrasyon standartlar i¢in kabul limitleri

Konsantrasyon (ug/mlL) Kabul Arahg1 (% Dogruluk)

0.1 80-120 (100 % 20)

0.5,1,2.5,5,10, 20 85-115 (100 £ 15)
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Tablo 10: Kalibrasyon standartlart igin hesaplanan kabul araliklan

Konsantrasyon (pg/ml.)

Kabul Arahg (pg/mlL)

0.1 0.08-0.12
0.5 0.425-0.575
1 0.85-1.15
2.5 2.125-2.875
5 4.25-5.75
10 8.5-11.5

20 17-23

Tablo11: Kalitc kontrol numuncleri igin kabul limitleri

Konsantrasyon (ug/ml.)

Kabul Araligr (% Dogruluk)

0.1

80-120 (100 £ 20)

0.3,7.5, 15,20

85-115 (100 15)

Tablo 12: Kalite kontrol numuneleri i¢in hesaplanan kabul araliklart

Konsantrasyon (pg/ml.) Kabul Arahg (pg/mlL)
0.1 0.08-0.12
0.3 (.255-0.345
7.5 6.375-8.625
15 12.75-17.25
20 17-23
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Analiz. sonunda alinan  sonuglar  kabul kriterlerine  gére
yorumlanirken her serinin kendi iginde i¢ standart pik alam ortalamasi
hesaplanip; her analizin i¢ standart pik alami, bu ortalama alana + %13
araliginda benzer oldugu dogrulandi. Sonugla kalibrasyon standartlarindan en
kiigilk ve en bilyilk konsantrasyonda olami hari¢ digerlerinden en flazla iki
tanesi limit disinda olabilir. Her alti kalite kontrol numunesinden en az dérdii
kendi nominal degerinin @ £ %15 sirlan icinde olmahdir. Bu kriterleri
kargilayamayan numunclerin oldugu validasyon scrisi tckrar analiz cdilir.
Yapilan 5 adet validasyon serisi sonunda kalibrasyon standartlan ve kalite
kontrol numuneleri her giin i¢in ayni kesinlik ve dogruluk limitleri i¢inde
bulundu. Kalibrasyon standartlarinin giinde bir kere, toplamda 5 kere; Kkalite
kontrol numunelerinin ise her biri giinde alt kere, bes giin sonunda ise toplam
30 kere olmak iizere analizi vapildi. Sonuclar FDA 2001 kilavuzundaki
dogruluk ve kesinlik limilerine gore uygun bulundu. 0.3 pg/mL
konsanirasyondaki kalite kontrol numunesi yanlis numune pipetlenmesinden
dolayr, toplamda bir kere simitlar arasinda ¢ikmadig icin limit dig1 kabul
edilmistir. Kalite kontrol numunelerinin giinler aras) ortalama (%) dogruluklar
99.19-105.86; giinler aras1 kesinlikleri (%0RSD) 5.24-12.09 v¢ kalibrasyon
standartlarimin giinler arast ortalama (%) dogruluklan 93.97-106.09; giinler
arast kesinlikleri (%RSD) 1.17-13.32 olarak bulunmustur. Yapilan validasyon
serilerinin sonug raporlart ve bunlarm dogrultusunda hazirlanan kalibrasyon
standartlart ve kalite kontrol numunelerinin seriler arast ve kalite kontrol

numunelerinin seri ici istatistiksel degerlen asagidadir.
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Tablo 13: Birinci validasyon scrisinin sonug raporu
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Tablo 14: Ikinci validasyon serisinin sonug raporu
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Tablo 15: Ugiincii validasyon scrisinin

SONUg raporu
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Tablo 16: Dordiincil validasyon scrisinin sonug raporu
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Tablo 17: Besinci validasyon serisinin sonug rapori
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Tablo 18: Kalitc kontrol numunclerinin tiim kalibrasyon scrilerine kargin scri-

i¢i istatistiksel degerleri

Ortalama % Dogruluk Kesinlik (% RSD)
Seri Korclasyon (LOQ £ 9620, digerleri £ % 15) {LOQ £ %20, diferleri = %135)
Nao. Kaisayisi
i1 {3 7.5 15 20 0.1 3 T5 15 el

0l 1.994615 #0490 05.43 90 26 557 376 12,13 1119 508 200 2.40
02 0.99986 107.57 114,60 9.92 9658 | 97795 5.89 422 | 239 | 161 | 413
03 [.999773 11956 L. 13y 1044 1015.2 754 3.449 4.47 364 7.63
04 0.99993 108,83 105,57 1041 1027 | 1009 6.83 229 | 524 | 771 | 202
05 0.99981 103,42 9702 9877 | 9640 | 100.2 3.06 914 | 075 | 147 | 103

Tablo 19: Kalibrasyon standartlarinin beg giin boyunca seriden seriye

istatistikscl degerleri

Ortalama %
Ortalama Kesinlik (% RSD)
Konsantrasyon Dogruluk
Konsantrasvon {(LOQ £ %20,
(ng/mL) n (LOQ £ %20,
{pg/mL) digerleri + %15)
difgerleri + %15)
0.1 3 0.10 103.28 4.00
0.5 3 0.47 93.97 4.34
1 3 0.97 97.49 516
2.5 3 2.65 106.09 13.32
5 3 5.01 100.24 1.77
10 3 9.90 98.98 345
20 3 19.90 909,95 1.17
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Tablo 20: Kalitc kontrol numuneicrinin bes giin boyunca scriden scriye

istatistiksel degerleri

Ortalama _ _
Ortalama Kesinlik { %RSD)
Konsantrasyon % Dogruluk
n | Konsantrasyon (LOQ + %20,
{ug/mL) _ (LOQ + %20,
{(ng/mL) digcrleri £ %15}
digerleri £ %15)
0.1 30 0.11 105,86 12.09
0.3 29 0.31 103,76 9.59
7.5 30 7.69 102.59 6,19
15 30 14.88 99.19 5.24
20 30 19.69 99.94 6.58

IV.1.6. Stabilite

20 °C dondurucuda, polipropilen tiiplerde saklanan plazma
numuneleri Masher ve arkadaslarimin yaptign ¢calisma gz online alinarak 3
kereden fazla dondurulup eritilmedi*. 3 kereye kadar dondurma-¢dzme
stabilitesinin oldugu goézlendi. Stok cozeltleri ve plazma numuneleri 1gikian
uzak kalmasi saglanarak saklandi. ¢ standart ¢ozeltisinin haftalik hazidanmas
gerektigi yapilan calismalar sirasinda belirlendi ve stok ¢dzelti stabilitesinin 4
°C* de 1 hafta oldugu kaydedildi. Oto rnckleyici stabilitesine bakildi ve oto

ornekleyicide 72 saat boyunca stabil oldugu kamtland.

Stabilite Numunelerinin Hazirlanmasi:

Fazla numune sayisina sahip ¢alismalarda analiz siiresi boyunca
stabilitesinden emin olarak dogru ve giivenilir sonuglar aldifimizr kanitlamak
i¢in ii¢c farkh konsantrasyondaki kalile kontrol numunesi (0.3, 7.5, 15 pg/ml)
validasyonun herhangi bir serisinde 6’sar kere ekstre edildi. Hazirlanan
stabilite  serisi 72 saat boyunca oda sicakliginda oto  Ornekleyicide

bekletildikten sonra analiz cdildi. Stabilite scrisinin birliktc  hazirlandigs
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validasyon scrisinin kalibrasyon ¢grisi ilc okutuldu ve asagidaki sonuglara
ulasilds.
Kabul kriterleri arasinda bulunan degerler sonucunda hazirlanmig

numunelerin 72 saal boyunca oda sicakliginda stabil oldugu kanitlandi.

Tablo 21: Oda sicakhi@inda 72 saat bekleyen numunelerin stabilite verileri

Konsantrasyon (ug/mL) 0.3 (pg/mL) 7.5 (pg/mL) 15 (pg/mlL)
n 5 5 6
Ortalama 0.29 7.79 15.61
SD 0.02 0.24 0.21
RSD (%) 6.23 3.18 143
Ortalama % Dogruluk 97.55 103.92 104.09

Tablo 22: Stabilite serisinin sonug raporu
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IV.1.7. Geri Kazamm

Geri kazamim igin {i¢ farklh konsantrasyonda (diisiik 0.1 pg/mL,
orta 7.5 pg/mL, yiiksek 20 pg/mL) suda hazirlannms numuncler plazma
numuneleri ile birlikte ekstre edildi ve bunlarin alanlariin ortalamalar
hesaplandi. Aym seri i¢inde ekstre edilen plazma numunelerinin alanlarinin
orlalamasina oranlanarak bagil geri kazamim hesaplandi. Mutlak geri kazanim
icin gerekli eksire edilmeyen numuneler amoksisilinin (iirevlendirilmesi

gerceklestirilemedi@i icin hesaplanamanustir. Bagil geri kazanim 9%77.337 diir.
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V. TARTISMA

Antibakterivel ilaclar icerisinde dnemli bir yere sahip bir B-
lakiam aniibiyotigi olan penisilin (iirevi amoksisilinin insan plazmasinda
miktar (ayini yOnteminin gelistirilmesi  kapsamimda yapilan  literatiir
arastirmalarmda pek cok yontem oldugu godzlenmigtiv. Calisma ila¢ etkin
maddelerinin, farmasotik preparatlarda ve viicut sivilarinda miktar tayininde
yaygin olarak kullamlan 6zcllikle ctkin madde miktar1 az olan preparatlarda
hassas sonu¢ vermesi, analizin kisa siircde tamamlanabilmesi ve analistten
kaynaklanabilen hatalarin diisiik diizeyde tutulabilmesi nedeniyle HPLC
yontemi ile yapilmustir.

Kau-sivi  ve sivi-sivi ekstraksiyon yontemleriyle calisilmig
oldugu belirlenmis ancak kat [az kartuslannm pahali olmasi sebebiyle sivi-sivi
ekstraksiyon yonteminin kullanilmas: uygun gorilmiistiir.

HPLC sisteminde cahsilacak dedektor seciminde ise; dncelikle
UV dedektdr kullantlarak yapilan caligmalar denenmisgtir. Ancak plazmadan
gclen  kirliliklerin tam  olarak  uzaklagtirlamamasi  scbebiyle  interferans
problemi  gézlenmistir.  Harcketli faz oranlarn ve harcketli faz pH® s
degistirilerek uyarlamalar yapilmistir. Ancak analiz siiresinin ¢ok uzun
tutulmasi durumunda kalmmustir. Ayrica klinik ¢calismalar i¢in inilmesi uygun
gorillen (.1 pg/mL olan LOQ degerinin tekrarlanabilir ve Gzgiin bir sekilde
gézlenemedigi ispatlanmistir. UV dedektdr kullamlarak Mascher ve arkadaslari

laralimdan yapilan bir ¢alismada da plazma proteinlerinin %20’ lik perklorik
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asit ¢ozeltisi ile ¢oktiiriiliip, alinan {st fazda amoksisilinin stabil kalma
siiresinin ¢ok kisa oldugu belirtilmistir. Stabilitenin dnemi diisiiniilerek bu
yontemden de vazgecilmistir. Gelistirilen miktar tayini yontemi sirasinda yine
perklorik asit ile ¢okiiirme vapilmis ancak hizli calisilarak amoksisilinin bir an
dnce organik ¢oziicii sistemine alinmasina dikkal edilmigtir. Yiiksek hassasiyet
gistermesi  sehebiyle  floresans  dedektdr  kullamlarak — yapilan  literatir
calismalan incelenmis ve bu miktar tayini yontemleri Gzerinde ¢ahgilmistir. En
uygun dalga boyunun cksitasyon i¢in 355 nm, cmisyon igin 435 nm oldugu
belirlenmistir,

Yontem i¢in hareketli faz seciminde, vapilan denemeler
sonunda, sistemin kirlenmemesi ve kelonun omriiniin daha uzun olmasim
saglama acisindan metanol : su karignmindan olusan hareketli fazmm daha uygun
olacafn dilstiniilmiistiir.

Kolon degismeli sistemler veya analiz siiresi boyunca zaman
zaman gradient zaman zaman izokreatik pompa sistemi ile cahsmalarin
siirdiiriildiigii kirliliklerin bu  gckilde uvzaklagtinilabildigi yapilan literatiir
aragtirmalaninda  gdzlenmis ancak kolay uygulanabilir ve pratik yontcmler
olmadigi icin uygulanmamustir.

Gelistirilen yontemde 0.25 mL plazma ile ¢alisilnustir. Hem
kullanillan plazma hem de kullanilan coziicii miktiarlan acisindan pek ¢ok
yonteme gore ekonomik oldugu gozlenmistir. 0.25 mL plazma kullanilarak da
plazmadan gelecek olast kirlilikler azaltulnug HPLC sisteminin kirlenmesi
dnlenmistir.

Gelistirilen yontemde kullanldan tirevlendirme  ¢ézeltisinin
(9:0.002 (a/h) Civa II kloriir ve %1 formaldchit iccren 0.5 M disodyum
hidrojenfosfat  tamponu) giinlitk hazirlanmas1  gercktigi  yapilan  ¢alisma
boyunca fark edilmistir. Civa II kloriir miktarina karar verilirken Wibawa ve
arkadaslarmn yapig calismadaki gibi %0.1 (a/h) orani denenmis ancak uygun
ve lekrarlanabilir cevaplarm alimamamasi sebebiyle oran iizerinde degisiklikler

yapilmis en uygun oramn %0.002 {a/h) oldugu tespil edilmistir.
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Miktar tayini yontcminde i¢ standart olarak kullanilan ampisilin
sodyumun cevabimin da tekrarlanabilir ve hassas sonu¢ verdigi gézlenmis,
gelistirilen yontemin ampisilin sodyumun miktar tayini yonteminde de
kullanilabilecegi kanisma varlmisur.

Giinliikk hazirlanmas1 gereken c¢ozeltiler, tirevlendirme igin
beklenmesi gereken siire, perklorik asitin soguk kullanilmas) gibi dikkat

edilmesi gereken noktalar belirlenmis ve vurgulanmistir.
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VL. SONUC

Amoksisilinin  insan  plazmasinda HPLC ile mikiar tayini
yvintemi, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi yoniinden en uygun sartlar aranarak
gelistirilmistit. Floresans dedektdr kullanilmis olup en uygun dalga boyunun
cksitasyon igin 355 nm, cmisyon igin 435 nm oldugu belirlenmistir. Yontem
insan plazmasinda bulunabileeck cn diisiik amoksisilin miktarim rahatga tayin
edilebilecegi ve analizin 10 dakika gibi kisa siirede tamamlanabilecedi sekilde
gelistirilmistir.

Miktar tayini yonteminin belirlenmesinden sonra 0.1-20 pg/mL
konsantrasyon araliginda FDA ve ICH kurallar degrultusunda analitik yntem
validasyonu vapilmisur. Bes validasyon serisi yapilnus olup elde edilen
kalibrasyon dogru graliklerinin i degerleri 0.99615-0.99993  arasindadir.
Geliglirilen analitik yontemin 0.1-20 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu kamtlanmigtir. Kalite kontrol numunelerinin gilinler arasi ortalama (%)
dogruluklarn 99.19-105.86: giinler arasi kesinlikleri (% RSD) 5.24-12.09 ve
kalibrasyon standartlartnin glinler arast ortalama (%) dogruluklarr 93.97-
106.09; giinler arast kesinlikleri (%2 RSD) 1.17-13.32 olarak bulunmustur.
Bagl geri kazanim % 77.33 olarak hesaplanmis ve hazirlanan numunelerin oda
1sisinda 72 saat siireyle stabil oldugu belirlenmistir.

Valide edilen yontemin; farmakokinetik, farmakodinamik ve
biyoyararlamm/biyoesdegerlik  calismalarinda  kolaylikla  kullanilabilecegi

belirlenmistir.
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VIL. OZET

Bu calismada, antibakteriyel ilaglar icerisinde &nemli bir
yere sahip bir -laktam antibiyotigi olan penisilin tiirevi amoksisilin etkin
maddesinin insan plazmasinda HPLC yontemiyle miktar tayini yvéntemi
gelistirilmistir.

Plazmadaki amoksisilin sivi-sivi ekstraksivon ydntemi ile
organik ¢oziicli sitemi icine alinmig, HPLC ve floresans dedektdr
kullanmlarak  miktar tayini  yapilmmstir,  Miktar tayininde  dedcktor
cksitasyon igin 3535 nm, cmisyon i¢in 435 nm” yc; kolon sicakligr ise 40
’c ye ayarlanmustir. Hareketli faz akig hizi 1 mL/dak olup toplam analiz
siiresi 10 dakikadir. Yontemde i¢ standart olarak ampisilin kullanilmigtir.
Yontemin 0.1 ile 20 pg/ml konsantrasyon aralifinda dofirusal oldugu
kanmitlanmistir. Bagil geri kazamim ise % 77.33 bulunmustur.

Miktar tayini ydnteminin uygunlugu belirlendikten sonra
FDA kurallarma gore valide edilmistir. Validasyon sirasinda dzgiinliik,
scgicilik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, geri kazamm vc  stabilite
paramctrcleri belirlenmis ve sonuglar  istatistikscl  olarak
degerlendirilmistir.

Yapilan validasyon calismalart sonucunda gelistirilen
yonlemin amoksisilin etkin maddesine ait [armakokinetik,
[armakodinamik ve biyovararlanim  biyoesdegerlik  calismalarinda
kullamlabilecek hassas, tekrarlanabilir ve kolay uygulanabilir oldugu

belirlenmistir.



VIII. SUMMARY

Within the context of this study, a method was developed
for quantitative determinaiion of a p-lactam antibiotic derived [rom
penicillin and has signilicant importance among antibacterial drugs
designated by the name of amoxicillin.

Amoxicillin in human plasma was incorporated to solvent
system via liquid-liquid extraction mcthod, and quantitative determination
was performed by using HPLC and fluorescence dcetector. For the purpose
of quantitative determination, detector was adjusted to 335 nm for
excitation, to 435 nm for emission and column temperature was arranged
to 40 °C. Run time was 10 minutes whilst the mobile phase [low rate was
I ml/min. as internal standard; ampicillin was used while implementing
the method. In the scope of this study, it was proved that the methodology
is linear between 0.1-20 pg/mL concentration interval. Relative recovery
was calculated at 77.33%.

What follows the determination of method suitability is the
validation of method according to FDA rules. Throughout the validation
procedure, parameters of specificity, selectivity, accuracy, precision,
linearitly, recovery and stability were determined and the resulls were

evaluated statistically.
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After the validation studics it was determined that the
developed methodology is sensitive, reproducible and easy to practice in
the contemplation of pharmacokinetic, pharmacodynamic and

bioavailability bioequivalence siudies ol amoxicillin.
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