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OZET

Gonulli Ayhan, D. (2019). Tinidazol ve Lidokainin Yiiksek Performansl Sivi
Kromatografisi Yontemi ile Yanyana Analizleri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisi, Analitik Kimya Anabilim Dal1. Yiiksek Lisans Tezi. [stanbul.

Tinidazol protozoalara ve anaerobik bakterilere karsi sahip oldugu etki
mekanizmasi ile Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia ve Entamoeba histolytica ile
anaerobik bakteriler ve Gardnerella vaginalis’in ¢ogunda etkili olmaktadir. Lidokain
tedavi boyunca sinir iletimini néron membranini stabilize ederek bloke eder ve lokal
anestetik etki ile yanma ve kasmti hissiyatin1 azaltir. Tinidazol ve Lidokain etken
maddelerini iceren farmasotik preparatlar; bayanlarda bakteriyel vajinozis ve

trikomoniazis (trikomonas vajiniti) tedavisi Uzerine etkilidir.

Bu tez ¢alismasinda, tinidazolun ve lidokainin ovil dozaj formunda yeni, basit
ve spesifik olacak sekilde yanyana analizi igin ters faz ylksek performansli sivi
kromatografisi kullanilmistir. Bu sekilde yoOntem gelistirilip valide edilmistir.
Gelistirilen bu yontem ile C18 (250x4,6mm,5um) ters faz silika HPLC kolonu, hareketli
faz olarak 10mM potasyum fosfat tampon(pH: 3.0), asetonitril gradiyent eliisyonu
kullanilarak, 1.0 mL/dk akis hizinda calisma yapilmistir. Kolon sicakligi ve numune
bélme(oto Ornekleyici) sicakhign 25C° olarak belirlenmistir. iki etken maddenin
birbirinden ayrilmasi 220 nm dalga boyunda saglanmistir. Alikonma zamanlari lidokain
icin 6.5 dakika tinidazol i¢in 8.2 dakikadir. Yontemde fotodiyot array dedektor
kullanilarak, herbir preparatin safligi degerlendirilmistir. Maddelerin dogrusallik
araliklar1 Tinidazol i¢in 75-195 pg/mL ve Lidokain igin 25-65 pg/mL seklinde tayin
edilmistir. Gozlemlenebilme(LOD) ve tayin sinirlari(LOQ) ise sirasi ile; Tinidazol igin
0.05625 pg/mL ve 0.225 pg/mL, Lidokain icin 0.01875 pg/mL ve 0.075 pg/mL olarak
bulunmustur. Tinidazol ile lidokainin yanyana analizlerinde basit, duyarli ve

tekrarlanabilir olacak sekilde yontem gelistirilerek basarili bir sekilde uygulanmaistir.

Anahtar Kelimeler : Tinidazol, Lidokain, Yiksek Performansli Sivi

Kromatografisi, Validasyon, Ovul analizleri.
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ABSTRACT

Gonalli Ayhan, D. (2019). Simultaneous Determination of Tinidazole and
Lidocaine by High-Performance Liquid Chromatographic Method. Istanbul University,
Institue of Health Sciences, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis.

[stanbul.

Tinidazole is effective in most of the anaerobic bacteria and Gardnerella
vaginalis with Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia and Entamoeba histolytica with
its mechanism of action against protozoa and anaeorabic bacteria. Lidocaine stabilizes
the neuron membrane during therapy and blocks nerve conduction and reduces the
sensation of burning and itching by acting as a local anesthetic. The pharmaceutical
preparation consisting the active agents Tinidazole and Lidocaine; It is effective on the
treatment of bacterial vaginasis and trichomoniasis (trichomonas vaginitis) in the

vagina.

A selective, simple and new reversed phase high performance liquid
chromatographic method was developed and validated for determination of tinidazole
and lidocaine simultaneously in the ovule dosage form for this study. Developed
method was performed with gradient elution by getting C1s (250x4.6mm,5um) reversed
phase HPLC column, mobile phase containing 10mM potassium phosphate
buffer(pH3.0), acetonitrile at 1.0 mL/min. Temperature for column and autosampler
were adjusted at 25C°. The chromatographic seperation was done at 220 nm
wavelenght. Retention times were found as 6.5 min for lidocaine and 8.2 min. for
tinidazole. The purity of each preparation was evaluated getting a photodiode array
detector. The linearity ranges were 75-195 pg/mL for tinidazole and 25-65 pg/mL for
Lidocaine. The limit of dedection(LOD) and the limit of quantitation (LOQ) results
were 0.05625 pg/mL and 0.225 pg/mL for Tinidazole, 0.01875 pg/mL ve 0.075
pg/mL for Lidocaine. The simple, sensitive and reproducible method was developed
and performed for tinidazole and lidocaine simultaneous analysis successfully.

Keywords: Tinidazole, Lidocaine, High Performance Liquid Chromatography,
Validation, Ovule analysis.



1. GIRIS VE AMAC

Normal vajen florasinda ¢ok sayida fakiiltatif , aerob ve anaerob bakteri tiri
yasamaktadir. Laktobasillus sp. ise baskin olan immun sistemi modiilatorleri ile normal
vajen florasinin devamliligimi saglar. Fakat, sebebi agiklanamayan nedenlerle
Laktobasillus tiirlerinin konsantrasyonlarinda azalma ilk olarak anaerob bakteriler
olmak iizere diger vajen flora liyelerinin asir1 ¢ogalmasina sebep olur. Bu bakteriler
tirettikleri gesitli enzimler ile vajinal peptidleri akintinin ve koti kokunun nedeni
olarak amin tiirevlerine donistirir. Bu durum Bakteriyel Vazinozis olarak

tanimlanmaktadir[1].

Bakteriyel vajinozis, anormal vajinal akintinin en sik nedenlerinden biri olarak
degerlendirilir. Farkli ¢alismalarda bu hastaligin sikligi  %4-64 arasinda verilmistir.
Cinsel yolla bulasan hastaliklarda risk olusturan gruplarda siklik %40-50’ye
ulagabilmektedir. Yapilan calismalar sonucunda gebeler igin  %10-30, jinekoloji
bolumundeki hastalar icin %25 seviyesinde bulunmustur. ABD’de yillik 3 milyon
semptomatik bakteriyel vajinozis olgusu ve buna ilave olarak da U¢ milyon

asemptomatik olgunun oldugu tahmin edilmektedir[2].

Bakteriyel vajinozis ciddi iist genital yol enfeksiyonlarina zemin hazirladigi igin
onemli bir sendromdur. Bakteriyel vajinozisli kadinlarda Gardnerella ve bazi1 zorunlu
anaeroplar ( 6zellikle Bacteroides species, Mobiluncus, Peptostreptococcus species)
anlamli olarak artig gostermistir. Bu organizmanin postpartum bakteriyemi, pelvik
inflamatuvar, endometrit hastalik, erken membran riiptiirii, erken dogum eylemi,
koriyoamniyonitis, vajinal abselerle ve potoperatif enfeksiyonlar ile iligkili oldugu
tespit edilmistir. Gardnerella vajinalis ek olarak dogum ve diisiik sonrasi

endometritlerden de izole edilmistir[2].

Trichomonas vaginalis, trikomoniazis hastaliginin etkeni olup, Ozellikle
kadinlarda siklikla goriilen, cinsel yolla bulasan ve asemptomatik olabilen, vajinit ve
servisite yol acan oldukca 6nemli bir protozoan olup en sik goriilen viral olmayan
vajinit etkenidir. Ozellikle cinsel aktif cagdaki erkekleri ve kadinlar1 etkilemekte ve

her yil 180 milyon olgunun goriildiigii bildirilmektedir. Trikomoniazis cinsel yolla



bulasan bir enfeksiyon oldugu gibi pelvik enflamatuar hastaliga, hamilelikte ise erken
membran rupturine, erken doguma  ve disiik dogum agirhikli bebege sebep
olabilmekte, son yillarda ise HIV gecisini iki kat daha fazla oranda
kolaylastirmaktadir[3].

Gelismekte olan iilkeler icin daha fazla goriilmekte olup iilkemizde de degisik
gruplarda yapilan c¢aligmalardaki sonuglar olgulara ve kullanilan ydntemlere bagh

olarak siklig1 %3-72,3 arasinda degisik oranlarda saptandigi bildirilmektedir[3].

Piyasada bulunan tiokonazol, tinidazol ve lidokain tcli kombinasyonunun;
kandida vajinit, bakteriyel vajinozis ve trikomoniazis rahatsizliklari {izerinde tedavi
edici 6zelligi varken Tinidazol ve Lidokain ikili kombinasyonunun bakteriyel vajinozis
ve trikomoniazis rahatsizliklar tizerinde tedavi edici 6zelligi olacagi ongorulmektedir.
Eger hastanin kandida vajinit rahatsizlig1 yoksa ikili kombinasyondaki iiriin kullanimi
ile viicuduna fazladan etkin madde alimi ortadan kaldirilmis olup, sadece bakteriyel

vajinozis ve trikomoniazis rahatsizliklari i¢in spesifik bir tedavi uygulanmis olacaktir.

Ongorilen tinidazol ve lidokainin  kombinasyonuna iliskin analizler
incelendiginde  literatiirde bu iki etken maddenin yanyana analiz yOnteminin
bulunmadig: tespit edilmistir. Her iki etken maddeye ait ayr1 ayr1 veya baska etken
maddeler ile yan yana analizlerine ait literaturde; ince tabaka kromatografisi[4], miseller
s1vi kromatografisi[5], yiiksek performansli sivi kromatografisi[6], gaz kromatografisi-
kitle spektrometresi[7] ve sivi kromatografisi[8] gibi ¢esitli yOntemlere rastlanmistir.
Bu yontemler de g6z o6nunde bulundurularak tinidazol ve lidokainin yanyana
analizlerinde kullanilmak iizere literatiirde ilk olacak yeni bir analitik yontemin
gelistirilmesi ve valide edilmesi amaglanmigtir.Yontemin ila¢ sanayide rutin analizlerde
kullanilacagi da goz 6nilinde bulundurularak spesifik, basit, glivenilir, ekonomik, kesin,
dogru ve UV dedeksiyona ve yiiksek performansli sivi kromatografisi esasina gore bir

yontem gelistirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tinidazol

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

O,N QMP
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Sekil 2-1 Tinidazol’un kimyasal formulu

CH,

Tinidazol’un kimyasal ad1 1-[2-(Etilstlfonil)etil]-2-metil-5-nitro-1H-imidazol ve
kapali formiilii CgH13N304S seklindedir. Molekiil agirligi, 247.3 g/mol olan beyaza
yakin  ya da agik sar1 kristal bir toz olan Tinidazol pratik olarak suda ¢6ziinmez,
asetonda ve metilen klorur iginde ¢6zunir, az miktarda metanol iginde ¢ozunir. Erime
derecesi 125 C° - 128C° araligindadir[9]. Sekil 2-2°’de maddeye ait asetonitril:su
(30:70) ¢ozucusiindeki UV spektrumu verilmistir.
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Sekil 2-2 200-800 nm dalgaboyunda 150 pg/mL konsantrasyonda Tinidazol’un
asetonitril:su (30:70) ¢ozlictstinde UV spektrumu



2.1.2. Farmakolojik Ozellikler

2.1.2.1. Farmakodinamik Ozellikler

Tinidazolun anaerobik Dbakterilere ve protozoalara kars1 etkisi ilacin
mikroorganizma hucresi icerisine penetrasyonu ve DNA iplik¢iklerine zarar vermesi
ya da sentezinin engellenmesi yoluyla olmaktadir. Tinidazol protozoa ve ayni zamanda
zorunlu anaerobik bakterilere karst etki gostermektedir[10,11]. Antiprotozoal aktivitesi
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia’y1 kapsamaktadir.
Tinidazol bakteriyel vajinoz tedavisi ile Gardnerella vaginalis ‘e ve anaerob bakterilerin
biiyiikk kisminda (Bacteroides fragilis, Bacteroides melaninogenicus, Bacteroides spp.,
Clostridium spp., Eubacterium spp., Peptostreptococcus spp. ile Veillonella spp.) etki
gostermektedir. Tinidazolun etki mekanizmasi halen net bir sekilde agiklanmamustir.
Ferrodoksin sistemi ve sadece anaerobik bakterilerce olusan  diisiik oksidasyon
rediiksiyon potansiyeli ve nitro grubunun rediksiyonuna vasitalik eder. Bu sebeple,
tinidazol her iki g¢esit mikroorganizmanin da hiicre membranlarina penetre
olabilmesine karsin anaeroblar aeroblardan daha ¢ok seviyede tinidazol alabilmektedir.
Reduksiyon, reaktif ara driinlerin ve tinidazolun alimim yukselten difiizyon artigini

olusturmaktadir[11].

2.1.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Emilim: Tinidazol, substitue 1imidazol bilesiklerinin antiprotozoal ve
antianaerobik aktiviteye sahip olan bir tlrevidir. Tinidazol intravajinal uygulama igin
asagl yukar1 %10 seviyesinde emilim saglar. 6 saglikli goniillide 500 mg tinidazol
ihtiva eden vajinal ovil uygulama sonrasinda maksimum plazma konsantrasyonu
ortalama olarak 1.0 pg/ml, maksimum plazma konsantrasyonuna gelinceye kadar gegen
zaman (tmax) ortalama olarak 8.7 saat olarak tespit edilmistir. Oral alimdan sonra
hizlica ve tam absorbe edilmektedir. Saglikli goniilliilerde, oral tek doz 2 g alimindan 2
saat sonra, doruk plazma konsantrasyonlart 40-51 pg/mL araliginda degisiklik
gostermektedir. Sonuglar ise , 24 saat ge¢cmesinin akabinde, 11-19 pg/mL olarak elde
edilmistir[10,11,12].

Dagilim: Tinidazol viicut dokularinda genis bir sekilde dagilip tim dokularda

kan-beyin bariyerini de gecerek etkili konsantrasyonlara ulasir. Goriintir dagilma hacmi



ise takriben 50 It.olarak belirlenmistir. Plazmadaki tinidazolun yaklasik %12’si plazma

proteinlerine bagli bulunmaktadir[10].

Biyotransformasyon: Tinidazol kismen konjugasyon, oksidasyon ve
hidroksilasyon vasitasiyla metabolize olur. Tinidazol temelde CYP3A4 araciligiyla

biyotransformasyona tabi olur[11].

Eliminasyon: Tinidazol bobreklerden ve karacigerden atilmaktadir. Saglikli
gondllilerdeki galismalar, kullanilan dozun %60-65’inin 5 gun icerisinde bobreklerden
disart atildigimi ve  kullanilan dozun 9%20-25’inin degisime ugramamis tinidazol
oldugunu gostermektedir. Dozun takriben %12’si digki1 vasitasiyla itrah
edilmektedir[10].

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC Analiz Yontemleri

Wu L. ile arkadaslar1 Sigan plazmasinda tinidazol, diklonin ve klorheksidinin es
zamanli tayini igin bir HPLC / MS / MS yonteminin gelistirilmesi ve bunun bir film
olusturucu c¢ozeltinin farmakokinetik arastirmalarinda uygulanmasi ic¢in c¢alisma
gerceklestirmislerdir. Plazma Ornekleri kati faz ekstraksyonu ile on isleme tabi
tutulmuslardir. Analitler, elektrosprey pozitif iyonizasyonu ve ¢oklu reaksiyon izleme
modu ile tandem kiitle spektrometrisi ile belirlenmistir. Bu analiz i¢in Phenomenex
Gemini Cig (50mmx2.0mm, 5um) kolon ve metanol-amonyum format(10mM)-formik
asit (56:44:0.2,h/h/h) (pH3.5) karisimdan olusan mobil faz kullanilmis, akis hizi
0.2mL/dk. seklinde verilmistir. Metodun dogrusallik araligi 2-1000 ng/mL olarak tayin
edilmistir[13] .

Wang Y. ve arkadaslar1 HPLC ile Insan tiikiiriigiinde es zamanli metronidazol,
tinidazol, ornidazol ve morinidazo miktar tayini ¢alismasini yapmislardir. Analizi ters
faz stvi kromatografisi ve UV dedeksiyon kullanarak gergeklestirmislerdir. Tiikiirtik
numuneleri (100 pl) ilk 6nce metanol (400 ul) ile ¢oktiiriiliir, ardindan santrifiij edilir ve
iist faz dogrudan HPLC sistemine enjekte edilir. Calismada Cig kolon ile potasyum
dihidrojen fosfat tamponu, asetonitril ve metanol(55:15:30,h/h/h) karisimindan olusan
hareketli faz kullanilmis , akis hiz1 1.0 ml/dk. seklinde verilmistir. Dalga boyu 318
nm’dir. Metodun dogrusallik araligi 25.2-5040.0, 23.9-4790.0, 25.4-5080.0, 25.0-
5000.0 ng/mL olarak tayin edilmistir[14].


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023212002577#!

Alton K.B. ve arkadaslart HPLC y6ntemi ile Insan plazmasinda Antiprotozoal
Ajan Tinidazol tayinini yapmislardir. Basit bir ekstraksiyon igleminden sonra ters faz
sivi kromatografisi ve UV dedektér ile analizi gerceklestirmislerdir. Metodun

dogrusallik araligi 0.20-20.0 pg/mL olarak tayin edilmistir[15].

Hackett L.P. ve arkadaslari insan plazmasinda HPLC teknigini kullanarak
tinidazol ve metronidazol tayini yapmislardir. Analizi sivi kromatografisi ve UV
dedeksiyonu  kullanarak  320nm dalga boyunda yapmislardir. Calismada
C18(30cmx400mm) kolon ve pH 4.0 20 ml asetat tamponunda %7 asetonitril hareketli
faz1 kullanilmis, akis hizt metronidazol i¢in 1.5 mL/dk ve tinidazol i¢in 2.0 mL/dk

olarak ayarlanmistir[16].

Yin Z. ve arkadaslar1 ters faz sivi kromatografisi ile losyon bilesimlerinde
matrine ve tinidazol’un yanyana analizini UV dedeksiyon ile yapmislardir. Bu analiz
icin C18(200mmx4.6mm,5um) kolon ve 0.025 mol/L potasyum dihidrojen fosfat
(%0.05 trietilamin igeren) ve asetonitrilin (80:20, h/h) karisimindan olusan hareketli faz
kullanilmisg, kolon sicakligi 25C° ve akis hizi 1.0mL/dk. seklinde verilmistir. Matrine
icin dalga boyu 210nm ve tinidazol igin 310nm olarak ayarlanmistir. Metodun dogrusal
araligi matrine i¢in 10.0- 100.0 pg/mL ve tinidazol igin 20.0-200.0 pg/mL olarak tayin
edilmistir[17].

Belal F. ve arkadaslart misel HPLC ve tirev spektrofotometrik yontemler ile
ilaglarda ve biyolojik sivilarda flukonazol ve tinidazolun es zamanli tayinini
yapmuslardir. Bu analiz i¢in UV spektrofotometresinde tiirevlendirme yapildiktan sonra
210 nm dalga boyunda Cig(250x4.6mm) kolon kullanilarak pH5.5’te 0.02M
ortofosforik asit icerisinde 0.15M sodyum dodesil silfat, %0.3 trietilamin ve %12 n-
propanol iceren hareketli faz ile 1mL/dk. akis hizinda galisilmistir. Metodun dogrusallik
aralig1 flukonazol ve tinidazol igin 1.5-30.0 ve 10.0-200.0pg/mL[18].

Meshram D.B. ve arkadaslart Flukonazolun ve tinidazolun tablet dozaj
formlarinda es zamanl tayini icin HPLC yontemi ile ¢alismislardir. Bu analiz i¢in Cis
kolon kullanilmis ve 0.05M potasyum dihidrojen fosfat tamponu(pH3.25) ve
asetonitril(82:18,h/h) karisimindan olusan hareketli faz ile 210 nm dalga boyunda akis
hizi 1.5mL/dk. olarak ayarlanmistir. Metodun dogrusal araligi flukonazol igin 6-
14pg/mL ve tinidazol igin 80-190pug/mL olarak tayin edilmistir[19].



Rajnarayana K. ve arkadaslar1 sivi kromatografisi yontemi ile insan serumunda
tinidazolun belirlenmesi ve farmakokinetik bir ¢alismada uygulanmasi igin ¢aligma
yapmislardir. Calismada Cig kolon ile mobil faz olarak 0.002M fosfat tamponu, metanol
ve asetonitril(85:7.5:7.5,h/h/h) karisimi kullanilmistir. Dalga boyu 320nm’dir[20].

2.1.3.2. Diger Yontemler ile Analizler

Alnajjar A. ve arkadaslar1 kapiler elektroforez yontemi ile ¢ok cevapl
optimizasyonlu ilaglarda norfloksasin ve tinidazol tayinini yapmislardir. Bu analiz i¢in
pH2.5’te 32.5mmol/L fosfat elektrot kullanilarak 8.0 dakika enjeksiyon zamaninda,
25kV ve 25C ° kolon sicakliginda 301nm dalgaboyunda ¢alisilmigtir[21].

Lépez-Martinez L. ve arkadaslar1 Tinidazolun basit spektrofotometrik ydntem
ile formiilasyonda ve serumda tayinini gergeklestirmislerdir. Bu yontem, tinidazolun 0.1
N sodyum hidroksit i¢indeki alkalin hidrolizi sirasinda bathokromik kaymasi ile elde
edilen 368 nm dalgaboyunda sinyalin absorbansinin dl¢timiine dayanmaktadir. Metodun
dogrusal aralig1 1-30pug/mL’dir[22].

Slamnik M. Polarografik yontem ile tabletlerde tinidazol tayini
gerceklestirmistir. Madde numuneden su ile ekstrakte edilmis ve pH 6.8 Britton —
Robinson tamponu soliisyona eklenerek, doymus calomel elektroduna karsi damlayan

civa elektrodunda polarograplanarak analiz edilmistir[23].

2.2. Lidokain Hidroklorir

2.2.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

CH;
N
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Sekil 2-3 Lidokain Hidroklorir’iin kimyasal formuli

Lidokain hidrokloriir’iin  kimyasal adi 2-(Dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)
asetamid hidroklorid monohidrat olup kapali formiilii C14H23CIN20,H20’dur. Molekiil
agirhgi, 288.8 g/mol olup beyaz ya da beyaza yakin kristal toz olan Lidokian HCI su



icerisinde ¢ok ¢ozinir, %96 etanolde serbestce ¢ozlnlr. Erime derecesi 74C°-79 C°

arasindadir[24]. Sekil 2-4’de maddeye ait asetonitril:su (30:70) ¢Ozucustundeki UV
spektrumu verilmistir.

411
HH

..................

Sekil 2-4 200-800 nm dalgaboyunda 50 pg/mL konsantrasyonda Lidokain’in
asetonitril:su (30:70) ¢dzlcusunde UV spektrumu

2.2.2. Farmakolojik Ozellikler

2.2.2.1. Farmakodinamik Ozellikleri

Lidokain sinir iletimini noéron mebranini stabilize edip bloke eder ve lokal
anestetik etki gosterir[25].Lidokain Purkinje liflerinde faz- 4 diastolik depolarizasyonu
durdurup otomatisiteyi  diisiiriir ve Purkinje lifleri ileventrikulus kasinda effektif
refrakter periyodu ile aksiyon potansiyel siiresini kisa tutar(Vaughan-VVilliams klas 1B
antiaritmik). Lidokain Purkinje liflerinin diastolik uyar1 esigini ve ventrikillerin
fibrilasyon esigini artirir. Normal kalp dokularinda His-Purkinje sistemi, ventrikiil kas1
ile AV. - nod kondilksiyonunda degisim gorilmemektedir. iskemik dokularda
kondiiksiyon azalir ya da artar[26]. Minimum seviyede etkin konsantrasyonundan
degerlendirildigi zaman prokaine kiyasla asag1 yukar li¢ kez daha fazla lokal anestezik
etki gosterir. Lidokainin kalpteki otomatisite ile ilgili 6nemli olan elektrofizyolojik
etkisi spontan diyastolik depolarizasyonun hizini1 diisiirmesidir. Bu durumun, taban
sodyum akimini diisiirmesi ve potasyum akimini yikseltmesi ile ilgili olmasi durumu
diisiiniilmektedir. Sinoatriyal diigiim hiicrelerinde bu etki netlesmemistir. Istinahat

membran potansiyelini ile aksiyon potansiyeli olusumunda ihtiya¢ olan voltaj esigini



degistirmeyip, eksitabiliteyi azaltmaktadir. Faz 0’daki hizli depolarizasyonu
etkilemedigi belirtilmis olsa da bu invitro deneylerin az K+ konsantrasyonu
kullamimiyla oldugu ve K+ konsantrasyonu normal seviyede birakilarak yapilan
deneylerde terapOtik konsantrasyona uygun olan smirlarda uygulanan lidokainin
aksiyon potansiyelinin firlama hizin1 digiirdiigii tespit edilmistir. Aksiyon potansiyeli
zamanini  atriyum miyokardinda degistirmeyip Purkinje lifleri ile ventrikdl
miyokardinda blyUk oranda kisaltir. Son iki yerde refrakter periyodu daha az seviyede
kisaltarak  bu etkinin  sonucu, patolojik durumlarda, bahsedilen iki yerde de
depolarizasyon-repolarizasyon durumlarinda meydana gelen asenkronlugu kismi olarak
dizeltilmektedir. EKG’de Q-T mesafesini kisaltmaktadir[27].

2.2.2.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim: Lidokain mukoz membranlardan basitce absorbe edilirken,
absorpsiyonu saglam deriden zayiftir. Rektal uygulama sonrasinda biyoyararlanimi
takriben % 50 olarak bulunmustur. 300 mg yiksek doz lidokain hidroklorir barindiran
bir supozituvar uygulama akabinde 112 dakika sonrasinda pik plazma konsantrasyonlari

sadece 0,70 pg/ml olarak tespit edilmistir[28].

Dagilim: Oral veya intravendz yoldan uygulandiginda lidokain idrarda,
barsaklarda ayrica diisiik miktarda fegeste, tespit edilmistir. Degisim olmamis ilag ve
metabolitleri olarak idrarda tespit edilmistir. Lidokain plazma proteinlerine(primer
olarak al-asitglikoproteine, daha az ise albumine) %33-%80 seviyesinde baglantyor.
Dagilim hacmi 0.8 - 1.3 L/Kkg olarak verilmistir[25].

Biyotransformasyon ve eliminasyon: Karacigerde hizlica metabolize edilerek,
metabolitleri ve %10’dan daha az degisime ugramamus lidokain idrar ile itrah edilir
[28].

2.2.3. Analiz YOntemleri

2.2.3.1. HPLC Analiz Yontemleri

Doganay A. ile arkadaslar1 Topikal Dozaj formlarda es zamanli Dekspantenol,
Lidokain HCIl, Mepiramin Maleat ve ilgili bilesiklerinin RP-HPLC yontemi ile
analizlerini yapmuglardir. Calismada  C18(250x4.6mm,5um) kolon ile amonyum
asetat(0.01M) ve metanol gradiyent karisiminda hareketli faz kullanilmistir. 1.3mL/dk.
ve 1.5mL/dk. Gradiyent akigta 230nm dalgaboyunda g¢alisma yapilmistir. Metodun
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dogrusal caligma araligt  Mepiramin Maleat ve Lidokain HCI igin 9-54pug/mL,
Dekspantenol i¢in 30-180ug/mL olarak bulunmustur[29].

Mohamed D. ve arkadaslar1 insan plazmasinda Seftriakson Sodyum ve Lidokain
HCP’in yiiksek performansl sivi kromatografisinde ve MS/MS dedeksiyonu ile tayini
i¢in ¢alisma yapmislardir. Calismada C1g(50x4.6mm,5um) kolon ile metanol ve 0.01M
amonyum asetat pH6.4 tamponunun 70:30 oranindaki karigimi hareketli fazi
kullanilmistir. Metot dogrusal ¢alisma aralig1 Seftriakson Sodyum i¢in 3.0-300.0 ug/mL
ve Lidokain HCI i¢in 3.0-300.0 ng/mL olarak belirlenmistir[30].

Grigoriev A. ve arkadaslar1 insan plazmasinda Nifedipin ve Lidokainin ylksek
performansli sivi kromatografisinde ve MS/MS dedeksiyonda es zamanli tayinini
gerceklestirmislerdir. Bu yontemde sivi sivi ekstraksyon(metil tert-butil eter) ile elde
edilen 10uL numune HPLC-MS/MS sisteminde analize alinmistir. Bu analiz igin
hibrid silika baz dolgu maddesi igeren C18(100x2.0mm, S-5um 12nm) kolon ve %0.15
asetik asit iceren metanol:su (60:40) hareketli fazi kullanilmigtir. Metodun dogrusal
caligma araligi Nifedipin i¢in 0.5-50ng/mL ve Lidokain igin 1.0-500ng/mL olarak
belirlenmistir[31].

Bebawy L.I. ve arkadaslart Aminoakridin HCI, Lidokain HC ve Lidokain Toksik
impdaritesinin oral jellerde tayini ¢alismasini yiiksek performansli sivi kromatografisinde
yapmislardir. Bu analiz i¢in C1g(250x4.6mm,5um) kolon ve 0.05M disodyum hidrojen
fosfat dihidrat pH6.0 tamponu:asetonitril (55:45) oranlarindaki karisimdan olusan
hareketli faz kullanilmistir. Dalga boyu 240 nm olarak se¢ilmistir[32].

Pendela M. ve arkadaslar1 Lidokain HCI, Hidrokortizon ve Nistatinin farmasotik
preparatlarda es zamanli tayinini ters faz sivi kromatografisinde gergeklestirmislerdir.
Bu analiz igin C1(150mmx4.6mm,5um) kolon ve gradiyent karisimda metanol: 0.1M

sodyum dihidrojen fosfat (pH4.5) tamponu kullanilmistir[33].

Youngvises N. ve arkadaglar1 Lidokain ve Tolperizonun es zamanli tayinini
miselar sivi kromataografisi yontemi ile  gergeklestirmislerdir. Bu analiz ig¢in
C18(12.5mmx4.5mm, 5um) kolon ve 0.075mol/L SDS: %7.5 izopropanol mobil fazi
kullanilmistir. Akis hizi 0.7 mL/dk. ve dalga boyu 210 nm olarak ayarlanmistir.
Metodun dogrusal ¢alisma araligi Lidokain HCI igin 0.125-500pg/mL ve Tolperizon
icin 1.00-500pg/mL olarak belirlenmistir[34].
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Belal T.S. ve arkadaslari Mikonazol Nitrat ve lidokain HCI’in oral jel dozaj
formunda stabilite gostergeli metot calismasini yiikksek performanshi  sivi
kromatografisinde ve DAD dedeksiyonda gergeklestirmislerdir. Bu analiz i¢in Cg kolon
ve 0.05M fosforik asit ve asetonitril gradiyent karisimda baslangig olarak %25
asetonitril baglayip 6 dakika i¢inde dogrusal olarak %65’e yukseltilip ¢calisma sonuna
kadar sabit tutulmustur. Akis hiz1 1mL/dk. ve dalgaboyu 215 nm olarak ayarlanmistir.
Metodun dogrusal araligi 5-100ug/mL olarak bulunmustur[35].

2.2.3.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Breuer H. kedi plazmasinda gaz kromatografisi yontemi ile Lidokain tayini

yapmistir[36].

Rahbar N. ve arkadaslart Voltametrik yontem ile klasik ve Box-Behnken

optimizasyon metodolojilerini karsilastirarak Lidokain tayini yapmislardir[37].

2.3. Sivi Kromatografisi Sistemleri

Sivi  kromatografi sistemleri her laboratuvarda degisik modellerde
bulunmaktadir. Bu kisimda yiiksek performansli sivi kromatografisine ait genel

Ozellikler paylasilacaktir.

2.3.1. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid

Chromatography) kisaca HPLC olarak adlandirilmaktadir.

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), hareketli fazin sivi oldugu ,
yiiksek basing altinda maddelerin sabit faz ile hareketli faz arasinda dagilma esasina
dayali, bir kromatografi g¢esididir. Siklikla kullanim nedenleri; hassasiyeti, kantitatif
analizlerde uygulama kolayligi, ugucu olmayan vya da sicakta hizlica bozulabilen
yapilarin ayrilmasi i¢in uygun olmasidir. Onemli olan ise cok fazla bilim dali ile
sanayinin ve toplumun en c¢ok kullandigt maddelere ¢ogunlukla uygulanabilir
olmasidir[38].Farmasotik  preparatlardaki  ilag  etken  maddeleri, farmasotik
preparatlardaki bozunma iriinleri ve safsizliklar, kandaki ilag molekiilleri ve bu
molekdllerin  metabolitleri, organizmadaki enzimler, aminoasitler, proteinler,
polisakkaritler, droglarin igerdikleri etkili bilesikler, gidalarin kimyasal bilesimi, vb. bir
cok analitin miktar tayini i¢in siklikla kullanilmaktadir. HPLC baslica, pompa, enjektor,
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hareketli faz rezarvuari, kolon, dedektér ve kaydediciden olusur. Ayrim kolonda
meydana gelir. Sabit fazda um boyutunda partikiller vardir, dolayisiyla hareketli fazin

kolon igerisinden gecmesi igin yiiksek basing pompalar1 gerekmektedir[39].

Yaygin kullanimda yiksek performansli sivi kromatografi denmesinin nedeni;
Yiksek performansin basincin  yaninda birgok etkenin birlesmesiyle meydana
gelmesidir[40].

Dagilma sabiti (KD) kromatografide buyiuk 6neme sahiptir. Tirler, kolonda
dagilma sabitine bagli olarak ilerlerken, kolondan bir sira ic¢inde ayrilirlar.
Kromatogram ise zamana karst kolondan bir sira ile ayrilan maddelere ait
konsantrasyonlarin programsal olarak hesaplanarak ¢izilmis grafigidir. [41]. Sekil 2.5'

de iki bilesenden olusan numuneye ait kromatogram verilmektedir[42].

mAL

o

41+ > o

.

1000 Rl n""‘

BOOY =
600+ R2
4001

2001 v E

7.986

Sekil 2-5: iki bilesenden olusan numuneye ait kromatogram [42]

to degeri, bilesenin enjeksiyonu ile detektore ulasmasi esnasinda gecen
zamandir ve alikonma zamani olarak adlandirilir. tr1 Ve tr2; kolondan ilk olarak ¢ikan
ve ikinci olarak ¢ikan yapilara ait alikonma zamanlaridir. Kromatografide dnemli bir
parametre olan kapasite faktorti ya da alikonma faktori, k' seklinde simgelenir ,esitlik

2.1°de hesaplamasi verilmistir[42].

(2.1)

Alikonma faktoriiniin 2’°den biiyilik olmasi istenmektedir[42].
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Ayrima giicii (rezoliisyon) Rs seklinde goOsterilir ve bilesendeki tiirlerin
birbirleri arasindaki ayrimlarinin nicel 6l¢iisiidiir. Esitlik 2.2" de hesaplamasi verilmistir.

‘W' degeri piklere ait taban genisliklerinin 6l¢lstni vermektedir[42].

FW,)

(2.2)
Calismalarda Rs degerinin 1’den kii¢iik olmamasi istenmektedir.

Sekil 2.6' da HPLC sistemi gosterilmistir.

Solvent verme sistemi Kolon doldurma sistemi
rezervuarlar akis ayincl omelb_qlclrd{g};?lyon
H""‘-—.
solvent 1 solvent 2
vakum DBSII'IE}
{ | pompasi gostergesi
gaz giderici 1 | | gaz giderici 2 S _
£ S
Y gaz gidericiler Y 5 g
yiiksek basing
karstirma pompasl o . ent Y Y
kabi T, injeksiyonu
fraksiyon
atk > toplayic

Sekil 2-6: HPLC sistemi [43]

2.4. Sistem Uygunluk Testi

Amerikan farmakopesine(USP) go6re sistem uygunluk parametreleri sivi
kromatografisi yontemleri icin mutlaka olmasi gereken parametrelerdir.Sistem
uygunluk testi kabul kriterleri Tablo 2.1'de FDA kilavuzunda belirtildigi sekilde

verilmistir[45].
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2.5. Validasyon Parametreleri

ICH kilavuzu geregince miktar tayini validasyonu calismasinda, segicilik,
tekrarlanabilirlik (kesinlik), dogrusallik, dogruluk, dedeksiyon ve belirleme limiti,

saglamlik ve ¢ozelti stabilitesi parametreleri gerekmektedir [46].

2.5.1. Spesifiklik(Segicilik)

Secicilik parametresi ile test yonteminin 6zgilliigi arastirilir. Bunun igin etkin
madde icermeyen preparat olan plasebo, ¢ézlci ve hareketli faz sisteme enjekte edilir

ve preparattaki etkin madde ile herhangi bir girisim olmadig1 gosterilir[47].

Tablo 2-1: FDA kilavuzundaki sistem uygunluk testi kabul kriterleri [45]

Parametre Limit
Kapasite Faktoru kK’ >2
Enjeksiyon tekrarlanabilirligi (Kesinlik) RSD <%l ,n>5
Ayrim Faktorii Rs>2
Kuyruklanma faktoru T<2
Pik Etkinligi ( Teorik Plaka Sayisi) N> 2000

2.5.2. Dogrusallik

Standart cozeltilerinden en az 5 farkli konsantrasyon olacak sekilde hazirlik
yapilarak sisteme enjekte edilir. X-eksenindeki her konsantrasyona karsilik gelen
yanittan egrinin egimi ve korelasyon katsayisi ile ortalama,standart sapma ve bagil
standart sapma hesaplanir. Korelasyon katsayisinin 0.999’dan biiyiik olmasi istenir. Y-
kesim noktasinin % 100 konsantrasyona karsilik gelen standart alanina oraninin miktar

tayini icin en fazla %2 olmasi istenir[47].

2.5.3. Dogruluk

Dogruluk calismasinda 3 farkli konsantrasyon(yiiksek, orta, diislik) i¢in {iiger
hazirlik yapilir. %100 konsantrasyona denk gelen plasebo igerisine 3 farkl

konsantrasyon icin etkin madde ilave edilir. Ortalama, standart sapma, bagil standart
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sapma ve geri kazanim es zamanl hazirlanan standart ¢ozeltilerine karsi okutulurak
hesaplanir. Geri kazanimda sapma %2’den fazla olmamalidir[47].
2.5.4. Kesinlik

Kesinlik calismasinda es sartlarda  hazirlanan numunelerin  sonuglarinin
yakinliklar1 ve sistemin kesinligi ile tekrar edilebilirligi test edilir. Bunun igin Sistem
Kesinligi ve Tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilir. Hedef seviyede etkin madde igeren
minumum 6 adet 6rnek hazirlanip analize alinir. Sonug olarak ortalama, standart sapma
ve bagil standart sapma hesaplanir. Bagil standart sapmanin =+ %2 olmast istenir[47].

2.5.5. Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Kesinlik ve dogruluk  ¢aligmalarinda bir analitin alabilecegi en diisiik
konsantrasyonun belirlenmesi igin yapilan ¢alismalardir ve en diisiikk hesaplanabilen
konsantrasyon tayin sinirt olarak belirlenir. Standart egrisindeki en diisiik konsantrasyon
olarak da tanimlanir.Tayin smirinda sinyal/giirtiltii oran1 10:1°dir[47]. Asagidaki gibi
hesaplanir[44].

LOQ = 10xo/S

o: Interseptin standart sapmas1

S: Egim

Standart c¢ozeltisinin tespit edilebilen en diisiik konsantrasyonu teshis siniri

olarak belirlenir ve sinyal/glrilti oran1 3:1°dir[47]. Asagidaki gibi hesaplanir[44].
LOD =3¢/S
o: Interseptin standart sapmas1
S: Egim

2.5.6. Saglamhk

Saglamlik; analitik yodntemin yontem paramaterelerinde yapilan kiigiik

degisimlerden etkilenmeden kalma kapasitesidir[47].
Likit kromatografi yontemi i¢in yapilabilecek olas1 degisiklikler[46];

Hareketli fazin pHs1
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Hareketli fazin tampon/tuz konsantrasyonu

Hareketli fazin kompozisyonu (organik ¢oziicl konsantrsyonu)
Kolon tipi

Kolon sicakligi

Akis Hizi

Cozelti stabilitesi de saglamlik parametresi i¢inde degerlendirilebilmektedir. +
4C° vya da oda sicakliginda ve belirli sirelerde analize alinan 6rneklerin ¢ozelti
stabilitesi takip edilir. Baslangig¢ degeri ve belirli siirelerdeki degerler arasindaki fark

miktar tayini igin en fazla %2 olmalidir[46].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali

arastirma laboratuvarinda 2017-2019 yillar1 arasinda yapilmustir.
3.1. Cahsmadaki Cozuculer, Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Cozuculer ve Kimyasal Maddeler

Calisma i¢in kullanilmis olan c¢oziiciiler ve kimyasal maddeler asagida

verilmistir.

Tinidazol ,

Lidokain HCI ,

Potasyum dihidrojen fosfat,
Ortofosforik Asit(%85),

Potasyum Hidroksit,

Metanol (HPLC safliginda),
Asetonitril (HPLC safliginda) ,

Ultra saf su (HPLC safliginda),
Tinidazol ve Lidokain HCl igeren ovil

3.1.2. Cozeltiler ve Hazirhklar:

3.1.3. Hareketli Faz Cozeltisi

1.36 g Potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000 mL su ile ¢ozulerek, ¢ozeltinin
pH’1 3.0’a ortofosforik asit ile ayarlandi. Elde edilen c¢ozelti suzici ile 0.45 pum
filtrelerden stzilerek hareketli faz A olarak analize hazir hale getirildi. Hareketli faz B

olan Asetonitril stiziicti ile 0.45 um filtrelerden stzuldu.

3.1.3.1. Cozucu

1.36 g Potasyum dihidrojen fosfat tartilip 1000 mL su ile ¢Ozulerek, ¢Ozeltinin
pH’1 3.0’a ortofosforik asit ile ayarlandi. Elde edilen ¢ozelti ile Asetonitril (70:30)

oraninda karistirildi.
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3.1.3.2. Tinidazol Cozeltileri:
Stok Cozelti:

300.0 mg Tinidazol tam olarak tartildi, 100 mL’lik balonjoje’de metanol ile

¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi. (3000 pg/mL Tinidazol’e esdeger)

75-195 pg/mL konsantrasyon araliginda standart ¢ozeltiler stok c¢Ozeltiden
¢oziicii kullanilarak hazirlandi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Tinidazol kalibrasyon standart ¢ozeltilerinin hazirhg:

Standart Analit Konsantrasyon Seyreltme Final Hacmi
Adi (ng/mL) Hacmi (mL) (mL)
Standartl Tinidazol 75 2.5 100
Standart2 Tinidazol 105 35 100
Standart3 Tinidazol 120 4.0 100
Standart4 Tinidazol 135 4.5 100
Standart5 Tinidazol 150 5.0 100
Standart6 Tinidazol 165 55 100
Standart7 Tinidazol 180 6.0 100
Standart8 Tinidazol 195 6.5 100

3.1.3.3. Lidokain Cozeltileri
Stok Cozelti:

123.26 mg Lidokain HCl (100 mg Lidokain’e esdeger) tam olarak tartildi,
100mL lik balonjoje’de metanol ile ¢oziindiiriilerek hacmine tamamlandi(1000 pg/mL
Lidokain’e esdeger).

25-65 pg/mL konsantrasyon araliginda standart ¢ozeltiler stok ¢dzeltiden

¢oziicii kullanilarak hazirlandi(Tablo 3-2).
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Standart Analit Konsantrasyon Seyreltme Final Hacmi
Adi (ng/mL) Hacmi (mL) (mL)
Standartl Lidokain 25 2.5 100
Standart2 Lidokain 35 3.5 100
Standart3 Lidokain 40 4.0 100
Standart4 Lidokain 45 4.5 100
Standart5 Lidokain 50 5.0 100
Standart6 Lidokain 55 55 100
Standart7 Lidokain 60 6.0 100
Standart8 Lidokain 65 6.5 100

3.2. Calhismada kullanilan Gerecler

Analizde Shimadzu LC-20A PDA sistemi kullanildi. Ekipmana ait parcalar

Tablo 3-3’de verilmistir.
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Tablo 3-3: Calismada kullanilan Ekipmanlar

HPLC Sistemi

Marka ve Model

Pompa

Shimadzu LC-20AT

Oto ornekleyici

Shimadzu SIL-20AC

Dedektor

Shimadzu SPD M-20A

Kolon Firimi

Shimadzu CTO-10ASvp

Yazilim Shimadzu Labsolutions
Waters Symmetry 5 um, 250 x 4,6 mm,
C18

Analitik Kolon Phenomenex LUNA 5 pum, 250 x 4,6

mm, C18

Thermo Hypersil BDS 5 um, 125 x 4,6
mm, C18

Metot gelistirme ve validasyon

ekipmanlar Tablo 3-4’de verilmistir.

calismalarinda kullanilan destekleyici
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Destek Ekipmanlar

Marka ve Model

UV Spektrofotometre

Shimadzu UV 254

10 cm’lik kuartz kiivetler

QS 1000 10 x10 x 45 mm

Sonik Banyo

Branson

Sicak Su Banyosu

Memmert

Buz Banyosu

Kale Buzzbar

pH metre

Mettler Toledo

Otomatik pipetler

Eppendorf 10-100 pL ve 100-1000 pL

Tekli manyetik karistiric

IKA RO 15

Oto ornekleyici Vialleri ve kapaklar

Isolab

Vorteks

Thermo Fisher

Analitik Terazi

Mettler Toledo

Hareketli Faz Filtresi

Millipore, 0.45 um

PVDF,Nylon,PTFE Filtre 0.45 um

Merck

Buzdolab1

Liebherr LCexv 4010

Paslanmaz celik rende

Isolab

Mavi bant filtre

Macherey-Nagel

Tuplik

Isolab

Metot gelistirme ve validasyon ¢alismalarinda kullanilan cam malzemeler Tablo

3-5’de verilmistir.
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Cam Malzemeler

Marka

Balon 5 Litre Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon 2 Litre Isolab laboratuvar malzemeleri
Balon 1 Litre Isolab laboratuvar malzemeleri

Balon joje 5 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Balon joje 10 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Balon joje 50 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Balon joje 100 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Mezir 1000 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Pipet 2.5 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Pipet 4 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Mezir 1000 mL

Isolab laboratuvar malzemeleri

Pipet 5 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Pipet 6 mL Isolab laboratuvar malzemeleri
Deney tiipu Isolab
Huni Isolab

3.3. Analizin Yapilmasi

Bilgisayardaki agma butonundan Shimadzu LC-20A PDA HPLC sistemi

calistirilir.

HPLC boltmlerinin hepsi agilir.
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e Dedektor ile baglantt PDA dedektoriiniin agma/kapama butonuna basilarak

yapilir.
e LC Solution simgesi vasitasiyla LC Solution yazilimi ¢aligtirilir.
e Baglant1 yapilan HPLC LC Solution penceresinden secilir.

e A ve B hatlarna hareketli faz c¢0zeltileri konur. C ve D hatlan
asetonitril:su(30:70) karisimi igerisine, yikama hatti ise asetonitril:su(5:95)

karisimina konur.
e Hatlara purge yapilir.

e Akis yavas yavas artirilarak son akis 1.0 mL/dakika olacak sekilde kolondan
akis gecirilir.

e 20 dakika analiz stresidir.

e  25C° kolon firmni sicaklhigidir.

e Oto ornekleyici sicakligi 25C°dir.
e Enjeksiyon hacmi 20uL’dir.

e 220 nm dedektor dalga boyudur.

3.4. Tinidazol ve Lidokain i¢in Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
ile Metot Gelistirme

3.4.1. Dedektor icin Dalga Boyunun Belirlenmesi

Tinidazol molekiiliindeki imidazol aromatik yapist ve lidokaindeki amit
aromatik yapisi sebebi ile UV bolgede absorbsiyon yapabilen maddeler olduklari igin
UV dedektor kullanilmasi uygun goriildii. Tinidazol ve Lidokain’in absorbans verdigi
en ylksek dalga boyu Spektrofotometri yontemiyle Tinidazol i¢in 316 nm ve Lidokain
icin 205 nm seklinde tespit edilmistir. Sirasiyla (Sekil2-2) ve (Sekil2-4) olarak

gosterilmistir. 220 nm dalga boyu iki etkin madde i¢inde uygun bulunmustur.

3.4.2. Hareketli Fazin Belirlenmesi

Calismada; kimyasal girisimleri azaltarak dedektorin hassasiyetini ylksek

tutarak verimli bir ¢alismaya olanak saglayacak diisiik molaritede ve yiiksek uguculukta
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organik ¢ozlciiler kullanildi. Calisma igin potasyum fosfat tamponu 10mM olarak ve
asetonitril organik c¢oziici olarak uygun gorildi. Hareketli fazlarda pH degeri
kromatografide  piklerin ayriminda etkili faktorlerden biridir. Disiik pH’lardaki
hareketli fazlarda bazik yapidaki pikler erken alikonma gosterirken durum asidik
yapidaki pikler igin tam tersi olarak islemektedir. Tinidazol’{in diisiik pH ve lidokain’in
yuksek pH’ya sahip olmasi da goz oniinde bulundurularak tinidazol ve lidokain icin en
iyi ayrimi gosteren tampon pH’t pH:3.0 olarak uygun goéruldu. Hareketli faz
gradiyent elisyonda 10mM potasyum fosfat tamponu(pH:3.0) ve asetonitril olarak

belirlendi.

3.4.3. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

75-105-120-135-150-165-180-195ug/mL Tinidazol ve 25-35-40-45-50-55-60-
65ug/mL Lidokain igerecek sekilde; c¢Ozeltiler stok cozeltilerin 100 mL’lik balon

jojelere seyreltilmesi ile hazirlandi, 30 saniye suresince vorteks yapildi

Yapilan 20 pL enjeksiyonlardan hesaplanan alanlar ile kalibrasyon egrisi
cizdirildi.
3.5. Yontemin Validasyonu

Yontemi gelistirilen metot validasyonu, Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi

(ICH, International Conference Harmonization)Q2 kilavuzuna gore yapilmistir [46].

3.5.1. Spesifiklik( Segicilik)

Calismada; metanol, hareketli faz, ovll yardimci maddeleri ve etkin madde
icermeyen ilag preparati(plasebo) ile girisimin olup olmadigi kontrol edildi ve
Tinidazol ile Lidokain piklerinin pik safliklart  degerlendirildi. Caligmaya ait
kromatogram ve spektrumlar 4.2.1. bélimiinde belirtilmistir.

3.5.2. Dogrusallik

Calismada; regresyon analizi yapilarak y-(ordinat)-kesim noktasi, korelasyon
katsayisi ile egrinin egimi hesaplanarak egri denklemi belirlendi. Korelasyon katsayisin
0.99°dan biylk bulunmustur ve bolim 4.2.2°de verilmistir. y-kesim noktasi , %100
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konsantrasyondaki standart ¢ozeltisi alanina kiyasla %2 degerinden kiigiiktiir ve sonug
4.2.2 bolumunde verilmistir.
3.5.3. Dogruluk

Etkin madde igermeyen ilag preparatina tinidazol ve lidokain %120,%100 ve %
80 konsantrasyonlarinda eklendi ve es zamanli hazirlanan standartlara karsi okutma
yapildi. Tim konsantrasyonlarda ticer hazirlik yapildi. 4.2.3. b6éliminde sonuglar
gosterilmistir.
3.5.4. Kesinlik

Calismada; Sistem Kesinligi ve Tekrarlanabilirlik degerlendirildi.

Sistem kesinligi calismasinda; yontemde belirtildigi gibi Standart hazirlig1 yapildi ve 6

okutma yapildi. Bolim 4.2.4°de sonuclar gosterildi.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda; ayni seriye ait 6 farkli numune hazirlandi. 4.2.4.
boliminde sonuglar gosterilmistir.
3.5.5. Tayin Sinir1 (LOQ) ve Teshis Simir1 (LOD)

Calismada teshis sinir1 ve tayin siir1  hesaplanmistir ve 4.2.5. béliminde
sonuglar verilmistir
3.5.6. Yontemin Saglamhg

Standart ve numune c¢ozeltileri hazirlanarak sistem uygunluk kriterlerindeki

degisimler takip edildi. 4.2.6.b6limiinde sonuglar gosterilmistir.

Cozelti stabilitesi icin numune ve standart cozeltileri, otomatik numune
ornekleyicisinde 48 saat slresince +25C%de +4C®de tutuldu. 4.2.6 boliminde

sonuglar gosterilmistir.
3.6. Ovillerde Tinidazol ve Lidokain’in Tayini

3.6.1. Ovidllerin ve Ovul Cozeltilerinin Hazirhg:

Her ovul 300 mg Tinidazol, 100 mg Lidokain’e esdeger 123,26 mg Lidokain
HCI icermektedir. Ovil formilasyonunda, Polisorbat 80 yiizey aktif maddesi ve sivag
dolgu materyali kullanilmistir. Ovll agirligr 2500 mg olacak sekilde dolum yapilmustir.

Etkin maddeler eleme islemine tabi tutulduktan sonra , Uretim akis semasindaki streler
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dikkate alinarak karigtirllmistir. Stvi karisim, kaliplara dokme yontemiyle doldurularak

dondurulmuslardir.

300 mg Tinidazol ve 100 mg Lidokain iceren 10 adet ovilun ortalama ovil
agirhigl hassas olarak tartilarak alindi. Paslanmaz celik rende ile rendelendi ve homojen
bir hale getirildi. Rendelenen oviil numuneleri tartim 6ncesinde kolaylik saglamasi igin
15 dakika buzdolabinda bekletildi. Bir adet oviil agirligi kadar numune(2500mg oviil
agirhigl) , 6 farkli tartim olacak sekilde 100mL’lik balon jojelere tartildi. Her bir balon
jojeye 50 mL metanol ilave edilip 60°C sicakliga ayarlanmis sicak su banyosunda
numunedeki sivag eriyene kadar 5 dk boyunca tutuldu. Balon jojeler sicak su
banyosundan alinip oda kosullarina getirilerek hacimlerine metanol ile tamamlandi. Her
bir balon joje numune ¢ozeltisindeki sivag’in ¢okmesi i¢in buz banyosunda 20 dk
tutuldu. Cokme gozlemlendikten sonra her bir balon jojedeki numune ¢ozeltileri mavi
bant kaba filtreden suzildu. Suzuntulerin 5’er mL’si 100 mL’lik balon jojelere transfer
edildi. Balon jojeler hacimlerine ¢6ziicl ile tamamlandi. Her bir ¢6zelti 0.45 um PVDF
filtreden slizuldi. Bu sekilde 150 pg/mL Tinidazol ve 50 pg/mL Lidokain iceren 6 adet

ovil ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.



27

4. BULGULAR
Calismalara ait tiim bulgular ilgili kisimlarda verilmistir.

4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi yontemi ile yapilan Tinidazol ve

Lidokainin Yanyana Analizlerinin Sonuglari

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Tespit Edilmesi

Calismalarda uygun pH degerinde tampon, uygun kolon 6zellikleri ve uygun
hareketli faz karisim oranlar1 elde edebilmek icin farkli pH araliklarinda tampon
¢ozeltiler hazirlanip farkli oranlarda organik ¢oziiciiler ile karistirilmis ve farkli akis

programlarinda ve farkli kolon boyutlarinda analizler yapilmistir.

Metot gelistirme ¢alismasina Thermo Hypersil BDS Cig(125mm X 4.6mm,5p)
HPLC kolonu ile baglandi. Yapilan ¢alismalarda piklerin iyi ayrilmadig: ve etkin madde
piklerinin alikonma zamanlarinda girisim oldugu gozlenmistir.(Sekil4-1),(Sekil4-2),
(Sekil4-3). Ayrilmanin daha iyi hale getirilmesi ve saf piklerin elde edilmesi i¢in Cis
(250mm x 4.6mm, 5u) Waters Symmetry HPLC kolonu kullanilmistir(Sekil4-4). Ayni
sartlarda daha iyl ayirma giicii ve pik simetrisi saglayan bu kolon ile gelistirme
caligmalarina devam edilmistir.Waters Symmetry kolonunun karbon yiikiiniin Thermo
Hypersil BDS kolonundan daha yiiksek olmasi ayrilmanin Waters Symmetry kolonda

daha iyi olmasin1 saglamigtir.

I PDA Multi | 2200m 4nm

BO00DO0

400000

100000

Sekil 4-1: Cis (125mm x 4.6mm, 54) Thermo Hypersil BDS HPLC kolonu ile elde edilen

kromatogram



28

PcakPurity
1
rim 3
d Na 1
0.00
1250
0.25 1000
750
0.5
500
0.75 250
325 3.30 3.35 3.40 3.4s 3.50 3.55

Detected at 3.17 min
0.105956
1000000

1 -894044

Sekil 4-2: Cis (125mm x 4.6mm, 54) Thermo Hypersil BDS HPLC kolonu ile elde edilen

lidokain spektrumu

107 12
Retention Time : 3.719 min
Compound Mame : Tinidazol

Sekil 4-3: Cis (125mm x 4.6mm, 54) Thermo Hypersil BDS

tinidazol spektrum
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Sekil 4-4: Ci5 (250mm x 4.6mm, 5u) Waters Symmetry HPLC kolonu ile elde edilen

kromatogram
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Yapilan metot gelistirme ¢alismalarinda farkli pH araliklarinda hareketli fazlar
hazirlanmistir ve analiz edilmislerdir. pH:2.0’da kapasite faktorii diisiik bulunmus ve
pH:7.0’da ise yiiksek bulunmustur(Tablo4-1). Bu neden ile pH:3.0’1n yeterli ayrilmay1
ve kromatografi siiresini sagladigi ve HPLC kolonunun ¢alisma araligi olan pH:2.0 ve

pH:8.0 kosullar1 icerisinde oldugu tespit edilmistir.

Tablo4-1: Hareketli faz pH degerinin kapasite faktorii iizerine etkisi

Kapasite Faktori

pH 2.0 3.0 7.0
Tinidazol 1.6 45 10.2
Lidokain 1.5 3.6 8.7

Gradiyent programi olarak 3 farkli deneme c¢alismasi yapilmistir(Tablo4-
2),(Tablo4-3),(Tablo4-4).Calisma  sonuglarinda sistem uygunluk parametreleri
degerlendirildiginde ayrilmanin ve kuyuruklanma faktoriiniin Deneme Il. ve IIl.
calismalarinda 6nemli bir ol¢lide degismedigi goriilmustiir.Il.gradiyent programi metot

gelistirme ¢alismasi i¢in uygun olarak degerlendirilmistir(Tablo4-5).

Tablo4-2: 1. Gradiyent denemesine ait zaman ve hareketli faz ytzdesi

degisimi programi

Yizde Oranlar

Zaman(dakika)| Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%0)
0 90 10
12 80 20
15 90 10
20 90 10
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Tablo4-3: 1l. Gradiyent denemesine ait zaman ve hareketli faz yizdesi

degisimi programi

Yuzde Oranlar
Zaman(dakika)| Hareketli Faz A(%0) Hareketli Faz B(%0)
0 90 10
12 50 50
15 90 10
20 90 10
Tablo4-4: 111. Gradiyent denemesine ait zaman ve hareketli faz yuzdesi

degisimi program

Ylzde Oranlar

Zaman(dakika)| Hareketli Faz A(%) Hareketli Faz B(%0)
0 90 10
12 30 70
15 90 10
20 90 10

Tablo4-5: Denemeleri yapilan gradiyent calismalarinda her pike ait ayrim

faktorunin ve kuyruklanma faktoriiniin degisimi

Ayrim Faktorii Kuyruklanma Faktoru
Gradiyent Tinidazol Lidokain Tinidazol Lidokain
l. 13.2 13.2 1.90 1.82
1. 11.0 11.0 1.06 1.22
I1. 6.0 6.0 1.01 1.10
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Gergeklestirilen deneme ¢alismalarinda optimum sonuglar; Cig, 5 pm partikil
capma sahip, 250 mm uzunlugu olan, 4.6 mm i¢ ¢apinda kolon (Waters Symmetry),
10mM potasyum fosfat tamponu(pH: 3.0), asetonitril gradiyent eliisyonu
kullanilarak(Tablo4-3) 25C° kolon sicakligi ve 25C° numune bdlme(oto 6rnekleyici)
sicakliginda ve 1.0mL/dakika akis hizinda elde edilmistir. Yontemde PDA detektor,
220 nm dalgaboyunda kullanilmistir. Alikonma zamanlart sirasiyla Tinidazol igin 8.2
dakika ve Lidokain icin 6.5 dakika olarak bulunmustur (Sekil4-4).

4.2. Yontem Validasyonu Sonuglari

4.2.1. Secicilik Parametresi icin Degerlendirme

Calismaya ait sonuglar Sekil 4-5, Sekil 4-6, Sekil 4-7, Sekil 4-8, Sekil 4-9°da
verilmistir. Metanol, plasebo ve hareketli faz ile etkin madde alikonma zamanlarinda

herhangi bir girisim gozlemlenmemistir.

25000

wwwwwwww

15000

........

Sekil 4-5: Hareketli faz kromatogram

)))))))))

-------

Sekil 4-6: Metanol kromatogram
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Sekil 4-7: Plasebo ¢ozeltisi kromatogrami
1D# 2z
Retention Time : 8.267 min
Compound Name Tinidazol
0.6
0.5
750
0.4
0.3 00
0z
250
1]
0.0
B.05 810 8.15 8.20 .R 25 8,30 B8.35 B 4[]. .8,45 8 5\'"
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,.999999
0.999653
dex 1]
. . ; 5
Sekil 4-8: Tinidazol pik saflig1 spektrumu
10w 1
Retention Time 6388 min
Compound Name : Lidokain
1250
0.50 1000
750
0.2 500
250
0.0 -
6.20 6.25 6.30 6.35 6.40 645 6,50 6.55 660 6.65 6.70 B
: Mot Detected
: 1L.000000
0996672
13327

Sekil 4-9: Lidokain pik safhigi spektrumu

4.2.2. Dogrusallik Parametresi icin Degerlendirme

75ug/mL Tinidazol - 25 pg/mL Lidokain, 105 pg/mL Tinidazol - 35 pg/mL
Lidokain, 120 pg/mL Tinidazol - 40 pg/mL Lidokain, 135 pg/mL Tinidazol - 45 pg/mL
Lidokain, 150 pg/mL Tinidazol — 50 pg/mL Lidokain, 165 Tinidazol - 55 Lidokain, 180
pg/mL Tinidazol - 60 Lidokain, 195 pg/mL Tinidazol - 65 pg/mL Lidokain olan 8 farkli
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konsantrasyonda ornekler hazirlandi. %50, %100 ve %130 6rnek konsantrasyon
seviyelerine denk gelen konsantrasyondaki drneklerden 6’sar, diger konsantrasyondaki
orneklerden 2’ser okuma verildi ve alana kars1 grafige gecirildi. Sekil 4-10 ve Sekil 4-
11 ile Tablo 4-6 ve Tablo 4-7°de sonugclar verilmistir. Korelasyon katsayilar1 0.999

degerinden biiyiik bulunarak kabul kriterlerini saglamistir.

y=15.439.912,97925x+ 746,14411

Alan
[ ]

o
] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyon

Sekil 4-10: Tinidazolun 75-195 pg/mL konsantrasyonundaki olgii egrisi

y=34.376.112,94340x + 16.690,05250

.
_______ o
QOO0 B
2000000 -
-'.'-
1500000 -
_ .
[g+]
= -
1000000 -
.
500000
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Konsantrasyon

Sekil 4-11: Lidokainin 25-65 pg/mL konsantrasyonundaki ol¢ii egrisi



Tablo 4-6: Tinidazol’un dogrusallik sonuclari

Tinidazolun Ortalama Pik Alam Konsantrasyon(pg/mL)
Seviyesi(%0)

50 1157788 75.195

70 1628959 105.273

80 1856476 120.312

90 2095801 135.351

100 2322426 150.390

110 2557846 165.429

120 2785615 180.468

130 3016123 195.507

Tablo 4-7: Lidokain’in dogrusallik sonuclar:

Lidokainin Ortalama Pik Alam Konsantrasyon(pg/mL)
Seviyesi(%0)

50 876251 25.133704

70 1229069 35.187186

80 1398918 40.213926

90 1576106 45.240668

100 1747596 50.267409

110 1922462 55.529415

120 2090462 60.320891

130 2260732 65.347632
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Bu sekiz farkli konsantrasyondan kalibrasyon egrisi Gizilerek dogru denklemi

meydana getirildi.
Tinidazol icin dogru denklemi;

y=15439912,97925x+746,14411 ve korelasyon katsayis1 0,99997 seklinde tayin

edilmistir.
Lidokain icin dogru denklemi;

y=34376112,94340x+16690,05250 ve korelasyon katsayisi 0,99995 seklinde

tayin edilmistir.
Tinidazol igin Y-Intersept/ %100 Standard alan1*100; %0.03.

Lidokain igin Y-Intersept/ %100 Standard alani1*100; %0.96.



4.2.3. Dogruluk Parametresi icin Degerlendirme

Hesaplanan geri kazanimlar Tablo 4-8 ve Tablo 4-9’da gosterilmistir.

Tablo 4-8: Tinidazol i¢in Geri Kazanmim Sonuglari

36

Teorik Deneysel
_ %
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon | o, Geri Kazanim -
(Hg/mL) (Mg/mL)
122.50 121.46 99.15
% 80 122.75 121.60 99.06 0.10
122.80 121.52 98.96
154.00 152.43 98.98
%2100 154.25 152.76 99.03 0.16
154.35 152.40 98.74
182.25 181.65 99.67
%120 182.00 180.82 99.35 0.18
182.10 181.48 99.66
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Tablo 4-9: Lidokain i¢in Geri Kazamim Sonuglari

Teorik Deneysel
0,
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon | ¢, Geri Kazanim R;OD
(Mg/mL) (Mg/mL)
41.31 41.34 100.07
% 80 41.33 41.32 99.98 0.12
41.35 41.28 99.83
51.88 51.97 100.17
0.20
%100 51.84 51.95 100.21
51.86 51.78 99.84
60.91 61.11 100.33
%120 60.95 60.96 100.02 0.18
60.87 61.07 100.33

4.2.4. Kesinlik Parametresi icin Degerlendirme

Tinidazol ve Lidokaine ait kesinlik ¢alismasi sonuglar1 Tablo 4-10 ve Tablo 4-

11°de, gosterilmistir. Sonuclar kabul kriterleri igerinde bulunmustur.
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Tablo 4-10: Tinidazol ve Lidokaine ait Sistem Kesinligi Sonugclari

Enjeksiyon Sayisi

% 100 Standard Alanina ait

% 100 Standard Alanina ait

Tinidazol Alani Lidokain Alani
1. Enjeksiyon 2314667 1746302
2. Enjeksiyon 2317742 1744552
3. Enjeksyion 2316378 1746135
4. Enjeksiyon 2316342 1745628
5. Enjeksiyon 2316143 1747627
6. Enjeksiyon 2316573 1746256
Ortalama 2316308 1746083
Standart Sapma 985 1001
0.043 0.057

Bagil Standart Sapma(%b6)
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Tablo4-11: Tinidazol/Lidokain 300mg/100mg Ovdl igin Tekrarlanabilirlik

Sonuc¢larn
NUMUne Tinidazol Sonug Lidokain Sonug
(mg/ovil) (mg/oval)

Numune 1 299.49 100.08
Numune 2 297.09 99.50
Numune 3 299.46 100.15
Numune 4 299.24 100.12
Numune 5 298.65 99.98
Numune 6 299.13 100.04
Ortalama 298.84 99.98
Standart Sapma 0.911 0.244
Bagil StandartSapma(%b) 0.305 0.244

4.2.5. Tayin (LOQ) ve Teshis (LOD) Sinirlar1 Parametresi icin Degerlendirme

Teshis ve tayin sinirlar

sirastyla  Tinidazol igin 0.05625 pg/mL ve 0.225

pg/mL ve Lidokain icin 0.01875 pg/mL ve 0.075 pg/mL olarak bulunmustur.

4.2.6. Yontemin Saglamhg icin Degerlendirme

Yontemde yapilan kiigiik degisimlerin sistem uygunluk parametrelerine olan
etkisi incelenmistir. Sonuglar; Tablo 4-12, Tablo 4-13, Tablo 4-14, Tablo 4-15, Tablo 4-
16, Tablo 4-17 ve Tablo 4-18’de gosterilmistir.

Calismada yapilan degisimler;

Akis Hiz1 degisimi

Filtre Etkisi

Farkli markada kolon kullanimi
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Kolon sicakligt
Hareketli fazin tampon pH degisimi
Hareketli fazin tampon konsantrasyonu

Cozelti stabilitesi ¢alismasinda numune ve standart cozeltileri, otomatik
numune Ornekleyicide 48 saat siiresince +25C°de (oda kosullarinda) ve +4C°de
bekletildi. Tablo 4-19 ve Tablo 4-20’de sonuglar verilmistir.

Tablo 4-12: Akis Hiz degisikliginde sistem uygunluk parametrelerindeki
degisimler

Akis Hizi Simetri Faktoru Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi

(mL/dakika)l 09 | 10 | 11 | 09 | 10 | 1.1 | 09 | 10 | 11

Tinidazol 1.07 | 1.06 | 1.05 | 115 | 11.21| 10.6 {1173356]1159989|1146945

Lidokain 123 | 122 | 1.22 | 115 | 11.21| 10.6 | 120258 | 106274 | 98256

Tablo 4-13: Kolon Sicakhg@ degisikliginde sistem uygunluk
parametrelerindeki degisimler

Kolon Simetri Faktori Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
Sicakhigr
(°C) 20 25 30 20 25 30 20 25 30

Tinidazol 1.04 | 1.06 | 1.07 | 11,5 | 11.21 | 10.6 [1156538|1159989| 157351

Lidokain 120 | 1.22 | 1.24 | 115 | 11.21| 10.6 | 106227 | 106274 | 1107206
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Tablo 4-14: Hareketli faz tamponunun pH degisimi ile elde edilen sonuglar

Hareketli Simetri Faktori Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
Faz
TamponpH| 25 | 3.0 | 35 | 25 | 30 | 35 2.5 3.0 3.5
Tinidazol 1.06 | 1.06 | 1.06 | 10.9 | 11.21| 9.2 |1149887|1159989|1155558
Lidokain 120 | 1.22 | 1.24 | 109 | 11.21| 9.2 | 106491 | 106274 | 110349

Tablo 4-15: Hareketli faz tampon konsantrasyonun degisimi ile elde
edilen sonuclar

Hareketli Faz Simetri Faktori| Ayrim Faktorii Teorik Plaka Sayisi
Tampon
Tinidazol 1.06| 1.06 | 1.06|11.0{11.21{ 11.0{1157310{1159989| 1157403
Lidokain 1.2211.22|1.22{11.0|11.21| 11.0| 107791 | 106274 | 108024

Tablo 4-16: Kolon marka degisimi ile elde edilen sonugclar

Simetri Faktori Ayrim Faktori Teorik Plaka Sayisi
Kolon
Waters |Phenomenex| \waters |Phenomenex| \waters |Phenomenex
Marka
Symmetry | LUNA isymmetry] LUNA | Symmetry| LUNA
C18 C18 C18 C18 C18 C18
Tinidazol 1.06 1.16 11.21 13.9 1159989 191636
Lidokain 1.22 1.28 11.21 13.9 106274 131222




Tablo 4-17:

Filtre degisimi ile elde edilen sonuclar (Standart)
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Filtre Marka ve

Cozelti mL’si

Tinidazol Standart Alam

Lidokain Standart Alam

PVDF Nylon PTFE PVDF Nylon PTFE
1mL 2320935 | 2340248 | 2345486 | 1751554 | 1577507 | 1757476
2mL 2326994 | 2344255 | 2344110 | 1749717 | 1722391 | 1756540
3mL 2349980 | 2340029 | 2357235 | 1763841 | 1732769 | 1763525
4 mL 2348441 | 2343184 | 2358657 | 1762069 | 1735853 | 1761944
5SmL 2338474 | 2332771 | 2364992 | 1756288 | 1735853 | 1769141
6 mL 2338589 | 2347278 | 2350273 | 1755078 | 1732676 | 1759072
7mL 2335078 | 2358252 | 2338957 | 1752633 | 1746645 | 1753493
8 mL 2327435 | 2337044 | 2343457 | 1745637 | 1756360 | 1755599
9mL 2330092 | 2340304 | 2341207 | 1749404 | 1745969 | 1755081
10 mL 2333036 | 2337230 | 2339806 | 1750482 | 1747840 | 1753040
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Tablo 4-18: Filtre degisimi ile elde edilen sonuclar (Ovul Numunesi)

Filtre Marka ve Tinidazol Alani Lidokain Alani
CozelimL’st | oupe | Nylon | PTFE | PVDE | Nylon | PTFE
1mL 2177868 | 2178728 | 2184334 | 1678112 | 1545239 | 1671350
2 mL 2184991 | 2185074 | 2187116 | 1677341 | 1625014 | 1673296
3mL 2182609 | 2184506 | 2180913 | 1674811 | 1639680 | 1668955
4mL 2181442 | 2185683 | 2179574 | 1673206 | 1647684 | 1667760
5 mL 2183983 | 2186069 | 2188956 | 1675286 | 1649104 | 1675706
6 mL 2181126 | 2183337 | 2189884 | 1670113 | 1653904 | 1676154
7mL 2182226 | 2185964 | 2187454 | 1673386 | 1658283 | 1674213
8 mL 2185187 | 2181892 | 2204447 | 1673500 | 1655694 | 1687103
9mL 2197040 | 2193701 | 2193780 | 1682812 | 1654739 | 1677118
10 mL 2184673 | 2203329 | 2185637 | 1674819 | 1665358 | 1672577
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Tablo 4-19: + 4C *deki Tinidazol ve Lidokain ¢ozeltilerine ait ¢cozelti stabilitesi

sonuclari
Standart Cozeltisi Ovul Numunesine ait Cozelti
Uygulama
Tinidazol Lidokain Tinidazol Lidokain
0.Saat Baslangic
2312930 1762879 2372653 1841354
alanlari
+4CP° 48 saat alanlari 2312896 1761356 2357082 1827605

Tablo 4-20: Oda sicakhgindaki Tinidazol ve Lidokain

stabilitesi sonuclar

gozeltilerine ait gozelti

Standart Cozeltisi Ovil Numunesine ait Cozelti
Uygulama
Tinidazol Lidokain Tinidazol Lidokain
0.Saat Baslangic
2320170 1753014 2282169 1751889
alanlarn
+25 C° (Oda
sicakhigl) 48 saat 2344877 1764309 2289634 1758130
alanlarn
Sonug olarak numune ve standart ¢Ozeltileri +25 C° ve +4C%de 48 saat

boyunca stabil bulunmustur. Filtre etkisinde naylon filtre kullaniminda numune ve

standart ¢Ozeltilerinin siiziintii miktarlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir. Bu

nedenle siiziintli miktarlar1 arasinda anlamli bir fark olmayan PVDF ve PTFE

filtrelerinin kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Bu iki filtre arasindaki sec¢im filtrelerin

Ozelllikleri g6z Oniinde bulundurularak yapilmistir. PTFE filtre politetrafloroetilen
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yapida bir filtredir. Ozellikle polar sivilarin  ve gazlarin  siiziilmesinde
kullanilmaktadirlar. PVDF filteler ise poliviniliden difloriir yapida filtrelerdir. Filtre,
materyali ile 6rnek arasindaki etkilesimi minimum olan ve geri kazanimi maksimum
olan bir filtre oldugu i¢in ve ayrica apolar sivilardaki yaygm kullanimi nedeni ile

kulanimi ¢alisma i¢in uygun bulunmustur.
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5. TARTISMA

Vajinit, vajinal mukozanin iltihabi ve jinekologlara siklikla basvuru
sebeblerinden biridir. Mevcut ¢alismalar gosteriyor ki ergenlik dénemindeki kadinlarin
%90’unu vajinitten etkilenmektedir ayrica olgularin %30’ luk kisminda iki ya da daha
cok enfeksiyon gorulmektedir. En sik goriilen enfeksiyonlar; vajinal mantar
enfeksiyonu, bakteriyel vajinozis ve trikomonas vajinalisdir. Mantar enfeksiyonunun
etkeni ¢ogunlukla Candida albicans olarak bilinen maya mantarlaridir. Buradaki vajinit
cesidi yetiskin kadinlarin hayatlar siiresince takriben %75’inde minimum bir defa
olmaktayken, %40-50’sinde ise iki ya da daha ¢ok defa tekrarlanmaktadir. Bakteriyel
vajinoz ise dogurganlik donemindeki kadinlarda siklikla olan bakteriyel vajinal
enfeksiyon olup, normal vajinal flora degiserek, saglikli floradaki Lactobacillus yararl
bakterileri kaybolup diger bakteriler artar. Cinsel yol vasitasiyla bulasan parazit
Trichomonas vaginalis ise Trikomoniazis dir. Trichomonas paraziti 6zellikle
Gardnerella vaginalis gibi anaerob bakterilerle birlikte bulunurlar. Ozellikle vajinanin
pH’1nin asit ortamdan alkaliye doniismesi trikomonas parazit i¢in lireme ortami hazirlar.
Mevcut Gcli kombinasyon olan tiokonazol,tinidazol ve lidokain etkin maddelerindeki
farmasotik preparat, kandida vajinit, bakteriyel vajinozis ve trikomoniazis rahatsizliklari
tizerinde etki mekanizmasina sahiptir. Bu rahatsizliklardan bakteriyel vajinozis ve
trikomoniazis tip diinyasinda siklikla rastlanilan enfeksiyonlar olup, eger hastada diger
bir enfeksiyon tiirii olan kandida vajinit mevcut degilse antiprotozoal ve antianaerobik
etkiye sahip olan tinidazol ve impulslarin olusmasinda ve iletilmesinde gerekli olan
iyon akisin1 durduran lokal anestezik bir ajan olan Lidokain ikili kombinasyonu; tedavi
icin daha spesifik goriilmiigtir. Ovil farmasotik preparatindaki etkin maddelerin

yanyana analizleri icin spesifik bir (HPLC) yontemi gelistirilmistir.

Calismada en yiiksek absorbans dalga boylar1 sirasiyla Tinidazol i¢in 316 nm,
Lidokain icin 205 nm seklinde belirlenmistir.

Yapilan caligmalarda oncelikli olarak ayrilmanin en iyi oldugu, kuyruklanma
faktoriniin en uygun oldugu optimum kromatografik kosullar belirlenmistir. Yapilan
metot gelistirme calismalarinda simetri faktori Waters Symmetry ve Phenomenex
LUNA Cis kolonlar igin sistem uygunluk parametresi geregini karsiliyor olsa da

Phenomenex LUNA kolonunda degerler Waters Symmetry kolonuna gore daha yuksek
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bulundugu i¢in Cig , 4,6 mm ¢apinda, 250 mm uzunlugunda, 5 pm partikiil capli kolon
olan (Waters Symmetry) kolonu ile ¢alisma gergeklestirilmistir. 10mM potasyum fosfat
tamponu(pH: 3.0), asetonitril gradiyent elusyonu hareketli faz se¢ilmistir. 25C° kolon
sicakligi ve 25C° numune boélme(oto Ornekleyici) sicakligi, 1.0mL/dakika akis hizi
kullanilarak PDA dedektdrde 220nm dalgaboyunda elde edilmistir. Alikonma zamanlari
ise Tinidazol igin 8.2 ve Lidokain igin 6.5 dakika seklinde tespit edilmistir.

Yontem  validasyonunda  secicilik  parametresinde  etkin  maddelerin,
plasebo,¢coziicli ve metanol ile herhangi bir girisimde bulunmadigi ve etkin madde

piklerinin saf oldugu; spektrumlar ile de gosterilmistir.

Gelistirilen yontem ile yapilan ¢alismada dogrusal aralik, tinidazol igin 75-195
pg/mL ve lidokain igin 25-65 pg/mL seklinde bulunmustur Kesinlik parametresindeki
tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda bagil standart sapma tinidazol icin % 0,305 ve lidokain
icin % 0,244°dir. Dogruluk ¢aligmasinda geri kazanim degerleri tinidazol igin %98.74 -
%99.67 lidokain icin  %99.83-%100.33 olarak hesaplanmustir. Calismada
Sinyal/Giriiltii degerinden hesaplanarak elde edilen teshis ve tayin sinirlari sirasiyla
tinidazol i¢in 0.05625 pg/mL ve 0.225 pug/mL; lidokain icin 0.01875 pg/mL ve 0.075
pg/mL olarak hesaplanmaistir.

Saglamlik parametresinde yapilan hareketli faz tampon pH’1, kolon sicakligi,
akis hizi, hareketli faz tampon konsantrasyonu, farkli markada kolon kullanimi
degisimleri sistem uygunluk parametrelerinde anlamli bir degisiklik olusturmamustir.
Standart ve numune ¢ozeltilerinde filtre ektisi ¢caligmasi yapilmis, siliziintii miktarinin
kayda deger bir degisim gostermedigi PVDF filtre, metod i¢in uygun bulunmustur.
COzelti stabilitesi igin yapilan ¢alismalarda standart ve numune ¢ozeltilerinin 48 saat

stiresince +25C°’de ve +4C°’de stabil kaldig1 gosterilmistir.

Literatiir arastirmalarinda Tinidazol ve lidokainin farmasotik preparatlarda

yanyana analizlerine ait bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Her iki etken madde igin yapilan ¢aligmalarda ortak olarak HPLC[14,31],
HPLC/MS/MS[13,30] yontemlerinin kullanildigi, bunlarin disinda da kullanilan bir ¢ok
yontemin oldugu belirlenmistir. HPLC/MS/MS yontemi ile metot gelistirme
caligmalarinin  yapilmamasmin nedeni, her laboratuvarda kiitle spektrofotometre
cthazinin  maliyetli  bir ekipman olmast sebebi ile  bulunmamasidir.

HPLCyontemi[14,15,16,17,20,30] ile yapilan c¢alismalar incelendiginde, kolay
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ulagilabilirligi ve kullanilan kimyasallar ile malzemelerin daha ekonomik olmasi gibi
avantajlart géz oniinde bulundurularak HPLC yontemi ile metot gelistirilip valide
edilmistir. Tinidazol ve lidokainin farmasotik preparatlardaki(ovil) analizi igin
gelistirilerek valide edilen yontem ile spesifik, dogru, duyarli, stabil ve orijinal bir

metot elde edilmistir.
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