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OZET

TAMSULOSIN, SILODOSIN VE SOLIFENAZIN SUKSINATIN TEKLIi VE
KOMBINE KULLANIMINDA FARKLI ORTAMLARDA (BOS INSAN
PLAZMASI, HASTA PLAZMASI, RAT PLAZMASI VE FARMASOTIK
PREPARATLARDA) MiKTAR TAYIN YONTEMLERININ GELISTIRILIiP,
VALIDE EDILMESIi VE METABOLOM ANALIZLERININ YAPILMASI

Amag: Bu calismada, tamsulosin, silodosin ve solifenasin siiksinatin tekli ve
eszamanli olarak farkli ortamlarda miktar tayini i¢in yeni analitik yontemlerin
gelistirilmesi Ve ayrica tamsulosin, silodosin ve solifenasin siiksinatin oral yoldan kronik
olarak uygulandig1 ratlarin metabolom profillerinin ¢ikarilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot: %1.0 TFA ¢ozeltisi ile hazirlanan her ii¢ etken madde
cozeltileri UV-Goriiniir Bolge, 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemleriyle
spektrumlart alindi ve absorbanslari okundu. HPLC yonteminde ise hareketli fazla
hazirlanan numuneler 10.0 mM amonyum format tamponu (pH: 4): asetonitril:
metanolden (55:32.5:12.5 h/h/h) olusan hareketli faz, Cis kolon, 30 © C, 1 mL/dk akis hiz1
ve 210 nm dalga boyu kullanilarak analiz edildi. Gelistirilen dort yontemin gegerlilik
testleri yapildi ve yontemler ticari farmasotik preparatlara uygulandi. Ayrica i maddenin
plazmadan ekstraksiyonu icin yeni bir prosediir gelistirildi. Metabolomiks ¢alismasinda,
alman rat plazma Orneklerinden elde edilen ekstraktlar hareketli faz igerisinde
coziildiikten sonra LC/QTOF-MS cihazi ile pozitif iyon modunda analiz edildi. Analiz
sonuglar1 ¢oklu degiskenli veri analiz yontemleri kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Gelistirdigimiz yontemler ii¢ etken maddenin ger¢ek numunelere
uygulandiginda %93.2-103.2 arasinda geri kazanim elde edildi. Yontemlerin giinigi ve
giinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri %8’den diisiik bulundu. Plazma katim yapilan
etken maddelerin 6nerilen ekstraksiyon prosediiriiyle geri kazanimi silodosin, tamsulosin
ve solifenasin i¢in sirasi ile %92.9-99.4, 93.9-100.4 ve 93.1-98.1°dir. LC/QTOF-MS ile
analiz edilen ii¢ ilacin uygulandig1 gruplarin sonuglar1 kontrol gruplari karsilastirildi ve
istatistiksel olarak silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat gruplar igin sirasiyla
anlaml 41, 35 ve 43 tane metabolit tespit edilip tanimlandi ve metabolitlerin iliskili
oldugu yolaklar analiz edildiginde gliserofosfolipid, arasidonik asit, sfingolipid,
glutamat, retinol, tiamin metabolizmasi ve aminoagil-tRNA biyosenteziyle anlamli
derecede iligkili oldugu goriildii.

Sonuc: Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan yontemlerle ii¢ etken maddenin
piyasada mevcut farmasotik preparatlarda ve katim yapilan plazmada miktar tayinleri
yapildi. Calisma sonucunda, analitik yOntemlerin kalite kontrol calismalarinda ve
onerilen ekstraksiyon prosediiriiniin ise klinik ¢alismalarinda basariyla uygulanabilecegi
sonucuna varildi. Metabolomiks ¢alismasinda her madde i¢in tanimlanan metabolitlerin
ve rat metabolizmasinda gliserofosfolipid, aragidonik asit, sfingolipid, glutamat, retinol,
tiamin metabolizmas1 ve aminoagil-tRNA biyosentezinde meydana gelen degisiklikler
ileri donemde yapilacak arastirmalara yol gosterecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Metabolomiks, silodosin, solifenasin siiksinat, tamsulosin,
LC/QTOF-MS, validasyon.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF QUANTITATIVE ANALYSIS
METHODS FOR SINGLE AND COMBINED FORM OF TAMSULOSIN,
SILODOSIN AND SOLIFENACIN SUCCINATE IN DIFFERENT MATRICES
(BLANK HUMAN PLASMA, PATIENT PLASMA, RAT PLASMA AND
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS) AND PERFORMING THEIR
METABOLOME ANALYSIS

Aim: In this study, it is aimed to develop new analytical methods for single and
simultaneous quantification of tamsulosin, silodosin and solifenacin succinate. In
addition, it was aimed to obtain the metabolome profiles of rats which were administered
orally by tamsulosin, silodosin and solifenacin succinate.

Materials and Methods: In the UV-Visible Spectrophotometry method, the
absorbances of the samples prepared with %1 TFA solution were measured by UV-
Visible, 1D- and 2D-derivative spectrophotometric methods. In HPLC study; Samples
prepared with phase were analyzed by using mobile phase containing 10 mM ammonium
formate buffer (pH: 4): acetonitrile: methanol (55: 32.5: 12.5 v/ v), C18 column at 30 °
C, 1 mL / min flow rate and 210 nm wavelength. Validation tests of the four developed
methods were performed and the methods were applied to commercial pharmaceutical
preparations. Furthermore, a new procedure for plasma extraction of three active
substances was developed. In the metabolomix study, extracts obtained from rat plasma
samples were dissolved in mobile phase and analyzed in positive ion mode by LC/QTOF-
MS. The results of the analysis were evaluated using multivariate data analysis methods.

Results: When the methods we developed were applied to real samples of the
three active substances, recovery of %93.2-103.2 was achieved. Intra-day and inter-day
accuracy and precision of the methods were found to be less than %8 for each method.
The recovery of the active substances from plasma is %92.9-99.4, 93.9-100.4 and 93.1-
98.1 for silodosin, tamsulosin and solifenacin, respectively. The results obtained by
LC/QTOF-MS of the drug groups were compared with results of the control groups, and
statistically significant 41, 35 and 43 metabolites were identified for the silodosin,
tamsulosin and solifenacin succinate groups, respectively. The pathways to which
metabolites are related were found to be significantly associated with
glycerophospholipid, arachidonic acid, sphingolipid, glutamate, retinol, thiamine
metabolism and aminoacyl-tRNA biosynthesis.

Conclusion: Using the methods developed and validation tests, quantification of
three active substances in the pharmaceutical preparations and the plasma which were
spiked was performed. As a result of the study, it was concluded that analytical methods
can be used in quality control studies and the proposed extraction procedure can be
applied successfully in clinical studies. We believe that metabolites defined for each
substance in metabolomics and changes in glycerophospholipid, arachidonic acid,
sphingolipid, glutamate, retinol, thiamine metabolism and aminoacyl-tRNA biosynthesis
in rat metabolism will lead to further researches.

Keywords: Metabolomics, silodosin, solifenacin siiccinate, tamsulosin,
LC/QTOF-MS, validation.
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1. GIRIS

Bosaltim sisteminin insan viicudunda pH, su ve elektrolit dengesinin korunmasi,
hiicrelerde gergeklesen metabolik olaylar sonucu olusan atiklarin uzaklastirilmasi, kan
basincinin diizenlenmesi gibi gorevleri alt iiriner sisteminin miksiyon (iseme) isleviyle
yerine getirilir. Yasam kalitesini olumsuz etkileyen, idrarin depolama, bosaltma ve
miksiyon sonrasi asamalarinda goriilen fonksiyonel bozukluklar, alt iiriner sistem
semptomlar1 (AUSS) bashig1 altinda bir araya getirilmistir. Ilerleyen yaslarda siddeti ve
siklig1 artis gosteren bu semptomlar bir¢ok faktdre bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Prostat ile ilgili hastaliklar, yas ile degisiklik gosteren alt liriner sistem fizyolojisi, farkli
hastaliklar ve kullanilan ilaglar, AUSS’nin ortaya cikmasmna neden olan baslica
faktorlerdir.

Mesanede idrarin depolanmasi esnasinda gelisen idrarin sikistirmasi, idrar
kacgirma ve sik idrara ¢ikma istegi gibi semptomlar asir1 aktif mesane (AAM) sendromu
olarak ifade edilir. Bu semptomlar mesane kasi, periferik duyusal ve motor néronlarinin
fonksiyonel bozuklugu sonucu mesanenin ani ve kontrolsiiz kasilmalari sebebiyle
goriiliir. Bu kasilmalar ve semptomlar, antimuskarinik ilaglarin tedaviye eklenmesiyle
ortadan kaldirilabilir.

AUSS’ye sebep olan prostat hastaliklarina ait faktdrlerden en 6nemlisi, prostat
dokusunun epitel ve stromal hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesi ve ¢gogalmasi ile gelisen,
benign prostat hiperplazisi (BPH) hastaligidir. Yasin ilerlemesi ve androjenlerin artmasi
ile bliylime gosteren prostat idrar1 baglatirken yasanilan zorluklardan nadiren 6liime kadar
farkli derecelerde yasami olumsuz etkilemektedir. Prostatin biiyiikliigiine ve BPH 1n
derecesine bagli olarak farkli tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Bitkisel ilaglar, 5-
alfa-rediiktaz inhibitorleri, fosfodiesteraz-5 inhibitorleri, antimuskarinik ajanlar, alfa-

blokerler ve kombine ilaglar BPH tedavisinde kullanilmaktadir.



Son donemlerde organizmalara, hastaliklara ve ilaglara ait metabolizmalarin
daha iyi aydinlatilmasi, hiicre icinde gelisen yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin
belirlenmesi, hastaliklarin erken teshisi, daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi,
yeni terapdtik etkilerin ortaya c¢ikarilmasi ve toksik etkilerin en aza indirilmesi amaci ile
—omiks teknolojileri kullanilmaya baslanmistir. Omiks teknolojileri organizmaya ait
molekiillerin metabolizmadaki goérevlerini, molekiillerin birbiri ile iliskilerini ve bu
molekiillerin organizmay1 olusturan hiicrelere etkilerini incelemeyi amaclayan yontemsel
yaklagimlardir. Bu yaklasimlardan biri olan “farmakometabolomiks™; farmasotik
bilesiklerin farkli organizmalardaki metabolizmasini aydinlatmak ve degerlendirmek, bir
ilacin farmakokinetik profilini ¢ikararak ila¢ yanitlarindaki bireysel farkliliklar
belirlemek, tedavi etkinligini izleyebilmek i¢in kan, idrar ve doku gibi biyolojik
ortamlarda bulunan metabolitleri inceler.

Bu calismada, alfa bloker ilaglardan silodosin ve tamsulosin ile antimuskarinik
ajan olan solfenasin siiksinat etken maddelerinin farkli ortamlarda (farmasétik preparat
ve plazma) miktar analizi i¢in farkli analitik yontemler gelistirip yontem gegerlilik
(validasyon) testlerinin yapilmasi amaglandi.

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin standart ¢ozeltiler ve farmasotik
prepartlarda miktar analizi icin UV-Goériiniir Bélge, Birinci-Tiirev ve Ikinci- Tiirev
Spektroskopi yontemleri gelistirildi ve yontem gegerlilik testleri yapildi. Spektroskopi
calismalarda her ii¢ etken madde %1.0 TFA igeren su ortaminda yarim saat su
banyosunda bekletildikten sonra UV-Gériiniir Bélge, Birinci-Tiirev ve ikinci-Tiirev
spektrumlar1 alinarak analizleri gergeklestirildi. Literatiir taramasinda spektroskopi
yontemlerle her {i¢ etken maddenin farmasotik preparatlarda ve standart ¢ozeltilerde

miktar analizleriyle ilgili ¢alismalara ulasilmigtir. Calismamizda uyguladigimiz yontem



literatiirdeki ¢aligmalardan %1.0 TFA’da su banyosunda bekletilme yoniiyle farklilik
gostermektedir.

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin standart c¢ozeltiler, farmasotik
preparatlar ve insan plazmasinda tek tek ve ikili (silodosin-solifenasin siiksinat ve
tamsulosin-solifenasin siiksinat es zamanli) olarak miktar analizleri i¢in HPLC yontemi
gelistirildi ve yontem gecerlilik testleri (validasyon) yapildi. Literatirde HPLC
yontemiyle silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddelerinin standart
coOzeltilerde ve farmasotk preparatlarda miktar analizi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur.
Ancak, literatiir taramasinda HPLC yontemiyle insan plazmasinda silodosin, tamsulosin
ve solifenasin siiksinatin miktar analizi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya ulasilamadi.
Literatiirde solifenasin siiksinatin tamsulosin ile eszamanli miktar analizi i¢in iki adet
HPLC ¢alismasi mevcuttken solifenasin siiksinatin silodosin ile eszamanli miktar analizi
icin herhangi bir galismaya ulasilamadi. Solifenasin siiksinat-tamsulosin es zamanli
miktar analizi i¢in mevcut olan iki calismada analiz stireleri (yaklagik 30 dakika) oldukca
uzundur.

Ayrica bu calismada silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat verilmis
ratlarda metabolik profillerinin belirlenmesi de amaglandi. Literatiirde, alternatif tedavide
ve ¢in geleneksel tibbinda kullanilan bitkilerin metabolik profillerini belirleyen bir¢ok
calisma mevcutken, ilaglarin farkli ortamlarda metabolom profillerinin rapor edildigi ¢ok
az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinatin oral olarak 5 giin ratlara uygulandiktan sonra, rat plazmalarinda anlamli
degisiklik gosteren metabolitler tanimlandi. Tanimlanan metabolitler ilaglarin rat
metabolizmasinda yiiksek etki gosterdigi metabolik yolaklarin belirlenmesi igin
kullanildi. Yapilan bu c¢aligmalar sonucunda silodosin, tamsulosin ve solifenasin

siiksinatin rat metabolizmasinda meydana getirebilecegi olas1 yeni terap6tik ve yan etkiler



literatiire sunuldu. Bu ¢alismanin farmasotik bilesiklerin insan metabolizmasi ile iligkisini

aydinlatmak icin yeni ¢calismalara yon verecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alt Uriner Sistem Semptomlar:

Alt iiriner sistem semptomlar1 (AUSS), erkeklerin ilerleyen yaslarinda en sik
karsilastig1 saglik sorunudur. AUSS; nokturnal poliiiri, mesane tiimérleri gibi mesane
hastaliklarina, {iretra hastaliklarina, distal {ireter taglari gibi iireter alt u¢ hastaliklarina,
AAM, BPH gibi prostat hastaliklarina, sinir sistemi hastaliklarina ve yaglanmaya bagl
meydana gelebilir. Bu semptomlara sahip erkek hastalarin durumlarimi daha iyi
degerlendirebilmek amactyla, prostatizm, semptomatik veya klinik BPH gibi terimler
AUSS baslig1 altinda toplanmistir.

AUSS depolama, miksiyon ve miksiyon sonrasi olmak iizere ii¢ alt gruba sahip
miksiyon semptomlar1 gostermektedir.! 50 yas {istii hastalar {izerinde yapilan
caligmalar, erkeklerin yaklasik %30'unun orta ila siddetli miksiyon belirtileri yasadigini
gostermistir. AUSS goriilme siklig1, 20 yasindan itibaren her on yilda bir %7 oraninda
arttig1 belirtilmektedir.? Goriildiigii iizere yasli erkeklerin yasam kalitelerini ciddi sekilde
etkileyen AUSS; BPH sonucu meydana gelen biiyiimiis bir prostatin sebep oldugu
mesane ¢ikim tikanikligit (MCT), AAM veya yasa bagli olarak goriilen detrusiitor islev

bozukluklar1 gibi birgok sebepten dolay1 ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 2.1).2

Sekil 2.1. AUSS patogenezinde rol oynayabilen faktorler®



Uluslararast Kontinans Dernegi’ne gore AUSS; idrar depolanmasi ile ilgili
semptomlar, idrar bosalmasi ile ilgili semptomlar ve miksiyon sonrasi goriilen
semptomlar olmak iizere ii¢ farkli grupta siniflandirildigi rapor edilmistir.

Depolama siirecine ait semptomlar; mesanede idrarin depolanmasi esnasinda
goriilen, tiim gilin boyunca hastanin idrar yapma sikligini etkileyen semptomlardir. Artmis
giindiiz miksiyon sikligi, nokturi (gece miksiyon sikligi), sikisma (urgency) ve idrar
kagirma semptomlar1 depolama belirtileridir.!®

Bosaltim siirecine ait semptomlar; idrarin atimi sirasinda goriilen belirtilerdir.
Zayif idrar akimi, catalli/daginik idrar akimi, kesintili idrar akimi, gecikmeli idrar
baslatma, zorlanarak idrar bosaltma ve terminal damlama bosaltma siirecine ait
semptomlardir.®

Miksiyon sonrasi goriilen semptomlar, miksiyonun bitiminden sonra karsilagilan
semptomlardir. Idrar bosaltiminin tam olmamasi hissi, miksiyon sonras1 damlama idrar
bosaltmadan sonra gdzlenen belirtilerdir.l’ ® En sik gdzlenen semptomlar nokturi (gece
miksiyonu) (%66.1), sik idrara ¢gikma (%44.1) ve idrar akiminda azalma (%40.1) iken, en

seyrek gdzlemlenen sikayet ise gecikmeli idrar baslatma (%17.5) olarak rapor edilmistir.”

2.2. Asin1 Aktif Mesane

AUSS’ye yol agan faktdrlerden biri de asir1 aktif mesane sendromu (AAM)’dur.
AAM ani ve siddetli idrar yapma istegi ve buna bagl olarak altina kagirma, sik idrar
yapma (giinde iki-sekiz defa), gece uykudan uyandiran idrar yapma istegi (gece bir
defadan fazla) gibi semptomlarin birlikte gdzlendigi sendromdur.! AAM hastalarin
giinliik aktivitelerinde, is hayatlarinda, uyku diizenlerinde ve cinsel hayatlarinda bir¢ok
diizensizliklere yol acarak hastay1 psikolojik, fiziksel ve ekonomik olarak olumsuz

etkiler.



AAM patofizyolojisi tam olarak belirlenememesine ragmen, AAM olusmasinda;
genellikle mesane doldurma sirasindaki istemsiz detrusor kasilmalari ile karakterize bir
durum olan detrusor asir1 aktivitesi sonucu, detrusorun gorevini tam yapamamasi,
periferik duyusal ve periferik motor sinirlerinde meydana gelen degisiklikler gibi
faktorlerin rol aldigi tahmin edilmektedir.® ® Mesane kasinda meydana gelen islevsel
degisiklikler; kolinerjik reseptorlerin duyarliliginda, mesanenin kasilma sayisinda ve
detrusorun hiicreler arasi iletisimini etkileyen bir¢cok proteinin miktarinda artisa sebep
olur.**1* Bu degisiklikler mesanede asetilkoline kars1 hassasiyeti artirir ve mesanenin
siirekli kasilmas1 sonucu AAM gelismektedir.'®

Bu calismalar sonucunda AAM sendromunun prostat biiytimesi ile birlikte
goriildiigli, BPH’1in depolama semptomlarmin AAM ile birebir Ortiistigli ortaya
cikmaktadir. Hastalarda BPH tek basina goriilebildigi gibi, BPH kaynakli MCT ve
AAM’nin hastalarda aymi anda teshis edildigi goriilmiistiir.!® Bu sebeple; BPH ve AAM
tanis1 almis hastalarda, alfa blokerler antimuskarinik ajanlar ile birlikte tedavide tercih
edilir, Boylece al-adrenoreseptorleri ve muskarinik reseptorlerin ayni anda inhibe

edilmesiyle klinikte daha iyi sonuglar alinmasini saglanugtir.t’

2.3. Benign Prostat Hiperplazisi

Benign prostat hiperplazisi (BPH), prostatik gecis bolgesinde bulunan epitel ve
diiz kas hiicrelerinin anormal ¢ogalmasina bagli olarak, non malign prostat biiylimesiyle
karakterize, erkeklerde en sik goriilen bir histolojik tanidir.?%-2!

BPH, AUSS’ye yol agarak, yaslh erkeklerin giinliik aktivite ve uyku diizenlerinde
meydana getirdikleri bozulmaya bagli olarak, yasam kalitesini diisiiren bir hastaliktir.
AUSS ile iliskilendirilen, histopatolojik bir olusum olan BPH, yasl erkeklerde gozlenen

AUSS’na tek basina sebep olmaz, ama semptomlarin goriilmesine dnemli derecede

katkida bulunur.? Kesin sebebi tam olarak aydinlatilamayan BPH; basta en biiyiik iki risk



faktorii yashilik ve androjenlerdir.?42®  Prostat bezinin yapisimi olusturan transizyonel
zonunda, epitelyal glandiiler yapilarda, bag dokusunda ve diiz kasta bulunan hiicreler
cesitli faktdrlerden dolayr 60 yas iizeri erkeklerde sayica hizli artis gosterirler.?” Bu
duruma es zamanli olarak stromal diiz kas hiicrelerinin sayisinin artmasina bagl olarak,
prostat hacminde artig meydana gelir. Normal prostat bezinde 1:2 olan stroma:glandiiler
doku orani, BPHde 5:1 oranina yiikselir.?® Sonug olarak BPH’ne; prostatik biiyiime (statik
komponent), prostatik diiz kas hipertrofisi (dinamik komponent) ve yaslanmaya paralel
gelisen detriisor fonksiyonundaki bozulmanin yol actig1 kabul edilmektedir.?

Idrar yolunu cevreleyen prostatin hacmi arttikca, idrar yolu daralmakta ve
mesaneden idrarin ¢ikist zor olmaktadir. Meydana gelen tikaniklik hissi ile idrar
bosaltmasi rahat bir sekilde gergeklesmemektedir. Bunun sonucu olarak da, basta gece
sik idrara ¢ikma istegi, yanma gibi semptomlar olmak {izere, mesaneyi tam bosaltamama
hissi ve idrar yapma ihtiyacinda erteleyememe gibi farkl belirtilerde gozlenecektir. Zayif
idrar akimui, idrar1 baglatmada zorlanma, miksiyon sonrasi damlama ve kesik kesik idrar
yapma gibi durumlar BPH’den kaynaklanmaktadir.?°

Prostat disinda kalan farkli faktorler yukarida belirtilen idrar semptomlarina yol
acabilecegi icin, hastalarin tibbi dykiileri ayrintili olarak alinmalidir. Hastalara ait tibbi
oykiiler Avrupa Uroloji Dernegi tarafindan belirlenen Uluslararas1 Prostat Semptom
Skoru (IPSS) sistemi ile derecelendirilerek BPH tanis1 i¢in kullanilmaktadir.*

Farkl1 dil ve kiiltiirlere gore standardize edilerek, yedi tane sorudan olugan IPSS,
0’dan 35’¢ kadar derecelendirme sisteminden olusur. IPSS 0-7 arasinda hafif, 8-19
arasinda orta, 20-35 arasinda ise siddetli derecede semptomatik kabul edilmektedir. IPSS,
BPH’li hastalarda tedavinin etkinligini ve hastaligin seyrini takip etmek amaciyla

gelistirilmistir.3



Avrupa Uroloji Birligi (EAU)’ya gére Uluslar aras1 Prostat Semptom Skoru 7°den
yiiksek olan, 15 mL/sn’nin altinda maksimal akim hiza (MAH), rezidiiel miktar1 fazla ve
20 mL’nin iizerinde prostat voliimiine sahip, alt iiriner sistem semptomlar1 gbzlenen

kisilere BPH tanis1 konmaktadir.??

2.3.1. BPH Tedauvisi

BPH’l1 hastalarin tedavisine baslamadan 6nce, hastaliga, hastaya ve hekime ait
bazi faktorler géz oniine alinarak tedavi sekline karar vermek gerekmektedir.

Hastaliga ait semptom diizeyi, akut {iriner retansiyon ve cerrahi riski, BPH ile ilgili
komplikasyonlarin varligi, hastanin hemen tedavi olmak, cinsel fonksiyonlarinin

bozulmamasi ve maliyetinin diisiik olmasin1 istemesi, hekimin tecriibesi ve sahip oldugu

teknolojik imkan gibi faktorler tedavi sekline yon vermektedir (Sekil 2.2).%?

*  BPH’mn Degerlendirilmesi ve Medikal Tedavisi
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Sekil 2.2. BPH tedavi algoritmasi



2.3.2. Medikal Tedavi
Orta siddette belirtileri olan hastalarda en ¢ok tercih edilen tedavi yontemidir. Bu
amagla birkac grup ilag¢ kullanilmaktadir. Ilaglarin etkinligi siirekli kullanimina bagh
olarak artmaktadir. Bu ilag¢ gruplari;
e Bitkisel ilaglar (Cucurbita pepo, Hypoxis rooperi, Pygeum africanum, Secale
cereale, Saw Palmetto ve Urtica dioica)
e 5 Alfa-rediiktaz inhibitorleri (SARI) (Finasterid, Dutaserid)
e Fosfodiesteraz 5 inhibitorleri (PDES) (Sildenafil, Tadanafil, VVardenafil)
e Muskarinik reseptor antagonistleri (MRA) (Oksibutinin, Tolterodin, Darifenasin,
Solifenasin, Trospiyum ve Propiverin)
e Alfa-blokerler
o Selektif olmayan alfa-blokerler (Fenoksibenzamin)
o Selektif alfa 1-blokerler (Prazosin, IR Alfuzosin, _ndoramin)
o Uzun etkili alfa 1-blokerler (Terazosin, Doksazosin, Alfuzosin SR)
o Alttip selektif alfa 1-bloker (Tamsulosin, Silodosin)
e Kombine ilag tedavisi (alfa bloker + SARI, alfa bloker + antimuskarinik, alfa

bloker + PDES, alfa bloker + 5-ARI + antimuskarinik)

2.3.2.1. Muskarinik reseptor antagonistleri (MRA)

M1, M2,Ms3, M4 ve Ms olarak 5 tip bulunan muskarinik reseptorlerden insan
mesane diiz kasinda en cok M2 (%70-80) ve M3 (%20-30) bulunmaktadir.®*** Muskarinik
reseptorlerin inhibe edilmesi ile mesane dolum asamasinda olusan kas aktivitesi
durdurulmakta, bdylece detrusdrun kasilma siklifi ve asir1  kontraksiyonlari
onlenmektedir. Bu 0Ozellikleriyle asir1 aktif mesane tedavisinde etkin rol oynayan
muskarinik reseptor antagonistlerinden darifenasin, oksibutinin, solifenasin, tolterodin,

propiverin ve trospium ABD’de ve birgok iilkede onay almistir.®® Propantelin, flavoksat,
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methanthelin, emepronium, dicyclomin, terodilin ve atropin/hiyosiyamin gibi ilk
antimuskarinik ajanlar sistemik yan etkilerinin olmasi, etkisi i¢in yiiksek ilag dozu
gerektirmesi, yar1 omriiniin kisa olmasi vb. gibi dezavantajlar sebebiyle pek tercih
edilmemektedir.® Avrupa Uroloji Dernegi tarafindan orta ve siddetli AUSS olan

hastalarda muskarinik reseptdr antagonistlerinin kullanilabilecegi belirtilmistir.3’

2.3.2.2. Alfa-blokerler

BPH ve AUSS tedavisinin tek basina veya kombine kullanimu ile temel tas1 olan
alfa blokerlerin yaygmligi ve Onemi giin gegtikce artmaktadir. Gegmiste yapilan
calismalarda; a1-adrenerjik reseptorler araciligiyla kasilan prostatik diiz kaslarin MCT’ye
yol agt11 ve bunun sonucunda BPH’a bagli AUSS gelistigi ortaya konulmustur.®® MCT
ve miksiyon semptomlarmin, prostat ve mesane bolgesindeki a-1-adrenerjik reseptor
yogunluguyla iliskisi, dolayisiyla bu reseptorlerin blokajinin prostatik diiz kasinin yani
stra lirotelyum, mesane diiz kaslari, kan damarlar1 ve afferent sinirlerin gevsemesine yol
acarak MCT’nin azalmasinda rol aldig1 kanitlanmgtr.

Gegmiste yapilan ¢alismalarda, a reseptorlerinin a-1a, 1b, 1d, 2a, 2b, 2¢ olmak
lizere 6 adet alt tipinin oldugu belirtilmistir.*® Yeni nesil alfa bloker olarak bilinen, a-1b
alt tipi reseptorlerine kiyasla a-1a alt tipine affinitesi daha yiiksek olan tamsulosin (40
kat) ve silodosin (583 kat) siiperselektif ajanlar olarak tanimlanmaktadir.* 42 Alfa
blokerleri BPH ve AUSS’ye karsi uygun dozlarda benzer etkinlikler gosterirken,
yarilanma Omiirleri ve segiciliklerinden kaynakli olarak farkli yan etki ve tolerabilite
profilleri ¢izmektedirler.** Son zamanlarda ideal alfa bloker profiline yakin olan
tamsulosin ve silodosin BPH ve AUSS tedavisinde daha ¢ok tercih edilmektedir.
Giliniimiizde yapilan ¢alismalar; ideal bir alfa blokerden beklenen alt tip segici olmast,
BPH semptomlarina ve akut idrar retansiyonuna karsi etkinliginin hizli ve yiiksek olmasi,

cerrahi tedaviye duyulan ihtiyaci ortadan kaldirmasi ve bu &zelliklerinin yaninda
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minimum diizeyde yan etki gostermesi gibi kriterlere sahip yeni ilaglarin kesfini

amaclamaktadir.*

2.3.2.3. Kombine Tla¢ Tedavisi

Ilag tedavisi uygulanan bazi hastalarda birden fazla ilag kombinasyonlarma da
ihtiyag duyulabilir. Giiniimiizde AUSS/BPH tedavisi i¢in cerrahi miidahale yerine
farmakolojik tedavinin tercih edilmetedir. Tedavi de tek ilacin yeterli olmadigi
durumlarda daha etkin bir sonug elde etmek amaciyla monoterapi tedavinin yerine artik
kombine tedavi tercih  edilmektedir.  Alfa  bloker+5ARI ilaglar, alfa
bloker+antimuskarinik ilaglar, alfa bloker+fosfodiesteraz 5 enzim inhibitorleri, alfa
bloker+5-ARI ilaglar+antimuskarinik ilag kombinasyonlar1 AUSS/BPH tedavisinde
kullanilmaktadir.*®> %6 Yapilan calismalar 15181nda kombinasyon tedavisinin etkinligi ve
giivenilirligi hakkindaki verilerin son zamanlardaki artis1 goz 6niine alindiginda farkl
endikasyonlar icin farkli kombinasyonlar 6nerilmektedir. Ornegin, orta ve siddetli AUSS
olan hastalarda depolama semptomlarinin giderilmesi isteniyorsa ve her iki ilacin
monoterapi tedavisi yetersiz kaliyorsa a-bloker/antimuskarinik kombinasyon terapisi
tercih edilmektedir veya orta ve siddetli AUSS olan, biiyiik 6l¢iide genislemis prostata
sahip olan erkeklerde alfa blokeri/5-alfa rediiktaz inhibitérii kombinasyonu
uygulanmaktadir.*’

Son yillarda alfa-blokerleri ve antimuskarinik ajanlarin kombinasyon tedavisi
hakkinda bir dizi ¢alisma bildirilmistir.*">* Goriildiigii {izere giiniimiizde alfa bloker-
antimuskarinik kombinasyon terapisi etkin bir tedavi i¢in daha ¢ok tercih edilmeye
baslandigi, tedavilerde daha olumlu sonug¢ alindigi, bu nedenle 6. Uluslararasi Prostat
Kanseri ve Prostat Hastaliginda Yeni Gelismeler Danismanligi tarafindan tavsiye edildigi

goriilmektedir.>> Ancak yapilan klinik calismalarda; AUSS/BPH semptomlarindaki
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iyilesmelere ragmen, tedavi siirekliligi (yani tedavinin kesilmesine kadar gegen siire) ve

tedaviye baglhlik AUSS/BPH'li erkeklerde diisiik olarak bildirilmistir.>3

2.4, Tlaclar
2.4.1. Silodosin

2.4.1.1. Silodosinin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Kaba formiilii C2sHs2F3N3Oa, agik kimyasal formiili “1-(3-Hidrosipropil)-5-
[(2R)-2-({2-[2-(2.2.2trifloroetoksi)fenoksi]etilamino)propil]-2.3-dihidro-1H-indole-7-
carboxamide” seklindedir. Molekiil agirligi 495.534 g/mol olan ve beyaz toz fiziksel
yapiya sahip silodosin, suda ¢ok az ¢oziiniir, asetik asit, metanol, asetonitril, etanol ve

N,N-dimetilformadid’de ¢dziiniir. Erime noktas1 105-109 °C arasindadir (Sekil 2.3).%*

OH
0 NHz////

N
CL
H
F
O/TF

Sekil 2.3. Silodosinin molekiil yapisi

2.4.1.2. Silodosinin Farmakodinamik Ozellikleri

Silodosin, prostat, mesane, mesane boynu ve prostatik iiretrada yliksek oranda
bulunan a-1a reseptorlerine karsi yiiksek segicilik gostermektedir. Bu reseptorlerin bloke
edilmesi sonucu bu dokularda bulunan diiz kaslar gevser, mesane ¢ikis direnci azaltilir.
Boylece BPH ne bagli AUSS ortadan kaldirilir. Ayrica silodosinin o-1b’ye daha az

secicilik gdstermesi ilacin yan etkisini azaltmaktadir.*?

13



2.4.1.3. Silodosinin Farmakokinetik Ozellikleri

Oral uygulanan silodosin iyi emilir ve yarilanma omrii 7-17 saat arasindadir.
Terapotik dozu (8 mg/giin) uygulanan silodosinin biyoyararlanimi %32 iken, yemekle
alindiginda Cmax’1 61.6 £+ 27.54 ng/mL, Tmax’1 2.6 + 0.90 saat, AUC (0s-24s) = 373 ng
saat/mL olarak bulunmustur. Plazma proteinlerine yaklasik %97 oraninda baglanan
silodosinin, plazmada bulunan ana metaboliti glukuronid konjugatidir. Silodosin, %54.9

oraninda feges, %33.5 oraninda idrar yoluyla viicuttan atilir.>

2.4.1.4. Silodosinin Uygulanisi
BPH tedavisi i¢in doktor tavsiyesine gore, yemekten sonra giinde 1 doz 4 veya 8
mg’lik kapsiiller bol su ile kullanilir. Sadece erkek hastalar i¢in Onerilen silodosin, her

giin ayn1 saatte kullamlmalidir.>®

2.4.2. Tamsulosin

2.4.2.1. Tamsulosin’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Acik kimyasal formiilii; 5-[(2R)-2-[[2-(2-Etoksifenoksi)etiljJamino]propil]-2-
metoksibenzensulfonamid hidroklorit, molekiil agirhigr 444.971 g/mol, bir siilfonamid
Tiirevi olan tamsulosin beyaz topaksi yapiya sahip bir tozdur. Erime noktas1 226-228
°C’dir. Tamsulosin suda az ¢oziiniirken, metanol, asetonitril, etanol ve dimetilsiilfoksitde

¢Oziiniir (Sekil 2.4).

o}
“CH,
(6] //O HCI
\/\N /S\
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Sekil 2.4. Tamsulosin'in molekiil yapisi
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2.4.2.2. Tamsulosin’in Farmakodinamik Ozellikleri

Tamsulosin, insan prostatinda bulunan a-1 reseptorlerinden en baskin olani a-1a
reseptorlerine yiiksek afinite gosterir. Prostatik kasilmada en biiyiik rolii oynayan a-1a alt
tip reseptorlerini bloke ederek, prostat ve liretra diiz kaslarinin gevsemesine yol agar.
Boylece BPH’11 hastalarda hem mesane dayanikliligin1 hem de idrar akis hizini artirarak
AUSS’ye ait idrar yapma ve idrar depolama semptomlarinda ciddi anlamda diizelmeler

meydana getirir.%

2.4.2.3. Tamsulosin’in Farmakokinetik Ozellikleri

Kontrollii salinimli tabletlerle oral alinan tamsulosin bagirsaklardan iyi emilir ve
biyoyararlanimi %100’diir. Absorbsiyonu yemeklerle azalmakta olan tamsulosin giinde
bir defa 0.4 mg verildiginde, 4.1£1.1 saatte maksimum plazma derisimine (Cmax)
ulagilmig, Cmax 17 ng/L, AUC 66.6 + 10.0 ng h/mL ve yarilanma 6mrii 9.3 + 2.8 saat
bulunmustur. %99 oraninda plazma proteinlerine baglanan tamsulosin’in kendisi ve

metabolitleri viicuttan idrarla atilir.>’

2.4.2.4. Tamsulosin’in Uygulamsi
0.4 mg tamsulosin igeren kontrollii salim tableti giinde 1 defa a¢ karnina, bol su

ile oral yoldan alinmasi dnerilmektedir.>®

2.4.3. Solifenasin Siiksinat

2.4.3.1. Solifenasin Siiksinat’in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Antimuskarinik ilaglar smifina giren solifenasin siiksinat C23H26N202-C4HsO4
kapali kimyasal formiile, 480.561 g/mol agirhiga sahiptir. Azabisiklofenil-
isokinolinkarboksilat’in siiksinat tuzudur. Fiziksel olarak beyaz toz bir yapiya sahip olan
madde, ¢ok yiiksek lipofilik yapiya sahip oldugu i¢in suda ve metanolde az ¢6ziiniirken

glasiyal asetik asit, dimetilsiilfoksit and dimetil formamitte ¢éziinmektedir (Sekil 2.5).%8
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Sekil 2.5. Solifenasin siiksinatin molekiil yapisi

2.4.3.2. Solifenasin Siiksinat’in Farmakodinamik Ozellikleri

Farkl1 iyon kanallar1 ve diger reseptdrler igin ¢ok diisiik etkinlik gostermesi sebebi
ile spesifik antimuskarinik 6zelliklere sahip, bir tersiyer amin olan solifenasinin siiksinat
tuzu, asir1 aktif mesanenin semptomatik tedavisinde kullanilir. Muskarinik M3 alt-tip
reseptorii blokeri solifenasin siiksinat; asetilkolin araciligiyla mesane kasilmasini
saglayan néromuskiiler bolgeleri inhibe ederek, detrusutor ve periferal kas liflerinin sik
ve kontrolsiiz kasilmalarin1 engeller. Boylece asir1 aktif mesanede gozlenen, inkontinans
(idrar tutamama), sik idrara ¢ikma ve bu semptomlardan Otlirii yasam kalitesinde

meydana gelen ruhsal, sosyal ve fiziksel kisitliklar ortadan kaldirilir.%

2.4.3.3. Solifenasin Siiksinat’in Farmakokinetik Ozellikleri

Solifenasin’in 5 veya 10 mg dozunun uzun siireli oral kullanimi sonucunda, 3-8
saat i¢ginde maksimum plazma derisimine ulasilir. Cmax 5 mg i¢in 24.0 ve 10 mg igin
40.6 ng/mL’dir. Solifenasin yaklasik %88'lik bir biyoyararlanima ve 33-85 saat arasinda
yarilanma dmriine sahip olup besin alimi ile azalmadig tespit edilmistir.>3%° Kan-beyin
bariyerini gegebilen solifenasin, %93-96 plazma proteinlerine baghdir. Karacigerde
sitokrom P450 (CYP) 3A4 ile hepatik metabolizma yoluyla elimine edilir ve idrar ile %
3-13’1i degismeden atilir. Saglikli yetiskinlerde, solifenasinin toplam klirensi 7-14 L/s ve

bobrek klirensi 0.67—1.51 L/s'dir.5°
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2.4.3.4. Solifenasin Siiksinat’in Uygulanisi
Yarilanma 6mrii ¢ok uzun olan solifenasin siiksinat doktor tavsiyesine gore 5 veya

10 mg’lik tabletler halinde, giinde 1 defa oral yolla alinir.®°

2.5. Litaratiir Ozetleri
2.5.1. Tamsulosin, Silodosin ve Solifenasin Siiksinat ile Ilgili Analiz Cahismalar1

2.5.1.1. Silodosin

Boltia ve ark® silodosinin asit ve oksidasyon kaynakli bozunma fiiriinleri
varliginda tayini i¢in bes farkli UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemini gelistirmis
ve valide etmislerdir. Calisma, belirlenen kosullar altinda cift dalga boyu yoéntemi,
indiiklenmis ¢ift dalga boyu teorisi yontemi, oran farki yontemi, absorbsiyon ve 1D-
Tiirev Spektroskopi yéntemlerinden olusmaktadir. Onerilen tiim ydntemler 5.0-70.0
ng/mL derisim araliginda dogrusallik gosterdigi tespit edilmistir. Cift dalga boyu
yontemi, indiiklenmis ¢ift dalga boyu teorisi yontemi, oran farki yontemi, absorbsiyon ve
1D- Tiirev Spektroskopi Yontemlerinin LOD degerleri sirasiyla; 1.45, 1.18, 1.59, 1.41
ve 1.42 pg/mL; geri kazanim degerleri ise sirastyla %100.67+1.348, 99.06-0.94, 98.90-
1.09, 99.37-0.63 ve 100.16+0.16 olarak belirlenmistir. Onerilen yontemler, farmasotik
dozaj formlarinda silodosinin analizine uygulanmistir.

Mounika ve ark®? silodosin tayini icin saf ve farmasotik formiilasyonlarda ii¢ basit
spektroskopi yontemi (A, B, C) onermislerdir. Yontem A: silodosinin demir (I11) ile
oksidasyonuna, ve ardindan demir (II) 'nin Amax 479 nm dalga boyunda absorbans
verecek kirmizi renkli kompleksi olusturmak i¢in 10 fenantrolin (PTL) ile selatlanmasi
ve Yontem B’de ise Amax 732 nm dalga boyunda absorbans verecek mavi renkli bir
kromojen olusturmak amaciyla silodosin ve folik ciocalteu (FC) reaktifi arasindaki
oksidasyon veya rediiksiyon esasina dayanmaktadir. Ayrica, yontem C’de de silodosinin

demir (111) ile oksidasyonu ve demirin 620 nm dalga boyunda absorbans verecek yesil
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renkli kompleksi olusturmak i¢in 3 metil-2-benzotiozolin hidrazon hidrokloriir (MBTH)
ile selatlanmasi esasina dayanmaktadir. Yontem A, B ve C icin sirasiyla; ¢alisma araligi
10.0-50.0, 300.0-500.0 ve 10.0-50.0 pg/mL, %BSS 0.60, 0.87 ve 3.76, ylzde geri
kazanimlar1 %102.37, 128, 102.9 olarak belirlenmistir.

PrachiBhamre ve ark®® silodosinin saf ve farmasétik dozaj formunda analizi i¢in
bir spektroflorimetrik yontem gelistirmislerdir. Silodosin, 272 nm'de eksitasyon dalga
boyuna ve 450 nm'de emisyon dalga boyuna sahip metanolde giiglii dogal floresans
gostermistir. Kalibrasyon grafiginin 0.01 — 1.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu
tespit edilmistir. Onerilen ydntemin teshis sinir1 ve miktar tayin limiti sirasiyla 0.003
ug/mL ve 0.0091 pg/mL olarak ve yiizde geri kazanim degeri %98.53 + 9%0.53
ve %99.27 + 0.49 arasinda belirlenmistir.

Rasheed ve ark® saf ve farmasétik formiilasyonlarda silodosin miktar tayini i¢in
ti¢ farkli spektroskopi yontemi (I, I, 1II) tanimlamislardir. Yontem 1’de, silodosin stok
¢ozeltisinin 0.1 N HCI ile seyreltilmesi sonucu hazirlanan numuneler 273 nm dalga
boyunda absorbanslar1 okunarak analizleri yapilmistir. Yontem I1’de, numunelerin 265
nm dalga boyunda 1D-Tiirev spektrumlarinin alinmasi ile analizleri yapilmistir. Yontem
I1I°de ise, 268-278 nm dalga boylar1 arasinda alinan egri altinda kalan alanin 6lgtilmesi
ile analizlerinin yapilmasi esasina dayanmaktadir. Yontem |, II ve III igin sirasiyla;
caligma araligi 2.0-120.0, 2.0-120.0 ve 10.0-120.0 pg/mL, LOD degerleri 0.46, 0.46 ve
0.47 ve LOQ degerleri 1.435, 1.432, 1.436 olarak belirlenmistir.

Vishnuvardhan ve ark® silodosini, ICH kilavuzlarina gére hidroliz (asidik, alkalin
ve notr), oksidatif, fotoliz ve termal stres i¢eren zorlanmis degradasyon ¢alismasini
gerceklestirmislerdir. Silodosin, hidrolitik (asidik, alkalin ve nétr) ve oksidatif stres
kosullarinda belirgin bir bozulmaya ugradigi, diger stres kosullarinda ise stabil oldugu

tespit edilmistir. ilacin ve bozunma fiiriinlerin analizi i¢in LC-ESI-TOF-MS/MS

18



yonteminini kullanmiglardir. Caligmada, bir C18 analitik kolon (150 x 4.6 mm, 5 um) ve
1.0 mL/dk akis hizi, %0.1 formik asit ve asetonitrilden olusan hareketli faz ve gradient
elisyondan olusan kromatografik sartlar1 kullanmiglardir. Mevcut yontem ile 5 adet
bozunma iiriiniinii (DP 1 ila DP 5) tespit etmislerdir. Yntemin, kalibrasyon egrisinin
0.999 korelasyon katsayisi ile 100.0-150.0 pg/mL derisimleri arasinda dogrusal oldugu,
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.10 ve 0.32 ug/mL, yiizde geri kazanim degerini
ise %99.0-101.0 olarak belirlemislerdir.

Belal ve ark® terazosin, alfuzosin, tamsulosin, doksazosin ve silodosin miktar
tayinleri i¢in basit bir alanla yiikseltilmis numune enjeksiyonu (FASI) ile kombine
edilmis miyellar elektrokinetik kromatografi (MEKC) yontemini gelistirmislerdir.
Ayirmay1, 30mM sodyum dodesil siilfat ve %8.0 biitanol igeren tris tamponu (30 mM,
pH 9.2) ile 25 ° C'de 28kV voltaj uygulayarak gergeklestirmislerdir. Y ontemin, silodosin
icin 50.0-2000.0 ng/mL ve tamsulosin i¢in 40.0-1200.0 ng/mL derisim araliginda
dogrusal oldugu, LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla silodosin igin 5.21 ve 16.41 ng/mL,
tamsulosin i¢in 8.29 ve 25.12 ng/mL, farmasoétik preparattan yiizde geri kazanimlari
silodosin igin, %99.24-100.76, tamsulosin i¢in %99.24-100.75 olarak tespit etmislerdir.

Shah ve ark®’ insan plazmasinda silodosin ve aktif metaboliti silodosin B-d-
glukuronid'in  (KMD-3213G) eszamanli olarak belirlenmesi i¢in bir LC-MS/MS
yontemini gelistirmislerdir. Silodosin ve aktif metaboliti 300.0 uL plazmadan etil asetat
ve metil tersiyer-butil eter ¢oziicii karisimi kullanilarak ekstrakte edilmis ve ekstarksiyon
geri kazanim degerleri sirasiyla %90.8-93.4 ve %87.6-89.9 olarak tespit edilmistir.
Ekstraktlar, 10 mm amonyum format tamponu:metanol-asetonitril (40:60, h/h) hareketli
faz1 ve gradent eliisyon yontemi kullanilarak bir Simetri C18 (50 x 4.6 mm, 5 pm)
kolonun da analizler gergeklestirilmistir. MS/MS  6lglimleri igin, analitlerin

iyonlastirilmast pozitif iyonizasyon modunda gerceklestirilmistir ve izlenen gecisler
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silodosin i¢in m/z 496.1 — 261.2 olarak kullanilmistir. Y6ntemin silodosin igin 0.10-80.0

ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu, korelasyon katsayisimin 0.9974, LLOQ
degerinin ise 0.1 ng/mL oldugu belirlenmistir.

Nair ve ark® silodosin ve silodosin B-D-Glukuronid'in insan plazmasinda analizi
icin LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Yontemin, 0.5-207.3 ng/mL derisim
araligida dogrusal oldugu tespit edilmistir. Caligmada, ZORBAX SB-C8 (100 mm % 4.6
mm, 3.5 um) kolon, 0.8 mL/dk akis hizi, 5 mM amonyum asetat tamponu
(pH:9) :asetonitrilden (80:20 h/h) olusan hareketli faz kromatografik sartlart
kullanilmistir. Ayrica silodosin ve silodosin B-D-Glukuronid plazmadan kati faz
ekstraskiyon yontemi ile ekstrakte edilmistir ve silodosinin geri kazanim degeri %59.93
olarak belirlenmistir.

Wang ve ark® goniillii hastalarin plazma drneklerinde silodosin miktar tayini igin
LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Calismada, A MP C18 (4.6 mm x 15 mm x 5
um) kolon ve amonyum asetat tamponu:asetonitril (60:40, h/h) olusan hareketli faz
kromatografik parametreler kullanilmistir. Yontemin, LOD degeri 0.1 ng/mL, giin igi ve
giinler arast %BSS degeri 7.5’den az olarak belirlenmistir. Silodosin plazma
orneklerinden biitil hidroksi anisol kullanilarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Zhao ve ark’® insan plazmasindaki silodosin tayini i¢in LC-MS/MS y&ntemini
gelistirip valide etmislerdir. Silodosin ve i¢ standart 500.0 uL insan plazmasindan metil
tersiyer-butil eter kullanarak %85.9 verimle ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Asetonitril-
10 mM amonyum asetattan (pH:4.5) (40:60, h/h) olusan hareketli faz kullanilarak Agilent
C8 kolonunda ayrimi gergeklestirmislerdir. Analiz, pozitif iyon modunda Turbo lon
Spray (TIS) iyonlagmas1 ve ¢oklu reaksiyon izlemesi (MRM) kullanilarak MS/MS ile

yapilmustir. izlenen kiitle gecisleri silodosin ve IS icin sirastyla m/z 496.3 — 261.4 ve

m/z 440.4 — 259.3 olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrisinin 0.50-50.0 ng/mL arasinda
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dogrusal oldugu ve yontemin LLOQ degerini 0.50 ng/mL olarak belirlemislerdir. Bu
yontem ile saglikli goniillillerde farmakokinetik ¢alismasi da yapilmistir.

Aneesh ve ark’? silodosin'in saf ve tablet dozaj formunda tayini i¢in bir RP-HPLC
yontemini gelistirmis ve valide etmislerdir. Ortam sicakliginda bir C18 kolon (250 mm x
4.6 mm, 5Sum), 269 nm dalga boyu, 1 mL/dk akis hizi, metanol:asetonitril:su (40:40:20,
h/h/h) hareketli faz1 ve izokratik eliisyon ¢alisma parametreleri kullanilmistir. Ali konma
stiresi 2.5 dakika ve Korelasyon katsayisi 0.9997 olarak tespit edilmistir. Yontemin 10-
60.0 ug/mL derisim araliginda dogrusal, ylizde geri kazanim %98.9-100.2, giin igi ve
giinler aras1 BSS sirasiyla %0.56 ve %0.73 olarak belirlenmistir.

Harischandran ve ark’? silodosin miktar tayini i¢in HPLC ydntemini
gelistirmislerdir. Calismada, ters faz Phenomenex C18 kolon, 25 ° C sicaklik, 0.1 mL/dk
akis hizi, metanol:su:asetonitril:glasiyal asetik asit (pH:3.2, 60:27:10:3 h/h/h/h)
karisimindan olusan bir hareketli faz ve 270 nm dalga boyundan olusan kromatografik
parametreleri kullanilmistir. Yontemin caligma araligi 10.0-100.0 pg/mL, silodosinin
alikonma zamani 2.2 dk, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.003 ug/mL ve 0.010 pg/mL,
farmasotik preparattan yiizde geri kazanim %94.79-95.37 olarak belirlenmistir. Y6ntem
silodosinin farkli kosullarda meydana gelen bozunma iirlinlerinden ayrilmasinda
uygulanmustir.

Er ve Erk” silodosin miktar tayini i¢in ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir.
Calismada, 1.3 mL/dk akis hizi, metanol:asetonitril:amonyum asetat (pH 4.0; 0.015 M;
40:30:30, h/h/h) hareketli faz, izokratik eliisyon, 270 nm dalga boyu, Agilent ZORBAX
CN kolonundan olusan kromatografik parametreleri kullanmislardir. Onerilen ydntem,
optimize edilmis kosullar altinda 85.0 nM'lik teshis limitine ve 4.0-600.0 uM derisim
araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir. Uygulanan HPLC yontem sonuglar1 dnceden

gelistirilmis olan spektrofluorimetrik yontemle istatiksel olarak karsilastirilmis ve HPLC
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yonteminin performans sonuglarinin oldukg¢a tatmin edici oldugu tespit edilmistir.
Yontemin geri kazanim degeri ortalama olarak %99.5 belirlenmistir.

Shaik ve ark’ silodosini hidroliz (asit ve baz), oksidasyon, fotoliz ve termal
bozulma gibi stres kosullarina maruz birakarak kararlilik testlerini yapmak i¢in ters faz
HPLC yontemini gelistirmislerdir. Calismada, bir Agilent Poroshell 120 EC-C18 kolonu
(50 x 4.6 mm x 2.7 um), 273 nm dalga boyu, asetonitril ve %0.1 trietil amin i¢eren (pH
6.0'a ayarlanmig) 10 mM amonyum asetat tamponundan olusan bir hareketli faz ve
dogrusal gradient eliisyonundan olusan kromatografik parametreler kullanilmistir.
Silodosin i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 80.0 ve 250.0 ng/mL, yiizde geri
kazanimi %98.6-102.7 ve ¢alisma araligi 0.25-1.5 ug/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen
yontem silodosinin kararlilik testlerinde basari ile uygulanmistir.

Toker ve ark’™ farmasétik formiilasyonlarda silodosinin miktar tayini igin
elektrokimyasal ve  spektroskopi  yontemlerini  gelistirmislerdir.  Silodosinin
elektrokimyasal oksidasyonu camsi karbon elektrot (GCE), siklik voltametri ve
diferansiyel puls voltametrisi incelenmistir. Tarama hizi, pH ve derisimin pik akimlar
tizerindeki etkisi, silodosinin kantitatif tespiti i¢in optimize edilmistir. Silodosinin
maksimum oksidasyonu GCE'de, pH 2.0 BRT'de 696.0 mV'de, diferansiyel darbe
voltametrisi kullanilarak gozlemlenmistir. Oksidasyon isleminin geri doniisiimsiiz ve
difiizyon kontrollii oldugu saptanmustir. Dogrusal derisim araligi ve teshis limitinin
0.001-1.0 mM ve 11.6 uM (S/N=3) oldugu belirlenmistir. Metanolle seyreltilen silodosin
numunelerinin 1D-Tirev spektrumu 260.40 nm dalga boyunda alinmistir. Y6ntemin
teshis limiti 6.51 uM ve 18.2-182.0 uM derigim araligina dogrusal oldugu belirlenmistir.

Goud ve ark’® silodosinin saf ve kapsiil dozaj formunda miktar tayini icin HPLC
yontemini gelistirmislerdir. Calismada, ortofosforik asit ile pH 3.0’e ayarlanmis fosfat

tamponu-asetonitril (%40:60, h/h) hareketli fazi, fenomenax Luna C18 (150 mm x 4.6
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mm, 5 um) kolonu, 219 nm dalga boyu ve 0.8 mL/dk akis hiz1 ¢galisma parametrelerini
kullanmiglardir. Alikonma siiresi 2.32 dakika, yontemin 50-90 pg/mL derisim araliginda
dogrusal oldugu, LOD ve LOQ degerlerini ise sirasiyla 2.93 ve 9.91 ug/mL olarak
belirlemislerdir.

2.5.1.2. Tamsulosin

Walash ve ark”” iyi huylu prostat hiperplazisi ve erektil disfonksiyon
semptomlarini tedavi etmek i¢in birlikte kullanilan alfuzosin, tamsulosin ve vardenafil’in
miktar tayinleri i¢in HPLC yo6ntemini gelistirmislerdir. Calismada, izokratik eliisyon,
pH:3.0'de fenil-heksil kolonu (250 x 4.6 mm, 3 um), asetonitril/ %0.25 fosforik asitten
(30:70, h/h) olusan bir hareketli faz, floresans dedektor, 226 nm eksitasyon dalga boyu
450 nm emisyon dalga boyu ve 1.2 mL/dk akis hizi kromatografik parametreler
kullanilmistir. Tamsulosin alikonma siiresi 7.0 dakika ve teshis limiti 2.81 ng/mL olarak
tespit edilmistir.

Pashaei ve ark’® insan plazmasinda tamsulosin miktar tayini i¢in bir HPLC-UV
yontemini gelistirmislerdir. Yontem 0.9988 korelasyon katsayili 0.5-50.0 ng/mL derisim
araliginda dogrusal oldugu, 0.17 ng/mL teshis limiti, 0.48 ng/mL miktar tayin limiti, giin
ici ve glinler arasi kesinlik sirastyla %5.6—7.2, %2.9-4.2 ve geri kazanim degeri %98.1—
101.4 arasinda tespit edilmistir. Tamsulosin siiperparamanyetik grafen oksit-Fe3O4
nanokompozitler yardimi ile modifiye edilerek ve manyetik-dispersif kati faz
ekstraksiyon yontemiyle plazmadan tamsulosin ekstrakte edilmistir.

Macek ve ark’ tamsulosinin plazmada miktar tayini icin HPLC yontemini
gelistirmislerdir. insan plazmasindan tamsulosin ekstraksiyonunda butil asetat kullanarak
stvi-sivi ekstraksiyon yontemini kullanmislardir. Calismada, oktadesilsilika kolon (55
mm x 4 mm, 3 um), asetonitril:30 mM dihidrojenpotasyum fosfat tamponundan (25:75

h/h) olusan hareketli faz ve florometrik dedektor (228/326 nm) parametrelerini
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kullanmiglardir. Calisma stiresi 3.5 dakika olarak belirlenmistir. Gelistirdikleri HPLC
yonteminde floresans dedektorii yardimi ile ¢ok diisiik seviyelerdeki (0.4 ng/mL)
tamsulosini 6l¢ebilmislerdir.

Kumari ve ark® tarafindan HPLC yéntemi gelistirilmistir. Yéntemde; 50:50 h/h
oraninda asetonitril ve sudan olusan hareketli faz, ters faz C18 kolonu, 214 nm dalga boyu
ve 1.5 mL/dk akis hiz1 ¢alisma parametrelerini kullanmislardir. Tamsulosin hidrokloriir
alikonma siiresi 1.7 dakika ve yontemin 5.0-100.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu tespit edilmistir.

Chandorkar ve ark® icerisinde safsizliklari da bulunan tamsulosin numunesinin
analizi i¢in HPLC-UV yo6ntemini gelistirmislerdir. Tamsulosini safsizliklardan C8 kolonu
yardimi ile ayirilmig ve 280 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Gelistirdikleri HPLC
yonteminin gegerlilik testlerini de yapmuglardir.

Kumar ve ark® tamsulosinin farmasétik preparatlarda miktar tayini ve kararlilik
testlerini  gerceklestirmek i¢in HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. Tamsulosinin
ayirmmi  i¢gin  C18 kolon kullanmislar ve 275 nm dalga boyunda analizi
gerceklestirmislerdir. Gelistirilen yontemin gegerlilik testleri yapildiktan sonra
farmasotik preparatlarda tamsulosin miktar tayini yapilmustir.

Nithiyananthan ve ark® farmasétik preparatlarda tamsulosin miktar tayini icin
gelistirdikleri HPLC yonteminde ters faz C18 kolon, sodyum dihidrojen ortofosfat
tamponundan olusan hareketli faz, UV dedektor ve 280 nm dalga boyunu kullanmislardir.

Laha ve ark® farmasétik preparatlarda tamsulosin miktar tayini ve zorlanmis
degradasyon ig¢in HPLC yontemini gelistirmislerdir. Tamsulosin, asit ve alkali
hidrolizine, oksidasyona, 1siya ve foto bozulmasina maruz birakilmistir. C18 kolon ve

fosfat tamponundan olusan hareketli faz yardimi ile tamsulosin bozunma iiriinlerinden
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ayrilmistir. Zorlanmis degradasyon calismasinda, tamsulosin asidik ve bazik kosullar
altinda ve oksidasyonda bozulmaya ugradig: tespit edilmistir.

Jain ve ark®, Ace5 C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) kolonu ve 10 mmol/L metanol ve
su (70:30 h/h) olusan hareketli fazi kullanilarak tamsulosin hidrokloriirii bozunma
triinlerinden ayirmak igin izokratik, ters fazli bir HPLC yontemini gelistirilmistir.
Tamsulosin hidrokloriir, hidroliz (asit, baz), oksidasyon, fotoliz ve termal bozunma stres
kosullarma tabi tutulmustur. Bazda, asitte ve %30.0 H202'de tamsulosin hidrokloriiriin
bozundugu gézlemlenmistir. Diger zorlanmis degradasyon sartlarinda stabil oldugu tespit
edilmistir. Tamsulosin hidrokloriiriin geri kazanim yiizdesi %98.65 ve %100.01 arasinda
belirlenmistir.

Thimmaraju ve ark® finasterid ve tamsulosin miktar tayini icin HPLC ydntemini
gelistirip gegerlilik testlerini yapmuslardir. Yontemde, 10-At detersil hipersil ODS C18
kolon, 1.8 mL/dk akis hiz1 ve asetonitrile: 0.05 M KH2PO4 tamponu (45:55, h/h) olusan
hareketli faz ¢alisma parametrelerini kullanmiglardir. Yontemin finasterid igin 125.0-
625.0 ug/mL ve tamsulosin igin 10.0-50.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu
tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla finasteride i¢in 1.25 ug/mL ve 4.166
ug/mL, tamsulosin igin ise 0.495 pg/mL ve 1.635 ug/mL olarak belirlenmistir. Geri
kazanim degerleri finasteride i¢in %2100.76 ve tamsulosin i¢in %99.06 olarak
bulunmustur.

Patel ve ark®” BPH tedavisinde birlikte kullanilan dutaserid ve tamsulosin
ilaglarinin es zamanl miktar tayini igin HPLC ve HPTLC yo6ntemlerini gelistirmislerdir.
HPLC yonteminde, metanol-0.02 M amonyum asetat tamponu (pH 9.5, trietilamin ile
ayarlanmug, 85:15, h/h) iceren hareketli faz, C18 kolonu, 274 nm dalga boyu ve foto diyot
dizisi (PDA) detektorden olusan calisma parametrelerini kullanmiglardir. HPLC

yonteminin her iki madde i¢in 1.0-20.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit
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edilmistir. Tamsulosin ve dutaseridin geri kazanim degerleri sirasiyla %98.18 + 0.698
ve %99.94 + 0.611 olarak belirlenmistir.

Zhang ve ark®® tamsulosinin R ve S izomerlerini birbirlerinden ayirip miktar tayini
igin HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. izomerlerin bazal ayrilmasi, hareketli faz
olarak 50.0 mmol / 1 KPF6-asetonitril (h/h (70:30), pH 5.0) ikili ¢6ziicii karisimiyla bir
Chiralcel OD-RH kolonunda 35 dakika igerisinde ger¢eklestirilmistir. Hem R-izomer
hem de S-izomerin teshis limiti ve miktar tayin limiti sirasiyla 0.11 ve 0.44 ng/mL ve
bagil standart sapmasi R-izomeri i¢in %0.42 ve S-izomer igin %0.64 olarak tespit
edilmistir. ~ Kantor-Boruta ve ark®® amiloz tris (3.5-dimetilfenilkarbamat) duragan faz1
yardimu ile (R, S)-tamsulosin enantiyyomerlerinin ayrimi ve (R)- ve (S)-tamsulosin tayini
icin yeni bir kromatografik yontem gelistirmislerdir. Bu yontemi ticari preparatlara
uygulamiglardir.

Basaveswara ve ark® tamsulosinin ¢6ziinme testleri i¢in, yeni bir kromatografik
yontem gelistirip gegerlilik testlerini yapmislardir. Gelistirdikleri yontemi kullanarak
tamsulosinin ¢dziinme testlerine basariyla uygulamiglardir.

Krishna ve ark®* fotodiyot array dedektdr vasitasi ile tamsulosin ve bozunma
iirlinlerini ayiracak ve tamsulosin miktar tayinini gergeklestirecek bir kromatografik
yontem gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri yontemle tamsulosinin kararlilik testlerini
uygulamiglardir.

Cheng ve ark®? siirekli salimim kapsiillerinde tamsulosin hidrokloriir ve ilgili
yardimc1 maddelerin belirlenmesi i¢in bir HPLC yontemini gelistirmislerdir. Calismada,
30°C sicaklik, ODS(150 mmx=4.6 mm, 5 um) kolon, 1.0 mL/dk akis hizi, methanol:0.2
mmol/L NazHPO4-KH2PO4 (pH 5.9; 6:4, h/h) hareketli fazi ve 275 nm dalga boyu
parametrelerini  kullanmislardir. Bu yontemi tamsulosin igeren ticari kapsiile

uygulamislardir.
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Nanda ve ark® farmasotik dozaj formunda tamsulosinin miktar tayini igin ii¢
farkli spektroskopi yontemi gelistirmislerdir. Yontem A: tamsulosinin maksimum
absorbans verdigi 281 nm dalga boyunda analizleri gergeklestirmislerdir. Yontem B:
234.5 nm dalga boyunda 1D-Tiirev spektrumlari alinarak analiz gergeklestirilmistir.
Yontem C: 286.0-276.0 nm dalga boyu araliginda alinan spektrumun egri altindaki alan
(AUC) alinarak analiz gergeklestirlmistir. Her ii¢ yontemin 5.0-25.0 pg/mL derisim
araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir. Onerilen yontemler, ticari farmasotik
preparatlarda tamsulosinin es zamanli tayini i¢in basariyla uygulandigi belirtilmektedir.

Gadhave ve ark®, tamsulosinin tablet dozaj formunda analizini gergeklestirmek
icin, su ile seyrelttikleri tamsulosin ¢ozeltilerini spektroskopi yontemile analiz
etmiglerdir. 279 nm’de maksimum absorbans ve birinci Tiirev spektrumlarinda 298
nm’de keskin tepe noktalari ve egri altindaki alan1 (AUC) 263-298 nm dalga boyu
araliginda elde etmislerdir. Yontemler 1.0-6.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu
gozlenmistir.

Bari ve ark®, tabletlerde tamsulosin hidrokloriir tayini i¢in iki adet UV-Goriiniir
Bolge Spektroskopi ve Birinci Derece- Tiirev yontemlerini gelistirmislerdir. Coziicii
olarak metanol:su (2:8) karigimi kullanilmistir. UV-Gorliniir Bolge Spektroskopi
yonteminde tamsulosinin maksimum absorbans gosterdig 280 nm dalga boyunda, 298 nm
dalga boyunda birinci dereceden Tirev spektrumlari alinarak analizler
gerceklestirilmistir.  Yontemler 10.0-90.0 ug/mL  derisim araliinda dogrusallik
gostermistir.

Shrivastava ve ark®, farmasotik dozaj formlarinda tamsulosin hidrokloridin
miktar tayini i¢in Spektroskopi yontemi gelistirmis ve yontem gegerlilik testlerini
yapmiglardir. Yontem tampon varliginda kinonoid formuna (mor renk) iyonize edilmis

boya bromofenol mavisinin ilag formuyla 1:1 reaksiyona girerek ve bir iyon cifti
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kompleksi (sar1 renk) olusturmasina dayanmaktadir. Olusan kompleks 421 nm dalga
boyunda absorbans1 6l¢iilmiistiir. Egim, kesisme ve korelasyon katsayisi sirasiyla 0.054,
-0.020 ve 0.999 olarak bulunmustur.

Chaudhari ve ark®” tamsulosine, asidik ortamda bilinen fazla miktarda Bromat-
bromiir karigimi ile brominasyon islemi uygulamiglardir. Olusan kompleks yap1 metil
turuncu ile reaksiyona sokularak fazla brominin miktar1 belirlenmektedir. Boylece
tamsulosinin tayini tirevlendirme yapilarak spektroskopi yontemiyle 513 nm dalga
boyunda absorbanslar1 okunarak gerceklestirilmistir. Calisma araligi 2.0-12.0 pg/mL,
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.57 ve 1.74 pg/mL olarak bulunmustur.

Patel ve ark®® tablet formiilasyonlarinda tamsulosinin miktar tayini icin
spektroflorometrik yontem gelistirmiglerdir. Tamsulosin i¢in eksitasyon ve emisyon
dalga boylar1 sirasiyla 226 ve 322 nm, ¢alisma araligr 5.0-30.0 pg/mL, LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 1.36 ve 4.92 pg/mL bulunmustur.

Raghubabu ve ark® tamsulosin hidrokloriiriin saf ve kat1 dozaj formlarinda miktar
tayini icin iki spektroskopi ydntemi gelistirmislerdir. Ilk ydntemde, folin reaktifinin
tamsulosin ile sarims1 kahverengi renkli tiirlerin olusturmasina dayanir ve 440 nm'de
maksimum absorbans gostermektedir. Diger yontemde ise, sodyum nitroprussid-
asetaldehit reaktifi ile tamsulosinin 560 nm'de maksimum absorbsiyon sergileyen mor
kirmizi renkli tiirleri olusturmasina dayanmaktadir. Lambert-Beer grafiklerinin regresyon
analizleri, 1 ve 2. yontemler igin sirasiyla 16-48 ve 8.0-24 pg/mL derisim araliklarinda
1yi bir korelasyon gdsterirken, sonuclar ise sirasiyla %1.11 ve 0.92 bagil standart sapma
degerleriyle yiiksek kesinlik gdsterdigi tespit edilmistir. Onerilen yontemler ticari olarak
temin edilebilir tabletlere uygulanmistir ve sonuglar UV referans yontemi ile istatiksel
olarak karsilagtirtlmistir. 1. ve 2. Yontemin geri kazanim degerleri sirasiyla, %99.54+0.73

ve 99.406+0.389 olarak bulumustur.
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Saradhi ve ark!® tamsulosinin saf ve tablet dozaj formlarinda tayini icin dort
spektroskopi yontemi (A, B, C ve D) gelistirilmistir. A, B ve C yontemleri, ilacin,
strastyla alkalin ortamda 4 amino antipirin, orsinol ve resorsinol ile reaksiyon esasina
dayanmaktadir. Elde edilen renkli kompleksler, sirasiyla 4 amino antipirin, orsinol ve
resorsinol i¢in 400, 440 ve 430 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi tespit
edilmistir. D yonteminde ise tamsulosin ve eriokrom siyahi1 T'nin mor renkli iyon ¢ifti
kompleksinin olusumuna ve kloroformla ekstrakte edilmesine dayanir. Olusan kompleks,
520 nm'de maksimum absorbans verdigi gozlemlenmistir. Onerilen tiim yéntemlerin 4.0-
20.0 ug/mL derisim araliginda dogrusal oldugu, farmasétik preparatlardan geri kazanim
degerleri A, B, C ve D yontemleri igin sirasiyla %96.0, 96.0, 98.0 ve 92.0 olarak
bulunmustur.

Thimmaraju ve ark!®! standart ¢ozeltiler ve tabletlerde finasterid ve tamsulosinin
eszamanli olarak belirlenmesi i¢in UV-Goriiniir B6lge Spektroskopi yontemi gelistirip ve
gecerlilik testlerini yapmislardir. Metanolde finasterid ve tamsulosin sirasiyla 219 ve 224
nm dalga boylarinda maksimum absorbans gosterdigi tespit edilmistir. Eslesen kuvars
hiicreli bir Elico UV - Goriiniir spektrofotometre (model SL - 159) kullanarak gelistirilen
yontemin 1.0-5.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu, 0.9989 korelasyon katsayisi
ve 0.4096 standart sapma degeri bulunmustur.

Kategaonkar ve ark'®? kombine tablet dozaj formunda tamsulosin ve finasteride’in
eszamanli olarak tayin edilmesi i¢in 1D-Tirev Spektroskopi yontemi gelistirmis ve
gegcerlilik testlerini yapmuslardir. Tamsulosin 229.91 nm dalga boyunda 1D-Tiirev
spektrumlarin1 almiglardir. Beer yasasi, tamsulosin i¢in 2.0-10.0 pg/mL derisim
araliginda uygun goriilmistiir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.19 ve 0.54 pg/mL

bulunmustur.
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Nanda ve ark!® tamsulosin ve tolterodinin farmasétik dozaj formunda tayini i¢in
iki farkli yéntem gelistirmislerdir. Ik yontem, egri yonteminin altindaki kalan alandir;
tamsulosin ve tolterodinin analizi i¢in sirasiyla, 220.5-230.5 nm ve 279.0-289.0 nm dalga
boylar1 arasinda olusan egrilerin altindaki alanlar secilmistir. Ikinci yontem, 1D-Tiirev
spektroskopi yontemi olup, tamsulosin ve tolterodinin analizi igin sirastyla 221.5 nm ve
234.0 nm dalga boylarinda spektrumlar1 alinmigtir. Her iki yontemin tamsulosin ve
tolterodin i¢in sirasiyla 5.0-25.0 pg/mL ve 10.0-50.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal
oldugu gozlemlenmistir.

Choudhari ve ark!® tamsulosin ve dutaseridin farmasotik dozaj formunda tayini
icin iki farkli yontem gelistirmislerdir. Ilk yontem, egri altindaki alan spektroskopi
yontemi olup tamsulosinin analizi i¢in 222.50-223.62 nm dalga boylar1 arasinda olusan
egrinin altindaki alanlar tayinde kullanilmistir. ikinci yontemde ise 232.60 nm dalga
boyunda 1D-Tiirev spektrumlar1 alinarak analizler gergeklestirilmistir. 1D-Tiirev
Spektroskopi yonteminde tamsulosin i¢in ¢alisma araligi ve farmasotik preparattan geri
kazanim degerleri sirasiyla, 8.0-40.0 pg/mL ve %100.02-101.09 olarak belirlenmistir.
Egri altindaki alan spektroskopi yonteminde ise ¢alisma araligi ve farmasotik preparattan
geri kazanim degerleri sirasiyla, 4.0-20.0 ug/mL ve %99.52-101.25 olarak bulunmustur.

Fan ve ark!%® tarfindan tamsulosin hidrokloriiriin kontrollii salinimli tabletinin oral
olarak uygulanmasindan sonra kopek plazmasinda tamsulosin tayini igin bir sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrik (LC-MS/MS) yontemi gelistirilmis ve
gegerlilik testleri yapilmustir. n-heksan-diklorometan (2:1) ile kopek plazmasindan
tamsulosin ve i¢ standart ekstrakte edilmistir. Calismada metanol-asetonitril-amonyum
format (10 mmol/L; 30:40:30, h/h/h) iceren bir hareketli faz, 0.4 mL/dk akis hiz1 ve
Bonchrom XBP-C18 kolonundan olusan calisma parametreleri kullanilmstir. Kiitle

spektrometrik algilama, pozitif modda atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI)
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kaynag1 ile donatilmis t¢lii dort kutuplu bir tandem kiitle spektrometresi iizerinde

gerceklestirilmistir. Tamsiilosin i¢in m/z 409 — 228 gecislerinin secilen reaksiyon izleme
(SRM) ve i¢ standart i¢in sirasiyla m/z 256 — 167 kullanilarak olgiim yapilmistir.

Yontemin 0.02-50.0 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu ve LOQ degeri ise 0.02
ng/mL olarak tespit edilmistir. Dogruluk bagil hata (RE) ile verilmis ve %-2.61 ile %8.82
arasinda degistigi belirlenmistir.

Matsushima ve ark'® plazma ve idrarda tamsulosin hidrokloriiriin belirlenmesi
i¢in s1v1 kromatografi-elektrosprey tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemini
gelistirmislerdir. Plazma, plazma diyalizat ve idrar Ornekleri sivi faz ekstraksiyonu
yontemi ile ekstre edilip ve bir elektrosprey iyonizasyon ara yiizii vasitasiyla bir kiitle
spektrometresine baglanmis bir HPLC sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu yontem,
plazma diyalizatta 10.0-1000.0 ng/mL, plazma i¢inde 0.5-50.0 ng/mL ve idrarda 1.0 ila
100.0 ng/mL derisim araliginda analizleri gerceklestirilmistir.

Ding ve ark!®” insan plazmasinda tamsulosin miktar tayini igin s1v1 kromatografi-
elektrosprey iyonizasyon-kiitle spektrometresi (LC—ESI-MS) yontemini gelistirmislerdir.
Doymus sodyum bikarbonat ile alkalilestirmeden sonra, plazma etil asetat ile ekstre
edilmis ve tamsulosin bir metanol-su-asetik asit-trietilamin (620: 380; 1.5: 1.5, h/h)
hareketli fazi kullanilarak bir C18 ters faz ¢alisma parametreleri kullanilmigtir. Hedef
iyonlar tamsulosin i¢in m/z 228'de ve segilen iyon izleme (SIM) modunda LC-ESI-MS
ile analiz gergeklestirilmistir. 0.2-30.0 ng/mL derisim araliginda lineer olan kalibrasyon
egrileri tiiretilmistir. Kalite kontrol érnekleri giin i¢i ve giinler arasi dl¢timlerde diisiik
(0.5 ng/mL), orta (3 ng/mL) ve yiiksek (30 ng/mL) kalite kontrol numuneleri i¢in %2.14
ile 8.87 arasinda degismistir. Tamsulosinin plazmadan geri kazanimi %84.2-94.5

arasinda belirlenmistir.
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Keski-Rahkonen ve ark!®® tamsulosinin gdzle ilgili advers etkilerini incelemek
i¢in insan goz i¢i stvisinda ve serumunda tamsulosin tayini i¢in bir LC-MS/MS yontemini
gelistirmislerdir. GOz i¢i s1v1 6rnekleri, i¢ standart labetalol eklendikten sonra dogrudan
enjeksiyonla analiz edilmistir. Serum numunesi hazirlanmasinda etil asetat ile sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Kromatografik ayristirma, 0.2 mL/dk akis hizinda
asetonitril-%0.1 formik asit ile gradient eliisyonuyla ters fazli bir C8 kolon tizerinde
gerceklestirilmistir. Analitlerin tespiti ve 6l¢timii, pozitif elektrosprey iyonizasyonu (ESI)
ve coklu reaksiyon izleme (MRM) kullanilarak dogrusal bir iyon tuzagi kiitle
spektrometresi ile gergeklestirilmistir. Teshis limiti hem goz i¢i sivist hem de serum
numuneleri i¢in 0.1 ng/mL’idi ve g6z igi s1vis1 ve serum numuneleri igin sirasiyla 0.1-4.7
ng/mL ve 0.1-19.3 ng/mL derisim araliginda dogrusallik elde edilmistir.

Choi ve ark® insan plazmasinda tamsulosin miktar tayini icin tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) yontemini gelistirmis ve yontem gegerlilik testlerini
yapmuslardir. Metil tert-biitil eterle sivi-sivi ekstraksiyon yontemi, 10 mM amonyum
format tamponlu (pH 3.5)-metanol (25:75, h/h) olusan hareketli faz, 200.0 uL/dk akis hizi
ve ters faz Luna C18 kolondan (2.0 mm x 50 mm, 5 um) olusan ¢alisma parametrelerini
kullanmiglardir. Tamsulosin ve i¢ standardin (IS, difenhidramin) alikonma stireleri
sirastyla 0.8 ve 0.9 dk, tayin limiti 0.01 ng/mL ve dogrusal ¢alisma araligi 0.01-20 ng/mL
(r>0.999) bulunmustur.

Ksycinska ve Rudzkil®

gelistirdikleri LC-MS yonteminde tamsulosin i¢in pozitif
modda m/z 409.05'te bulunan hedef iyonlar kullanmislardir. Numune hazirlama igin, 0.5
mL plazmaya doymus sodyum bikarbonat ¢6zeltisinin eklenmesinden sonra heksan-etil
asetat (1:1) ile sivi-s1v1 ekstraksiyon yonteminini kullanmislardir. Endojen bilesiklerden

ayrilma, 40 °C ve 0.5 mL/dk akis hizinda metanol ve 0.05 M amonyum asetat

tamponundan (pH 3.7; 6:4, h/h,) olusan hareketli faz kullanilarak bir Nucleosil C18, 5
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mm (125 mm x 4.0 mm x 5um) kolonunda yapilmistir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri
sirast ile 0.1 ve 0.7 ng/mL, ¢alisma araligi ise 0.7-35.0 ng/mL olarak bulunmustur.
Ramakrishna ve ark!? calismalarinda tamsulosini plazmadan dietil eter-
diklorometan (70:30, h/h) ile sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonu
gerceklestirmislerdir. Kromatografik ayirma, %0.03 formik asit-asetonitril (30:70, v v)
hareketli faz ve bir ters faz Waters simetri C18 kolonunda gerceklestirildi. Protonlanmis
analit, kiitle spektrometresiyle coklu reaksiyon izlemesi ile pozitif iyonlagsmada

Ol¢iilmiistiir. m/z 409.1—228.1 kiitle gegisi tamsulosini 6lgmek igin kullanilmistir.

Deney, insan plazmasinda tamsulosin igin 0.1-50.0 ng/mL'lik bir dogrusal aralik
sergilemistir. LOQ degeri 100.0 pg/mL bulunmustur. Her numune igin 2.0 dakikalik bir
calisma siiresi, giinde 400'den fazla insan plazmasi numunesinin verimini analiz etmeyi
miimkiin kilmistir.

Nguyen ve ark!! insan plazmasinda tamsulosin miktar tayini i¢in LC-MS-1T-TOF
yontemini gelistirmislerdir. Tamsulosin standart Gemini C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm)
kolonunda metanol:%5 formik asit tamponu (50:50, h/h) ¢oziiciilerinden olusan bir
hareketli faz yardimu ile ayrilmistir. Yontemin, 4 dakikalik ¢alisma siiresine ve 0.5-50.0
ng/mL derisim araliginda dogrusallik oldugu gosterilmistir. LOQ degeri 0.5 ng/mL olarak
tespit edilmistir.

Agarwal ve ark!? insan plazmasinda tamsulosin ve dutasteridin eszamanli miktar
tayini icin LC-MS/MS yontemini gelistirmislerdir. Kromatografik ayrim; sivi-sivi
ekstraksiyonunun pesine bir Gemini C-18 (50 mm x 2.0 mm, 3 um) kolonu ve
metanol:amonyum format (97:3, h/h) bilesenlerinden olusan hareketli fazin kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bir turbo iyon spreyi tarafindan pozitif modda olusturulan proton

iyonlar1 analitleri ve i¢ standardi tespit etmek icin kullanilmistir. MS—-MS tespiti,
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tamsulosin i¢in 409.1—228.1 (m/z) fragmantasyonunu izleyerek yapilmistir. Tamsulosin
icin miktar tayin limiti 1.0 ng/mL idi.
2.5.1.3. Solifenasin Siiksinat

Singh ve Nanda'®® yaptiklar1 galismada tablet dozaj formlarinda solifenasin
stiksinatin tayini i¢in iKi farkli spektroskopi yontemi gelistirmislerdir. Her iki yontem
10.0-60.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir. Dogrusal oldugu
her derisimdeki numunenin ftizerlerine yontem I i¢in 5.0 mL bromo timol mavisi ve
yontem II igin 5.0 mL bromo fenol mavisi reaktifleri eklenmisdir. Daha sonra 5.0 mL
kloroform ilave edilip, reaksiyon karisimi bes dakika boyunca ¢alkalandiktan sonra, sulu
ve kloroform katmanlar1 ayirma hunisi kullanilarak ayrilmistir. Yontem I ve II igin
sirastyla maksimum absorbans verdigi 415.6 nm ve 412 nm dalga boylarinda olgiimler
alimistir ve geri kazanim degerleri sirasiyla %99.64-99.86 ve 99.82-99.97 arasinda, bagil
standart sapma 0.29 ve 0.28, korelasyon katsayilar1 0.9994 ve 0.9999 olarak bulunmustur.

Saiyed ve ark!! yaptiklari calijmada kombine dozaj formunda alfuzosin
hidrokloriir ve solifenasin siiksinatin belirlenmesi i¢in Birinci-derece Tiirev Spektroskopi
yontemi gelistirmislerdir. Birinci Derece- Tiirev spektrumlart metanol ortaminda
solifenasin siiksinat i¢cin 223 nm dalga boyunda spektrumlar1 alinmistir. Dogrusallik,
0.9992 korelasyon katsayis1 (R?) ile solifenasin siiksinat i¢in 3.0-18.0 pg/mL derisim
araliginda, LOD degeri 0.45 pg/mL ve LOQ degeri 1.53 pg/mL olarak belirlenmistir.

Madhu Kiran ve Rambabu®*® solifenasin siiksinatin saf ve oral dozaj formlarinda
tayini icin iki spektroskopi yontemi (Yontem-I ve II) gelistirmislerdir. Onerilen
yontemler solifenasin siiksinatin (yontem I ve II) pH 9.8’de sirasiyla bazik boyalar
(metilen mavisi ve metilen menekse) ile arasindaki kompleks reaksiyonlarina
dayanmaktadir. Beer-Lambert grafikleri, yontem | ve II i¢in 2.0-10.0 pg/mL derisim

araliginda iyi korelasyon gostermistir. Yontem I ve II i¢in maksimum absorbans 615 ve
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620 nm dalga boyunda gdzlemlenmistir. Ayrica yontem I ve II i¢in sirasiyla LOD
degerleri 0.407 ve 0.364 pg/mL, LOQ degerleri 1.35 ve 1.18 pg/mL, yiizde bagil standart
sapma %1.067 ve %1.165, yiizde geri kazanim degerleri %99.49-100 araliginda tespit
edilmistir.

Rakesh ve ark!® solifenasin siiksinatin tablet formlarmda miktar tayini igin
spektroskopi yontemi gelistirilmis ve yontem gegerlilik testleri yapilmistir. Solifenasin
stiksinat numuneleri %100 trietilamonyum fosfat tamponu (pH 2.5) kullanilarak
hazirlanmis ve 215 nm dalga boyunda analizleri ger¢eklestirilmistir. Gelistirilen yontem,
5.0-15.0 pg/mL derisim araliginda dogrusallik, %1.27 standart sapmaya sahip kesinlik
ve %98-102 arasinda geri kazanim gostermistir. Teshis limiti (LOD) ve miktar limiti
(LOQ) sirastyla 1.106 pg/mL ve 3.35 ug/mL olarak bulunmustur.

Teja ve ark!!’ gelistirdikleri spektroskopi yonteminde solifenasin siiksinatin 220
nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi tespit edilmistir. Gelistirilen
yontemin 2.0-10.0 pg/mL derisim araliginda Beer’in yasasina uydugu belirlenmistir.
Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.301786 pug/mL ve 0.914505 pg/mL, geri
kazanim degeri ise %99.174 - %101.012 araliginda hesaplanmustir.

Shaik ve ark!8 solifenasin siiksinatin tablet dozaj formunda miktar tayini i¢in ters
faz HPLC yontemini gelistirmisler ve yontem gegerlilik testlerini yapmuslardir.
Kromatografik ayirma, %0.1 trietilamin iceren monobazik potasyum fosfat (pH 3.5) ve
metanolden (gradient eliisyon) olusan bir hareketli faz kombinasyonu ile ¢evre
sicakliginda tutulan bir Inertsil ODS 3V C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm) kolon varliginda
1.5 mL/dk akis hizi ve 220 nm'de UV detektorii kullanilarak gergeklestirilmistir.
Solifenasin siiksinatin alikonma zamani 5.12 dk olarak belirlenmistir. Yontemin dogrusal
calisma aralig1 10.0-100.0 pg/mL, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.02 ve 10.0 pg/mL,

yiizde geri kazanim degeri ise ortalama %95.38 olarak bulunmustur.
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Annapurna ve ark!!® tablet dozaj formlarinda solifenasin siiksinat miktar tayini
icin izokratik ters faz sivi kromatografik yontemini gelistirmisler ve yontem gegerlilik
testlerini yapmuslardir. Yontemde, tetra biitili amonyum hidrojen siilfat (10 mM):
asetonitril (40:60, h/h) hareketli fazi, 0.8 mL/dk akis hizi, C18 kolonunu, UV dedektorii
ve 254 nm dalga boyu ¢aligma parametrelerini kullanmislardir. Dogrusallik, 20.0-200.0
pg/mL derisim araliginda gdzlenmistir (R? = 0.999). Miktar tayin limiti 0.845 pg/mL,
teshis limiti ise 0.0269 ug/mL olarak bulunmustur.

Yanagihara ve ark!?° solifenasin siiksinatin rat plazmasinda tayini i¢in yar1 mikro
HPLC-UV yo6ntemi gelistirmisler ve yontem gegerlilik testlerini yapmuslardir. Solifenasin
siiksinatin 1.0 mL rat plazmasindadan ekstraksiyonu ig¢in tert butil metil eterin
kullanilmistir. Ekstraktin, 0.1 M fosfat tamponu (pH 3.0): asetonitrilden (71:29, h/h)
olusan bir hareketli faz ve TSKgel ODS-80T (5 um, 150 mm x 2.0 mm id) ters faz kolonu
kullanilarak kromatografik ayrimi gerceklestirilmistir. Giin igi kesinlik i¢in varyasyon
katsayis1 %0.4 ile %1.7 arasinda, bagil hata %5-5 ile %2.0 arasinda tespit edilmistir. 1.0
mL plazma kullanildiginda, solifenasin i¢in LLOQ 2 ng/mL, ¢alisma araligi 2.0-1000.0
ng/mL, alikonma zamani 18.2 dk ve ekstraksiyon geri kazanim degeri %83.2-88.1 olarak
bulunmustur.

Attia ve ark!?! saf ve farmasotik dozaj formlarinda solifenasin siiksinat, flavoxate
HCI ve toltoridin tartaratin miktar tayini i¢in ters faz HPLC yontemi gelistirilmiglerdir.
Onerilen RP-HPLC yéntemde XterraRP-18 kolonu (5 um x 25 cm x 4.6 mm) , 1.0 pL/dk,
akis hizi, 20.0 puL enjeksiyon hacmi, 200 nm dalga boyu, 0.05 M pentan siilfonik asit
sodyum tuzu (pH 3.0+0.05) ve asetonitrilden (50:50 h/h) olusan hareketli faz ¢alisma
parametrelerini kullanmislardir. Solifenasinin alikonma zamani 4.1+0.1 dk, kalibrasyon

egrisin 0.1-100.0 pg/uL derisim araliginda dogrusal (R% 0.9993), LOD ve LOQ
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degerlerinin sirasiyla 0.018 ve 0.054 pg/uL ve ortalama geri kazanim degerinin
ise 9%099.80 oldugu belirlenmistir.

Krishna ve ark'?> tarafindan asir1 aktif mesanenin tedavisinde kullanilan
solifenasin siiksinatin miktar tayini i¢in sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir.
Solifenasin siiksinat ile bozunma iiriinlerinin kromatografik ayrilmasi, bir Shimpack XR-
ODS-II kolonu ve suda 10 mM potasyum dihidrojen ortofosfat ve astonitril igceren
hareketli faz sistemi 0.5 mL/dk akis hizinda bir ikili-gradient eliisyon yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Solifenasin siiksinatin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0.2 ve 0.6 pg/uL, geri kazanim degeri %95- %104 arasinda tespit edilmistir.

Reddy ve ark!? solifenasin siiksinat ve safsizlik olan solifenasin N-oksidin miktar
tayini igin gelistirilen ters faz kromatografik yontemde, C18 (5 pm x 150 mm x 4.6 mm)
kolon ve ortofosforik asitle pH’1 3.5’e ayarlanmis 0.01 M fosfat tamponu:asetonitrilden
(90:10, h/h) olusan hareketli faz gradient eliisyon mod, 1.0 mL/dk akis hizi, 35 °C kolon
sicakligi ve 220 nm caligma parametreleri kullanilmustir. 1lag, hidroliz, oksidasyon,
fotoliz ve termal bozulma gibi stres kosullarina maruz birakilmistir. Sadece oksidatif stres
kosulunda 6nemli 6l¢iide bozunma oldugu tespit edilmistir. Ayrica solifenasin siiksinat
ve safsizliklarin belirlenmesi ve tamimlanmasi igin LC-MS/MS yontemi de
gelistirilmistir. Dogrusal kalibrasyon grafigi 0.08-0.12 mg/mL arasinda korelasyon
katsayist, 0.999'dan biiyiik ve bagil standart sapma ise %2.0 olarak bulunmustur.

Mistri ve ark*?* tarafindan insan plazmasinda alfuzosin ve solifenasinin eszamanli
olarak oOlclilmesi i¢in dogru, secici ve hassas bir biyoanalitik yontem gelistirilmis ve
yontem gegerlilik testleri yapilmigtir. 0.5 mL plazmada bulunan analitler ve IS, metil tert-
butil eter kullanarak ekstre edilmis Hypurity C8 kolonunda ayrilmistir ve bir turbo iyon
sprey arayiizii ile tandem kiitle spektrometrisi ile tespit edilmistir. Yontem, 3.0 dakikalik

kromatografik ¢aligsma siiresine ve alfuzosin igin 0.25-25.0 ng/mL ve solifenasin igin 0.6-
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60.0 ng/mL (R?:0.9996) derisim araliginda dogrusal kalibrasyon egrilerine sahip oldugu
belirlenmistir. Solifenasin siiksinat igin dort kalite kontrol seviyesinde degerlendirilen
giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk (%BH) ve kesinlik (%CV) degerleri sirasiyla %88.2-
106.4 ve%0.9-7.7 olarak bulunmustur. Plazma 6rneklerinden mutlak geri kazanim degeri
alfuzosin i¢in %71.8 ve solifenasin igin %93.1 olarak tespit edilmistir. Alfuzosin ve
solifenasinin stabilitesi farkli saklama kosullar1 altinda degerlendirilmistir. Dogrulanmis
yontem, belirlenen kosullar altinda sekiz saglikli goniilliide 10 mg alfuzosin hidrokloriir
ve 5 mg solifenasin siiksinat tablet formiilasyonunun oral olarak uygulanmasindan sonra
biyoyararlanim ¢alismasida yapilmustir.

Macek ve ark'?® tarafindan insan plazmasinda solifenasin siiksinatin miktar tayini
i¢in bir siv1 kromatografi-elektrosprey tandem kiitle spektrometresi yontemi gelistirilmis
ve yontem gegerlilik testleri yapilmistir. Ekstraksiyon yontemi; 0.25 mL plazmanin
metanol vasitasiyla proteinlerinin ¢oktiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Kromatografik
ayrim, bir pentaflorofenilpropilsilika kolon (50 mm x 4 mm, 3 pum) iizerinde metanol
- %1.0 formik asit igeren 100 mM amonyum asetattan (90:10, h/h) olusan hareketli faz
yardimiyla gergeklestirilmistir. Miktar tayini pozitif iyon modu ile yapilmus, solifenasin
stiksinat ve i¢ standart olarak kullanilan solifenasin-D5 ig¢in m/z degerleri sirasiyla

363—193 ve 368—198 olarak kullanilmistir. Ekstraksiyon geri kazanim degeri %70,

LLOQ degeri 0.47 ng/mL ve ¢alisma araligi 0.47-42.0 ng/mL olarak belirlenmistir. Bagil
standart sapma ile ifade edilen giin i¢i ve giinler arasi kesinlik %211'den diisiik
bulunmustur.
2.5.1.4. Tamsulosin, Silodosin ve Solifenasin Siiksinat

Ganthi ve ark!?® tablet dozaj formlarinda solifenasin siiksinat, tamsulosin ve
yabanci maddelerin eszamanli olarak belirlenmesi icin RP-HPLC yontemi gelistirilmis

ve yontem gegerlilik testlerini yapmislardir. Yontemde, 30 °C sicaklik, Capcell Pak C18
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kolon, %0.5 trietilamin igeren pH’1 fosforik asitle 6.6’ya ayarlanmis 20 mM potasyum
fosfat tamponlu su:asetonitril (10:90, h/h) olusan hareketli faz, gradient eliisyon, 0.9
mL/dk akis hizi, foto diyot array dedektor ve 225 nm dalga boyu ¢alisma parametrelerini
kullanmislardir. 1ki madde oksidatif, asit, baz, hidrolitik, termal ve fotolitik stres
kosullarina maruz birakilip, yontemle kararlilik testleri gerceklestirilmistir. Kalibrasyon
grafiklerinin dogrusal oldugu derisim araliklar1 solifenasin siiksinat i¢in 0.135-0.221
pg/mL ve tamsulosin hidrokloriir i¢in 0.043-0.090 pg/mL, LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla solifenasin siiksinat i¢in 0.075 ve 0.2211 pg/mL, tamsulosin hidrokloriir igin
0.0135 ve 0.0432 pg/mL olarak belirlenmistir. Farmasotik preparatlarda geri kazanim
degerleri solifenasin siiksinat ve tamsulosin igin sirastyla %98.7+3.1 ve 98.8+2.5 olarak
tespit edilmistir.

Israel ve ark'?’ tarafindan farmasoétik dozaj formlarinda solifenasin siiksinat ve
tamsulosin hidrokloriir miktar tayini igin sivi kromatografik yontem gelistirilmis ve
yontem gegerlilik testleri yapilmistir. Yontemde, izokratik eliisyon, eclipse XDB-C18
(4.6 mm x 150 mm, 5 um) kolonu, aseto nitril: (pH’1 3.0, %0.2 trietilaminli) 20Mm
sodyum fosfat tamponundan (30:70, h/h) olusan hareketli faz ¢alisma parametrleri
kullanilmistir. Solifenasin igin 15.0-75.0 pg/mL (R?=0.999) ve tamsulosin i¢in 1.0-5.0
pg/mL (R? = 0.999) derisim araliginda dogrusallik gdzlenmistir. LOD ve LOQ degerleri
sirastyla solifenasin igin 0.04 ve 0.14 pg/mL ve tamsulosin i¢in ise 0.05 ve 0.1 pg/mL,
giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapma degerleri solifenacin i¢in %1.5'ten, tamsulosin
icin %1.0'den az oldugu bulunmustur. Geri kazanim degeri ise %98.0'den biiyiik oldugu
tespit edilmistir.

Naraparaju ve ark*?® tamsulosin ve solifenasin siiksinatin eszamanli miktar tayini
icin 1D-Tiirev senkronize spektroflorimetrik yontemini gelistirmisler ve yontem

gegerlilik testlerini yapmuslardir. 322 nm dalga boyunda (solifenasin siiksinat igin sifir

39



noktasi) tamsulosine verilen yanitlarin, 0.9996’lik korelasyon katsayis1 ile 2.0-10.0
ug/mL derisim araliginda dogrusal oldugu; benzer sekilde 570 nm dalga boyunda
(tamsulosin hidrokloriir i¢in sifir noktasi) solifenasin siiksinata verilen yanitlar, 0.9992'lik
bir korelasyon katsayist ile 30.0-150.0 pg/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit
edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirastyla solifenasin i¢in 2.640 ve 8.0 pg/mL ve
tamsulosin igin ise 0.210 ve 0.639 ug/mL, ticari formiilasyonlarda geri kazanim degerleri

ise tamsulosin i¢in %95.0 ve solifenasin siiksinat i¢in %103.5 olarak belirlenmistir.

El-Kimary ve ark'?® BPH tedavisi igin kiigiik bir bilesen olarak toterodin tartrat
veya solifenasin siiksinat ile birlikte tamsulosin hidrokloriir igeren iki yeni ilag
kombinasyonunda bu etken maddelerin miktar tayini icin spektrofluorimetrik yontem
kullanilmistir. Tamsulosin ve solifenasin karisiminin analizinde, her iki ilag arasinda
basaril1 bir ¢éziintirliiglin yan1 sira, hem tamsulosin hem de solifenasin igin sirasiyla 0.75—
3.50 ve 2.5-15.0 pg/mL araliginda dogrusal kalibrasyon egrileri elde edilmistir. LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla tamsulosin igin 0.15 ve 0.46 ug/mL, solifenasin igin ise 0.59 ve
1.79 pg/mL olarak bulunmustur. Ug ilacin floresan yogunlugunu etkileyen gesitli deney

parametrelerinin optimizasyonu yapilmistir.

El-Kimary ve ark!® tek ilacta ve kombine dozaj formlarinda tamsulosin
hidrokloriir ile tolterodin tartarat ya da solifenasin siiksinat karigimlarinin analizi igin
HPTLC yontemini gelistirmiglerdir. Onerilen yontem, ii¢ ilactn HPTLC ayrismasindan
sonra 224 nm'de noktalarinin dansitometrik 6l¢limleri iizerine kurulumustur. Ayirma,
hareketli faz olarak etil asetat-metanol-amonyak (6:4:0.05, h/h/h) kullanilarak Merck
HPTLC aliiminyum silika jel 60 F254 aliiminyum levhalarinda gergeklestirilmistir.
Dogrusal regresyon analizi verileri, tamsulosin hidrokloriir, tolterodin tartarat ve
solifenasin siiksinat i¢in sirasiyla 0.1-0.7, 0.4-4.0 ve 1.0-6.0 bandg/bant araliginda
regresyon ¢izgisi i¢in kullanilmustir.
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2.5.2. laclar Uzerinde Yapilan Metabolomiks Calismalar

Vargas ve ark™! kutandéz laysmanyazis’in meglumin antimoniat ile tedavisi
sirasinda terapotik yanitin daha iyi tanimlanmasi igin biyobelirte¢lerin tanimlanmasini
amaclamislardir. Kutan6z laysmanyazis tanisit konulan 39 hastanin plazma 6rneklerinin
hedeflenmemis metabolomik profili ortaya konulmustur. Meglumin antimoniat
kullaniminin ortaya c¢ikardigi metabolik bozulmalar, uzun zincirli B-yag asidi
oksidasyonundaki ve enerji tiretimindeki degisiklikleri yansitir. Tedaviye cevap veren
hastalardan alinan numunelerde allantoin, N-asetilglutamin, taurin ve piruvat anlamli
olarak daha fazla bulunmus ve bu hasta grubundaki tedavi sonucunu gézlemlemek igin
biyobelirteg olarak tercih edilebilirligi (AUC>0.7) gosterilmistir. Sonuglar, antioksidan
ve yara iyilesmesine aracilik eden metabolitlerin kutan6z laysmanyazis'in Kklinik
tedavisine katilimin1 destekledigi, antileishmanial tedavi sonunda ortaya c¢ikan
metabolizma ve immiin yanitlar arasindaki iligkileri ortaya koymustur.

Rotroff ve ark!® tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan metforminin etki
mekanizmasini aydinlatmak ve bireylerin tedaviye verdigi farkliliklar: agiklamak i¢in 33
Afro-amerikan denekten alinan plazma orneklerini farmakometabolomiks yaklasimla
karsilagtirmiglardir. Sonuglar1 dogrulamak i¢in metformin verilen ratlar iizerinde de ayni
calismalar1 yapmislardir. 54 metabolitde anlamli farklilik tespit etmislerdir. indol-3-
asetat ve 4-hidroksiprolin hem insanlarda hem ratlarda anlamh degisiklik gostermistir.
Insiilin direnci ile iliskili bir metabolit ve tip 2 diyabetin erken teshis biyobelirteci olan
2-hidroksibutanoik asit aglik glikoz ve tokluk glikoz seviyeleri ile iliskilendirlmistir.
Metabolik yolak analizlerinde ise ilire ve plirin dongiisiinde bir dizi metabolitlerdeki
degisikliklerle iligkili oldugu gosterilmistir.

Yao ve ark!® bir antikanser ajani olan irinotekanm klinik kullanimi sonucu

goriilen yan etkileri ve doku toksisitesini incelemk istemislerdir. Bu amagla hedef toksik

41



dokular1 ayirt etmek ve ratlarda irinotekan uygulamasindan sonra hedef dokularin
tepkisini ortaya koymak i¢in farmakometabolomiks ¢alismasi yapmuslardir. Irinotekanin
etki ettigi dokuz dokunun metabolik profilleri temel bilesen analiz ve kiime analizi ile
smiflandirilmigtir. Calisma sonucuna gore, irinotekanin hedef toksik dokular1 olarak
ileum, jejunum ve karaciger kabul edilmis ve bu dokulardaki kontrol grubuna goére
anlaml farklilik gosteren spesifik metabolitler tanimlanmustir. Hedef toksik dokularda
krebs siklusu, amino asit, piirin ve safra asidi metabolizmasina ait bozulmalar
gozlemlenmistir.

Bordag ve ark!3* 20 erkek goniillii insandan tek bir doz 4 mg deksametazon
uygulamasindan dnce ve sonra alinan plazma 6rneklerinden 214 metabolit kaydedilmistir.
Bu 214 metabolitten 10’u 6nemli 6l¢lide azalma gosterirken 58’1 ise artis gostermistir.
Toplamda ise 150 metabolit deksametazon uygulamasindan sonra anlamli derecede
degisiklik gostermistir. TAG'ler, sfingozinler, yag asitleri ve kompleks lipit toplami
triptofan seviyelerinde, TCA ve iire dongilerinde, kas katabolizmasi, hepatik
glukoneogenez ve lipoliz olaylarinda artiglar goriilmiistiir. Buna bagli olarak enerji
metabolizmasinda bozukluklar tespit edilmistir. Sonuglar tek dozlu, kisa siireli
deksametazon uygulamasi ile indiiklenen ciddi metabolik diizensizlige genel bir bakis
acist saglamistir. Gozlenen metabolik degisiklikler, ciddi yan etkilerin erken saptanmasi,
yasam kalitesini arttirma ve saglik bakim maliyetlerini azalmak i¢in olanak saglamistir.

Amin ve ark'® tarfindan klopidogrelin terapotik etkisini tahmin etmek, terapdtik
yanitin getirdigi metabolik yollar hakkinda ve yanitla iliskili bilinmeyen genetik ve
genetik olmayan faktorler hakkinda genis bilgi saglama ve toksisite biyobelirteglerini
tanimlamak igin bir yaklasim olan farmakometabolomiks c¢aligmasi yapilmistir. Bu

calismayla, klopidogrel tedavisinin kisisellestirilmesine yonelik giincel yontemlerin yani
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sira, klopidogrelin degiskenlik gosterdigi trombosit reaktivitesi ile iliskili faktorler
hakkindaki literatiirler derlenmistir.

Lewis ve ark!® 32 haftalik bronkopulmoner gelisen erken dogmus bebeklere
uygulanan deksametazon tedavisinde bebeklerden tedaviden 6nce ve sonra alinan serum
ve idrar 6rneklerinin metabolm profilleri degerlendirilmistir. Steroid tedavisiyle serum
glukonik asit seviyesi 140 kat azalmistir. Hem serum hem de idrarda iire dongiisii,
amonyakl geri doniisiimii ve malat-aspartat mekik yolaklarinda degisiklik gézlenmistir.
Regresyon analizlerinde 6 serum ve 28 idrar metaboliti solunum siddeti skoru ile anlamli
olarak iliskilendirilmistir.

Malkawi ve ark®®’ sicanlarda deksametazon tedavisinin yan etkilerini incelemek
icin s1vi kromatografi-tandem kiitle spektrometresi temelli hedefli metabolomik
profilleme, biyokimyasal parametreleri inceleme ve radyografik goriintiileme teknikleri
kullanmiglardir. Ayrica, kontrollere kiyaslanadiginda deksametazon ile tedavi edilen
ratlar, farkli bir metabolomik profil gdstermistir. Ozellikle, serum amino asit
metabolizmasi, fenilalanin, lisin ve arginin seviyelerinde alt1 kat azalma, glukoneogenez
ve protein katabolizmasindaki pertiirbasyonlari yansitan ve birlikte kilo kaybina, anormal
kemik  metabolizmasina yol acan tirozin ve hidroksiprolinde azalma
gostermistir. Stiksinilasetonun ~ (4.6-dioksoheptanoik  asit)  asir1  ekspresyonu,
deksametazonun hepatik fumarilasetoasetat hidrolaz tizerinde yeni bir inhibe edici etkisi
oldugunu ortaya koymustur. Adipoz dokunun bozulmasina yol agan asilkarnitinlerin,
ozellikle de ¢ok uzun zincirli tiirler (C12, C14: 1, C18: 1), deksametazon tedavisinden
sonra onemli 6l¢iide miktar1 artmistir. Sonug olarak, ratlarda uzun siireli deksametazon
tedavisi, yan etkileri ile iligkili olan farkli bir metabolik profil ortaya koyulmustur.

Kaddurah-Daouk ve ark®® karboksilesteraz 1’in inhibe ettigi metilfenidatin

farmakokinetik profilini  belirlemek amaciyla farmakometabolomiks c¢alismasi
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yapmuglardir. 44 goniilliiden alinan plazma 6rneklerinin metabolom profillerinde pozitif
modda 153 lipit, negatif modda 61 lipit, 13 safra asidi ve 32 amin metaboliti
tanimlanmistir. Metilfenidat metabolizmasinin; TG(56:6), TG(56:5), ¢oklu doymamis
yag asitleri, alelin, kolik asit, glikolik asit, taurokenodeoksikolik asit,
glikokenodeoksikolik asit, chenodeoksikolat, taurokolat ve taurosenodeoksikolik asit gibi
safra asitleri ile iligkili oldugu ortaya konmustur.

Gao ve ark!®® irinotekanin indiikledigi gastrointestinal toksisite olan
miyelosupresyonun ve ge¢ baslangi¢chi ishalin erken teshisi igin serumlarda
biyobelirteglerin bulunmasina yonelik farmakometabolomik calisma yapilmistir. Geg
baslangicli ishal ve miyelosupresyondaki bireysel farkliliklar i¢in hedeflenmis
metabolomiks temelline dayanarak iki metabolit grubu taranmistir. Glukronid,
kamptotesin, 7-etil-10-hidroksi kamptotesin, ketojenik amino asitlerde (fenilalanin, lizin,
triptofan) anlamli degisiklikler gozlenmistir. Ketojenik amino asitlerde goriilen
degisiklikler sitrik asit dongiisii ve hepatosteatoz etkinligini bozarak myelosupresyona
sebep oldugu Ongoriilmiistiir. Sonu¢ olarak myelosupresyonun Ongoriilmesi igin
ketojenik amino asitlerin, ge¢ baslangicli ishalin 6ngoriilebilmesi i¢in safra asitleri ve
fenilalaninin kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Kim ve ark® asir1 kilolu/obez ve normal kisiler arasindaki metabolom
profillerindeki farklili§i ortaya koymuslardir. Asir1 kilolu/obez kisilerin  serum
fosfolipitlerinde daha yiiksek stearik asit ve diisiik oleik asit, plazmasinda ii¢ adet LysoPC
belirlenmistir. Asir1 kilolu/obez kisilerde daha Once tanimlanan 8 metaboliti de
dogrulamislardir. Sonuglar asir1 kilolu/obez kisilerde iki dalli zincirli amino asidi, iki
aromatik amino asidi, yag asidi sentezinin ve oksidasyonunun anormal metabolizmasini

dogrulamislardir.
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Martinez-Avila ve ark'*! zonisamid kullanimmin etkinliligi ve toksisitesi ile
iliskili olabilecek metabolitlerinin saptanmasi amaciyla farmakometabolomik ¢aligsmasi
yapmuslardir. Saghkli goniillillerin olusturdugu kontrol ve ilag gruplarindan alinan
plazma 6rneklerinin metabolom profilleri degerlendirilmistir. Sonug olarak dall1 zincirli
amino  asitler, steroidler, triasilgliseroller, = metilasyona  duyarli  diasil
gliserofosfoetanolamin, gliserofosfolipitler, 20: 4 FA (arasidonik asit), kolesterol ester,

lizolsitil ve fosfatidilkolin seviyelerinde anlamli degisiklikler gbzlemlenmistir.

2.6. Ila¢ Miktar Tayininde ve Metabolomiks Calismalarinda Kullanilan Analitik
Yontemler

2.6.1. Spektroskopi Yontemleri

Spektroskopi, elektromanyetik 1s1n ile maddenin etkilesmesini inceleyerek o
maddenin yapisi, kararliligit ve miktar1 hakkinda bilgi saglayan bilim dalidir. Bu
yontemler numunede bulunan atom, molekiil veya iyonlarin enerji seviyeleri arasindaki
hareketleri esnasinda absorbladiklar1 veya yaydiklar1 elektromanyetik 1sinin olgiilmesi
esasina dayanir. Dalga ve tanecik 6zelligi olan elektromanyetik 151n uzayda ¢ok hizl
hareket edebilmektedir. Atom, molekiil veya iyonlar tarafindan sogurulan isinin
incelenmesine absorpsiyon spektroskopisi, atom, molekiil veya iyonlar tarafindan yayilan
1s1n1n incelenmesine ise emisyon spektroskopisi denir. Spektroskopik analizlerde dalga
boyu 110 nm’den 30000 nm’ye kadar olan ¢esitli 1sinlar kullanilmaktadir (Sekil 2.6). Bu
genis dalga boyu araliginda calisan ¢esitli cihazlar gelistirilmistir. 110-1000 nm dalga
boylarindaki 1sinlarda Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-Visible), 2500-30000 nm dalga
boylarinda infrared ve dalga boylar1 ylizlerce metreye kadar degisen radyo dalgalarinda
ise niikleer manyetik rezonans spektrofotometre cihazlar1 kullanilir. Bu cihazlarin gegerli
olduklar1 Ultraviyole-Goriiniir Bolge (UV-Visible), Infrared (IR titresim) ve Niikleer

Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopilerinin yani sira, floresans ve fosforesans
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spektroskopisi, atomik emisyon spektroskopisi, atomik floresans spektroskopisi, atomik
absorbsiyon spektroskopisi ve kiitle spektroskopisi yontemleride bulunmaktadir. Bu
yontemler hassas ve segici olduklari igin literatiirde ¢ok tercih edilmektedirler.
Spektroskopi yontemleri, organik ve inorganik bilesiklerin nitel ve nicel analizlerinde,
maddelerin molekiil yapilarinin ve asit-baz denge sabitlerinin belirlenmesinde siklikla

kullanilmaktadir.4?

GORULEBILEN - i
DALGA UV - MOROTESI

KIZILOTESI ISINLAR

DALGA

X ISINLARI

RADYO
DALGASI

ALGA BOYU _5,000,000,000 , 250 05 00005 Nanometre
ENERUI 0000000248 0124 245 4% 2450 ZA50000 Elckiron b

1em = 10,000,000 hanometre
=

Sekil 2.6. Elektromanyetik 1sinlarin sistematik olarak tanimlanmasi (Elektromanyetik
spektrum)

2.6.1.1. Istmin Absorplanmasi ve Lambert-Beer Yasasi

Spektrofotometri; maddeye gonderilen 1smn enerjisinin absorpsiyonu esasina
dayanmaktadir ve maddeye ait tranmittans (gegirgenlik) / absorbans 6zelliklerini, dalga
boyunun bir fonksiyonu olarak inceler. Elektromanyetik bir radyasyon olan 1s1n, frekans
(v) veya dalga boyu (1)) ile karakterize edilir ve enerjisi E = h.v veya E = h.c / A bagintisi
ile verilir. (h; Planck sabiti = 6.62*10-27 erg.s, ¢ = 3*1010 cm/s)

Atom, molekiil veya iyonlara gonderilen 1s1n enerjisi, elektronlarin diisiik enerjili

orbitallerden (temel hal) daha yiiksek enerjili orbitallere (uyarilmis hal) gegmesine yol
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acar (Sekil 2.7). Bu iki enerji seviyesi arasindaki fark 1s1n enerjisine esit ise, 151n madde
tarafindan absorplanir. Uyarilan atom, molekiil veya iyon yaklagik 107 saniye uyarilmig
halde kaldiktan sonra, absorpladig1 enerjiyi 1s1 halinde geri vererek temel hale geri doner.
Uyarilan bazi maddeler ise, bu enerjiyi daha biiyiik dalga boylarina sahip 1s1n olarak geri
verirler. Bu olaya ise fotoliiminesans denir. Bu olay ¢ok kisa siirerse floresans, daha uzun

siirerse fosforesans olarak adlandirilir, 242144

mmmmmmmmmm s mmeeeeeeee= - B uyartlmis eneri sevivest (1070 sn)
AE=h.v

s b By temiel eneri sevivesi

Sekil 2.7. Elektronik enerji seviyeleri

Herhangi bir dalga boyuna sahip 1sinin absorpsiyonu, enerjiyi absorbe edebilecek
bir yapinin varligini gosterir. Absorbsiyon miktar1 dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
kaydedilerek absorbsiyon spektrumu olusturulur. UV ve goriiniir bolge spektrumunda,
absorbanslar dalga boyuna kars1 grafige yerlestirilir. Absorpsiyonun en yiiksek oldugu
dalga boyunda bir maksimum goriiliir (Amax ). Absorpsiyon spektrumlari; atomik
absorpsiyon spektrumlari ve molekiiler absorpsiyon spektrumlari olacak sekilde iki
cesittir, 142144
Kalinligi b cm olan kiivette ¢ozelti halinde bulunan atom, molekiil veya iyon
tizerine gonderilen monokromatik (tek dalga boylu) 1sin demetinin siddeti (Po ) ile
kiivetten ¢ikan 15 siddeti (P) arasindaki fark spektrofotometre cihazlari yardimi ile

Olciilerek 151mnin absorbsiyonu belirlenir. Isin demetinin ¢ozelti ortamindan ge¢me

oran1 %gegirgenlik (%T) ile ifade edilir ve %T=P / Po x 100 bagntis1 ile belirlenir.
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Absorbans (A) ise gegirgenligin eksi logaritmasi (A = -logioT= -log P / Po) alinarak

bulunur (Sekil 2.8).

Po : ! P

) | )

kiivet

Sekil 2.8. Elektromanyetik 1s1nin ortamdan gegisi

Atom, molekiil veya iyon ¢dzeltisinin absorbansi ile derigimi arasindaki iligki ise,
Lambert-Beer esitligiyle ifade edilir. A =-log Po/ P =¢.b.C (&: molar absorbtivite, C:

derisim mol/L) 14144

2.6.1.2. Lambert-Beer Yasasindan Sapmalar

Lambert-Beer yasasimnin gegerli olmasi ig¢in, ¢6zeltide bulunan taneciklerin
elektriksel alan olarak birbirlerini etkilemesini engellemek i¢in seyreltik c¢ozeltilerle
calistimahidir. Bu sebeple numunenin derisimi 102 M’dan diisiik olmalidir. Ciinkii yiiklii
tanecikler birbirlerinin yliik dagilimin1 etkileyerek absorplama yeteneklerini
etkileyebilirler. Bunun sonucunda derigim ile absorbans arasinda olmasi gereken lineer
iligki bozulur. Ayrica ortamda bulunan yiiklii tanecikler veya yiiksek derisime sahip
maddeler analitin absorbsiyonunu etkileyerek yasadan sapmalara yol agar. Lambert-Beer
yasasindan sapmalar; cihazdan kaynaklanan, kimyasal maddelerden kaynaklanan ve

analizci hatasindan kaynaklanan sapmalar olmak iizere 3 gesittir. 142144

2.6.1.3. Ultraviyole-Gériiniir Bolge Spektrofotometreleri
Genel olarak 151k kaynagi, monokromatdr, numune kab1 ve dedektor olmak tizere

4 kisimdan olusan spektrofotometre; 180-800 nm araliginda tarama yapabilen, 11k
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kaynagindan gelen 1sina ait dalga boyunun bir fonksiyonu olarak, numuneye ait
transmittans veya absorbansi Ol¢ebilen, cihazlardir. Ayrica spektrofotometrelerde 1sinin
toplanmasini, boliinmesini, odaklanmasini, yansitilmasini ve belirli bir siddette numune
lizerine gonderilmesini saglayan aynalar, mercekler, giris-¢ikis (slit) araliklar1 ve 151k
boliciileri bulunmaktadir (Sekil 2.9). UV-goriiniir bolge spektrofotometreleri kullanilan

151k kaynagina bagli olarak 110-1000 nm dalga boylar arasinda calisabilmektedir. 142144

Isik kaynagi Monokromatér| » | Numune

(A secici) kabi

Dedektor

v

Sinyal islemci

Sekil 2.9. Spektrofotometrenin sematik gosterimi

UV-goriniir bolge spektrofotometre cihazlarinda, 151k kaynagi olarak 160-375 nm
dalga boyu araliginda hidrojen ve déteryum lambalari kullanilirken, 350-2500 nm dalga
boyu araliginda 1s1n yayabilen tungsten lambalar tercih edilmektedir. Dalga boyu segici
olarak prizma veya optik ag bulunan UV-goriiniir bolge spektrofotometrelerde,
numunenin 6zelliklerine veya kullanilan dalga boyuna bagli olarak plastik, soft veya
borosilikat cam ve kuartz kiivetler olmak iizere farkli numune kaplar1 kullanilmaktadir.
Son olarak spektrofotometrelerde, 1sitk kaynagindan gelen ve numune tarafindan
absorblanmayan 15181 siddetini dlgebilen, gelen 1sin siddetine bagli olarak elektriksel
sinyal ireten ve bu sinyali devreler yardimiyla g¢ogaltabilen cesitli dedektorler
kullanilmaktadir. Fotovoltaik dedektorler, fototiipler ve foto ¢ogaltici tiipler ultraviyole

ve goriiniir bolgede kullanilan detektdrlerdir, 142244
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Spektrofotometreyi olusturan bilesenlerinin ayni1 151k yoluna yerlestirildigi
cihazlara tek 1s1n yollu spektrofotometreler denir. Monokromatérden ¢ikan 15181 esit
siddete sahip iki demete bolerek birini 6rnege, digerini sadece ¢dziiciiniin bulundugu kaba
gondererek, her dalga boyunda sifirlama islemini tekrarlanmadan analiz imkani saglayan
cift detektore sahip spektrofotometrelerde bulunmaktadir. Bu cihazlar ise ¢ift 151 yollu

spektrofotometreler olarak adlandirilmaktadir. 142144

2.6.2. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit fazda farkli tutunma
kuvvetlerine dayanarak hareketli faz yardimiyla birbirinden ayrilmasi, saflastiriimasi,
taninmasi ve tayinine imkan saglayan bir analitik yontemdir. Karisimdaki bilesenlerin;
sabit bir akis hizina sahip gaz veya sivi hareketli fazla ile birlikte, sabit faz {izerinden
gecerken yiizey adsorbsiyonu, boyut eleme, dagilma ve iyon degistirme 6zelliklerine

bagl olarak birbirlerinden ayrilmasi esasina dayamr.'4?

2.6.2.1. Yiiksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC)

Bir karisimda bulunan maddeler bir ¢oziicli veya ¢oziicii karigimi yardimiyla
uygun biiytikliikte katt dolgu maddeleri ile doldurulmus bir kolondan yiiksek basing
altinda gegirilerek farkli yiirlime hizlarindan yararlanarak ayrilmalarit mimkiindiir.
Yiiksek performanslt sivi kromatografisinde, hareketli faz sivi, sabit faz kat1 veya sivi
tutturulmus kat1 destek maddesinden olugsmaktadir. Daha kisa siirede, uygun akis hizi ile
ideal bir ayrim gerceklestirebilmek igin, hareketli faz basing yardimiyla kolonda
yuritiilmektedir.

HPLC; maddelerin yiiksek hassasiyet ve dogrulukla kantitatif tayinine, sicaklikla
bozulabilen veya ugucu olmayan tiirlerin ayrilmasina imkan saglamasi ve genis
uygulanabilir alanlara sahip olmasi sebebiyle analitik ayirma tekniklerinde en ¢ok tercih

edilen yontemlerden biridir. Uygun hareketli faz, kolon ve dedektor kullanilarak ilaglar,
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karbonhidratlar, aminoasitler, pestisitler, niikleik asitler ve birgok organik bilesiklerin

ayrilmasina ve analizine olanak saglamaktadir.'#?

2.6.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazi
HPLC cihazi; pompa, enjektor, kolon, dedektor ve kaydedici olmak iizere bes ana

kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.10 ve 2.11).

EolonF
' cor T Dedeltér
Ecolon
Degazer ,j—.—O———-

HMurmune

/ _ _ Pompa  enjelstyonu :
-__ & = = = -__

Mobil faz Atk

Eaydedic

Sekil 2.10. Yiiksek performansl sivi kromatografi cihazinin sematik goriiniisii

Hareketli faz; bir veya birden fazla, 200.0-1000.0 mL hacimlere sahip cam veya
celikten {iretilmis haznelerde bulunmaktadir. Hareketli faz, ¢ogu zaman kolon ve
dedektorde bozucu etkilere sahip ¢ozlinmiis gazlar igermektedir. Bu ¢oziinmiis gazlar

degazer denilen bir sistemle ortadan kaldirilmaktadir.
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Dedektor

Kolon ve Kolon Firim
Kavdedici

Otomatik Numune Enjektorii
Mobil Faz Degasser Unitesi ve Pompa

Sekil 2.11. HPLC cihazi

Degazerdan ¢ikan hareketli fazin kolondan akist pompa vasitasiyla
gergeklestirilmektedir. Farkli 6zellik ve avantajlara sahip pistonlu, siirgiilii ve pnomatik
olmak {izere ii¢ ¢esit pompa bulunmaktadir. Pompalar; puls icermeyen basing ¢ikisi, 6000
psi basing tiretimi, dakikada 0.1-10 mL akis hizi, en az %0.5 akis tekrarlanabilirligi ve
korozyona kars1 dayaniklilik gibi 6zelliklere sahip olursa iyi bir ayrimaya olanak saglar.

HPLC sisteminde numune enjeksiyonu icin genellikle sisteme 5 plL’den 500
pL’ye kadar numune verebilen otomatik enjeksiyonlar kullanilmaktadir. Yiiksek basing
altinda gerceklestirilen numune enjeksiyonu sonucu, numune hareketli faza karigir ve
¢Oziinerek kolona ulasir.

5-10 um ¢apinda dolgu maddesi taneciklerine, 4-10 mm ¢apa, 5-150 cm uzunluga
sahip paslanmaz ¢elik veya plastikten yapilan bir HPLC kolonu cihazin en 6nemli
kismuidir. Kolonda gergeklestirilen ayrim kromatografik yontemin performansini belirler.
Kolonun kararli yapisi, hareketli faz ve numune ¢6zeltilerine karsi inert olmasi ve yiiksek
akis hizi ve basinca dayanikli olmasi kromatografik ayrimin ideal bir sekilde

gerceklesmesine olanak saglar.
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Isik enerjisini elektrik enerjisine doniistiirmeye yarayan dedektorler, kolondan
cikan maddelerin belirlenmesini saglamaktadir. HPLC cihazinda, analit ve ¢oziicli
ortamina ait Ozelliklere bagl olarak UV-Goriiniir Bolge dedektorii, Diod-Array
dedektorli, floresans dedektorii, elektrokimyasal dedektdr, amperometrik dedektor,
refraktifindeks (RI) dedektorii ve kiitle dedektorii gibi ¢esitli  dedektorler

kullanilmaktadir. 142 143, 145

2.6.2.3. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

S1v1 kromatografisi-Kiitle Spektrometresi, bir karisimda bulunan maddelerin sivi
kromatografi yardimi ile fizikokimyasal 6zelliklerine goére birbirinden ayrilmasina ve
kiitle dedektorii ile elektriksel veya manyetik alanda kiitle/yiikk (m/z) oranlarma gore
ayrigtirilarak kantitatif analizine imkan saglayan analitik bir teknikdir. m/z ile gosterilen
kiitle/yiik oraninda m yiiklii bir tanecigin kiitlesini, z de bu tanecigin yiikiinii ifade eder.

HPLC’nin kiitle spektrometri ile kombinasyonunun en biiyiikk avantaji;
kromatografi teknigi ile tam olarak ayrilamayan farkli kiitlelere sahip analitlerin MS
dedektorii sayesinde rahatlikla analiz edilebilmesidir. Bu teshis kabiliyeti LC-MS’in
yuksek secicilige sahip oldugunu gostermektedir.

Birgcok molekiil ayni m/z oranina sahip olmalarina ragmen, pargalanma
iyonlarinin birebir ayn1 olmast ¢ok diisiik bir ihtimaldir. MS dedektorii, par¢alanma
iyonlar1 dahi benzer olan analitlerin ¢ok diisiik derisimlerde miktar tayinlerine olanak
saglamaktadir. Bu sebeple LC-MS cihaz1 yiiksek hassasiyete sahiptir. Hassasiyet ve
seciciligin disinda, tek bir analizle birden fazla analiti ayn1 anda tarayabilmesi, hizli
analize olanak vermesi, giivenilir olmasi ve ¢ok ¢esitli alanlarda uygulanabilir olmasi S1vi
kromatografisi-Kiitle Spektrometresi tekniginin son yillarda daha ¢ok tercih edilmesine

neden olmaktadir, 146147
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2.6.3. Kiitle Spektrometrisi

Giiniimiizde yaygin olarak kullanilmakta ve her numune igin sinyal verme
yetenegi olan kiitle spektrometri (MS) dedektorleri, elektriksel veya manyetik alanda
hareket eden yiiklii tanecikleri m/z oranlarina gore ayirip, taneciklerin kantitatif analizine
ve kimyasal yapisinin aydinlatilmasina imkan tanimaktadir.

Kiitle spektrometresi; organik, inorganik ve kimyasal molekiillerin yap,
elementel bilesimlerinin aydinlatmasinda, numunedeki atomlarin izotop oranlarinin
bulunmasinda, endiistriyel ve tibbi karisimlarin kalitatif, ve kantitatif analizinde siklikla
kullanilan bir yéntemdir.146

Kiitle spektrometresinin ¢alisma prensibi kisaca su sekildedir; gaz haline
getirilmis numune, yiliksek enerjiye sahip elektronlarla carpisip elektronlarini
kaybederler. Boylece pozitif yiikli farkli iyonlara doniisen iyonlar yiiksek bir hizla
manyetik ve/veya elektriksel alandan gegirilerek saptirilmasi saglanir. Bu alanlardan
gecen pozitif iyonlar kiitle, yiik ve hizlarina baglh olarak sapmalar1 degisiklik gosterir.
Yiik, hiz ve saptirict gii¢ sabit oldugunda agir pargaciklar hafif parcaciklara goére daha az
saparak detektdre ulasacaktir.1’

Kiitle spektrometresi bes ana kisimdan olusmaktadir.

1. Numune giris sistemi

2. Iyonlastirict

3. Kiitle analizorii

4. Dedektor

5. Vakum sistemleri
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2.6.3.1. Numune Giris Sistemi
Cok diisiik miktardaki numuneyi sisteme almaya yarayan numune giris sistemi
vakum altinda bulunur. Bu sistemde ¢ok diisiik miktardaki numuneler buharlastirilarak,

dogrudan ve kromatografi diizeneginden geldigi gibi iyonizasyon kismina girerler. 148150

2.6.3.2. Iyonlastirict

Bir atom, molekiil veya iyondan bir elektronun uzaklastirildigi, molekiillerin
uyarilarak iyonize hale doniistiiriildiigii, yani iyonizasyon olaymin gergeklestigi kisimdir.
Iyonizasyonda, numunelerin fiziksel durumuna ve 1sisal kararliligina bagh olarak farkli
teknikler kullanilsa da; iyonlasma kaynaklar1 genel olarak gaz faz iyon kaynaklar ve

desorbsiyon iyon kaynaklar1 diye ikiye ayrilir (Tablo 2.1.).142 148-150

Tablo 2.1. Iyonlastirma kaynaklar

Temel Tip Iyon kaynag Iyonlastirici
Gaz Faz e Elektron impact (El) e Enerjik elektronlar
e Kimyasal iyonlagtirma (CI) e Reaktif gaz iyonlari
e Alan iyonlagtirma (FI) e Yiiksek potansiyelli
elektrot
Desorbsiyon e Elektrosprey iyonlastirma (ESI) e Yiiksek elektrik akimi
e Alan desorpsiyonu (FD) e Yiiksek potansiyelli
e Matriks yardimli desorpsiyon elektrot
iyonlagtirma (MALDI) e Lazer demeti
e Plazma desorpsiyonu (PD) e Cl’nin fusyon rlinleri
e Hizli atom bombardimant e Enerjik atom demeti
(FAB) e Enerjik iyon demeti
e Ikincil iyon kiitle spektrometri e Yiiksek sicaklik

(SIMS)

e Termosprey iyonlastirma (TS)
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2.6.3.3. Kiitle Analizorii

Iyonizasyon kaynaginda meydana gelen iyonlar, m/z oranlarina gére ayrildig
analizore gegerler. Kiitle analizorlerinden en ¢ok kullanilan1 dort silindirik veya
hiperbolik gubuk elektrottan olusan quadrupole kiitle analizériidiir. Iyonlar ile quadrupole
cubuklar arasinda itme ¢ekme etkilesimi olusturmak i¢in ¢ubuklara dogru akim ve radyo
frekansi uygulanir. Bu sebeple iyon zit yiike sahip cubuga dogru hareket eder. Uygulanan
potansiyele bagli olarak belirli m/z oranina sahip iyonlar farkli yonlere sapmadan
dedektore ulasirlar. Iyonlarin ¢ubuklara ¢arpmadan dogrudan detektdre ulasabilmesi igin

uygun voltajin secilmesi gerekir (Sekil 2.12).1°%

Basanh iyon yolu

N

Ivon yolu 4
Molekiiller = ]
& & + Dedektor
v
e =
E = B Quadrupole kiitle
analizorii

Sekil 2.12. Kiitle analizoriiniin sematik gdsterimi

2.6.3.4. Dedektor

Kiitle analizorii ile elektron gogaltict detektore ulagan iyonlar, burada elektron
cogaltictya ¢arparak bir akim olusturur. Olusan akim ilk basta analog voltaja, sonra da
107 degerine kadar artirilmus dijital sinyale doniisiir. MS’den gelen veriler bir bilgisayar

yardimu ile kaydedilir, %1%
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2.6.3.5. Yiiksek Vakum Sistemi

Iyon kaynagindan iiretilen iyonlar yiiksek vakum altinda detektdre ulasabilme
imkanina sahip olurlar. Bu sebeple kiitle spektrometre cihazi, 6n pompa ve
turbomolekiiler veya diflizyon pompasi olarak adlandirilan ikili vakum sistemi altinda

calismaktadir. 1

2.6.4. Sivi Kromatografi Kuadrupole Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi
Kuadrupol ugus zamanli kiitle spektrometresi (QTOF-MS), genis spektrum
analizi, yiiksek kiitle hassasiyeti ve ¢oziiniirliigii, genis bir molekiil agirlik araliginda veri
toplama kabiliyeti gibi nedenlerden dolay1 hedeflenmemis metabolomiks ¢alismalarinda
siklikla kullanilmaya baslanmistir (Sekil 2.13). QTOF, iyonlarin elektriksel bir alanda
hizlandirilarak, bir ugus tiipiiniin basindan sonuna kadar hareket edebilmeleri i¢in gegen
stirenin dl¢lilmesi esasina gore ¢alisir. QTOF, yaklagik 10000 ardisik taramay1 5 ppm’lik
bir kiitle hatas1 ve yiiksek ¢oziniirliik ile cok kisa siirede veri olarak iiretebilir. Bu
avantajlara sahip LC/QTOF-MS yontemi, kan, tiikriik, doku ve idrar gibi biyolojik
ortamlarda ¢ok diisiik seviyelerde bulunan metabolitlerin teshis edilmesine ve miktar
tayinlerinin  yapilmasina olanak sagladigi icin metabolomiks c¢alismalarinda

kullanilmaktadir.t%3
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Sekil 2.13. QTOF'un sematik gosterimi

2.7. Yontem Gelistirme ve Yontem Gecgerlilik Testleri (Validadsyon)

Analitik kimyada elde edilen veri dogru ve giivenilir olmalidir. Gelistirilen
yontemin ve gecerlilik testlerinin basarili olmasi, elde edilen analitik verinin 6zelliklerine
baghdir. Yontem gelistirme ve gecerlilik testlerinin kabul edilebilir olmasi i¢in gerekli

minimum kriterler belirlenmelidir.>* 1>

2.7.1. Yontem Gelistirme
Yontem gelistirme asamalari asagidaki gibidir. 1 1%°
1. Yonteme ait amag, kapsam ve uygulama belirlenmelidir.
2. Yonteme ait performans parametreleri ve kabul kriterleri agiklanmalidir.

3. Cihazin performans kriterleri ve kullanilan materyaller tanimlanmalidir.

4. Yontem gelistirildikten sonra belgelenmelidir.

2.7.2. Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)
Analitik bir yontemde goriilen sikintilar1 en aza indirmek igin gecerlilik testleri

yapilir. Yontem gecerlilik testi, iirlinlerin degerlendirme prosesinde, gelistirilen analitik
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yontemin ve performans 6zelliklerinin belirlenen amaglara uygun oldugunu kanitlamak
icin yapilan testlerin tiimiidiir. Analitik yontemin gegerliligini géstermek icin asagidaki
parametreler kullanilir, 1% 15

1. Dogruluk (Accuracy)

2. Kesinlik (Precision) ve Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)
3. Kararlilik/Stabilite (Stability)

4. Dogrusallik (Linearity) ve Calisma araligi (Range)

5. Duyarlilik (Sensitivity)

6. Segcicilik (Selectivity) / Belirleyicilik (Specificity)

7. Saglamlik (Robustness)

8. Geri Kazanim

2.7.2.1. Dogruluk
Dogruluk; derisimleri bilinen bir seri 6rnegin analizi sonucu elde edilen degerin
gercek degere yakinligi olarak ifade edilir. Bagil hata, mutlak hata veya geri kazanim

degerleriyle belirlenir.1>% 1%

2.7.2.2. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Belirli sartlar altinda hazirlanmig bir homojen drnekten yapilan bir seri 6l¢iim
sonuglarinin birbirine yakinligr kesinligi verir. Kesinlik standart sapma, bagil standart
sapma, varyans veya varyasyon katsayisi ile belirlenir. Tekrarlanabilirlik ise; farkli
kosullar altinda ayn1 yontemle hazirlanan numunenin analizinden elde edilen sonuglarin
birbiri ile uyumunu gosterir. 1> 1%
) Giini¢i kesinlik: Birbirinden bagimsiz hazirlanan numunelerin ayni giin

icerisinde yapilan analizlerinden elde edilen sonuglarin birbirine yakinligni

ifade eder.
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i) Giinler arasi Kesinlik: Birbirinden bagimsiz hazirlanan numunelerin farkli
giinlerde (en az alt1 giin) analizleri yapilir. Elde edilen sonuglarin birbirine
yakinlig1 giinler-arasi kesinlikle ifade edilir. Sonuglar yontemin uygulanabilir

oldugunun da bir gostergesidir.1>* 15

2.7.2.3. Kararhhk/Stabilite

Orneklerin saklanma siiresi boyunca bozunmadan kararl bir sekilde kaldigini
gostermeye yarayan testlerdir. Saf analit, analit ¢ozeltisi veya analit iceren biyolojik
orneklerin normal laboratuvar kosullarinda, buzdolabinda ve derin dondurucuda sicaklik,
hava, nem ve Orneklerin dondurulup eritilmesi gibi farkli kosullara maruz birakildiktan
sonra bozunmadan kaldigi stirenin tespit edilmesi testleridir. Kararli kaldigi siirelere gore,

orneklerle calisma siireleri belirlenmektedir. >4 1%°

2.7.2.4. Dogrusallik ve Calisma arahgi

Ormnek icinde bulunan analitin derisimi ile belirli aralikta olmak iizere orantili
analiz sonuclariin elde edilmesi yontemin dogrusalligin1 gosterir. Diisiik derisimlerden
yiiksek derisimlere dogru bir seri standart ¢dzelti hazirlanir. Analiz sonucu elde edilen
sonuglar derisime kars1 yontem cevabinin grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde
edilir. Kalibrasyon egrisi yontemin dogrusal oldugu ¢alisma aralig1 gosterir. Agirlikli ve
agirliksiz en kii¢iik kareler yontemi kullanilarak kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
yapilir ve standart egrinin dogru denklemi tiiretilir. Kalibrasyon egrisinin egimi,

dogrusalligin matematiksel olarak bir gostergesidir.>* 1%°

2.7.2.5. Duyarhhk
Duyarlilik; bir analitik yontemin, diisiik derisime sahip analitleri saptayabilme
Olciisiidiir. Diger bir ifade ile analit derisimindeki birim degisime karsi, gelen sinyal

degisimini gosteren parametredir. Herhangi iki yontemin kesinligi esit ise, kalibrasyon
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egrisi daha dik olan yontem daha hassastir. Benzer sekilde eger iki yontemde egimler esit

ise, kesinligi yiiksek olan yontem daha hassastir. 1> 1%°

i) Teshis Limiti (LOD): Optimize edilen deney kosullarinda saptanabilen en
diisiik analit derisimidir. Kromatografide sinyal/giiriiltii (S/G) oranmin 3/1
oldugu analit derigimidir.

i) Miktar Tayin Limiti (LOQ): Optimize edilen deney kosullarinda uygun
dogruluk ve kesinlikle saptanabilen en diisiik analit derisimidir.

Kromatografik ¢alismalarda sinyal/giiriiltii (S/G) oraninin 10/1 oldugu analit

derigimidir,

2.7.2.6. Secicilik / Belirleyicilik

Secicilik/belirleyicilik; FDA rehberine gére, numunede bulunmast muhtemel
kirlilikler, parcalanma friinleri, diger interferanslar gibi bilesenler varliginda, analitin
dogru bir sekilde olciilebilmesidir. ICH’e (International Conference on Harmonization)
gore ise, tek bir analit i¢in cevap veren yontemde segicilik, birden fazla analite cevap veren

yontem igin ise belirleyicilik parametreleri kullanilir.!>% 1%

2.7.2.7. Saglamhk

Yonteme ait sicaklik, akig hizi, pH, kolon gibi parametrelerde meydana
gelebilecek kiigiik ama onemli degisikliklerde sonuglarin etkilenmemesi yOntemin
saglamligini, yani rutin kullanim sirasinda giivenilirligini gosterir. USP ise saglamligi,
cesitli kosullar altinda elde edilmis sonuglarin, laboratuvardan laboratuvara ve
analizciden analizciye gore yenilenebilirlik (reproducibility) derecesi olarak
belirtmektedir. Sonuglar iizerine etki gostermeyen degisikliklerin aralig1 saglamlik araligi

olarak ifade edilir.
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2.7.2.8. Geri Kazanim
Biyolojik numunelerde, numunenin analizi sonucu elde edilen degerin, ger¢ek

degere orani ile ifade edilir.1>* 1%

2.8. Omiks Teknolojisi

Birgok teknolojinin bir araya gelerek, organizmada bulunun molekiillerin
birbirleri arasindaki iligkileri, bu molekiillerin metabolizmada iistlendigi gorevleri ve
organizmayl meydana getiren hiicrelerin etkilerini detayli bir sekilde incelenmesini
saglayan yontemsel yaklasimlar —omiks teknolojileri olarak tanimlanir. Omiks teknolojisi
basta genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks olmak tizere
bircok alandan olusmaktadir (Sekil 2.14). Bir tiir i¢inde veya farkli tiirler arasindaki
DNA, RNA, protein ve hiicresel molekiiller diizeyindeki farkliliklarin incelenmesi, hiicre
icinde gergeklesen yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin saptanmasi, metabolizmada
gerceklesen rutin fizyolojik olaylarin daha iyi aydinlatilmasi, ilag etkinlik ve
toksisitesinin incelenmesi, hastalik etiyolojisinin anlasilmasi ve erken taniya imkan
saglamasi, omiks teknolojilerine olan ilgiyi giin gectikce artirmaktadir.>®

Metabolitler, biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda ara iiriin olarak ortaya ¢ikan,
viicutta birikmeden farkli molekiillere doniisen, organizmada hiicre igerisinde meydana
gelen metabolik yolaklarin baglanmasinda rol alan kii¢iik molekiillerdir. Amino asitler,
peptitler, oligoniikleotidler, niikleozidler, aldehitler, organik asitler, alkaloidler, aminler,
lipitler, steroitler, ketonlar, sekerler metabolitlere baslica 6rneklerdir. Bu metabolitlerin
tamammna metabolom denir. Metabolitlerin saptanmasi, kimliklendirilmesi ve
miktarlarinin bulunmas ile ilgilenen bilim dali ise metabolomiks olarak adlandirilir.
Metabolitlerin miktarlari, organizmadaki hiicresel fonksiyonlarin isleyis hakkinda bilgi
sahibi olmamizi, dolayisi ile genetik veya ¢evresel faktorlere bagli olan hiicre veya doku

fenotipini anlamamiz1 saglar.°6:1%7
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MRBNA protein metabolite

genomics  transcriptomics proteomics metabolomics

Sekil 2.14. -Omiks teknolojileri
2.8.1. Metabolomiks

Giliniimiizde organizmanin temel yapitaslarinin incelenmesine olanak saglayan
genomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks gibi omiks teknolojilerine daha
¢ok onem verilerek, insan metabolizmasinin tam olarak aydinlatilmasi1 amag¢lanmaktadir.
Ancak bu amagla gelistirilen Insan Genom Projesiyle genlerin tanimlanmasi, proteomiks
ve transkriptomiks ile gen fonksiyonlarinin incelenmesi kisiden kisiye farklilik gosteren
Klinik fenotipleri agiklamaya yetmemistir. Bunun sebebi ise klinik fenotipleri ortaya
cikaran bilginin metabolitlerde bulunmasidir.*®

Cesitli metabolik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve viicutta birikmeden farkli
molekiillere doniiserek olusan metabolitlerin saptanmasi, tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi metabolizma hakkinda 6nemli bilgilere ulasmamiza olanak saglayacaktir.
Belirlenen bir zaman araliginda, lipid, karbohidrat, hormon, vitamin ve diger hiicre
bilesenlerinin pargalanmasiyla dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda olusan ara ve
son {irtin olan metabolitlerin, yiiksek teknolojik cihazlar kullanilarak saptanmasi,
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesine metabolomiks denir. Metabolomiks ile,

peptitler, oligoniikleotidler, sekerler, alkaloidler, niikleozidler, organik asitler, ilaglar,
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ketonlar, aldehitler, aminler, amino asitler, insan bakteri iirlinleri, lipitler ve steroitler gibi
metabolitlerin kalitatif ve kantitatif analizi miimkiindiir.>®

Metabolitler, metabolik yolaklarla olan iliskisi sayesinde genetik veya gevresel
faktorlerin organizmadaki etkilerine 151k tutarlar. Metabolomiks, bu faktdrlerle metabolit
seviyeleri arasindaki iligkiyi agciklamamizi saglayan en yeni omik tekniklerinden biridir.
Bu teknik sayesinde, hastalik, ilag, cerrahi miidahale, genetik, diyet, yas gibi faktorlerinin
metabolom profillerinde meydana getirdigi degisiklikler ortaya konabilir. Bu faktorlerin
etkisi altinda aliman doku, tiikiiriik, beyin omurilik sivisi, idrar ve kan plazmasi gibi
biyolojik orneklerde bulunan metabolitler tanimlanabilir, miktarlar1 olgiilebilir ve bu
sartlar altindaki metabolik yolaklar tanimlanabilir, 60 161

Metabolomiks calismalari, ¢alismanin amacina baglh olarak hedeflenmis ve
hedeflenmemis metabolomiks olmak tizere 2 sinifa ayrilmaktadir.

Bir amag i¢in belirlenmis bir veya birden fazla metabolitin nitel ve nicel analizi,
hedeflenmis metabolomiks analizi olarak tanimlanir. Spesifik bir hastalik, biyolojik
aktivite veya metabolik yolakta bulunan metabolitlerin nicel olarak degisiklikleri
incelenerek, metabolomun biiyiik bir kisminda bulunan diger metabolitler dikkate
alinmaz.

Hedeflenmemis metabolomiks ¢alismalari ise; kontrol ve ornek gruplarina ait
metabolomlarin karsilastirilmasi ve tiim metabolitlerin yiiksek verimle analizi esasina
dayanir. Hedeflenmemis metabolomiksle; saglikli ve hasta, farkli derecelerde hastaliga
sahip, ilag kullanmis ve kullanmamis @ibi Orneklerden olusan farkli gruplara ait
metabolitlerin, nitel ve nicel analiz yapilmadan birgok istatistiksel yontemler sayesinde
kiyaslanarak siniflandirilmasi amaclanir. Ayrica bu yontem, ayni kosullar altinda bulunan
farkli biyolojik sistemlerin karsilastirilmasina da olanak saglar. Yeni metabolitlerin ve

yeni metabolik yolaklarin bulunmasina imkan taniyan hedeflenmemis metabolomiks
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teknigi, son yillarda hastaliklarda yeni biyobelirte¢ tespitinde, metabolik yolaklarin
aydinlatilmasinda, cok cesitli metabolik bozukluklarin daha iyi karakterize edilip
anlasilmasinda, ilag aktivite ve toksisite ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaya
baslanmustir, 163165

Metabolomiks ¢aligmalarinda, belirlenen amaca uygun olarak farkli yaklagimlar
kullanilmaktadir (Sekil 2.15). Biyolojik sistem biinyesinde bulunan tiim metabolitlerin
analiz edilmesini saglayan, hedeflenmemis metabolomiks analizlerinde siklikla
kullanilan yaklagima metabolik parmak izi yaklasimi denir. Hiicre kiiltiir ortamlarinda
bulunan metabolitler metabolik ayak izi yaklasimi ile analiz edilir. Metabolik profilleme,
belirli sayida metabolitin veya belirlenen bir yolaga ait metabolitlerin analiz edilmesidir.
Ik uygulanan ve ncii yaklasimlardan biri olan metabolik profilleme, bir yolak iizerinden
metabolizmay1 genel olarak inceleme imkani saglar. Metabolitler kantitatif olarak analiz
edilerek veriler yorumlanir. Aki analizinde ise, izotop isaretli karbon bilesigi kullanilarak,

bilesigin izledigi metabolik yolak veya yolaklar incelenir.164-166

Metabolik Parmak izi
Metabolik Ayak izi

Akl analizi

Hedef analizi

Sekil 2.15. Metabolomik yaklagimlar
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2.8.2. Insan Metabolom Projesi

Metabolomiks ¢aligmalarinda daha iyi verim alinmasi i¢in insan metabolomunun
iyi sekilde tanimlandig1 bir veri bankasina ihtiyag duyulmaktadir. Bu amag ile 2004
yilinda, derisimi 1 mM’dan biiyiik olan ve saptanabilecek tiim insan metabolitlerini
belirleyerek bir veri bankasinda toplayabilmek igin insan Metabolom Projesi (HMP)
baslatilmistir. Proje; gegmis zamanda tanimlanmis metabolitlerin dogrulanmasi ve viicut
stvisi veya dokusu gibi farkli ortamlarda bulunabilecek sayisiz metabolitin nitel ve nicel
analiz sonuglarinin bir araya getirilmesini hedeflemektedir.

HMP ile olusturulan Insan Metabolom Veri Tabani’nda (Human Metabolom
Database-HMDB); insanlarda hem suda hem de lipitlerde ¢6ziinebilen 1 mM’dan biiytik
olan yaklasik 114.005 adet metabolite ait kimyasal, klinik, molekiiler biyoloji ve
biyokimya verilerin yanisira, bu metabolitlerin iliskili oldugu hastalik, enzim, metabolik
yolak diyagramlari, ilaglar, toksinler ve ¢evre Kkirleticiler hakkinda detayli bilgiler
mevcuttur. Arastirmacilarin bu veritabanina rahatca ulasabilmesi i¢in insan Metabolom

Kiitiiphanesi (Human Metabolome Library-HML) olusturulmustur. ¢

2.8.3. Metabolomiks Teknolojisinin Kullanim Alanlari

Son yillarda hizla gelisim gosteren metabolomiks teknolojisi, yiiksek teknolojiye
sahip analitik cihazlar yardimi ile en kii¢iik canlilardan insan metabolizmasina kadar
arastirmacilarin cevap bulamadig1 bircok problemin ¢oziimiine 151k tutmaktadir. 8 157

Metabolomiks caligmalari ile bakteriyel genoma ait gen islevlerinin aydinlatilmasi
saglanmistir. Fare ve yenidogan bagirsak floralarinin karsilastirilarak iyi ve dengeli bir
mikroflora iiretiminin baz1 hastaliklar1  Onleyebilecegi  belirlenmistir.  Bitki
metabolomlariin bitkinin metabolizmasinin, gelisiminin ve fizyolojisinin tizerindeki

etkileri aydinlatilmigtir, 156158
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Omiks alaninda yapilan ¢aligmalar molekiiler farmakolojideki ilerlemeleri
degistirmekte, ¢esitli insan hastaliklarini tedavi etmek veya kontrol etmek igin ilaglarin
gelistirilmesinde kayda deger gelismelere yol agmaktadir. Ancak, bu siirecte bazi
zorluklar goriilmektedir. Bir¢ok hasta tedavilere iyi cevap vermez ve/veya kombine ilag
tedavisi yaklasiminda ilac-ilag etkilesmelerine maruz kalir. ila¢ metabolizmalarmi
aydinlatabilmek i¢in tercih edilmeye baslanan “farmakometabolomiks”, bir bireyin
biyolojik matrislerindeki metabolitleri, farmasotik bilesiklerin metabolizmasini tahmin
etmek, degerlendirmek ve bir ilacin farmakokinetik profilini anlamak ig¢in yapilan
calismalarin ~ tamamudir.  Farmakometabolomiks, hastalik  patofizyolojisindeki
degiskenlikleri, ila¢ yanmitindaki bireysel farkliliklari ve ilacin sistem tlizerindeki etkileri
hakkinda genis bilgi sahibi olmamiza olanak saglamaktadir. Farmakometabolomiks
calismalari, bireyin ¢evre, genetik ve bagirsak mikrobiyomu gibi faktorlerden etkilenen
metabolik durumunun aydinlatilmasini, tedavi sonuglarini bildirebilecek tedavi 6ncesi ve
sonras1 biyobelirtegleri tanimlamayi igerir. Ayrica, farmakometabolomiks ilaglarin
metabolizma {lizerindeki etkilerini haritalandirmamiza ve ilag yanit fenotiplerine katkida
bulunan yollar1 belirlememize imkan tanir.1®8

Metabolomiks, ila¢ metabolizmasi ve toksisitesinin kisiden kisiye farklilik
gosterdigini agiga kavusturabilir. Bu sebeple ilag arastirma ve gelistirme de 6nemli bir rol
iistlenmeye baglamistir. Ayrica son zamanlarda ilag-ilag, ilag-besin etkilesimlerinin,
kanser mekanizmalarinin, metabolizmanin kanser tedavisindeki roliiniin ve hastaliklarin
erken teshisi ve tedavi etkinliginin belirlenmesi amaciyla metabolomiks teknikleri
siklikla kullanilmaya ve 6nemli sonuglar elde edilmeye baglanmustir.

Bu calismalar omiks teknolojileriyle aydinlatilmaya ¢alisilan metabolizmanin

insan saghginda kullanilabilecek cok dnemli bilgiler tagidigini gdstermektedir. 16% 170
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2.8.4. Metabolitleri Tanimlamada Kullanilan Analitiksel Yontemler

Metabolomiks deneylerde kullanilan analitik yontemler, yapilan g¢alismanin
amacina, biyolojik 6rneklerin farkliligina, incelenen tiire ait metabolomun biiyiikliigiine
ve daha bir¢ok faktore bagl olarak degisiklik gdsterebilir. Metabolik yaklagimin tiiriine
gore bir veya birden fazla farkli analitik yontemden de faydalanilabilir. Bu sayede
orneklerden elde edilen metabolit ve veri sayisinda artis gézlenir.

Metabolitler yapilarinda karbonhidratlar, amino ve yag asitleri, lipitler,
vitaminlerin yanisira bir¢ok elementel tiirleri de barindirirlar. Bu sebeple molekiiler
agirlik, polarite, ¢ozliniirliik gibi kimyasal 6zellikleri ve uguculuk gibi fiziksel 6zellikleri
kullanilarak metabolitler birbirlerinden ayrilabilir, tanimlanabilir ve nicel olarak analiz
edilebilir.

Omiks teknolojilerinde, metabolitleri objektif olarak kisa siirede kesin bir sekilde
tanimlayabilmek, dogru ve kesin sonuglarla miktar tayinlerini gergeklestirebilmek,
olusturulan biyolojik ¢alisma gruplar1 arasindaki iligskiyi aydinlatabilmek, ilag aktivite ve
toksisitesini giivenilir bir sekilde belirleyebilmek i¢in kullanilan analitik yontemler
asagida verilmistir, 1°6-158

o Kiitle spektrometrisi(MS)

o NMR spektroskopisi

o Sivi  kromatografisi-kiitle  spektrometresi (LC-MS), elektrosprey
iyonizasyonu (ESI-MS) , atmosferik basing kimyasal iyonizasyonu (APCI-MS)

. 4-Kutuplu Kiitle Spektrometresi (Quadropole) ve Ugus Zamanlh Kiitle

Spektrometresidir (TOF), hibrid dort kutuplu (QTOF) analizérlerine sahip LC-MS

o Sivi kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi LC-MS/MS
o Ultra Performansli Stvi Kromatografisi-Kiitle spektroskopisi,(UPLC-MS)
o Gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi (GC-MS)
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o MALDI-TOF-MS

o Raman spektroskopisi

. Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonansi (FTICR) —-MS
J Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi (FT-IR)

o Kapiller elektroforez-kiitle spektrometresi (CE-MS)

o Kapiler elektroforez (CE)

2.8.5. Metabolomiks Cahsmalarinda Kullanilan istatiksel Yontemler
Metabolomikste, metabolitlerin tanimlanmasi, metabolomlar arasindaki
farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi, spesifik fenotipik 6zelliklerin karakterize edilmesi gibi
asamalarin ardindan, elde edilen biiylik dlgekli, karmasik veri setlerinin anlamli ve
entegre hale getirilebilmek, biyolojik olarak alakali bilgileri ¢ikarmak i¢in, verileri tek bir
test skoru altinda birlestiren sabit matematiksel denklem veya bilgisayar algoritmasi

saglayan istatistiksel yontemler kullanilir.1"*

2.8.6. Veri Analizi ve Algoritma Se¢imi

a-) Tek Degiskenli Analiz

Metabolomiks deney sonuglari, igerisinde ¢ok degiskenli veriler bulundurmasina
ragmen, deney gruplar1 arasinda artan veya azalan metabolitleri tek baslarina
degerlendirebilmek icin tek degiskenli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Bu amacla
ANOVA, z ve t testleri gibi parametrik yontemlerden faydalanilir. Elde edilen veriler
normal dagilim gostermediklerinde ise veri setinin logaritmasi alinir ve verilerin normal
dagilim gostermesi saglanir.

b-) Cok Degiskenli Veri Analizi

Metabolomiks deneylerinde ortaya ¢ikan ¢ok degiskenli veriler, birden fazla

grupta bulunabilen tek bir metabolitten, tek molekiiller arasindaki yapilara kadar bir ¢ok
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veriden faydalanir. Metabolomiks tekniklerinde ¢ok degiskenli verileri islemek amaciyla;
kismi en kiiciik kareler diskriminant analizi (PLS-DA), kiime analizi ve temel bilesen
analizi (PCA) teknikleri kullanilir.

Temel bilesen analizi (PCA); yiiksek boyutlu bir veri kiimesine ait degiskenlerin,
birbiriyle iligkili ana bilesenler ile anlaml1 hale getirilmesini diger bir ifadeyle veriyi en
iyi tamimlayacak boyutlar1 segerek, birbiriyle iligskisi olup olmadigimi anlamak igin
kullanilan, ¢ok degiskenli analizlerde en ¢ok tercih edilen teknikdir. Metabolomiks
caligmalarinda ana bilesen olan metabolit diizeylerinin, optimal parametreler iligkisi en
anlasilir ve etkili sekilde PCA ile gbz oniine konulabilir.

Kiime analizi, gruplanmamis veri matrisindeki ornekleri benzerliklerine gore
siniflandirmak ve verileri bu smiflandirmaya gore degerlendirmemizi saglar. Kiimeler
kendi i¢lerinde homojen ancak kendi aralarinda heterojen olmalidirlar. Kiime analizi,
kiimelerin tanimlanmasi olan toksonomide, verilerden ayr1 olarak degiskenlerin
siniflandirilmasinda, boyut indirgemede ve p degisken acisindan asir1 ve aykiri
gozlemlerde kullanilir.

Kismi en kiiclik kareler regresyonu agiklayici ve bagimli degiskenler arasindaki
lineer iliskiyi modellemek icin kullanilan yanh bir yontemdir. Kismi en kiiclik kareler
yeni agiklayict degiskenler olarak kullanilacak skor vektorlerini hesaplar ve daha sonra
bu skor vektorlerini kullanarak bagimli degiskene iliskin regresyon denklemini kurar.
Metabolomikste PLS'nin temel amaci; ¢ok degiskenli bir veri kiimesinden sinif farklarini
belirlemektir. PLS ile olduk¢a karmasik veri setlerine sahip siniflar arasinda ayrim

gerceklestirilebilir, 165 172174
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler

>

vV VYV YV VY Vv Vv V¥V ¥V VYV VYV V V V VY

Solifenasin siiksinat (Zentiva); KINZY® 5 mg tablet (Abdi ibrahim)
Tamsulosin (Zentiva); FLOMAX MR® 0.4 mg kapsiil (Boehringer Ingelheim)
Silodosin (Zentiva); UROREC® 8 mg kapsiil (Recordati Ilac)
Asetonitril (HPLC saflik, Merck, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

MTBE (Metil Tert-Butil-Eter) (Sigma-Aldrich)

Trifloro asetik asit-TFA (Sigma-Aldrich)

Dikloro metan(Merck, Almanya)

Hekzan (Merck, Almanya)

Sodyum karbonat (Merck, Almanya)

Fosforik asit (Merck, Almanya)

Formik asit (Merck, Almanya)

Olanzapin (Sigma-Aldrich)

Zolmitriptan (Astra-Zeneca)

Deiyonize Su

Otomatik pipet (10.0-100.0 pL, 100.0-1000.0 uL ve 1000.0-5000.0 puL eppendorf

otomatik pipet), pipet u¢lari, erlen, beher, meziir, balonjoje, vial, ependorf tiipler ve deney

tiipleri Erzurum Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali

Arastirma Laboratuvari’ndan, biyolojik matriks olarak kullanilan saglikli insan plazmasi

ise Atatiirk Universitesi Yakutiye Aragtirma Hastanesi Kan Bankasi’ndan, metabolomik

calismalari icin kullanilan 48 adet albino whistar rat Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel

Uygulama ve Arastirma Merkezi’den (ATADEM), hayvan deneyleri sirasinda anestezi

i¢in kullanilan tiyopental sodyum 1.0 gr enjektabl soliisyon i¢in toz ve cerrahi igin
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kullanilan malzemeler Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali

Laboratuvarlari’ndan temin edildi.

3.2. Cihazlar

vV Vv YV Vv Y ¥V V VYV V¥V

A\

Calismalarda kullanilan cihazlar listesi:
Santrifiij ( Hettich, RPM x 100)
Ultrasonik banyo (Elma LC 30)
Terazi (Metler Toledo)
pH metre (Schott)
Karistirict (Vorteks, IKA)
Su banyosu (GFL)
Etiiv (Memmert)
Vakum pompasi (Phenomenex)
Vakum konsantratér Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany)
Santrifiij cithazi1 Micro 220R Hettich/Zentrifugen (Hettich, Germany)
Spektrofotometre sistemi (Spektrofotometre (Thermospectronic, HealOS B) ve
bilgisayar (Vestel))
HPLC sistemi (Agilent 1200 Series, G1311A/Quat Pump, G1314B/VWD dedektér,
Develosil® 5 um ODS-HG 140 A, LC Column 150 x 4.6 mm, C18 kolon)
Kolon Agilent poroshell 120 EC-C18 (4.6*150mm 2.7 micron)
Agilent 1290 Infinity LC sistemi (Agilent Technologies, ABD)
Q-TOF Kkiitle spektrometre sistemi sistemi (Agilent 6530 Accurate-Mass. Agilent

Technologies, USA)
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3.3. Yontemler
3.3.1. UV-Géoriiniir Bolge Spektroskopi Yontemi
Tamsulosin, silodosin ve solifenasin siiksinat igin gelistirilen UV-Goriiniir Bolge

Spektroskopi yonteminin sartlart Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontem sartlari

Yontem Sartlarn Tamsulosin  Silodosin  Solifenasin Siiksinat

Data modu Absorbans  Absorbans Absorbans
Start Lamba (nm) 190 190 190
Stop Lamba (nm) 290 290 290
Absorbans (nm) 226 223 222
Tarama Hiz1 600 nm/dk 600 nm/dk 600 nm/dk
Bant Genisligi 2nm 2 nm 2 nm
Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek Yiiksek

3.3.2. 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi Yontemleri
Tamsulosin, silodosin ve solifenasin siiksinat igin gelistirilen Birinci Derece-
Tiirev (1D-Tiirev) ve ikinci Derece-Tiirev (2D-Tiirev) spektroskopi yontem sartlar1 Tablo

3.2 ve 3.3¢de verildi.

Tablo 3.2. Birinci Derece-Tiirev (1D-Tiirev) Spektroskopi yontem sartlari

Yontem Sartlari Tamsulosin  Silodosin  Solifenasin Siiksinat
Data modu Tirev (1D-) Tiirev (1D-) Tiirev (1D-)
Start Lamba (nm) 190 190 190
Stop Lamba (nm) 290 290 290
Pozitif Pik Absorbans (nm) 218 218 219
Negatif Pik Absorbans (nm)  235/299 281 228/274
Tarama Hiz1 600 nm/dk 600 nm/dk 600 nm/dk
Bant Genisligi 2nm 2nm 2nm
Dalga Boyu Arahg: 21.0 21.0 21.0
Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek Yiiksek

73



Tablo 3.3. Ikinci Derece-Tiirev (2D-Tiirev) Spektroskopi yontem sartlar:

Yontem Sartlar: Tamsulosin  Silodosin
Data modu Tirev (2D-) Tiirev (2D-)
Start Lamba (nm) 190 190
Stop Lamba (nm) 290 290
Pozitif Pik Absorbans (nm) 237 283
Negatif Pik Absorbans (nm)  229/279 278
Tarama Hiz 600 nm/dk 600 nm/dk
Bant Genisligi 2nm 2nm
Dalga Boyu Arahg 21.0 21.0
Diizgiinliik Yiiksek Yiiksek

3.3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Silodosin standart maddesinden metanol ile 1.0 mg/mL derisimde silodosin
birinci stok ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden 20.0 mL alinip 100.0 mL’lik
balonjojeye aktarildi ve tizerine ticari TFA ¢o6zeltisinden 1.0 mL ekledikten sonra ¢6zelti
deiyonize su ile 100.0 mL’ye tamamlandi. Sonug olarak %1.0’lik TFA igeren 200.0
ug/mL derisimine sahip ikinci silodosin stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Hazirlanan
¢ozelti 80 °C sicaklikta su banyosunda yarim saat bekletildi. Bu bekletilme sonunda elde
edilen ikinci stok ¢ozeltisinden silodosin 1.0-60 pg/mL derisim araliginda standart
calisma cozeltileri hazirlandi. Tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddeleri i¢in
stok (%1.0’lik TFA igeren 200.0 pg/mL) ve standart ¢calisma ¢ozeltileri de (Tamsulosin:
5.0-40.0 pg/mL derisim araliginda ve solifenasin siiksinat: 5.0-80.0 pg/mL derisim
araliginda) benzer sekilde hazirlandi.

Gelistirilen spektroskopi yontemlerin, yontem gecerlilik testlerini yapmak igin
kalibrasyon egrileri igerisine diisen diisiik, orta ve yliksek derisimlerde kalite kontrol

cozeltileri standart calisma ¢ozeltilerinin hazirlandig: sekilde hazirlandi. Ug etken madde
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(silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat) i¢in hazirlanan ¢6zelti derisimleri asagida
verilmistir.

Solifenasin siiksinat ¢ozeltileri:

Standart ¢ozeltiler (ung/mL): 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 45.0, 50.0, 60.0, 70.0, 80.0
Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0, 45.0, 75.0

Silodosin cozeltileri:

Standart ¢ozeltiler (ug/mL): 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0

Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0, 35.0, 55.0

Tamsulosin c¢ozeltileri:

Standart ¢ozeltiler (ug/mL): 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0

Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 13.0, 23.0, 33.0

3.3.4. Spektroskopi Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddelerine sahip ticari ilaglar
kapsiil ve tablet formunda bulunmaktadir. Calismamizda, tamsulosin ve silodosin etken
maddelerine sahip ticari ilaglar sirastyla Flomax MR® 0.4 mg kapsiil ve Urorec® 8 mg
kapsiil, solifenasin siiksinat etken maddesine sahip ticari ila¢ Kinzy® 5 mg tablet olarak
yerel eczanelerden temin edildi.

Silodosin: Urorec® (8mg) Kapsiil’den 6 kapsiil alind1, kapsiil igerikleri bosaltilip
tek tek tartilarak igerik miktarlar1 belirlendi. Daha sonra 6 kapsiil igerigi birlestirildi,
tartild1 ve toplam kiitle kaydedildi. Birlestirilen kapsiil toz igerikleri iyice karistirilarak
homojen bir karisim elde edilmeye ¢alisildi. Bu karisimdan bir kapsiil miktar1 kadar
tartilarak alindi ve 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 7.0 mL metanol eklendi
vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen ¢oziinmesi saglandi.

Cozeltide ¢ozlinmeden kalan yardimc1 maddeleri uzaklastirmak i¢in whatman 40 siizgec
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kagidindan 10.0 mL’lik balon joje icerisinde siiziildii ve ¢dzelti hacmi metanol ile
tamamlandi. Bu sekilde Urorec® (8mg) Kapsiil stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Bu
cozeltiden %1.0’lik TFA ¢ozeltisi kullanilarak 7.5 pg/mL derisimde silodosin (Urorec®
(8mQ)) kapsiil ¢cozeltisi hazirlandi.

Tamsulosin: Flomax MR® 0.4 mg Kapsiil’den 6 kapsiil alindi, kapsiil igerikleri
bosaltilip tek tek tartilarak igerik miktarlar1 belirlendi. Kapsiil i¢erikleri nano partikiil
yapisinda oldugu icin kapsiil icerikleri havanda ogiitiilerek iyice toz haline getirildi. Toz
haline getirilen 6 kapsiil igerigi birlestirildi, tartildi, toplam kiitle kaydedildi ve iyice
karistirilarak homojen bir karisim haline gelmesi saglandi. Bu karisimdan bir kapsiil
miktar1 kadar tartilarak alindi ve 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 7.0 mL
metanol eklendi vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen
¢Oziinmesi saglandi. Cozeltide ¢ozlinmeden kalan yardime1 maddeleri uzaklastirmak i¢in
whatman 40 siizge¢ kagidindan 10.0 mL’lik balon joje igerisinde siiziildii ve ¢6zelti hacmi
metanol ile tamamlandi. Bu sekilde Flomax MR® (0.4 mg) Kapsiil stok ¢dzeltisi
hazirlanmis oldu. Bu ¢6zeltiden %1.0°1ik TFA ¢ozeltisi kullanilarak 7.0 pg/mL derisimde
tamsulosin (Flomax MR® (0.4 mg)) kapsiil ¢ozeltisi hazirlandi.

Solifenasin siiksinat: Kinzy® 5 mg tablet’ten 6 tablet alind1 her bir tablet tek tek
tartilarak bir tablet kiitlesi ve ayrica 6 tablet toplu olarak da tartilarak toplam kiitle
belirlendi. 6 tablet havanda 6giitiilerek iyice toz haline getirildi. Bu toz karisimindan bir
tablet kiitlesinde tartilarak alindi ve 10 mL balon joje igerisine aktarildi. Uzerine 7.0 mL
metanol eklendi vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen
¢Oziinmesi saglandi ve ¢ozelti hacmi metanol ile 10.0 mL’ye tamamlandi. Cozeltide
¢Oziinmeden kalan yardimc1 maddeleri uzaklastirmak i¢in whatman 40 siizge¢ kagidindan

siiziildii. Bu sekilde Kinzy® 5 mg Tablet stok c¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Bu
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cozeltiden %1.0’lik TFA ¢ozeltisi kullanilarak 7.5 pg/mL derisimde solifenasin siiksinat
(Kinzy® 5 mg) tablet ¢dzeltisi hazirland.

%1.0’lik TFA ile hazirlanan her {i¢ farmasotik preparat (kapsiil ve tablet)
cozetileri 80°C sicaklikta su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra spektroskopik

tekniklerle analizleri gerceklestirildi.

3.3.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi
HPLC calismasinda tamsulosin, silodosin ve solifenasin siiksinat standart ¢calisma

ve plazma ¢ozeltileri i¢in uygulanan yontem sartlar1 Tablo 3.4’ de gosterildi.

Tablo 3.4. HPLC Yo6ntem Sartlari

Yontem Sartlari Standart / Plazma

Kolon Agilent C18 kolon (5 pm, 150 x 4.6 mm)

Hareketli faz 10 mM amonyum format (pH:4): asetonitril: metanol
(55:32.5:12.5 h/h/h)

Akis hiza 1 mL/dk

Kolon sicakhigi 30 °C

Enjeksiyon hacmi 10.0 uL

Dedektor UV (ultraviole) dedektor

Dalga Boyu 0-2 dk. 250 nm, 2 dk’dan sonra 210 nm

Analiz siiresi 8 dk

i¢ Standart (IS) Zolmitriptan

Hareketli faz olarak kullanilan ¢ozeltiler: 1- Asetonitril; 2- Metanol; 3- Amonyum
format tampon ¢6zeltisi- 630 mg amonyum format 1.0 L’lik balonjojede 950 mL’ik saf
suda ¢oziildii pH metre ile dlgerek bu ¢ozeltinin pH’1 4.0 olana kadar formik asit eklendi.
pH’1 4.0 olan ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1.0 L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti

Millipore filtrasyon sistemi ile vakum altinda stiziildii.
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Hareketli faz olarak kullanilan ¢oziicii ve ¢ozeltiler 15 dk degazerda bekletildi ve

HPLC sistemine vermeden dnce de 10-15 dk purge yapildi.

3.3.4.1. HPLC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Ic Standart (IS) Cézeltisi: I¢c standart olarak zolmitriptan etken maddesi
kullanildi. 25.0 mg zolmitriptan maddesi saf suda ¢oziilerek toplam hacim 50.0 mL’ye
tamamlandi. Bu sekilde 500.0 ug/mL’lik zolmitriptan stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.
Hazirlanan bu ¢6zeltiden HPLC g¢alisma ¢o6zeltilerinde 50.0 pg/mL derisiminde
zolmitriptan (IS) ¢o6zeltisi olacak miktarda tiim ¢6zeltilere eklendi.

Standart Calisma Caozeltileri: Her ii¢ etken maddeden (silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinat) 500.0 ug/mL’lik stok ¢o6zeltileri hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden her
tic maddenin standart ¢alisma ¢ozeltileri 0.75-150.0 ug/mL derisim araliginda ve yontem
gecerlilik testlerinin yapilabilmesi i¢in kullanilan kalite kontrol ¢ozeltileri hareketli faz
(10 mM amonyum format:asetonitril:metanol) ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin
derisimleri asagida verildi.

Solifenasin siiksinat:

Standart Cozeltiler (ug/mL): 3.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 45.0, 50.0, 60.0
Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0, 35.0, 55.0

Silodosin:

Standart ¢ozeltiler (ng/mL): 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 70.0, 90.0
Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0, 45.0, 85.0

Tamsulosin:

Standart ¢ozeltiler (ng/mL): 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 70.0, 90.0
Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0, 45.0, 85.0

Farmasotik Preparat Cozeltileri (ug/mL): 17.5, 47.5, 87.5
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Solifenasin siiksinat+Silodosin

Standart ¢ozeltiler (ug/mL): 3.0/1.0, 5.0/5.0, 10.0/10.0, 20.0/20.0, 30.0/40.0, 40.0/50.0,
45.0/60.0, 50.0/80.0, 60.0/90.0

Kalite Kontrol Cozeltileri (pg/mL): 15.0/15.0,35.0/45.0,55.0/85.0

Solifenasin siiksinat+Tamsulosin

Standart ¢ozeltiler (ung/mL): 3.0/1.0, 5.0/5.0, 10.0/10.0, 20.0/20.0, 30.0/40.0, 40.0/50.0,
45.0/60.0, 50.0/80.0, 60.0/90.0

Kalite Kontrol Cozeltileri (ug/mL): 15.0/15.0,35.0/45.0,55.0/85.0

3.3.4.2. HPLC Yonteminde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddelerine sahip ticari ilaglar
kapsiil ve tablet formunda bulunmaktadir. Calismamizda, tamsulosin ve silodosin etken
maddelerine sahip ticari ilaglar sirastyla Flomax MR® 0.4 mg kapsiil ve Urorec® 8 mg
Kapsiil, solifenasin siiksinat etken maddesine sahip ticari ila¢ Kinzy® 5 mg tablet olarak
yerel eczanelerden temin edildi.

Silodosin: Urorec® (8mg) Kapsiil’den 10 kapsiil alind1, kapsiil icerikleri bosaltilip
tek tek tartilarak igcerik miktarlar1 belirlendi. Daha sonra 10 kapsiil igerigi birlestirildi,
tartild1 ve toplam kiitle kaydedildi. Birlestirilen kapsiil toz igerikleri iyice karistirilarak
homojen bir karisim elde edilmeye ¢alisildi. Bu karisimdan bir kapsiil miktar1 kadar
tartilarak alindi ve 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 7.0 mL metanol eklendi
vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen ¢oziinmesi saglandi.
Cozeltide ¢ozlinmeden kalan yardimc1 maddeleri uzaklastirmak i¢in whatman 40 siizgeg
kagidindan 10.0 mL’lik balon joje igerisinde siiziildii ve ¢ozelti hacmi metanol ile
tamamlandi. Bu sekilde Urorec® (8mg) Kapsiil stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Bu
¢ozeltiden 50 pug/mL derisimde IS igeren 7.5 ug/mL derisimde silodosin (Urorec® (8mg))

kapsiil ¢ozeltisi hareketli faz (10 mM amonyum format:asetonitril:metanol) ile hazirlandu.

79



Tamsulosin: Flomax MR® 0.4 mg Kapsiil’den 6 kapsiil alind1, kapsiil igerikleri
bosaltilip tek tek tartilarak icerik miktarlar1 belirlendi. Kapsiil igerikleri nano partikiil
yapisinda oldugu icin havanda 6giitiilerek iyice toz haline getirildi. Toz haline getirilen
6 kapsiil icerigi birlestirildi, tartildi, toplam kiitle kaydedildi ve iyice karigtirilarak
homojen bir karisim haline gelmesi saglandi. Bu karisimdan bir kapsiil miktar1 kadar
tartilarak alindi ve 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi. Uzerine 7.0 mL metanol eklendi
vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen ¢6ziinmesi saglandi.
Cozeltide ¢oziinmeden kalan yardimc1 maddeleri uzaklastirmak i¢cin whatman 40 siizgeg
kagidindan 10.0 mL’lik balon joje igerisinde siiziildii ve ¢ozelti hacmi metanol ile
tamamland1. Bu sekilde Flomax MR® (0.4 mg) Kapsiil stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.
Bu ¢ozeltiden 50 pg/mL derisimde IS i¢eren 7.5 pg/mL derisimde tamsulosin (Flomax
MR® (0.4 mg)) kapsiil ¢ozeltisi  hareketli faz (10 mM amonyum
format:asetonitril:metanol) ile hazirlandi.

Solifenasin siiksinat: Kinzy® 5 mg tablet’ten 6 tablet alind1 her bir tablet tek tek
tartilarak bir tablet kiitlesi ve ayrica 6 tablet toplu olarak ta tartilarak toplam kiitle
belirlendi. 6 tablet havanda o6giitiilerek iyice toz haline getirildi. Bu toz karisimindan bir
tablet kiitlesinde tartilarak alindi ve 10 mL balon joje igerisine aktarildi. Uzerine 7.0 mL
metanol eklendi vortekste 10 dk ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek tamamen
¢Ozlinmesi saglandi ve ¢ozelti hacmi metanol ile 10.0 mL’ye tamamlandi. Cozeltide
¢Oziinmeden kalan yardimc1 maddeleri uzaklastirmak i¢in whatman 40 siizge¢ kagidindan
siiziildii. Bu sekilde Kinzy® 5 mg Tablet stok ¢ozeltisi hazirlanmis oldu. Bu ¢dzeltiden 50
ug/mL derisimde IS iceren 7.5 pg/mL derisimde solifenasin siiksinat (Kinzy® 5 mg) tablet

¢Ozeltisi hareketli faz (10 mM amonyum format:asetonitril:metanol) ile hazirlandi.
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3.3.4.3.Silodosin, Tamsulosin ve Solifenasin Siiksinatin Plazmadan Ekstraksiyon

Prosesi

Her ii¢ etken maddenin plazmada miktar tayini i¢in etken madde c¢ozeltilerinin

plazmaya spayk edilmesi ve daha sonra sivi-sivi ekstraksiyon islemlerinin uygulanmasi

ile plazma ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi ve HPLC ile analizleri gerceklestirldi. Uygulanan

islemler asagida verildi:

Istenen derisimde plazma calisma ¢ozeltilerini elde etmek icin uygun derisimlerde
etken madde c¢ozeltileri eppendorf tiipii igerisindeki 100.0 uL bos insan
plazmasina spayk edildi ve 1 dk Vorteks Mikser’de vortekslendi.

Uzerine 300.0 uL 3.0 M Na2COs eklendi ve 15 dk 2000 rpm Vorteks Mikser’de
vortekslendi

1 mL MTBE : Hekzan : Diklorometan karisimi (2:1:1, h/h/h) eklendi ve 20 dk
2000 rpm Vorteks Mikser’de vortekslendi.

8600 rpm’de 25 dk santrifiijlendi.

Ustteki siipernatant alindi, oda kosullarinda azot gazi altinda uguruldu.

Elde edilen kalintiya 0.1 mL mobil faz-0.5 M HsPOa4 (9:1, h/h) ¢6zelti karisimi
eklendi.

5 dk Vorteks Mikser’de vortekslendi ve ayni ¢ozelti ile 1.0 mL’ye tamamlandi.
45 um gozenek biiyiikliigiine sahip membran filtreden viallere siiziildii.

HPLC sistemine 10.0 uL enjekte edildi.

3.3.5. Metabolomiks Calismasi

3.3.5.1.Genel Deneysel Prosediir

Hedeflenmemis metabolomiks calismasinda yapilacak ilk islemler biyolojik

numunenin se¢ilmesi ve numunenin deney prosediiriine hazirlanmasidir. Numunelerin

analizinde uygulanan islemler: 1- ¢alisamada kullanilacak olan analitiksel yontemin
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secilmesi, 2-yontemlerden elde edilen verilerin istatistiksel acidan degerlendirilmesi, 3-
herhangi bir ticari veri taban1 veya analitik programlar kullanilarak istatistiksel agidan
farklilik gosteren metabolitlerin tanimlanmasi, 4-tanimlanan metabolitlerin etkili oldugu

metabolik yolaklarin tanimlanmasi’dir (Sekil 3.1).

. . . —  XCMS
Metabolit Ekstraksiyonu 3 0 Pillerin belirlenmesi,

L eslegtirilmesi ve istatistiksel
sonuglar

Kiitle Spektrometri

Coklu Istatistiksel Analiz
PCA

% metabalite A . B C % h E

42 34

Ticari veri tabam

Az 22 44

P o - Metabolitlerin
kullamlarak metabolilk § > 3 : tanmmlanmasi ve
N . - L ETY - )
volaklarm belirlenmesi % T i miktar tayini
i

Comtred vs. Experimental

Sekil 3.1. Metabolomiks genel deneysel prosediirii

3.3.5.2.Hayvan Deneyleri

Toplam 48 adet erkek wistar albino rat (300-400 g) Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden (ATADEM) temin edildi (Tablo 3.5). Hayvanlar, 12:12 saat
1sik/karanlik dongiisii altinda gida ve suya serbest erisim saglanarak standart laboratuar
kosullar1 altinda muhafaza edildi. 12’ser adet rat kontrol, silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinat ilag gruplarna ayrilarak, literatiire paralel olarak 5 giin boyunca

silodosin i¢in giinde 1 doz 8.0 mg/kg, tamsulosin i¢in 0.4 mg/kg ve solifenasin siiksinat
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icin 5.0 mg/kg dozunda gavaj yardimu ile oral olarak ratlara uygulandi. 5 giin boyunca
sadece plasebo ilag uygulanan, 12 adet hayvan kontrol grubu olarak kullanildi. Kan
numunelerinin alinacagi giinden bir giin 6nce hayvanlarin yiyecek alimi sonlandirilip
suya erigimlerine izin verildi. Tiyopental sodyum 1.0 gr kullanilarak yiiksek anestezi ile
bayiltilan ratlardan yaklasik 1.0 mL kan numunesi EDTA’11 tiiplere alindi. 5400 rpm’de
3 dakika santrifiij edilen kan numunelerinin {ist kistmlarinda toplanan plazma kismi
kapakl1 ependorf tiiplere akatarildi. Ornekler metabolom analizi yapilana kadar -80 °C’de

saklandi.

Tablo 3.5. Ilag uygulanan ratlarin agirliklari

Grup/agirhk Kontrol Silodosin  Tamsulosin  Solifenasin

(Gram) Siiksinat
1 329 319 372 356
2 361 350 378 396
3 325 380 388 387
4 350 373 375 367
5 350 367 379 373
6 318 365 373 376
7 335 372 350 386
8 342 362 326 372
9 331 367 348 369

10 329 354 366 374
11 352 346 341 356
12 346 341 327 364

3.3.5.3.Kan Numunelerinin Hazirlanmasi ve Metabolit Ekstraksiyonu
Ratlardan alinan kan numunelerinden elde edilen plazma o6rnekleri metabolom
analizi i¢in -80 ° C'den ¢ikarildi. Donmus plazma numunelerinin ¢oziilmesi i¢in oda

sicakliginda bekletildi. Coziilen numuneler vorteks ile homojenize edildi ve bu plazma
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numunesinden 100.0 uL alindi, tizerine 300.0 uL asetonitril eklenerek vortekslendi. 15
dk -4 °C’de bekletilerek hiicrelerin pargalanip metabolitlerin serbest kalmasi saglandi ve
daha sonra bu numunelerde bulunan proteinleri ¢oktiirmek i¢in, 16000 rpm de +4 °C’de
15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonrasinda iistteki slipernatantlar ayrildi
ve 30 °C‘de 1.5 saat vakumlu konsantratérde V-Aqua modu kullanilarak siipernatantlarin

tamami uguruldu.

3.3.5.4.Q-TOF LC/MS Sistemi I¢in Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kor numune olarak kullanmak amaciyla; 100.0 mL hacimde %95 deiyonize
su, %5 asetonitril, %0.1 formik asit ve 50.0 ng/mL i¢ standart olarak tercih edilen
olanzapin bulunan bir ¢ozelti hazirlandi. Plazma numunelerinde bulunan metabolitlerin
ekstraksiyon isleminden sonra kuruluga kadar ucurulan siipernatant 48 drnegin lizerine
hazirlanan bu ¢ozeltisinden 300.0 puL eklendi. ThermoMixer C karistirict kullanilarak
numuneler 2000 rpm’de 4 dk boyunca karigtirilarak metabolitlerin ¢ozeltiye gecmesi
saglandi. Hazirlanan 48 numunenin 300.0 pL’si 0.45 p’luk siringa filtre uglarindan

stizlilerek 96 kuyucuklu platelere analiz i¢in aktarildi.

3.3.5.5.Hedeflenmemis Metabolomiks Calismalarinda Yontem Gecerlilik Testi
Biyolojik numunelerden alinan cevaplarin istatistiksel olarak saglikli bir sekilde
yorumlanabilmesi analitiksel yontemin veya tercih edilen yaklasimin gegerlilik testlerinin
(valide) yapilmasina baglidir. Bu amagla biyolojik numuneleri temsil eden kalite kontrol
ornekleri (QC) kullanilds. ilag verilen ve kontrol gruplarina ait ratlardan elde edilen (24
adet) plazma oOrneklerinin her birinden 10.0 pL alinarak bir ependorf tiip igerisinde
toplandi. Bu karisim vorteksle karistirildiktan sonra QC numunesi olarak 6nceden
belirlenen ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt konsantrator

igeriside kuruluga kadar buharlastirildi. Kalinti hareketli fazda ¢oziildi. Bu sekilde
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hazirlanan QC numuneleri sistemi stabilize etmek ve yontemi gegerli kilmak (valide) igin,
her 8 numunenin analizinden sonra bir defa QC numunesi analiz edildi.

Ayrica plazma numunelerinden elde edilen metabolitlerin kiitle analizi i¢in QC-
SVR cozeltileri kullanildi. Biitiin rat plazma 6rnekleri 6nceden belirlenen ekstraksiyon
yontemiyle ekstrakte edildi, elde edilen ekstraktlar konsantratérde kuruluga kadar
buharlastirildi. Kalint1 hareketli fazda ¢6ziilerek hazirlanan numunelerin her birinden 5.0
pL alindi, vortekslendi ve LC-MS/MS sistemine enjekte edilerek analizleri

gerceklestirildi.

3.3.5.6. Stvi Kromatografisi Ile Dért Kutuplu Ucus Zamam Kiitle Spektroskopi
Yontem Sartlar
Metabolomiks ¢aligsmasinda kullanilan LC-QTOF/MS yontemi sartlar1 ve gradient

eliisyon zaman c¢izelgesi sirastyla Tablo 3.6 ve 3.7 de verilmistir.

Tablo 3.6. LC-QTOF/MS Yontem Sartlart

Parametreler Yontem Sartlar

LC Agilent 1290 Infinity

Q-TOF Agilent 6530

Kolon Hypersil C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.9 um)

Hareketli faz %0.1 formik asit igeren deiyonize su-Asetonitril (Gradient
Eliisyon)

Akis iz 0.4 mL/dk

Kolon sicakhg: 25°C

Enjeksiyon hacmi 20uL

Analiz siiresi 15

Iyonizasyon Elektron sprey pozitif

Kurutma gaz akis hiza 11 L/dk
Piiskiirtme basinci 45 psi
Kurutma gaz sicakhg1 350 °C
Kapiler voltaj 3.5kV
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Tablo 3.7 Gradient Eliisyon Zaman Cizelgesi

A (%) B (%) Zaman (dk)
15 85 5
95 5 10

5 dk yeniden hareketli fazin eski haline doniisii
Hareketli faz olarak A) 0.1 M formik asit iceren su

B) 0.1 M formik asit i¢eren asetonitril

3.3.5.7. Metabolit Profillemede Kullamlan Coklu Analiz ve Istatiksel Veri Analizi
Hazirlanan kor, kalite kontrol (QC) ve plazma orneklerine ait kromatogramlar,
Agilent MassHunter Yazilim versiyonu B.02.00 (Agilent Technologies, ABD)
kullanilarak  degerlendirildi. Elde edilen veriler ‘proteowizard’ programi
kullanilarak .xml formatina ¢evrildi ve piklerin tanimlanmasi amaci ile .xml formatindaki
veriler XCMS yazilim programina yiiklendi. Kontrol grubu ile istatistiksel olarak farklilik
gosteren metabolitleri tespit etmek i¢in biitiin 6rnekler; p<0.01 ve fold analizi >1.5
kriterlerini saglayacak sekilde m/z degerlerine gore siralandi. Kriterlere uyan metabolitler
METLIN ve Insan Metabolom Veri Tabam1 (HMDB) veritabanlar ile incelendi ve
kimliklendirildi. Kimliklendirilen metabolitlerin dogrulugunu saglamak icin QC-SVR
numunelerinin - MS/MS  spektrumlar1 incelendi. Ekstrakte edilen metabolitlerin
kiimelenmesi ve veri toplama icin MATLAB R2017a programi ve OPLS-DA algoritmasi
kullanildi. Metaboanalyst 4.0 ve Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) yol

veritabani kullanilarak metabolitlere ait metabolik yolak analizi ¢ikarildi.
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4. BULGULAR

4.1. UV-Gériiniir Bélge, Birinci-Tiirev ve Ikinci-Tiirev Spektroskopi Yontemleri
4.1.1. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi Yontem Gecerlilik Testleri
4.1.1.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin stok, standart ¢alisma ¢o6zeltileri
ve kalite kontrol ¢ozeltileri Boliim “3.3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi” kisminda
belirtildigi sekilde hazirlandi. Hazirlana bu ¢ozeltilerin maksimum absorbans verdigi
dalga boyunu belrilemek i¢in 190-800 nm dalga boyu araliginda taramasi yapildi ve
spektrumlar: elde edildi. Spektrumlarda silodosinin 223 nm (Sekil 4.1. A), tamsulosinin
226 nm (Sekil 4.1. B) ve solifenasin siiksinatin ise 222 nm (Sekil 4.1. C) dalga boylarinda
maksimum absorbans verdigi tespit edildi. Calismalarda bu dalga boylar1 kullanildi.

gozlendi.

Sekil 4.1. UV-Goriiniir Bolge spektroskopisi spektrumlari: A) silodosin B) tamsulosin
C) solifenasin siiksinat

4.1.1.2. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin “3.3.3. Standart Cozeltilerin
Hazirlanmas1” boliimiinde belirtildigi gibi %1.0 TFA iceren deiyonize su ile herbir etken
madde i¢in bir seri standart calisma ¢dzeltileri hazirlandi. Her bir ¢ozelti dnceden
belirlenen dalga boylarinda UV-Goriinlir Bolge Spektrumlar1 alindi ve maksimum

absorbans degerleri okundu. Cozeltilerin derisimlerine karsi okunan absorbans degerleri
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grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.2.). Kalibrasyon egrilerinin
sapma gostermedigi dogrusal ¢calisma araligi belirlendi ve herbir etken maddenin dogrusal
oldugu ve kalibrasyon egrilerinin tiiretildigi standart calisma c¢ozeltilerinin derisimleri:
silodosin i¢in 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 ve 60.0 pg/mL, tamsulosin i¢in 5.0,
10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0 ve 40.0 pg/mL ve solifenasin siiksinat i¢in 5.0, 10.0,
20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 70.0 ve 80.0 pg/mL derisimlerdir.

UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatiksel

analiz sonuglar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat i¢in UV-Goriiniir Bolge
Spektroskopi yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

DA
Etken Madde Regresyon Denklemi? Sa Sb r
(ng/mL)
Silodosin 1-60  Azzsnm=0.0226x +0.1271  0.0002  0.0001  0.999
Tamsulosin 5-40  Azzenm=0.0286x + 0.0468  0.0003 0.004  0.9992

Solifenasin Siiksinat 5-80 A222nm= 0.01x + 0.0786 0.0017  0.0014 0.9992

DA: dogrusal aralik, a:6 kalibasyon egrisi ortalamasi, Sa:kaymanin standart sapmasi Sb:egimin standart
sapmast, 1: korelasyon katsayisi

Silodosin (223 nm) Tamsulosin HCI (226 nm) Solifenasin siiksinat (222 nm)

1
o ¥=0.0Ix +0.0786
R?=0.9992

226x +0.12
R?=0.999

Derisim (ug/mL) Derisim (jg/mL) Derisim (ug/mL)

Sekil 4.2. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrileri
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4.1.1.3. Dogruluk/ Kesinlik

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat kalibrasyon egrileri igerisine diisen
diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde 3 adet Kalite kontrol ¢ozeltileri “3.3.3. Standart
Cozeltilerin Hazirlanmas1” boliimiinde belirtildigi sekilde hazirland1 ve her bir ¢ozeltinin
mevcut yontemle spektrumlart alindi (Sekil 4.3. A, 4.3. B ve 4.3. C) ve absorbanslari
okundu. Kalite kontrol ¢ozeltilerinin gilin i¢i ve giinler arasi analizleri yapilarak UV-
Gorliniir Bolge Spektroskopi yontemin dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlendi. Giin
i¢ci aym1 yontem-laboratuvar kosullarinda ayni1 giin iginde 6 kez ve giinler arasi ayni
yontem-laboratuvar kosullarinda 3 farkli giinde 6 kez analizlerinin yapilmasidir. Bu
analizler sonucunda elde edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil hata ve bagil
standart sapmas1 degerleri belirlendi. Yontemin kesinligi bagil standart sapmasi (BSS:
SS/ortalama x 100) ve dogruluk degeri ise bagil hata (BH:(bulunan-eklenen)/eklenen x

100) ile verildi (Tablo 4.2).

Sekil 4.3. Kalite kontrol ¢dzeltilerinin UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi spektrumlart A)
silodosin B) tamsulosin C) solifenasin siiksinat
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Tablo 4.2. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerin giinigi ve
giinler arasi dogruluk ve kesinlik sonuglart (n=6)

Kalite Giinigi Giinler Arasi
Etken A Kontrol  Bulunan o Bulunan o
e Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik
Madde (nm)  Cozeltisi  Ortalama + Ortalamaz
%BH  %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  SS (ng/mL) SS (ng/mL)

15 14.93+0.13 -042 0.89 14.74+0.09 -1.70 0.62
Silodosin A223 35  33.97+0.04 -2.92 013 33.68+0.17 -3.76  0.49
55 51.67+0.14 -0.61 0.28 51.52+0.08 0.16 6.32
13 13.51+0.10  3.96 0.76  13.29+0.27 2.26 2.05
Tamsulosin A2 23 22.78+0.17 -0.95 0.75 22.43+0.13 -2.47 0.59
33 32.94+0.28 -0.18 0.86 32.79+0.23 -0.61 0.69
15 15.54+0.68 3.60 442  15.50+0.66  3.38 4.29

Solifenasin
A2 45 4597+1.62 2.16 3.53 44271025 -1.61 0.57

siiksinat
75 71.74+0.38 -4.34 0.52 71.29+0.18 -4.95 0.26

A: dalga boyu, SS: Standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: Bagil standart sapma

4.1.1.4. Teshis Limiti (LOD) ve Miktar Tayin Limiti (LOQ)

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerine ait dogrusal
caligma araliginin en diisiik derisiminden daha diisiik derisimlerde standart ¢ozeltiler
hazirland1 ve mevcut yontem ile 6 defa analizleri yapildi. Analiz sonucunda elde edilen
verilerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi (%BSS) degerleri
belirlendi. %BSS degeri %20.0’den az olan derisim teshis limitini, %10.0°dan az olan
derisim miktar tayin limitini vermektedir.’® > UV-Goériiniir Bolge Spektroskopi

yonteminin her {i¢ etken maddelerine ait LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.3°de verildi.
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Tablo 4.3. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerin teshis
limiti ve miktar tayin limiti degerleri

Duyarhhik Limiti
Etken Madde LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)
Silodosin 0.30 1.00
Tamsulosin 1.75 5.00
Solidenazin Siiksinat 1.75 5.00

4.1.1.5. Analitik Geri Kazamim

“3.3.4. Spektroskopi Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin
Hazirlanmas1” kisminda anlatildigr sekilde tamsulosin ig¢in 7.0 pg/mL, silodosin ve
solifenasin siiksinat i¢in 7.5 pg/mL derisimlerde farmasotik preapart cozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin mevcut yontem ile spektrumlar1 alindi absorbanslar1 okundu.
Bu ¢ozeltilere her ii¢ etken madde i¢in hazirlanan kalite kontrol ¢6zeltileri (10.0, 40.0 ve
70.0 pg/mL solifenasin stiksinat, 10.0, 30.0 ve 50.0 pg/mL silodosin ve 10.0, 20.0 ve 30.0
pug/mL tamsulosin) eklendi. Elde edilen toplam ¢6zeltilerin (final ¢ozelti derisimleri:
17.5,47.5 ve 77.5 ng/mL solifenasin siiksinat, 17.5, 37.5, 57.5 pg/mL silodosin ve 17.0,
27.0, 37.0 tamsulosin) spektrumlari1 alind1 ve absorbans degerleri okundu. Elde edilen
verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve analitik geri kazanim
degerleri hesaplandi. Analitik geri kazanim degerleri [%A.G.K= (Toplam Cozelti
Absorbans Degeri-Farmasotik  Preparat  Absorbans Degeri)/Farmasotik  Preparat
Absorbans Degeri x 100] formiiliinden hesaplandi. Elde edilen Analitik Geri Kazanim

degerleri Tablo 4.4°de verildi.
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Tablo 4.4. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi Yonteminin analitik eri kazanim degerleri
(n=6)

Eklenen
Etken Madde Ortalama )
Standart %Geri
ve Deger£SS %BSS
Cozelti Kazanim
Cozelti Derisimi (ng/mL)
(ng/mL)
10 7.42+0.27 98.33 3.66
Urorec®
30 7.47+0.12 99.93 1.67
7.5 pg/mL
50 7.15+0.04 99.34 0.59
10 7.04+0.09 100.75 1.30
Flomax MR®
20 7.28+0.12 101.25 1.65
7 ng/mL
30 6.91+0.26 100.48 3.81
) 10 7.84+0.29 101.73 3.76
Kinzy®
40 8.29+0.25 101.80 3.04
7.5 ng/mL
70 6.16+0.38 98.08 6.26

BSS: Bagil Standart Sapma, SS: Standart sapma

4.2. Birinci Derece-Tiirev (1D-Tiirev) ve Ikinci Derece-Tiirev (2D-Tiirev)
Spektroskopi Yontemleri

4.2.1. Yontem Gecgerlilik Testleri (VValidasyon)

4.2.1.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddelerinin stok, standart
calisma ¢ozeltileri ve kalite kontrol ¢ozeltileri “3.3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi”
kisminda belirtildigi sekilde hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin 190-800 nm dalga
boyu araliginda taramasi yapildi, 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlari elde edildi. Elde
edilen tiirev spektrumlarinda: Silodosinin 1D-Tiirev spektrumunda 218 nm dalga
boyunda bir maksimum ve 281 nm dalga boyunda bir minimum pik gozlendi (Sekil 4.4.
A ve 4.4. B). Tamsulosin’in 1D-Tiirev spektrumunda 218 nm’de bir maksimum, 235 ve

299 nm’de iki minimum pik gozlendi (Sekil 4.4. C ve 4.4. D). Solifenasin siiksinatin 1D-
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Tiirev spektrumunda ise 219 nm dalga boyunda bir maksimum ve 228 ve 274 nm dalga

boyunda iki minimum pik gézlendi (Sekil 4.4. E ve 4.4. F).

A i
C D
E F

Sekil 4.4. 1D-Tiirev Spektroskopi spektrumlari, silodosin i¢in A) 218 nm ve B) 281 nm;
tamsulosin i¢in C) 218 nm, 235 nm ve D) 281 nm; solifenasin siiksinat i¢in E) 219 nm ,
228 nm ve F) 274 nm

Silodosinin 2D-Tiirev spektrumunda 278 nm’de bir minimum, 283 nm’de bir
maksimum pik gézlendi (Sekil 4.5. A). Tamsulosin’in 2D-Tiirev spektrumunda 229 nm

ve 279 nm dalga boyunda iki minimum pik, 237 nm dalga boyunda bir maksimum pik
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gozlendi (Sekil 4.5. B ve 4.5. C). Solifenasin siiksinatin 2D-Tiirev spektrumunda ise

uygun dogruluk ve kesinlikle 6l¢iilebilecek herhangi bir pik gézlenmedi.

Sekil 4.5 2D-Tiirev Spektroskopi spektrumlari, silodosin i¢in A) 278nm ve 283 nm,
tamsulosin i¢in B) 229 nm, 237 nm ve C) 279 nm

4.2.1.2. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin “3.3.3. Standart Cozeltilerin
Hazirlanmas1” boliimiinde belirtildigi sekilde %1.0 TFA igeren deiyonize su ile herbir
etken madde i¢in 0.25-150.0 pg/mL derisimleri arasinda bir seri standart calisma
coOzeltileri hazirland1. Her bir ¢6zeltinin 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlar1 alindi
silodosin ¢ozeltisi i¢in 1D-Tiirev spektrumundaki 218 nm ve 281 nm dalga boylarinda ve
2D-Tiirev spektrumunda 278 nm ve 283 nm dalga boylarinda absorbans degerleri okundu.
Cozeltilerin  derisimlerine karst okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek
kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.6. A, 4.6. B, 4.6. C ve 4.6. D). Tamsulosin ¢ozeltisi
icin 1D-Tiirev spektrumundaki 218 nm, 235 nm ve 299 nm dalga boylarinda, 2D-Tiirev
spektrumundaki 229 nm, 237 nm ve 279 nm dalga boylarinda absorbans degerleri
okundu. Cozeltilerin derisimlerine karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek
kalibrasyon egrileri tiiretildi (Sekil 4.7. A, 4.7. B, 4.7. C, 4.7. D, 4.7. E ve 4.7. F).
Solifenasin siiksinat ¢ozeltileri i¢in 1D-Tiirev spektrumunda ise 219 nm, 228 nm ve 274

nm dalga boylarinda absorbans degerleri okundu. Cozelti derisimlerine karsi okunan
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absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.8 A, 4.8 B

ve 4.8 C).

Kalibrasyon egrilerinin sapma gostermedigi dogrusal calisma araligi belirlemek

icin ¢cok sayida standart caligsma ¢ozeltileri hazirlandi, spektrumlari alindi belirlenen dalga

boylarinda absorbans degerleri okundu ve ¢ozelti derisimlerine karsi okunan absorbans

degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi. Kalibrasyon egrisinin dogrusal

oldugu ve sapma gostermedigi derisim aralig1 tespit edildi. Kalibrasyon egrilerinin

tiiretildigi standart ¢alisma ¢6zeltilerinin derisimleri: silodosin i¢in 1.0, 5.0, 10.0, 20.0,

30.0, 40.0, 50.0 ve 60.0 pg/mL, tamsulosin i¢in 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0 ve

40.0 ug/mL ve solifenasin siiksinat i¢in 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 70.0 ve

80.0 ug/mL derisimlerdir.

y=0.1241x + 0.9218
R?*=0.9984

o 20 40 60 80
Derigim (ug/mL)
C
0.06
y =0.0009x + 0.0002

0.05 R2=0.9989
P 0.04
< 0.03

s 0.02

0.01

] 20 40 60 80
Derisim (ug/mL)

Sekil 4.6. 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemi ile elde edilen silodosin
standart ¢alisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) 1D- 218 nm, B) 1D- 281 nm,

1D- Abs

>
1.8 ¥ =0.0296x - 0.037
R? = 0.9992

02 0 10 20 30 40 50 60

Derisgim (ug/mL)

D

< ¥ =0.0006x - 0.0004
R2=0.999

o 20 40 60
Derisim (ug/mL)

C) 2D- 278 nm, D) 2D- 283 nm

80
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Sekil 4.7. 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemi ile elde edilen tamsulosin
standart ¢aligma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) 1D- 218 nm, B) 1D- 235 nm, C)
1D- 299 nm, D) 2D- 229 nm, E) 2D- 237 nm, F) 2D- 279 nm

08
07 ¥=00088 +0.0092
R¥=0.0984

y=0.0812x +1.1714
R2=0.999

y=0.0558x +0.4228
R?=0.9988

9
§

06
205
N
=03
02
01

0

1D- Abs

6
5
4
3

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Derisim (ug/mL) Derisim (ug/mL)

0 20 40 60 80 100
Derigim (ug/mL)

Sekil 4.8. 1D-Tiirev Spektroskopi yontemi ile elde edilen solifenasin siiksinat standart
calisma ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrileri: A) 219 nm B) 228 nm C) 274 nm

1D-Tiirev ve 2D-Tirev Spektroskopi yontemleriyle elde edilen kalibrasyon

egrilerinin istatiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.5 ve 4.6’da verildi.
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Tablo 4.5. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢alisma ¢ozeltilerinin
1D-Tiirev Spektroskopi yontem ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz
sonugclari

DA
Etken Madde Regresyon Denklemi? Sa Sb r
(ng/mL)

1-60 1D21snm= 0.1241x+0.9218  0.0002  0.0001 0.9984

1-60 1D 281nm= 0.0296x-0.037 0.001 0.0004 0.9992

5-40 1D218nm= 0.1711x+0.2843  0.0003 0.004  0.9984

Tamsulosin 5-40 1D23snm= 0.208x - 0.1689  0.00004  0.0002  0.998
5-40 1D 299nm= 0.0481x-0.0799  0.0005  0.0003 0.9984

5-80 1D219nm= 0.0812x+1.1714  0.0007  0.0027  0.999

Solifenasin siiksinat 5-80 1D22snm= 0.0558x+0.4228  0.0004  0.0006 0.9988
5-80 1D274nm= 0.0088x+0.0092  0.0002  0.0008 0.9984

Silodosin

DA: Dogrusal aralik, a:6 kalibasyon egrisi, Sa: kaymanin standart sapmasi Sb: egimin standart sapmasi, 1:
korelasyon katsayist

Tablo 4.6. Silodosin ve tamsulosin standart c¢alisma ¢ozeltilerinin 2D-Tiirev
Spektroskopi yontem ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

DA
Etken Madde Regresyon Denklemi? Sa Sb r
(ng/mL)

1-60 2D278nm= 0.0009x+0.0002  0.0003  0.0017  0.9989
1-60 2D 283nm= 0.0006x-0.0004  0.0006  0.0007 0.9990
5-40 2D 22090m= 0.0044x-0.0046  0.0008  0.0014 0.9979
Tamsulosin 5-40 2D 237am= 0.0041x-0.0014  0.00002  0.0002  0.9990
5-40 2D 279nm= 0.0011x-0.0014  0.0007  0.0005 0.9980

Silodosin

DA: dogrusal aralik, a:6 kalibasyon egrisi, Sa: kaymanin standart sapmasi Sb: egimin standart sapmast, r:
korelasyon katsayist

4.2.1.3. Dogruluk/Kesinlik
Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat c¢ozeltileri i¢in elde edilen

kalibrasyon egrileri icerisine diisen diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde 3 adet kalite
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kontrol ¢ozeltileri “3.3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmas1” kisminda belirtildigi
sekilde hazirlandi ve her bir ¢ozeltinin 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektroskopi yontemleri
ile spektrumlari alindi (Sekil 4.9. A, 4.9. B, 4.9. C, 4.9. D, 4.9. E ) ve 6nceden belirlenen
dalga boylarinda absorbans degerleri okundu. Kalite kontrol ¢ozeltilerinin giin i¢i ve
giinler arasi analizleri yapilarak 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemlerinin
dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlendi. Giinigi ayn1 yontem-laboratuvar
kosullarinda ayni giin i¢inde 6 kez ve giinler arasi ayni yontem-laboratuvar kosullarinda
3 farkli giinde 6 kez analizlerinin yapilmasidir. Bu analizler sonucunda elde edilen
degerlerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi ve bagil hatas1 degerleri
hesaplandi. Yontemin kesinligi bagil standart sapmasi (BSS: SS/ortalama x 100) ve
dogruluk degeri ise bagil hata (BH: (bulunan-eklenen)/eklenen x 100) ile verildi (Tablo

4.7 ve Tablo 4.8).
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Sekil 4.9. Kalite kontrol ¢ozeltilerinin 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlar1 A)
Silodosin, 1D-, B) silodosin, 2D-, C) tamsulosin, 1D-, D) tamsulosin, 2D- E) solifenasin
stiksinat, 1D-
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Tablo 4.7. 1D-Tirev Spektroskopi yonteminin giini¢i ve giinler arast dogruluk ve
kesinlik sonuglar1 (n=6)

Kalite Giinici Giinler Arasi
Etken A Kontrol ~ Ortalama o Ortalama o
Dogruluk  Kesinlik Dogruluk  Kesinlik
Madde (nm)  Cozeltisi +SS +SS
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (pg/mL) (ng/mL)
15 14.75+0.05 -1.63 0.36 14.81+0.09 -1.23 0.11
1D 218 35 35.20+0.02 0.59 0.07 35.18+0.03 0.54 0.01
55 55.44+0.42 0.81 0.76 55.52+0.60 0.96 1.10
Silodosin
15 15.17+0.15 1.19 1.04 15.01+0.05 0.08 0.34
1D 281 35 35.12+0.47 0.35 1.36 35.42+1.09 1.22 3.10
55 56.09+0.36 1.98 0.65 56.09+0.45 2.00 0.81
13 13.07+0.39 0.58 3.04 13.18+0.21 1.44 1.58
1D 218 23 23.27+0.03 1.19 0.14 23.05+0.09 0.24 0.42
33 33.00+£0.20 0.01 0.62 33.15+0.22 0.46 0.67
1D 13 12.97+0.09 -0.16 0.75 12.92+0.03 -0.62 0.26
Tamsulosin 23 23274004 119 017  2303£022 014 0.95
33 33.04+0.28 0.13 0.86 33.01+0.22 0.04 0.67
D 13 13.06+0.35 0.47 2.73 13.45+0.29 3.49 2.16
23 23.00£005  0.02 024  2292:0.13  -0.33 0.59
33 32.99+0.09 -0.02 0.28 33.11+0.14 0.33 0.44
15 15.24+1.17 1.64 7.71 15.01+0.70 0.05 4.69
1D 219 45 46.63+0.52 1.42 1.13 45.93+0.18 2.06 0.41
75 75.34+0.78 0.47 1.04 75.07+0.93 0.09 1.24
15 15.24+0.64 1.62 4.20 15.12+1.15 0.86 7.59
Solifenasin
1D 228 45 46.44+0.15 3.21 0.33 45.80+0.52 1.78 1.13
siiksinat
75 76.32+0.10 1.76 0.13 75.93+0.51 1.25 0.68
15 15.07+0.76 0.49 5.06 14.75+0.19 -1.67 1.33
1D 774 45 45.39+0.65 0.89 1.44 45.16+0.90 0.37 2.00
75 75.39+0.63 0.53 0.84 75.46+0.56 0.61 0.75

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma
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Tablo 4.8. 2D-Tiirev Spektroskopi yonteminin giini¢i ve giinler arasi dogruluk ve
kesinlik sonuglar1 (n=6)

Kalite Giinigi Giinler Arasi
Etken A Kontrol  Ortalama o Ortalama o
Dogruluk  Kesinlik Dogruluk  Kesinlik
Madde (nm)  Cozeltisi +SS =SS
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL)
15 14.89+0.18 -0.70 1.26 15.19+0.90 1.28 5.94
2D 278 35 34.47+0.64 -1.49 1.86 35.58+0.63 1.65 1.79
_ _ 55 55.07+0.72 0.13 1.32 55.29+0.19 0.53 0.36
Silodosin
15 15.61+0.70 4.09 451 14.75+0.34 -1.66 2.32
2D 23 35 35.26+0.96 0.77 2.73 36.67+0.28 -0.92 0.81
55 54.77+1.03 -0.41 1.88 55.68+0.59 1.24 1.07
13 13.14+0.20 1.13 1.54 13.09+0.04 0.75 0.36
2D 229 23 23.28+0.34 1.24 1.46 22.62+0.38 -1.61 1.68
33 33.01+0.52 0.04 1.60 33.05+0.47 0.17 1.43
13 13.07+0.35 0.59 2.72 13.27+0.34 2.09 2.61
2D
Tamsulosin 123 2305:0.12 024 053  23.04+0.15  0.17 0.68
33 33.06+0.22 0.19 0.68 33.04+0.20 0.13 0.63
13 13.13+0.39 1.01 3.00 13.32+0.14 2.45 1.06
2D
93 2287:011  -053 047  2282+071  -0.79 311
33 33.04+0.29 0.14 0.90 33.06+0.47 0.17 1.43

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Yiizde bagil hata, BSS: bagil standart sapma

4.2.1.4. Teshis limiti (LOD) ve Miktar tayin limiti (LOQ)

Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerine ait dogrusal
calisma araliginin en diisiik derisiminden daha diisiik derisimlerde bir seri standart
calisma ¢ozeltiler hazirlandi ve mevcut yontemler ile 6 defa analizleri yapildi. Analiz
sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil standart sapmasi
(%BSS) degerleri elde edildi. %BSS degerleri %20.0°den az olan derisimler teshis limiti
ve %10.0’dan az olan derisimler ise miktar tayin limitini vermektedir.*>* % 1D-Tiirev ve
2D-Tiirev Spektroskopi yontemlerinin silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat

maddelerine ait LOD ve LOQ degerleri Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da verildi.
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Tablo 4.9. 1D-Tiirev Spektroskopi yonteminin silodosin, tamsulosin ve solifenasin
sliksinat standart ¢ozeltilerine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti degerleri

Duyarhhik Limiti
Etken Madde
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)
) ) 1D 218 0.30 1.00
Silodosin
1D 281 0.30 1.00
1D 218 1.75 5.00
Tamsulosin 1D 235 1.75 5.00
1D 299 1.75 5.00
1D 219 1.75 5.00
Solifenasin
1D 228 1.75 5.00
Siiksinat
1D 274 1.75 5.00
A: dalga boyu

Tablo 4.10. 2D-Tiirev Spektroskopi yonteminin silodosin ve tamsulosin standart
cozeltilerine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti degerleri

Duyarhhk Limiti
Etken Madde
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)
2D27s 0.50 1.00
Silodosin

2D2s3 0.50 1.00
2D229 1.75 5.00

Tamsulosin 2D237 1.75 5.00
2D279 1.75 5.00

A: dalga boyu

4.2.1.5. Analitik Geri Kazanim
"3.3.4. Spektroskopi Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin
Hazirlanmas1” kisminda analatildig1 sekilde tamsulosin i¢in 7.0 pg/mL, silodosin ve

solifenasin siiksinat i¢in 7.5 pg/mL derisimlerde farmasotik preparat cozeltileri
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hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemlerle spektrumlari
alind1 absorbans degerleri okundu. Daha sonra bu ¢ozeltilere her {i¢ etken madde igin
hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri (10.0, 40.0 ve 70.0 pg/mL solifenasin siiksinat, 10.0,
30.0 ve 50.0 pg/mL silodosin ve 10.0, 20.0 ve 30.0 pg/mL tamsulosin) eklendi. Elde
eilden toplam ¢ozeltilerin (final ¢ozelti derisimleri: 17.5, 47.5 ve 77.5 pg/mL solifenasin
stiksinat, 17.5, 37.5, 57.5 ug/mL silodosin ve 17.0, 27.0, 37.0 tamsulosin) mevcut
yontemlerle spektrumlar1 alind1 ve absorbans degerleri okundu. Elde edilen verilerin
ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmas1 ve analitik geri kazanim degerleri
hesaplandi. Analitik geri kazanim degerleri [%A.G.K= (Toplam Cozelti Absorbans
Degeri-Farmasotik Preparat Absorbans Degeri)/Farmasotik Preparat Absorbans Degeri x
100] formiiliinden hesaplandi. Elde edilen Analitik Geri Kazanim degerleri Tablo 4.11 ve

Tablo 4.12°de verildi.
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Tablo 4.11. Farmasoétik preparatlarda 1D-Tiirev Spektroskopi yonteminin analitik geri
kazanim degerleri (n=6)

Kalite
A Kontrol Ortalama + SS Geri Kazanim BSS
Etken Madde
(nm) Cozeltisi (ng/mL) (%) (%)
(ng/mL)
10 7.50+0.22 100.11 2.96
1D 218 30 7.42+0.29 99.48 3.95
Urorec® 50 6.86+0.53 08.86 7.73
7.5 pg/mL 10 7.30+0.27 99.15 3.79
1D 281 30 7.79+0.39 100.5 5.06
50 7.09+0.51 98.66 7.28
10 7.07+0.15 100.75 2.12
1D 218 20 6.98+0.08 100.52 1.25
30 7.19+0.33 101.00 4.62
10 7.13+£0.11 101.73 1.59
Flomax MR®
1D 235 20 7.06+0.31 100.08 4.37
7 ng/mL
30 6.99+0.20 99.85 2.82
10 6.99+0.26 99.71 3.70
1D 299 20 7.09+0.18 100.46 2.60
30 7.19+0.28 100.86 3.93
10 7.32+0.18 98.88 2.55
1D 219 40 7.35+0.25 99.85 342
70 7.31+0.29 100.53 4.06
) 10 7.45+0.05 99.75 0.70
Kinzy®
1D 228 40 7.54+0.33 100.18 4.42
7.5 pg/mL
70 7.37+0.23 99.89 3.12
10 7.50+0.44 99.84 5.93
1D 274 40 7.30+0.28 99.70 3.94
70 7.61+0.14 99.96 1.83

A: dalga boyu, BSS: bagil standart sapma, SS: standart sapma
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Tablo 4.12. Farmasotik preparatlarda 2D-Tiirev Spektroskopi yonteminin analitik geri
kazanim degerleri (n=6)

Kalite
A Kontrol Ortalama+SS Geri Kazanim BSS
Etken Madde
(nm) Cozeltisi (ng/mL) (%) (%)
(ng/mL)
10 7.68+0.42 101.40 5.44
2D27s 30 7.80+0.61 100.64 7.81
Urorec® 50 7.36+0.41 99.66 5.54
7.5 pg/mL 10 7.40+0.35 99.79 4.80
2D2s3 30 7.32+0.49 99.83 6.70
50 7.73+0.52 100.96 6.83
10 7.34+0.38 101.93 5.24
2D229 20 7.13+0.39 100.48 5.47
30 6.99+0.37 99.93 5.32
10 7.17+0.13 101.41 1.84
Flomax MR®
2D237 20 7.25+0.05 100.83 0.73
7 ng/mL
30 7.47+0.48 100.78 6.48
10 6.93+0.40 99.11 5.86
2D279 20 7.04+0.10 100.26 1.46
30 6.95+0.20 100.33 2.99

A: dalga boyu, BSS: bagil standart sapma, SS: Standart sapma

4.3. Kromatografik Yontemler

4.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontem Gecerlilik Testleri
(\Validasyon)

4.3.1.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik)
“3.3.4.1. HPLC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi” boliimiinde
verildigi sekilde silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢calisma ¢ozeltileri

hazirlandi. HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlari alindi. Kromatogramlardan
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silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat alikonma zamanlar sirastyla 2.61 dk, 2.33
dk ve 6.09 dk olarak belirlendi. HPLC ¢alismasinda zolmitriptan i¢ standart (I1S) olarak
kullanildi. IS’ (zolmitriptan) alikonma zamani ise 1.52 dk. olarak belirlendi. Ayrica
silodosin-solifenasin siiksinat ve tamsulosin-solifenasin siiksinat karisim ¢o6zeltileri
hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin HPLC kromatogramlar1 da alind1 (Sekil 4.10. A, 4. 10. B,

4.10. C, 4.10.D, 4.10. E ve 4.10. F).
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Sekil 4.10. Standart calisma ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlari1 A) silodosin B)
tamsulosin, C) solifenasin siiksinat D) silodosin-solifenasin siiksinat E) tamsulosin-
solifenasin siiksinat

Plazma calismalarinda “3.3.4.3. Silodosin, Tamsulosin ve Solifenasin Siiksinatin
Plazmadan Ekstraksiyon” boliimiinde analtildig1 sekilde plazma calisma ¢ozeltileri elde
edildi ve HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlar1 alindi. Elde edilen
kromatogramlardan silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat alikonma siireleri

sirastyla 2.61 dk, 2.33 dk ve 6.09 dk ve i¢ standart olarak kullanilan zolmitriptanin
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alikonma siiresi 1.52 dk olarak belirlendi (Sekil 4.11. A, 4.11. B, 4.11. C, 411 D ve 4.11.

m
~

LR

>

mAU

olaligia LS e

Sekil 4.11. Plazma ¢6zeltilerinin HPLC kromatogramlar1 A) silodosin B) tamsulosin, C)
solifenasin siiksinat D) silodosin-solifenasin siiksinat E) tamsulosin-solifenasin siiksinat

4.3.1.2. Dogrusallik ve Calisma Arahg

“3.3.4.1. HPLC Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi” boliimiinde
analtildigr sekilde silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart calisma
cozeltileri hazirlandi. HPLC sistemine enjekte edildi ve kromatogramlart alindi. Pik
alanlar1 ve IS (zolimtripan) pik alan1 tespit edildi. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinat derisimlerine kars1 pik alan oranlari (silodosin pik alany/IS pik alani; tamsulosin
pik alani/IS pik alani ve solifenasin siiksinat pik alani/IS pik alan1) grafige gecirilerek
kalibrasyon egrileri elde edildi. Kalibrasyon egrileri ¢izilerek her bir etken madde icin
dogrusal calisma araliklar1 tespit edildi. Solifenasin siiksinat ig¢in 3.0-60.0 ug/mL
arasindaki ¢ozeltilerde dogrusallik gézlenirken 70.0 ug/mL’lik standart ¢6zeltiden sonra

kalibrasyon egrisinde dogrusalliktan sapma gozlendi. Ayni islem silodosin ve tamsulosin
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icin yapildiginda 1.0-90.0 pg/mL standart ¢ozeltileri 0.999 korelasyon katsayisina sahip

bir kalibrasyon grafigine sahipken, 100.0 upg/mL’lik standart ¢ozeltiden sonra

dogrusalliktan sapma gozlemlendi. Ayni islem silodosin+solifenasin siiksinat (1.0-90.0 +

3.0-60.0 pg/mL) ve tamsulosin+solifenasin siiksinat (1.0-90.0 + 3.0-60.0 pg/mL)

standart calisma ¢ozeltileri icin de uygulandi (Sekil 4.12. A, 4.12. B, 4.12. C, Sekil 4.13.

A, 4.13. B, Sekil 4.13. C ve 4.13 D). HPLC yo6ntemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin

istatiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.13’de verildi.
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Sekil 4.12. Standart ¢calisma ¢ozeltilerinin HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon

egrileri A) silodosin, B) tamsulosin, C) solifenasin siiksinat
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Sekil 4.13. Karisim halindeki ¢ozeltilerin HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrileri: 1- silodosin (A)+ solifenasin siiksinat (B) ve 2- tamsulosin (C)+ solifenasin

stiksinat (D)
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Tablo 4.13. HPLC yonteminin Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart
calisma ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

Etken DA A

Regresyon Denklemi? Sa Sb r
Madde (ngmL)  (nm)

Silodosin 1-90 210 y=0.1467x-0.0271 0.0042 0.0061 0.9998

Tamsulosin ~ 1-90 210 y=0.1535x +0.1232  0.00031 0.0009 0.9999

Solifenasin
3-60 210 y =0.1412x - 0.0176 0.00043 0.0007 0.9998
Siiksinat
Silodosin / 1-90 210 y =0.1723x - 0.0163 0.0007 0.0015 0.9998

Solifenasin

3-60 210 y =0.143x - 0.0655 0.0025 0.0018 0.9998
siiksinat

Tamsulosin/  1-90 210  y=0.1649x - 0.0037 0.0008  0.0037 0.9998

solifenasin

3-60 210 y =0.1469x - 0.0613 0.0012 0.0022 0.9999
siiksinat

DA: dogrusal aralik, a:6 kalibasyon egrisi, Sa: kaymanin standart sapmasi Sb: egimin standart sapmast, t:
korelasyon katsayisi, X: derigim, y: pik alanlar1 orani

Plazmaya spike edilip ve plazmadan “3.3.4.3. Silodosin, Tamsulosin ve
Solifenasin  Siiksinatin Plazmadan Ekstraksiyon” bdliimiinde belirtildigi  sekilde
silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat plazma calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltiler HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramlari elde edildi ve
kromatogramlardan her bir etken maddenin pik alanlar1 ile IS olarak kullanilan
zolmitriptan pik alani da tespit edildi. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat
plazma ¢dzelti derisimlerine karsi pik alan oranlari (silodosintamsulosin pik alani/IS pik
alan1 ve solifenasin siiksinat pik alant/IS pik alan1) grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri
elde edildi. Kalibrasyon egrileri tiiretilerek her ti¢ etken madde i¢in dogrusal ¢alisma
araligi ayr1 ayri belirlendi. Solifenasin i¢in 3.0-60.0 pg/mL arasindaki ¢ozeltilerde
dogrusallik gozlenirken 70.0 pg/mL’lik standart ¢6zeltiden sonra kalibrasyon grafiginde

dogrusalliktan sapma gdzlendi. Ayni islem silodosin ve tamsulosin i¢in yapildiginda 1.0-
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90.0 pg/mL standart ¢ozeltileri 0.999 korelasyon katsayisina sahip bir kalibrasyon
grafigine sahipken, 100.0 pg/mL’lik standart ¢ozeltiden sonra dogrusalliktan sapma
gozlendi. Ayni islemler solifenasin siiksinat + silodosin (3.0-60.0 + 1.0-90.0 pg/mL) ve
solifenasin siiksinat + tamsulosin (3.0-60.0 + 1.0-90.0 pg/mL) karisim halindeki
cozeltilere de uygulandi (Sekil 4.14. A, 4.14. B ve 4.14. C, Sekil 4.15. A, 4.15. B, Sekil
4.15. C ve 4.15. D). HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin istatistiksel

analiz sonuglar1 Tablo 4.14°de verildi.
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Sekil 4.14. Plazma ¢ozeltilerinin HPLC yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrileri A)
silodosin, B) tamsulosin, C) solifenasin siiksinat
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Sekil 4.15. Karisim halindeki etken maddelerin plazma ¢ozeltilerinin HPLC yontemi ile
elde edilen kalibrasyon egrileri: 1- silodosin (A)+ solifenasin siiksinat (B) ve 2-
tamsulosin (C)+ solifenasin siiksinat (D)
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Tablo 4.14. HPLC yontemiyle elde edilen silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat
plazma ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz sonuglari

DA A

Etken Madde Regresyon Denklemi? Sa Sb r
(ng/mL)  (nm)

Silodosin 1-90 210 y=0.1743x +0.1387 0.0017 0.0043 0.9996
Tamsulosin 1-90 210 y=0.1371x-0.0458 0.00026 0.0025 0.9995
Solifenasin

3-60 210 y=0.1097x - 0.0161 0.00038 0.0003 0.9994
Siiksinat
Silodosin / 1-90 210 y=0.1346x + 0.1481 0.0011 0.0018 0.9997
solifenasin

3-60 210 y=0.1013x + 0.0931 0.0026  0.0007 0.9995
siiksinat
Tamsulosin 1-90 210 y=0.141x+0.0891 0.0006 0.0042 0.9998
/solifenasin

3-60 210 y=0.1241x-0.0141 0.0017 0.0036 0.9994
siiksinat

DA: dogrusal aralik, a:6 kalibasyon egrisi, Sa: kaymanin standart sapmasi Sb: egimin standart sapmast, t:
korelasyon katsayisi, X: derigim, y: pik alanlar1 orani

4.3.1.3. Dogruluk ve Kesinlik

Kalibrasyon egrisi igerisine diisen ti¢ farkli derisimde (15.0, 35.0 ve 55.0 ug/mL
solifenasin siiksinat, 15.0, 45.0 ve 85.0 ug/mL tamsulosin ve silodosin) standart ve
plazma kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. HPLC sistemine enjekte edilerek
kromatogramlari alind1 (Sekil 4.16. A, 4.16. B, 4.16. C, 4.16. D ve 4.16. E, Sekil 4.17 A,
4.17 B, 4.17 C, 4.17 D ve 4.17 E). Kalite kontrol ¢ozeltilerinin giini¢i ve giinler arasi
analizleri yapilarak HPLC yontemin dogruluk ve kesinlik parametreleri belirlendi. Giinigi
ayn1 yontem-laboratuvar kosullarinda ayn1 giin iginde 6 kez ve giinler arasi ayni yontem-
laboratuvar kosullarinda 3 farkli giinde 6 kez analizlerinin yapilmasidir. Bu analizler
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasi, standart sapmasi, bagil hata ve bagil standart

sapmas1 degerleri belirlendi. Yontemin kesinligi bagil standart sapmasi (BSS:
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SS/ortalama x 100) ve dogruluk degeri ise bagil hata (BH:(bulunan-eklenen)/eklenen x

100) ile verildi (Tablo 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19 ve 4.20).

8
| S5 PR AN et G |

Sekil 4.16. Standart maddelerin kalite kontrol ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar1 A)
silodosin, B) tamsulosin, C) solifenasin siiksinat, D) silodosin + solifenasin siiksinat, E)
tamsulosin + solifenasin siiksinat
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Sekil 4.16. Plazma kalite kontrol ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar1 A) silodosin, B)
tamsulosin, C) solifenasin siiksinat, D) silodosin + solifenasin siiksinat, E) tamsulosin +
solifenasin siiksinat
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Tablo 4.15. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerinde HPLC
yonteminin giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Kalite Giinici Giinler Arasi
Etken A Kontrol  QOrtalama Dosruluk Kesinlik Ortalama Dosraluk Kesinlik
Madde (nm)  Cizeltisi LS ogrulu esinli 4SS ogrulu esinli
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (ug/mL) (ng/mL)
15 15.58+0.18 3.87 1.21 15.53+0.17 3.58 1.10
Silodosin 210 45 45.82+0.14 2.02 1.34 45.33+0.28 1.47 0.63
85 86.20+0.12 1.41 0.15 86.02+0.15 1.20 0.18
15 15.13+0.05 0.92 0.36 15.17+0.09 1.15 0.61
Tamsulosin 210 45 46.00+0.22 2.23 0.48 46.02+0.33 2.27 0.71
85 86.75+0.40 2.06 0.46 86.58+0.33 1.86 0.38
15 14.81+0.08 -1.21 0.55 14.77+£0.10 -1.50 0.73
Solifenasin
210 35 35.87+0.31 2.49 0.86 36.03+0.95 2.95 0.97
siiksinat
55 56.04+0.38 1.89 0.68 55.61+£0.24 1.12 0.43

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma

Tablo 4.16. Silodosin+solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerinde HPLC yodnteminin
giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Giinici Giinler Arasi
Kalite
Etken A Ortalama ~_ Ortalama o
Kontrol Dogruluk  Kesinlik Dogruluk  Kesinlik
Madde (nm) o +SS =SS
Cozeltisi (ng/mL) %BH %BSS (ng/mL) %BH %BSS
m m
(gmry P9 ng
15 15.10+0.08 0.71 0.58 15.11+0.09 0.74 0.63
Silodosin 210 45 45.02+0.29 0.06 0.66 45.05+0.30 0.12 0.68
85 85.36+0.30 0.42 0.35 85.30+0.32 0.35 0.37
15 15.02+0.06 0.15 0.40 15.03+0.03 0.20 0.23
Solifenasin 210 35 35.75+0.17 2.16 0.49 35.58+0.02 1.67 0.07
siiksinat
55 56.35+0.56 2.46 0.99 56.23+0.79 2.23 141

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma
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Tablo 4.17. Tamsulosint solifenasin siiksinat standart ¢ozeltilerinde HPLC yonteminin
giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Kalite Giinici Giinler Arasi
Etken A Kontrol  QOrtalama Dosruluk Kesinlik Ortalama: Dosruik  Kesinik
Madde ("m)  Cézeltisi e ogrulu esinli ss ogrulu esinli
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (ug/mL) (ng/mL)
15 15.09+0.09 0.66 0.61 15.03+0.06 0.23 0.40
Tamsulosin 210 45 45.62+0.16 1.37 0.36 45.49+0.11 1.09 0.26
85 84.49+0.28 -0.58 0.34 84.46+0.27 -0.63 0.32
15 15.24+0.17 1.62 1.12 15.12+0.10 0.85 0.72
Solifenasin
210 35 35.16+0.15 0.46 0.45 35.25+0.19 0.72 0.54
siiksinat
55 55.85+0.01 1.54 0.02 55.76+0.22 1.39 0.40

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma

Tablo 4.18. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat plazma ¢ozeltilerinin HPLC
yonteminin giini¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Kalite Giinigi Giinler Arasi
Etken A Kontrol  QOrtalama Dosruluk  Kesinik Ortalama Dosruluk Kesinic
Madde (M) Cozeltisi LSS ogrulu esinli 58 ogrulu esinli
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (ug/mL) (ng/mL)
15 15.83+0.07 5.86 0.50 15.79+0.16 5.29 1.05
210 45 43.72+0.58 -2.90 1.34 43.8440.77 -2.57 1.76
Silodosin
85 82.55+0.47 -2.86 0.57 82.83+0.54 -2.54 0.65
15 15.21+0.17 1.40 1.15 15.46+0.09 3.10 0.63
Tamsulosin 210 45 43.98+0.49 -2.29 1.13 44.10+0.84 -1.98 1.92
85 88.62+0.49 4.23 0.55 88.18+0.07 3.75 0.08
15 15.70+0.06 4,72 0.39 15.60+0.08 3.93 0.52
Solifenasin 210 35 34.10+£0.35 -2.64 1.05 33.9+0.95 -3.07 -3.07
siiksinat
55 55.60+0.83 1.19 1.50 53.4+0.88 -2.92 -2.90

A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma
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Tablo 4.19. Silodosin + solifenasin siiksinat plazma ¢6zeltilerinde HPLC y6nteminin
giini¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)

Giinici Giinler Arasi
Kalite
Ortalama o Ortalama o
Etken A Kontrol Dogruluk  Kesinlik Dogruluk  Kesinlik
W =SS +SS
Madde (nm)  Cozeltisi (ugimL) %BH %BSS (ugimL) %BH %BSS
m m
(gmpy P9 ng
15 15.63+0.33 4.00 212 15.594+0.09 3.33 0.59
Silodosin 210 45 46.32+0.22 2.88 1.48 46.84+0.13 3.98 0.28
85 85.03+0.57 0.04 0.68 85.83+0.49 0.38 0.57
15 14.40+0.11 -3.65 2.82 14.70+0.08 -2.02 1.68
Solifenasin
210 35 34.60+0.28 -1.04 1.81 35.04+0.45 -0.08 3.29
siiksinat
55 56.10+0.37 2.09 3.66 55.8+0.87 1.55 25
A: dalga boyu, SS: standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma
Tablo 4.20. Tamsulosin + solifenasin siiksinat plazma ¢6zeltilerinde HPLC yonteminin
giini¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri (n=6)
Kalite Giinici Giinler Arasi
Etken A Kontrol  Ortalama o Ortalama o
Dogruluk  Kesinlik Dogruluk  Kesinlik
Madde (nm)  Cozeltisi +SS +SS
%BH %BSS %BH %BSS
(ng/mL)  (ng/mL) (ng/mL)
15 15.63+0.11 4.46 0.69 15.59+0.06 3.47 2.42
210 45 47.42+0.27 5.44 0.57 47.13+0.19 4.70 241
Tamsulosin
85 88.35+0.34 3.96 0.39 88.83+0.41 4.58 1.47
15 15.50+0.18 3.41 1.17 15.40+0.20 2.86 2.32
Solifenasin
210 35 35.30+0.25 1.07 1.71 35.42+0.31 1.28 2.88
siiksinat
55 54.10+0.34 -1.55 2.64 54.07+0.38 -1.78 1.72

A: Dalga boyu, SS: Standart sapma (n=6), BH: Bagil hata, BSS: bagil standart sapma

4.3.1.4. Teshis limiti (LOD) ve Miktar tayin limiti (LOQ)
HPLC calismasinda, LOD ve LOQ degerleri ICH kilavuzlarinda verildigi sekilde

tayin edildi. Kalibrasyon egrisinde yer alan en diisiik derisimden daha diisiik derisimlerde
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hazirlanan standart calisma ve plazma ¢ozeltilerinin kromatogramlar1 alindi. Bu
kromatogramlardan sinyal/giiriiltii (S/G) oran1 3 olan deger teshis limiti (LOD) ve S/G
orani 10 olan degerde miktar tayin limiti (LOQ) olarak belirlendi (Tablo 4.21, Tablo 4.22,

Tablo 4.23, Tablo 4.24, Tablo 4.25 ve Tablo 4.26).15% %

Tablo 4.21. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat standart ¢alisma ¢ozeltilerinin
HPLC yo6ntemine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti

Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (png/mL)

Etken Madde

Silodosin 210 0.33 1.0

Tamsulosin 210 0.33 1.0

Solifenasin Siiksinat 210 0.90 3.0
A: dalga boyu

Tablo 4.22. Silodosin + solifenasin siiksinat standart ¢alisma ¢6zeltilerinin HPLC
yontemine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti

Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL)

Etken Madde

Silodosin 210 0.33 1.0
Solifenasin siiksinat 210 0.90 3.0
\: dalga boyu

Tablo 4.23. Tamsulosin + solifenasin siiksinat standart ¢alisma ¢ozeltilerinin HPLC
yontemine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti

A Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (png/mL)

Etken Madde

Tamsulosin 210 0.33 1.0
Solifenasin siiksinat 210 0.90 3.0
A: dalga boyu
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Tablo 4.24. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat plazma ¢ozeltilerinin HPLC
yontemine ait teshis limiti ve miktar tayin limiti

Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (png/mL)

Etken Madde

Silodosin 210 0.33 1.0

Tamsulosin 210 0.33 1.0

Solifenasin Siiksinat 210 0.90 3.0
A: dalga boyu

Tablo 4.25. Silodosin + solifenasin siiksinat plazma ¢ozeltilerinin HPLC y6ntemine ait
teshis limiti ve miktar tayin limiti

A Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (ng/mL)

Etken Madde

Silodosin 210 0.33 1.0

Solifenasin siiksinat 210 0.90 3.0

A: dalga boyu

Tablo 4.26. Tamsulosin + solifenasin siiksinat plazma ¢6zeltilerinin HPLC yontemine
ait teshis limiti ve miktar tayin limiti

A Duyarhhk Limiti
(nm) LOD (pg/mL) LOQ (ng/mL)

Etken Madde

Tamsulosin 210 0.33 1.0
Solifenasin siiksinat 210 0.90 3.0
A: dalga boyu
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4.3.1.5. Analitik ve Plazma Geri Kazanimi

HPLC yontemi ile farmasotik preparatlarda silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinatin analitik geri kazanim g¢alismasi standart ekleme yoOntemine gore yapildi.
“3.3.4.2. HPLC Yonteminde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi”
boliimiinde anlatildig: sekilde farmasdtik preparat ¢ozeltileri IS (50.0 pg/mL) ile birlikte
hazirland1 ve HPLC sistemine enjekte edilerek kromatogramalri alind1 pik alanlar tespit
edildi. Sonra bu c¢ozeltilere 6nceden hazirlanmis olan her ili¢ etken maddenin kalite
kontrol ¢ozeltileri (10.0, 30.0 ve 50.0 pg/mL solifenasin siiksinat, 10.0, 40.0 ve 80.0
ug/mL tamsulosin ve silodosin) eklendi. Bu ¢ozeltiler igin final derisimleri
17.5,37.5 ve 57.5 pg/mL solifenasin ve 17.5, 47.5 ve 87.5 pug/mL derisimlerde tamsulosin
ve silodosin ¢ozeltileri elde edilmis oldu. Bu ¢ozeltiler HPLC sistemine enjekte edilerek
kromatogramlar1 alindi ve pik alanlar1 belirlendi. Elde edilen pik alan verilerinin
ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmas1 ve analitik geri kazanim degerleri
hesaplandi. Analitik geri kazanim degerleri [%A.G.K= (Toplam Cozeltinin Pik Alani
Degeri-Farmasotik Preparat Cozeltisi Pik Alan Degeri)/Farmasotik Preparat Cozeltisi Pik
Alan Degeri x 100] formiiliinden hesaplandi. Elde edilen Analitik Geri Kazanim degerleri

Tablo 4.27’de verildi.
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Tablo 4.27. HPLC yonteminin farmasotik preparatlarda analitik geri kazanim degerleri

Eklenen
Kalite Geri
'y Ortalamaz+ BSS
Etken Madde (nm) Kontrol SS(ug/mL) Kazanmim (%)
nm m 0
Coz. hd (%)
(ng/mL)

10 10.2840.16 102.8 1.58

Urorec®
210 40 40.13+0.16 100.3 0.41

7.5 pg/mL
80 79.92+0.21 99.9 0.26
10 10.08+0.26 100.8 2.63

Flomax MR®

210 40 40.50+0.53 100.9 1.31

7.5 pg/mL
80 79.72+0.72 99.6 0.91
10 9.91+0.10 09.2 1.04

Kinzy®
210 30 30.15+0.13 100.5 0.44

7.5 pg/mL
50 50.57+0.24 101.1 0.47

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

Plazmadan geri kazanim ¢alismasinda ise silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinatin ti¢ farkli derisimdeki kalite kontrol ¢ozeltileri IS ile birlikte plazmaya eklendi,
kanistirildi. “3.3.4.3. Silodosin, Tamsulosin ve Solifenasin Siiksinatin Plazmadan
Ekstraksiyon Prosesi” boliimiinde verilen sekilde plazma ¢ozeltileri hazirland1 ve HPLC
sistemine enjekte edilerek kromatogramlar1 elde edildi ve pik alanlart tespit edildi.
Standart ¢ozeltilerin ve plazma ¢ozeltilerinin gilinigi ve giinler arasi yapilan analizlerinde
belirlenen pik alan oranlari, standart ¢ozeltilerden elde edilen pik alan oranlar1 degerleri
ile kiyaslanarak plazmadan yilizde geri kazanim degerleri hesaplandi (Tablo 4.28, 4.29 ve

4.30).
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Tablo 4.28. HPLC yontemi ile elde edilen giini¢i ve gilinler arasi plazmadan geri

kazanim degerleri (n=6)

Kalite Giinigi Giinler arasi
Etken Y Kontrol Analit IS Analit IS
Madde (nm)  Cozeltisi % % % % % % % %
(ng/mL) GK BSS GK BSS GK BSS GK BSS
10 929 3.69 93.8 4.12 96.4 5.51 1011 191
Silodosin 210 40 96.7 2.23 96.2 3.47 99.4 1.58 103.4 4.68
80 98.1 3.53 98.2 4.41 97.2 6.42 100.7 1.53
10 93.9 3.96 97.4 3.20 1004 3.28 96.0 2.81
Tamsulosin 210 40 96.3 293 99.2 5.78 100.3 3.72 98.2 4.13
80 974 311 1011 1.83 98.2 6.12 94.6 2.33
10 93.1 2.68 95.3 3.47 94.2 3.26 96.8 3.25
Solifenasin
210 30 96.3 2.95 96.7 5.64 93.8 2.53 102.2 261
siiksinat
50 974 292 99.4 4.04 98.1 4.62 104.2 5.01

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim, A: Dalga boyu
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Tablo 4.29. HPLC yontemi ile elde edilen silodosin+solifenasin siiksinatin giinigi ve
giinler aras1 plazmadan geri kazanim degerleri (n=6)

Kalite Giinigi Giinler arasi
Etken A Kontrol Analit IS Analit IS
Madde (nm)  Cozeltisi % % % % % % % %
(g/mb) G pss GK  BSS GK  BSS GK  BSS
10 98.1 241 100.7 2.01 97.2 3.68 98.1 491
Silodosin 210 40 99.3 3.52 99.8 3.02 103.1 4.72 95.3 2.16
80 100.1  4.37 97.6 3.84 99.8 3.65 96.5 3.72
10 96.4 5.13 98.1 4.72 96.8 247 99.3 2.48
Solifenasin
210 30 943 381 99.4 2.51 97.8 1.83 1014 1.89
siiksinat
50 95.1 1.25 96.2 1.32 98.6 2.06 97.5 6.15
SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim, A: Dalga boyu
Tablo 4.30. HPLC yo6ntemi ile elde edilen tamsulosin + solifenasin siiksinatin giinigi ve
giinler aras1 plazmadan geri kazanim degerleri (n=6)
Kalite Giinigi Giinler arasi
Etken A Kontrol Analit IS Analit IS
Madde (nm)  Cozeltisi % % % % % % % %
(hg/ml) G Bss GK  BSS GK  BSS GK  BSS
10 1039 239 96.7 1.48 96.4 4.27 95.8 3.81
Tamsulosin 210 40 100.2  5.36 1005 3.72 97.3 3.64 98.3 2.52
80 984  4.28 98.7 2.19 99.6 2.21 101.2 1.46
10 92.8 3.08 92.7 3.62 101.2 1.07 99.6 0.81
Solifenasin
210 30 93.8 1.77 97.5 2.85 914 2.09 935 3.72
siiksinat
50 95.6 3.68 98.9 581 98.2 3.45 96.2 2.15

SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma, GK: Geri Kazanim, A: Dalga boyu
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4.4. Yontemlerin Gercek Numunelere Uygulama
Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan yoOntemlerin uygulanabilirligini
gosterrmek icin silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat igeren ticari farmasdotik

preparatlarda etken maddelerin miktar tayinleri gergeklestirildi.

4.4.1. Urorec® Yumusak Kapsiil

8 mg silodosin iceren Urorec® Yumusak kapsiil ¢ozeltileri “3.3.4. Spektroskopi
Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi” boliimiinde anlatildigi
sekilde hazirlandi. Hazirlanan farmasotik preparat ¢ozeltilerinin UV-Goriintir Bolge, 1D-
Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlar (Sekil 4.18. A, 4.18. B ve 4.18. C) alind1 ve absorbans

degerleri okundu. Bir kapsiil i¢erigindeki etken madde miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.31).

Sekil 4.17. Urorec® kapsiil ¢ozeltilerinin spektroskopi yontemlerinin spektrumlari; A)
UV-Goriiniir Bolge, B) 1D-Tiirev C) 2D-Tiirev

HPLC uygulamasinda 8 mg silodosin igeren Urorec® Yumusak kapsiil ¢dzeltileri
“3.3.4.2. HPLC Yonteminde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin  Hazirlanmasi”
bolimiinde belirtildigi sekilde IS ile birlikte hazirlandi. Bu ¢ozeltiler HPLC sistemine
enjekte edilerek kromatogramlari alindi (Sekil 4.19.) ve pik alan oranlar1 belirlendi. Bir

kapsiil icerigindeki silodosin etken madde miktar1 belirlendi (Tablo 4.31).
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Sekil 4.18. Urorec® kapsiil ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar:

Tablo 4.31. Urorec® (8 mg) kapsiilde silodosin etken madde miktar tayini (n:6)

Etken Iy Ortalama £+ SS %Geri Giiven
Yontem %BSS
Madde (nm) (mg) Kazamim arah@
UV-Goruniir
223 7.97+0.76 99.6 1.64  98.0-101.2
Bolge
218 7.65+1.11 95.6 1.12  94.4-100.2
1D-Tirev
Urorec® 281 7.93+0.47 99.1 1.82 97.1-101.6
Kapsiil
278 8.01+0.83 100.1 3.18 98.3-101.7
2D-Tirev
283 8.13+0.79 101.6 246  96.1-103.3
HPLC 210 8.04+0.54 100.5 222 97.4-102.1

A: dalga boyu, BSS: bagil standart sapma.

4.4.2. Flomax MR® Yumusak Kapsiil
0.4 mg tamsulosin iceren Flomax MR® kapsiil ¢ozeltileri “3.3.4. Spektroskopi
Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi1” boliimiinde anlatildigi

sekilde hazirlandi. Hazirlanan farmasdétik preparat ¢ozeltilerinin UV-Goriintir Bolge, 1D-
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Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlar1 (Sekil 4.20. A, 4.20. B ve 4.20. C) alind1 ve absorbans

degerleri okundu. Bir kapsiil i¢erigindeki etken madde miktarlar1 belirlendi (Tablo 4.32).

{ —.\“..\,\“‘\',m /

Sekil 4.19. Flomax MR® kapsiil ¢dzeltilerinin spektroskopi yontemlerinden elde edilen
spektrumlari; A) UV-Goriiniir Bolge, B) 1D-Tiirev C) 2D-Tiirev

HPLC uygulamasinda 0.4 mg tamsulosin igeren Flomax MR® kapsiil ¢dzeltileri
“3.3.4.2. HPLC Yonteminde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin  Hazirlanmasi™
boliimiinde belirtildigi sekilde IS ile birlikte hazirlandi. Bu ¢ozeltiler HPLC sistemine
enjekte edilerek kromatogramlari alindi (Sekil 4.21.) ve pik alan oranlari belirlendi. Bir

kapsiil icerigindeki silodosin etken madde miktar1 belirlendi (Tablo 4.32).

Jl
|
|\

Sekil 4.20. Flomax MR® 0.4 mg kapsiil ¢ozeltilerinin HPLC kromatogrami
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Tablo 4.32. Flomax MR® 0.4 mg kapsiilde tamsulosin etken madde miktar tayini (n:6)

Etken by Ortalama=* SS %Geri Giiven
Yontem %BSS
Madde (nm) (mg) Kazanim arahig
UV-Gorinur
226 0.387+0.74 96.75 3.21 94.14-99.57
Bolge
218 0.413+1.01 103.2 251 98.43-103.9
1D-Tiirev 235 0.394+0.83 98.5 1.74 96.57-100.7
Flomax
MR® 299 0.407+0.23 101.7 3.20 99.76-102.3
Kapsiil 229 0.375+0.49 93.7 1.06 92.18-96.36
2D-Tiirev 237 0.412+0.57 103 4.25 99.48-105.3
279 0.373+1.24 93.2 1.08 92.42-99.43
HPLC 210 0.397+0.62 99.2 0.76 97.87-101.9

A: dalga boyu, BSS: bagil standart sapma

4.4.3. Kinzy® Tablet

5 mg solifenasin siiksinat iceren Kinzy® Tablet ¢ozeltileri “3.3.4. Spektroskopi

Yontemlerinde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi” boliimiinde anlatildig

sekilde hazirlandi. Hazirlanan farmasdtik preparat ¢ozeltilerinin UV-Goriiniir Bolge, 1D-

Tiirev ve 2D-Tiirev spektrumlari (Sekil 4.22. A ve 4.22. B) alind1 ve absorbans degerleri

okundu. Bir tablet igerigindeki etken madde miktarlari belirlendi (Tablo 4.33).
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Sekil 4.21. Kinzy®5 mg Tablet ¢dzeltilerinin Spektroskopi yéntemlerinden elde edilen
spektrumlart A) UV-Goriiniir Bolge ve B) 1D-Tiirev

HPLC uygulamasinda 5 mg solifenasin siiksinat igeren Kinzy® Tablet ¢ozeltileri
“3.3.4.2. HPLC Yonteminde Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi”
boliimiinde belirtildigi sekilde IS ile birlikte hazirlandi. Bu ¢oézeltiler HPLC sistemine
enjekte edilerek kromatogramlar1 alindi (Sekil 4.23.) ve pik alan oranlar1 belirlendi. Bir

tablet igerigindeki solifenasin siiksinat etken madde miktar1 belirlendi (Tablo 4.33.).

Sekil 4.22. Kinzy® 5mg Tablet ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar:
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Tablo 4.33. Kinzy® 5mg Tablette solifenasin siiksinat etken madde miktar tayini

Etken A Ortalamaz SS %Geri Giiven
Yontem %BSS
Madde (nm) (mg) Kazanim arahg
UV-Goriiniir
222 4.89+0.78 97.8 1.749  95.61-100.1
Bolge
219 4.92+0.49 98.4 1.325 96.47-100.4
Kinzy®
Tablet 1D-Tiirev 228 5.02+1.07 100.4 0.892 98.12-101.9
274 5.10+1.23 102 0.963 98.32-103.8
HPLC 210 4.99+0.78 99.8 0628  98.01-102.4

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

4.5. Metabolomiks

4.5.1. Plazma Orneklerinin Metabolik Veri Setleri ve Analitik Yaklasimi

Cerrahi islem ile kontrol ve ilag uygulanmis rat gruplarindaki her bir rattan alinip
—80 °C’de saklanan plazma Ornekleri ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilip,
konsantratérde kuruluga kadar buharlastirilip hareketli fazda c¢oziilerek hazirlanan
numuneler LC-QTOF-MS/MS yo6ntemiyle analiz edildi. LC-QTOF-MS/MS cihazindan
alinan veri setleri ProteoWizard programina yiiklenerek verileriin uzantisi islenebilir hale
getirildi. Kor numune, kalite kontrol numuneleri ve plazma numunelerinin analiz
sonuglarin1 degerlendirmek i¢in elde edilen veriler Agilent MassHunter Yazilim
versiyonu B.02.00’e yiiklendi. XCMS yazilim programi kullanilarak kromatogramda
ortaya ¢ikan pikler dogrulanarak diizenlendi. Bu program vasitasiyla rat plazmasi ve
calisma ile ilgisi olmayan ve karakteristik kiitle fragmanti bilgisi bulunmayan maddelerin
disinda kalan metabolitlerin listesi ¢ikarildi. m/z oranlar1 ile metabolitler tanimlandi.
Listede dedektor tarafindan yaklasik olarak silodosin grubu igin 4581, tamsulosin grubu

icin 4776 ve solifenasin siiksinat grubu igin 4441 farkli deger tespit edilirken bunlardan
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fold degeri>1.5 ve p degeri p<0.01 sartlarin1 tasiyarak kontrol grubuna gére anlamh
farklilik gosteren her grup igin bircok farkli metabolit tespit edildi. Bu metabolitlerin
dogru kiitle ve yap1 bilgileri HMDB ve METLIN gibi veri tabanlar1 kullanilarak
dogrulandi. Degerlendirme sonucu silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat gruplari

icin sirasi ile 41, 35 ve 43 tane metabolit tespit edilip tanimlandi (Tablo 4. 34-36).
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Tablo 4.34. Silodosin grubu rat plazmalarinda tanimlanan metabolitler

m/z Rt
Metabolitler Fold P degeri Degisim

med med
P1(18:0/22:6(42.72.102.13Z.16Z.197)) 9.5 6.22e-8 Azalig 899.5613  7.19
PC(20:4(8Z.11Z2.142.177)/18:1(112)) 271 2.07e-7 Azalis  808.5874  0.09
17-beta-Estradiol glukuronit 2.2 0.00001 Azalis 448.5061 2.65
TG(18:1(92)/16:0/18:3(92.122.1527)) 2.6 0.00003 Artig 855.7385 2.13
PE(22:4(72.10Z2.132.162)/22:5(42.72.102.13Z
162) 6.5 0.00004 Azalig 8425692  0.47
L-Kinurenin 3.1 0.00061 Azalig 208.0848 9.15
S-Adenozilmetiyonin 1.7 0.00043 Artis 399.4451 11.53
N-formilkinurenin 2.3 0.00018 Azalig 236.0797 6.48
Taurokolik asid 2.9 0.00762 Azalig 515.7034 5.14
PS(18:0/22:5(72.10Z2.1372.16Z.197)) 9.0 0.00005 Azalig 804.5554  1.65
Sfinganin 1.9 0.00006 Artig 301.5078 14.74
14.15-epoksi-5.8.11-eikosatrienoik asit (14.15-
EET) 2.1 0.00034 Azalig 320.4663 7.53
Homovanilik asid 1.7 0.00048 Artig 182.1733 12.38
(R)-N-Metilsalsolinol 2.0 0.00021 Azalig 279.0946 2.04
PG(18:0/18:0) 2.0 0.00028 Artig 779.0912 0.40
PA(16:0/18:1(92)) 2.8 0.00057 Artig 813.6949 2.13
Prostaglandin H2 1.7 0.00486 Azalig 352.4651 7.14
5'-Metiltiyoadenozin 1.9 0.00160 Artis 297.3347 14.99
PG(18:1(112)/22:6(4Z2.7Z2.102.13Z.162.197)) 5.4 0.00175 Azalig 821.5339 6.86
Kolin 2.3 0.00276 Azalig 104.1078  4.87
LysoPC(22:5(42.72.102.132.162)) 2.7 0.00540 Azalig 570.3576 14.66
Feniletilamin 1.8 0.00728 Artis 122.0969 7.88
11b-PGF2a 2.0 0.00795 Azalig 393.2612 3.12
Tetrahidrokortisol 3.2 0.00802 Azalig 366.4917 4.42
Tromboksan A2 2.7 0.00806 Azalig 352.4651 5.36
Sfingozin 3.6 0.00809 Artis 299.4919 3.21
15-Keto-prostaglandin E2 1.5 0.00816 Azalig 350.4492 2.99
D-Glutamin 1.6 0.0874 Azalig 147.0763  2.39
Prostaglandin G2 1.5 0.00951 Azalig 368.4645  7.88
PE-NMe(18:1(92)/18:1(92)) 12.1  0.00103 Azalig 732.5566 14.80
Fosforibozil formamidokarboksamid 2.7 0.00046 Azalig 366.2213  9.46
1-Monopalmitin 1.7 0.00054 Azalig 331.2856  5.02
5-hidroperoksieikosatetraenoik asit 2.3 0.0086 Azalig 336.4617  5.27
Fosfatidik asit (16:0/18:1) 2.6 0.00527 Artis 674.9414  1.42
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Kalsidiol
5-amino-1-(5-fosfo-D-ribozil)imidazole-4-
karboksilat

(-)-Epinefrine

L-Arjinin

L-Metiyonin

Lesitin

Prolin

1.7

2.4

1.6
4.3
3.6
4.1
3.4

0.00584

0.00618

0.00637
0.00574
0.00082
0.00658
0.00692

Artig
Azalig

Artis
Azalig
Artig
Artig
Artig

400.6371

339.1959

184.0952
174.1117
149.0513
165.1891
115.1305

0.41

3.28

2.18
3.42
3.57
3.34
417
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Tablo 4.35. Tamsulosin grubu rat plazmalarinda tanimlanan metabolitler

P m/z Rt

Metabolitler Fold Degisim

degeri med med
LysoPC(18:0) 2.9 0.00166 Artig 524.3729 13.62
a-Linolenik Asit 2.9 0.00246  Azalis  278.4296 4.51
LysoPC(20:4(52.82.117.147)) 319 0.00296  Azahg  543.6729 7.13
Tiamin 2.3 0.00470 Artis 265.1125 8.00
Retinoik asit 2.7 0.00484  Azals  301.2177 4.80
Prostaglandin D2-1-gliseril ester 15 0.00643  Azalis  426.5436 3.00
Retinil ester 5.4 0.00683  Azalis  303.2340 4.18
Piroglutamik asit 15 0.00980 Artis 130.0506 6.82
1.25-Dihidroksivitamin D3-26.23-lacton 17 0.00399 Artig 4446035 2.10
gamma-Linolenik asit 5.3 0.00461  Azalis 278.4296 4.74
L-Glutamin 15 0.00544 Artis 147.0771  7.77
LysoPE(18:2(92.122)/0:0) 2.3 0.00783  Azalis  478.2958 8.54
L-Serin 3.1 0.00863  Azalis  105.0926 3.42
Kolin 1.6 0.00995  Azahs  104.1079 2.80
Retinaldehit 2.1 0.00225  Azahs  285.2225 4.81
Sfingozin 1-fosfat 2.0 0.00291  Azalis  380.2574 8.35
Palmitik asit 9.0 0.00234  Azalis  256.4241 1.18
LysoPE(18:1(92)/0:0) 2.3 0.00246  Azaliy  494.3251 10.42
L-Lizin 1.9 0.00247  Azaliy  146.1876 6.84
Kalsitriol 3.4 0.00249 Artis 416.6365 2.57
23S.25-dihidroksivitamin D3 2.2 0.00242 Artis 416.6365 1.26
N-Oleoil Etanolamin 25 0.00249  Azalis  325.5292 10.13
Sfinganin 4.8 0.00775  Azahs  302.3067 13.92
Piroglutamik asit 1.9 0.00796 Artig 130.0504 2.12
N-Akriloilglisin 3.6 0.00834 Artig 129.1108 2.56
1.25- Dihidroksivitamin D3-26.23-lacton 2.0 0.00309 Azalig 4446015 5.43
Kalsidiol 2.8 0.00307  Azahs  400.6371 4.57
Beta-D-Glucopiranuronik asit 54 0.00306  Azalis  314.2419 14.99
Arjininik asit 1.5 0.00309 Artig 176.1037 2.13
L-Triptofan 2.1 0.00119  Azalis  204.2252 3.55
N-Acetil-L-alanin 18 0.00136 Artis 131.1299 3.37
L-Alanin 2.8 0.00144 Artig 89.0032 4.14
PC(P-16:0/22:4(72.102.132.162)) 190.5 0.00357  Azalis  794.1354 0.52
LysoPC (20:0/0:0) 372.6 0.00388  Azahs  810.5946 0.10
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Tablo 4.36. Solifenasin siiksinat grubu rat plazmalarinda tanimlanan metabolitler

Metabolitler Fold Pdegeri Degisim m/zmed Rt
med
Indolakrilik asit 1.7 0.00240 Azalig 188.0716  2.16
Avrasidonik asit 1.8 0.00332 Azalis  304.4669  2.12
LysoPC(22:5(42.72.102.132.162)) 2.2 0.00741 Azalis  570.3582 14.62
Palmitik asit 18.4  0.00793 Azalig 7325572  7.12
Thromboksan A2 15 0.00885 Azalig 352.4651  4.68
Kolin 15 0.00971 Azalig 104.1079  3.38
Normetanefrine 15 0.00978 Artis 184.0954 2.18
PC(18:1(92)/18:1(92)) 10.4  0.00172 Azalis  786.1134 14.80
LysoPE(0:0/20:1(11Z2)) 2.5 0.00152 Azalis  508.3431 14.93
11H-14.15-EETA 4.1 0.00199 Azaliy  336.4657 11.23
Urat-3-riboniikleosit 1.5 0.00207 Artis 301.0767 14.52
Thromboksan B2 2.7 0.00583 Azalis  368.4645 8.48
23S.25- Dihidroksivitamin D3 1.3 0.00624 Azalis  416.6365  5.03
L-Triptofan 1.4 0.00931 Artig 204.2252  2.99
Prostaglandin D2-1-gliseril ester 2.9 0.00272 Artig 426.5436  2.13
L-Kinurenin 3.3 0.00253 Artig 204.2252 134
L-Metiyonin 1.8 0.00284 Azalig 150.0592 2.15
1.25- Dihidroksivitamin D3-26.23-lactone 3.1 0.00464 Azalis  444.6249 512
Kalsidiol 1.9 0.00476 Azalis  400.6371 4.71
L-Fenilalanin 1.6 0.00527 Azalis 165.1891 2.12
2.5-Dimetil-3-propilpirazine 1.6 0.00782 Artig 151.1232  13.63
Histamin fosfate 2.1 0.00454 Azalig 308.0403  3.68
Tirozin metilester 1.5 0.00580 Azalig 195.2151 2.12
5-Aminoimidazol ribonukleotit 1.8 0.00981 Azalig 296.0665 2.17
3-Guanidinopropanoat 15 0.00284 Azalig 132.0776  2.17
Kalsitroik asit 1.7 0.00499 Azalig 3745137 14.91
Nervonil karnitine 1.7 0.04667 Artis 102.1286  7.89
2-(a-Hydroksietil)tiamin difosfat 1.9 0.00882 Azaliy  469.0712 212
Retinil ester 2.0 0.00425 Azalis 3134538 5.14
Indolakrilik asit 1.7 0.00600 Azalig 188.0716  6.64
L-Sistein 2.6 0.00478 Azalis  240.3921  3.22
L-Losin 1.8 0.00635 Azalig 132.1026  3.59
L-izoldsin 1.9 0.00756 Azalig 131.1742 3.21
Beta-Alanin 3.7 0.00426 Azalig 89.0932  3.11
N-Acetil-L-alanin 1.8 0.00685 Azalig 131.1299  3.59
Oksaloasetik asit 25 0.00512 Azalis 132.0716  4.49
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L-Valin 3.1
Urat-3-ribonukleosit 1.8
L-Histidin 2.1
Oksidized glutatyon 1.7
7alfa-Hidroksi-3-okso-4-kolestenoat 3.1
Dekanoilkarnitin 94
PE(18:2(9Z.122)/22:2(13Z.162)) 10.2

0.00779
0.00900
0.00921
0.00926
0.00348
0.00428
0.00615

Azalig
Artig
Artig
Artis

Azalig

Azalis

Azalis

117.1542
301.0770
155.1546
612.6317
430.6291
315.4482
796.5826

3.28
5.03
14.51
0.86
3.52
14.83
14.83

4.5.2. Kemometrik Analiz

Tanimlanan metabolitlerin m/z oranlart MATLAB R2017b programina aktarildi.

flag uygulanan ve uygulanmayan rat gruplarinin plazma 6rneklerinde farklilik gosteren

onemli metabolitler ve olusturulan bu gruplarin regresyon katsayilari ortogonal kismi en

kiiglik kareler diskriminant analizi (OPLS-DA) kullanilarak belirlendi. Siniflandirmay1

aciklamak i¢in kullanilan latent degisken skoru 1 (LV1), latent degisken skoru 2 (LV2)

ve latent degisken skoru 3 (LV3) kullanildi. ilag grubu ve kontrol gruplarina ait 2

kiimeden olusan PCA skor grafikleri elde edildi (Sekil 4.24. A, 4.24. B, 4.24. C). PCA

skor grafiklerinde iki gruba ait numunelerin birbirlerinden ayr1 kiimelenmesi, ila¢ ve

kontrol gruplarina ait metabolik profiller arasinda Onemli farkliliklar oldugunu

gostermektedir. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin bes giin oral uygulanmast,

ratlarin metabolik 6zelliklerini degistirdigi kemometrik analizlerle ortaya konulmustur.

Sekil 4.23. Ilag ve kontrol gruplarinin OPLS-DA skor grafigi A) silodosin B)

tamsulosin C) solifenasin siiksinat
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[lag uygulanan ve kontrol gruplarinin metabolit profillerinin ayrilmasini saglayan
metabolitlerin varligt OPLS-DA analizi ile gosterildi. Modelin degiskeninin ve
Ongoriisiinlin gegerliligini degerlendirmek i¢in ¢apraz gegerlilik testleri uygulandi. Latent
degiskenleri vasitasiyla yontemlerin silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat i¢in
sirastyla %95.48, 94.73 wve 96.13’lik kismi1 aciklanabilmektedir. Analiz
gerceklestirilmeden 6nce elde edilen veriler 6n isleme tabi tutuldu. On isleme kismi
pareto scaling ile gergeklestirildi. Onerilen modeli agiklamak icin dért latent degisken ve
Capraz Dogrulamanin Karekok Ortalama Hatasi (RMSEC) secildi. Modellerin kararliligi
ve giivenilirligi R? Cal degeri ile verildi. RMSEC ve Capraz Validasyonun Karekok
Ortalama Hatas1 (RMSECV) degerlerinin birbirine yakin olmasi segilen metabolitlerle
uygulanan kiime analizinin hatasinin oldukg¢a diisiik oldugunu ve giivenirliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. RMSEC ile model kalibrasyonuna datalarin yakinlig
belirlenirken, RMSECV ile gegerlilik testlerinin veri setinin kalibrasyon veri setine
uzaklig1 hesaplanir. Bu iki degerin birbirine yakin olmasi se¢ilen parametrelerin modele
uygunlugunun yiiksek oldugunu gostermektedir. Modellerin hassasiyeti ve segiciligi,
ROC (Reciever Operator Characteristics Curve) egrilerine ait egri altinda kalan alan
(AUC) ile belirlendi (Sekil 4.25., 4.26. ve 4.27.). AUC’nin 1’e yakin olmasi modelin
hassasiyet Ve segiciliginin iyi oldugunu, R? Cal degerinin 1°e yakin olmasi ise degiskenler
ile veri setimiz arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyon oldugunu gostermektedir. OPLS-DA
modeli ile X blogunun 6n islenmesi i¢in Ortogonal Sinyal Diizeltme (OSC) segildi.
Matrisin, Y blogu i¢in de 1 ve 0 yapay degisken olarak olusturuldu. Her ilag grubu igin

elde edilen degerler Tablo 4.37°de verildi.
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Estimated (bl ue) and Cross-Validated (green) ROC
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Sekil 4.26. Solifenasin siiksinat ve kontrol gruplaria ait ROC egileri

Tablo 4.37. Model gruplarinin OPLS-DA analizinden elde edilen verilerin istatistiksel

analiz sonuglar

Parametreler Silodosin Tamsulosin Solifenasin Siiksinat
Hassasiyet 1.000 0.9722 0.750
Secicilik 1.000 0.9722 0.750

R? Cal 0.997856 0.998888 0.999145
RMSEC 0.0231542 0.0166757 0.0146218
RMSECV 0.230485 0.267352 0.462313

4.5.3. Metabolitlerin Yolak Analizi

Her bir ilag grubu i¢in ayri ayri tanimlanan metabolitlerin bircok metabolik

yolak {izerinde etkili oldugu belirlendi.

Aralarinda anlaml

farklilik bulunan

metabolitlerin Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) ve Metaboanalyst 4.0
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kullanilarak detayl yolak analizi gergeklestirildi. Bu metabolik yolaklar ve etkileri Kyoto
Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG) ve Metaboanalyst 4.0 veritabanlarindan alinan
sekiller ile gosterildi. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin kronik uygulandig

rat gruplarinda degisiklige ugrayan metabolik yolaklar Tablo 38, 39 ve 40°da verildi.

45.3.1. Silodosin

Tablo 4.38. Metabolom analizinde silodosin plazma &rneklerinin yolak analizi

Yolak Ismi Eslesen Metabolit P Degeri  -Log(p)
Gliserofosfolipid Metabolizmas: 6/30 3.5x10® 10.26
Fenilalanin Metabolizmasi 3/9 8.276x10* 7.097
Aragidonik Asit Metabolizmasi 5/36 0.001023 6.885
Fenilalanin, Tirozin Ve Triptofan Biyosentezi 2/4 0.0029443 5.8279
Sistein Ve Metiyonin Metabolizmasi 3/28 0.024023 3.7287
Aminoagil-Trna Biyosentezi 4/67 0.062483 2.7729
Ubikinon Ve Kinon Biyosentezi 1/3 0.066969 2.7035
Tirozin Metabolizmasi 3/42 0.067876 2.6901
Sfingolipid Metabolizmasi 2/21 0.080956 2.5139
D-Glutamin Ve D-Glutamat Metabolizmasi 1/5 0.10918 2.2148
Linoleik Asit Metabolizmasi 1/5 0.10918 2.2148
Taurin Ve Hipotaurin Metabolizmasi 1/8 0.16905 1.7776
Alfa-Linolenik Asit Metabolizmasi 1/9 0.18812 1.6707
Arginin Ve Prolin Metabolizmasi 2/44 0.26568 1.3255
Glikosilfosfatidilinositol (GPI) -Anchor Biyosentezi 1/14 0.27731 1.2826
Gliserolipid Metabolizmasi 1/18 0.34175 1.0737
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Purin Metabolizmasi

Steroid Biyosentezi

Triptofan Metabolizmasi

Birincil Safra Asidi Biyosentezi

2/68

1/35

1/41

1/46

0.46592

0.55877

0.61733

0.66031

0.76374

0.58201

0.48235

0.41504

-log(p)

Metabolitlerin anlamli derecede iliskili olduklari yolaklar Sekil 4.28°de gosterildi.

10

Gliserofosfolipid
. megabolizmasi

Arasidonik a
metabolizma

313
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Fenilalanin metabolizmas:

Pistein ve metiy

onin

FenilalanL, tirozin

ve triptofhn

Pathway Impact

Petabolizmasn biyosentefi
Tiprozin metaboligmasi

q“n-goh-p;d—m&' i itabolizmas:
02 0.4 0.6 0.8 1.0

Sekil 4.27. Silodosin plazma 6rneklerinde tanimlanan metabolitlerin anlamli derecede

iliskili olduklar1 yolaklarin etki degerleri
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Gliserofosfolipit Metabolizmasi
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Sekil 4.28. Silodosin uygulanan rat grubunda Gliserofosfolipit Metabolizmasinda etkili
metabolitler C00114(kolin), C00157 (fosfotidilkolin (lesitin)), C00350
(fosfatidiletanolamin (sefalin)), C00416 (PA(16:0/16:0)), C04230 (LysoPC(18:1(92))),

C02737

(PS(16:0/16:0))
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C04582 C00506 C00491

A \ \
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Sekil 4.29. Silodosin uygulanan rat grubunda Sistein ve Metionin Metabolizmasinda
etkili metabolitler C00073 (L-Metionin), C00170 (5’-Metiltiyoadenozil), C00019 (S-

Adenozilmetiyonin)
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Arasidonik Asit Metabolizmasi
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Sekil 4.30. Silodosin uygulanan rat grubunda Arasidonik Asit Metabolizmasinda etkili
metabolitler C14771 (14.15-EET), C05956 (Prostaglandin G2), C00157
(Fosfotidilkolin), C00427 (Prostaglandin H2), C02198 (Tromboksan A2)
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Sekil 4.31. Silodosin uygulanan rat grubunda Sfingolipit Metabolizmasinda etkili
metabolitler C00836 (Sfinganin), C00319 (Sfingozin)
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4.5.3.2. Tamsulosin

Tablo 4.39. Metabolom analizinde tamsulosin plazma 6rneklerinin yolak analizi

Yolak Ismi Eslesen Metabolit P Degeri  -Log(p)
Retinol Metabolizmasi 3/17 0.001488 6.5103
D-Glutamin Ve D-Glutamat Metabolizmasi 2/5 0.0018853 6.2737
Aminoasil-Trna Biyosentezi 4/67 0.012935 4.3478
Doymamis Yag Asitlerinin Biyosentezi 3/42 0.019991 3.9125
Sfingolipid Metabolizmasi 2/21 0.034526 3.366
Alanin, Aspartat Ve Glutamat Metabolizmasi 2/24 0.044234 3.1183
Gliserofosfolipid Metabolizmasi 2/30 0.066257 2.7142
Biyotin Metabolizmasi 1/5 0.069417 2.6676
Glisin, Serin Ve Treonin Metabolizmasi 2/32 0.074281 2.5999
Steroid Biyosentezi 2/35 0.086878 2.4433
Tiamin Metabolizmasi 1/7 0.095881 2.3447
Azot Metabolizmast 1/9 0.12163 2.1068
Alfa-Linolenik Asit Metabolizmasi 1/9 0.12163 2.1068
Selenoamino Asit Metabolizmasi 1/15 0.19476 1.636
Glutatyon Metabolizmasi 1/26 0.31406 1.1582
Mitokondride Yag Asidi Metaboliszmasi 1/27 0.32403 1.1269
Yag Asidi Metabolizmas1 1/39 0.43343 0.83603
Pirimidin Metabolizmasi 1/41 0.44994 0.79865
Triptofan Metabolizmasi 1/41 0.44994 0.79865
Yag Asidi Biyosentezi 1/43 0.46599 0.76359
Arjinin Ve Prolin Metabolizmasi 1/44 0.47385 0.74687
Purin Metabolizmasi 1/68 0.63261 0.4579
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Metabolitlerin anlamli derecede iliskili olduklart yolaklarin etki degerleri Sekil

4.33’de gosterildi.
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Sekil 4.32. Tamsulosin uygulanan ratlarin plazma 6rneklerinde tanimlanan
metabolitlerin yolak etki degerleri
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Retinol Metabolizmasi
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Sekil 4.33. Tamsulosin uygulanan ratlarda Retinol Metabolizmasinda etkili metabolitler
C00376 (Retinal), C02075 (Retinil ester), C00777 (Retinoik asit)
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Sekil 4.34. Tamsulosin uygulanan ratlarda Aminoagil-tRNA Biyosentezinde etkili
metabolitler C00064 (L-Glutamin), C00041 (L-Alanin), C00047 (L-Lizin), C00078 (L-

Triptofan
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Tiamin Metabolizmasi
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Sekil 4.35. Tamsulosin uygulanan ratlarda Tiamin Metabolizmasinda etkili metabolit
C00378 (Tiamin)
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Sfingolipit Metabolizmasi
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Sekil 4.36. Tamsulosin uygulanan ratlarda Sf

ingolipit Metabolizmasinda etkili
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Triptofan Metabolizmasi
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Sekil 4.37. Tamsulosin uygulanan ratlarda Triptofan Metabolizmasinda etkili metabolit

C00078 (L-Triptofan)
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Alanin, Aspartat ve Glutamat Metabolizmasi
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Sekil 4.38. Tamsulosin uygulanan ratlarda Alanin, Aspartat ve Glutamat
Metabolizmasinda etkili metabolitler C00041 (L-Alanin), C00064 (L-Glutamat)
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4.5.3.3. Solifenasin Siiksinat

Tablo 4.40. Metabolom analizinde solifenasin siiksinat plazma 6rneklerinin yolak

analizi

Yolak ismi Eslesen Metabolit P Degeri  -log (p)
Valin, Lésin Ve izoldsin Biyosentezi 4/11 5.079x10°  9.8876
Aminoagil-Trna Biyosentezi 7/67 3.521x10*  7.9515
Gliserofosfolipid Metabolizmasi 4/30 0.003174 5.7528
Aragidonik Asit Metabolizmasi 4/36 0.0062368 5.0773
Pantotenat Ve Coa Biyosentezi 2/15 0.039109 3.2414
Valin, Losin Ve Izolosin Bozulmast 3/38 0.045046 3.1001
Sitrat Dongiisii (TCA Dongiisii) 2120 0.066257 2.7142
Piruvat Metabolizmasi 2/22 0.078469 2.545

Fenilalanin, Tirozin Ve Triptofan Biyosentezi 1/4 0.08297 2.4893
Linoleik Asit Metabolizmasi 1/5 0.10265 2.2764
Glikoliz Veya Glukoneogenez 2/26 0.10478 2.2559
Sistein Ve Metiyonin Metabolizmasi 2/28 0.11874 2.1308
Alfa-Linolenik Asit Metabolizmasi 1/9 0.17736 1.7296
Azot Metabolizmast 1/9 0.17736 1.7296
Fenilalanin Metabolizmasi 1/9 0.17736 1.7296
Triptofan Metabolizmast 2/41 0.2179 1.5237
Doymamis Yag Asitlerinin Biyosentezi 2/42 0.2259 1.4876
Glikosilfosfatidilinositol (GPI) -Anchor Biyosentezi 1/14 0.26233 1.3382
Histidin Metabolizmas1 1/15 0.27827 1.2792
Glyoksilat Ve Dikarboksilat Metabolizmasi 1/16 0.29388 1.2246
Retinol Metabolizmasi 1/17 0.30916 1.1739
Beta-Alanin Metabolizmast 1/19 0.33878 1.0824
Propanoat Metabolizmasi 1/20 0.35312 1.0409
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Biitanoat Metabolizmasi

Alanin, Aspartat Ve Glutamat Metabolizmasi
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Mitokondride Yag Asidi Uzamast
Glisin, Serin Ve Treonin Metabolizmasi
Steroid Biyosentezi

Yag Asidi Metabolizmast

Pirimidin Metabolizmasi

Tirozin Metabolizmasi

Yag Asidi Biyosentezi
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Purin Metabolizmasi
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Metabolitlerin anlamli derecede iliskili olduklar1 yolaklarin etki degerleri Sekil

4.40’da gosterildi.
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Sekil 4.40. Solifenasin siiksinat uygulanan ratlarda Valin, Lésin ve izoldsin
Biyosentezinde rol alan metabolitler C00123 (L-L&sin), C00407 (L-izoldsin), C00183
(L-Valin), C05125 (2-(a-Hidroksietil)tiamin difosfat)
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Sekil 4.41. Solifenasin siiksinat uygulanan ratlarda Aminoagil-tRNA Biyosentezinde
rol alan metabolitler C00135 (L-Histidin), C00079 (L-Fenilalanin), C00073 (L-
Metionin), C00183 (L-Valin) C00407 (L-izoldsin), C00123 (L-Lésin), C00078 (L-
Triptofan)
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Sekil 4.42. Solifenasin siiksinat uygulanan ratlarda Gliserofosfolipit Metabolizmasinda
rol alan metabolitler C00114 (Kolin), C00157 (Fosfatidilkolin), CO0350
(Fosfatidiletanolamin), C04230 (LysoPC(18:1(92))
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Arasidonik Asit Metabolizmasi
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Sekil 4.43. Solifenasin siiksinat uygulanan ratlarda Arasidonik Asit Metabolizmasinda
rol alan metabolitler C00219 (Arasidonik asit), C00157 (Fosfatidilkolin), C14183 (11H-
14.15-EETA), C02198 (Tromboksan A2)
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5. TARTISMA

Analitik kimya, bir numunenin bilesimini belirlemeyi ve bu bilesenlerin miktarini
tayin etmeyi saglayan yontemler toplulugudur. Bu amagla tercih edilebilecek tekniklerin
avantaj ve dezavantajlar1 iyi bilinmelidir. Diger yandan ¢alisilacak analitler, uygulanacak
deneysel prosediirler ve ulasilmak istenen amag¢ hakkinda da detayli bilgiye sahip
olunmas1 gereklidir. ila¢ analizlerinde kullanilan bir ¢ok teknik arasindan, analizin
gerceklesecegi ortam (biyolojik sivilar, farmasotik formlar vb.) ve ¢alisma kosullar1 géz
oniinde tutularak iyi bir literatiir taramas1 yapmali ve ¢alisma i¢in en uygun olan teknik
belirlenmelidir. Yontem sartlar1 optimize edildikten sonra, yontem hatalarin1 en aza
indirmek, sonuglarin bilimsel bir degeri ve yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek
icin yontem gecerlilik (validasyon) testlerini yapmak gereklidir. Bu sebeple, yontemin
dogruluk, kesinlik, spesifiklik, segicilik, geri kazanim, teshis tayin limiti (LOD) ve miktar
tayin limiti (LOQ) gibi yontem gegerlilik testlerinin yapilmas1 gereklidir.}’

Farmasoétik preparatlarda ilag etken maddelerinin miktar analizinde siklikla basit
bir teknik olmasi sebebiyle Ultraviyole-Goriintir Bélge Spektroskopi Yontemi ilag
endiistrisinde ¢ok tercih edilmektedir. Maddelerin belirli dalga boylarinda verdigi
absorbans degerlerinin grafige gegirilmesiyle UV-Goriiniir Bolge spektrumlar elde
edilir.8% 93 9497, 116 Tjjrey spektrumlarmin kullamlmasina dayanan Tiirev Spektroskopi
Yontemi, UV-Goriinlir Bolge Spektroskopi Yontemine gore daha avantajlidir. Clinkii
Tiirev spektrumlari; st liste cakisan ve ayrismayan UV-Goriiniir Bolge spektrumlarinin
ayrim giliciinii artirir ve maddelere 6zgili karakteristik piklerin elde edilmesine imkan
tanr.%!

Kromatografi, ayn1 ortamda karisim halinde bulunan ve birbirleri ile benzer
ozellik gosteren beilesenlerin ayrilmasi, taninmasi ve miktar tayininde siklikla kullanilan

bir analiz teknikler toplulugudur. Segiciligi, kesinligi, dogrulugu oldukea yiiksek ve hizli
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olan HPLC yontemi yaygin kullanim alanina sahip olan tekniklerden birisidir. Cok diisiik
miktar seviyelerinde analiz yapmaya olanagina da sahip oldugu i¢in biyolojik sivilarda
ve farmasotik preparatlarda ila¢ etken madde miktar analizlerinde tercih edilmektedir.”®
79,92, 120

Novara ve ark.}’®, benign prostat hiperplazisi ve asir1 aktif mesane sendromu
nedeniyle eslik eden idrar yolu semptomlar1 gdzlenen hastalarda, antimuskarinik ilaglarin
roliinii degerlendirmek igin antimuskarinik ilaglar1 tek baslarina veya a-blokerlerle
birlikte hastalara uygulamislardir. Mevcut verilere dayanarak, a-blokerler ve
antimuskarinik ajanlarin birlikte kullanilmasinin tedavide giivenlik ve etkinlik agisindan
olumlu oldugu gorilmistir. Ancak, uzun vadeli giivenlik ve etkinliklerini
degerlendirmek i¢in 1yi tasarlanmis, plasebo kontrollii, uzun siireli randomize kontrollii
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, rutin kalite kontrol ve farmasotik
preparatlarda etken madde analizlerinde, uzun siireli kombine tedavisinin plasebo
calismalarinda, farmasdtik preparat tasarlama ve gelistirme siirecinde kullanmak iizere
solifenasin siiksinatin eszamanli olarak silodosin ve tamsulosin ile miktar tayini i¢in kisa
analiz stliresine sahip, basit, tekrarlanabilir ve hassas analitik yontemler ¢calismamizda
gelistirildi ve yontem gegerlilik testleri yapildi. Literatiirii inceledgimizde, solifenasin
siiksinat ve silodosinin ayni anda es zamanli miktar tayini ile ilgili herhangi bir calismaya
ulagilamamustir. Bundan dolay1 solifenasin siiksinat ve silodosinin eszamanli miktar
tayini i¢in onerdigimiz HPLC yoOntemi bildirilen ilk analitik yontem olmasi hasabiyle
Ozgiinliik degerine sahiptir. Ayrica, solifenasin siiksinat ve tamsulosin’in eszamanli tayini
i¢in bildirilen ¢alismalara gore bizim analiz yontemimiz daha kisa analiz siiresine sahiptir.
Bu calismamnin amaci silodosin, solifenasin siiksinat, tamsulosin farmasotik
preparatlarda ve plazmada literatiirden farkli olarak tiirevlendirme yapmadan, dogru,

secici ve hassas bir HPLC yontemi gelistirildi ve yontem gecerlilik testleri yapildi. 126130
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Ayrica silodosin-solifenasin siiksinat veya tamsulosin-solifenasin siiksinat ilaglari
hastalar tarafindan ayni1 anda kullanildigindan dolay1 silodosin-solifenasin siiksinat ve
tamsulosin-solifenasin siiksinat karigimlarinin es zamanh olarak plazmada miktar
tayinleri i¢cin HPLC yontemi gelistirildi ve yontem gecerlilik testleri yapildi. HPLC
yonteminde, 30 °C sicaklik, 1.0 mL/dk akis hizi, 10 mM amonyum format tamponu
(ph:4):asetonitril:metanol (55:32.5:12.5 h/h/h) hareketli fazi, izokratik eliisyon, Agilent
C18 (5 um, 150 x 4.6 mm) kolon, UV dedektor ve 210 nm dalga boyundan olusan ¢alisma
parametreleri kullanildi. Gelistirilen HPLC yontemiyle silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinat etken maddelerini iceren farmasétik preparatlardan sirastyla Urorec®

Kapsiil, Flomax® Kapsiil ve Kinzy® Tabletlerinde her ii¢c etken madde miktar tayinleri

gerceklestirildi.

Plazmada bu etken maddelerin analizi i¢in etkili, tekrarlanabilir ve matriks etkisi
gozlenmeyen, ayni anda hem analitler hem de i¢ standart icin yiiksek geri kazanim
saglayan ekstraksiyon prosediirii gelistirmek i¢in bir¢ok denemeler gergeklestirildi ve
“3.3.4.3. Silodosin, Tamsulosin ve Solifenasin Siiksinatin Plazmadan Ekstraksiyon
Prosesi” kisminda verilen ekstraksiyon yontemi gelistirildi ve caligmalarimiza uygulandi.
Ekstraksiyon yontemi 0.1 mL plazma orneklerine uyguland: ve her ii¢ etken madde
icinde %90’dan fazla plazmadan geri kazanim elde edildi. Literatiirlerde solifenasin
stiksinatin silodosin ve tamsulosin ile eszamanli plazmadan ekstraksiyonu i¢in herhangi
bir ¢alismaya ulasilmamustir. Literatiirde ki c¢alismalarda, plazmadan ekstraksiyon
prosediirlerinde silodosin igin metil tert-butil eter (2.5 mL), etil asetat ve metil tert-butil
eter karisimi (5.0 mL)®, dikloro metan (2.0 mL)® tamsulosin igin metil tert-butil eter
(2.0 mL)*’, dikloro metan ve dietileter karisimi1 (2.0 mL)?, etil asetat (5.0 mL) %, butil
asetat (4.0 mL)"®, dietileter ve diklorometan karisimi (4.0 mL)"” solifenasin siiksinat igin

metil tert-butil eter (3.0 mL)*?* 177 metanol (1.0 mL)*? ve metil tert-butil eter (5.0 mL)*?°
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organik ¢oziiciileri kullanilmigtir. Bildirilen tiim bu ¢alismalarda 0.1 mL’de fazla plazma
ornekleri, ImL’den fazla organik ¢oziicii, 0.3 mL’den fazla proten ¢oktiirmek i¢in alkali
cozeltiler kullanilmigtir. Bu ¢alismalarda Dbildirilen plazmadan geri kazanim
degerleri %70-89 arasinda verilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s18inda gelistirdigimiz
ekstraksiyon yontemi diisiik hacimde insan plazmasi, protein denatiirasyonu ajani ve
organik ¢oziicii sarfiyati ile matriks etkisi olmaksizin silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinatin es zamanli olarak daha yiiksek verimle plazmadan geri kazanimima imkan
tanimaktadir.

Bu ¢alismada ayarica, standart ¢ozeltilerde ve farmasotik preparatlarda silodosin,
tamsulosin ve solifenasin siiksinat etken maddelerin miktar tayinleri i¢in UV-Goriiniir
Bolge, 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi Yontemleri gelistirildi ve yontem gecerlilik
testleri yapildi. Spektroskopi yontemlerinin uygulanmasinda kullanilan yontem sartlari
ve ¢Ozelti hazirlamalar1 “3.3.1.UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi Yontemi” ve “3.3.2. 1D-
Tirev ve 2D-Tiirev Spektroskopi Yontemleri” boliimlerinde ayrintili olarak verildi.
Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin UV-Goriiniir Bolge spektroskopi
caligmalarinda en iyi spektrum ve yiiksek absorbans degerini elde etmek igin metanol,
asetonitril, su, %1.0 HCI igeren su, %3.0’liikk metilen mavisi ve fenol ftalein ¢6zeltileri
gibi ¢oziicli ortamlarinda her {i¢ etken maddenin spektrumlar1 alindi. %1.0 HCI igeren
su, %3.0’likk metilen mavisi ve fenol ftalein ¢6zeltileri ile hazirlanan ¢6zeltilerde uygun
pikler gozlenmedi. Literatiirde tic madde i¢inde ¢oziicli olarak metanol, asetonitril veya
suyun kullanildig1 ¢alismalar bulundugu i¢in farkli bir yontem gelistirilmesi amaglanda.
Bu amagla metanol ile hazirlanan 1.0 mg/mL derisimine sahip silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinat ¢ozeltileri metanol, su ve %1.0 TFA ¢ozeltisi gibi farkli ¢oziiciilerle
ile seyreltilerek 200.0 pg/mL’lik silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat ¢ozeltileri

hazirlandi. Metanol ile seyreltilen ¢ozeltilerde numunelerin derisimi arttikga maksimum
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absorbansin gézledigi dalga boylarinda saga kayma (batokromik kayma) gozlenirken, su
ile seyreltilen ¢ozeltilerde ise sola kayma (hipsokromik kayma) gozlendi. Bu sebeple
200.0 pg/mL’lik silodosin, tamsulosin, solifenasin siiksinat stok ¢ozeltileri ve standart
calisma cozeltileri %1.0 TFA ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlandi. Ayrica bu ¢ozeltiler
80 °C’lik su banyosunda 1 saat bekletildi sonra mevcut yontemlerle spektrumlari alindi
ve absorbans degerleri kaydedildi.

Silodosin

Yukarida anlatilan islemlerden sonra 30. dakikada 200.0 pg/mL’lik silodosin
¢ozeltisinden hazirlanan 50.0 pg/mL’lik numune 223 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gosterdi. 200.0 pg/mL’lik silodosin ¢ozeltisinden hareketle 0.25-150.0 pg/mL
arasinda bir seri standart calisma c¢ozeltisi hazirlandi. Silodosin ¢ozeltilerinin
derisimlerine karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek 1.0-60.0 ug/mL
derisimleri arasinda yontemin dogrusal oldugu belirlendi. Aymi ¢ozeltilerin 1D-Tiirev
spektrumlarinda 218 ve 281 nm’de, 2D-Tiirev spektrumlarinda 278 ve 283 nm’de 1.0-
60.0 pg/mL derisimleri arasinda yontem dogrusallik gosterdi. Kalibrasyon egrilerinin
regresyon analizi ile, kalibrasyon egrilerinin denklemleri ve korelasyon katsayilari (r)
A22snm= 0.0226x + 0.1271 (r= 0.999), 1D218nm= 0.1241x+0.9218 (r= 0.9984), 1D 281nm=
0.0296x-0.037 (r= 0.9992), 2D278nm= 0.0009x+0.0002 (r= 0.9989) ve 2D 283nm= 0.0006x-
0.0004 (r= 0.999) olarak bulundu. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.3 ve 1.0 ug/mL
olarak belirlendi. Giinigi ve giinler aras1 bagil standart sapmasi (BSS), %6.32’den kiiclik
bulundu. Yéntem Urorec® Kapsiil’de bulunan silodosinin miktar tayininde basar1 ile
uygulandi ve yontemin ticari farmasotik preparattan analitik geri kazanim degeri %98.33-
99.93 olarak hesaplandi.

Literatiirde silodosinin tayini i¢in birka¢ UV-Goriiniir Bolge spektroskopi

yontemine ulagilmistir.%% %2 ¢4 Boltia ve ark®! cift dalga boyu yéntemi, indiiklenmis ¢ift
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dalga boyu teorisi, oran farki yontemi, 0. ve 1. Dereceden Tiirev Spektroskopik tekniklere
dayanan yontemler gelistirmislerdir. Bu yontemlerin dogrusal oldugu ¢alisma araligi 5.0-
70.0 pg/mL’dir. LOD degeri ise; ¢ift dalga boyu yontemi, indiiklenmis ¢ift dalga boyu
teorisi, oran farki yontemi, 0. ve 1. dereceden Tiirev Spektroskopik tekniklere gore
sirastyla; 1.45, 1.18, 1.59, 1.41 ve 1.42 pg/mL’dir. Calisma araliklar1 ise %100.67, 99.06,
98.90, 99.37 ve 100.16°dir. Mounika ve ark® oksidasyon, kompleks olusumu ve
selatlanmaya dayanarak gelistirdikleri 3 yontemin sirasiyla ¢alisma araligi 10.0-50.0,
300.0-500.0 ve 10.0-50.0 pg/mL, farmasotik preparattan geri kazanimlari ise %102.37,
128, 102.9 olarak bulunmustur. Rasheed ve ark®* gelistirdikleri 3 farkli yontem de ise 2.0-
120.0, 2.0-120.0 ve 10.0-120.0 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu yotemlerden higbiri
gelistirdigimiz UV-Goriiniir Bolge, 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektoroskopi yontemleri
kadar hassas degildir. Gelistirdigimiz yontemde hem daha diisiik derisimlerde hem de
genis calisma araliginda silodosin tayinine imkan vermektedir. Ayrica yontemimiz
Boltia®* ve Mounika ark®? ¢alisma grubunun yaymladig yontemlerde uzun ve karmasik
islemler gerceklestirildigi i¢in yontemimiz daha kolay bir yontem olma o6zelligine
sahiptir. Farmasotik preparattan analitik geri kazanim degerleri literatiirde bildirilen
calismalara gore biiyiik bir farklilik gdstermemektedir.6% 62 64

HPLC c¢alismalarinda, yontemin dogrusallik gosterdigi 1.0-90.0 pg/mL calisma
araliginda 50.0 ug/mL i¢ standart i¢eren bir seri silodosin standart ¢alisma ¢ozeltisinin
(1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 70.0, 90.0 pg/mL) HPLC kromatogramlari alindu.
Silodosi derisimlerine karsi pik alan oranlar1 (silodosin pik alani/IS pik alani) grafige
gegirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi. Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinde,
kalibrasyon egrisinin denklemi y = 0.1467x — 0.0271 ( X: derisim, y: pik alanlar1 orani)
ve korelasyon karsayisi (r) 0.9998 olarak bulundu. Sinyal/Giiriiltii (S/G) orani 3’¢ karsilik

gelen ve teshis edilebilen en kiiciik silodosin derisimi olarak tanimlanan teshis limiti
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(LOD) 0.33 pg/mL, S/G orani 10’a karsilik gelen, uygun dogruluk ve kesinlikle miktari
tayin edilen en kii¢iik silodosin derisimi olarak tanimlanan miktar tayin limiti (LOQ) 1.0
pg/mL olarak belirlendi. Giinigi ve gilinler arasi bagil standart sapmasi (BSS) %1.76’dan
ve bagil hatas1 (BH) %5.86’dan kii¢iik bulundu. Yontem Urorec® Kapsiil’de bulunan
silodosin miktar tayinine basariyla uygulandi ve yontemin ticari farmasotik preparattan
analitik geri kazanim degeri %99.9-102.8 ve plazmadan geri kazanim degeri ise %92.9-
99.4 olarak hesaplandi.

Kromatografik yontem gelistirmek i¢in, silodosinin tek basma ve solifenasin
siiksinat ile birlikte eszamanli tayini i¢in en 1yi kosullar belirlendi. Kisa analiz siiresinde,
en iyi pik rezoliisyonu elde edebilmek i¢in hareketli faz, kolon, sicaklik, pH, akis hiz1 ve
dalga boyu gibi parametrelerin farkli varyasyonlar1 denendi. Hareketli faz se¢iminde
su, %0.1 trifloro asetik asit i¢eren su, %0.1 formik asit igeren su, farkli derisim ve pH’lara
sahip amonyum asetat ve amonyum format tamponlari, metanol ve asetonitril ile birlikte
farkl1 oranlarda denendi. Amonyum format tamponu disinda kalan diger sulu fazlar
piklerin kuyruklanmasina, c¢atallanmasina ve analiz siiresinin uzamasina sebep oldu.
Amonyum format tamponu, metanol ve asetonitrilden olusan hareketli faz ile silodosin
i¢cin 2.6. dk’da alikonma zamani ve iyi bir pik rezoliisyonu elde edildi. Pik siddetlerini
artirmak ve sekillerini diizeltmek i¢in tampon c¢ozeltinin derisimi ve pH’s1, kolon
sicaklig1, dedektoriin dalga boyu ve numune ¢dziiciileri degistirildi. Boylece iyi bir ayrim
icin kromatografik sartlar optimize edilmis oldu.

Literatiirde Aneesh’®, Harischandran’?, Goud’® ve ark silodosinin HPLC ile tayini
icin bildirdikleri yontemlerin LOQ degerleri 16.57, 0.010 ve 9.91 pg/mL belirlenirken,
yontemin dogrusallik gosterdigi ¢aligsma araliklar1 ise 10.0-60.0, 10.0-100.0 ve 50.0-90.0
pg/mL olarak bulunmustur. Bildirilen bu ydntemlerden’*"#"® daha hassas ve genis

calisma aralifma sahip olan ydntemimiz, Shaik ve ark’nm™ gelistirdigi UPLC
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yonteminde belirtilen 3.94 dk olan silodosinin alikonma zamanindan daha kisa alikonma
zamanina sahiptir. Er ve Erk” akis hz1 1.3 mL/dk kullanmalar1 ¢oziicii sarfiyatinin
artisgina sebep olmaktadir. Farmsotik preparatlarda silodosin tayini i¢in bildirilen
Aneesh’, Goud™ ve ark gelistirdikleri yontemlerin geri kazanim yiizdeleri bizim elde
ettigimiz farmasotik preparattan geri kazanmim ylizdesinden biiylik bir farklilik
gostermedi. Vishnuvardhan®, Shah®’, Nair®® Wang®® ve ark silodosinin plazmadan
ekstraksiyonu i¢in bildirdikleri prosediirlerde 0.25-1.0 mL arasinda plazma ve 2.0-5.0 mL
arasinda organik faz kullanmiglardir. Gelistirdigimiz ekstraksiyon yontemi bildiren
ekstraksiyon prosediirlerine gore daha az ¢oziicii sarfiyati ve biyolojik materyal kullanimi
ile daha yiiksek geri kazanim elde etmeye olanak saglamis oldu.

Tamsulosin

UV-Goriintir Bolge spektroskopi ¢alismasinda, 30. dakikada 200.0 pg/mL’lik
tamsulosin ¢ozeltisinden hazirlanan 50.0 ug/mL’lik humune 226 nm dalga boyunda
maksimum absorbans gézlendi. 200.0 ug/mL’lik tamsulosin ¢ozeltisinden hareketle 0.25-
150.0 pg/mL arasinda bir seri standart calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Tamsulosin
¢ozeltilerinin derisimlerine karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilerek 5.0-40.0
pg/mL derisimleri arasinda yontemin dogrusal oldugu belirlendi. Ayni ¢ozeltilerin 1D-
Tirev spektrumlarinda 218, 235 ve 299 nm’de, 2D-Tiirev spektrumlarinda 229, 237 ve
279 nm’de 5.0-40.0 pg/mL derisimleri arasinda yontem dogrusallik gosterdi. Kalibrasyon
egrilerinin regresyon analizi ile, kalibrasyon egrilerinin denklemleri ve korelasyon
katsayilari (r) Azzenm= 0.0286x+0.0468 (r= 0.9992), 1D2isnm= 0.1711x+0.2843 (r=
0.9984), 1D23snm= 0.208x - 0.1689 (r= 0.998), 1D299nm= 0.0481x-0.0799 (r= 0.9984)
2D229nm= 0.0044x-0.0046 (r= 0.9979), 2D237m= 0.0041x-0.0014 (r= 0.999) ve 2D279nm=
0.0011x-0.0014 (r=0.998); LOD ve LOQ degerleri ise sirasiyla 1.75 ve 5.0 pg/mL olarak

belirlendi. Giinigi ve giinler aras1 bagil standart sapmasi (BSS), %2.05’den kiiciik
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bulundu. Yoéntem Flomax® MR Kapsiil’de bulunan tamsulosin etken maddesinin miktar
tayinine basari ile uygulandi ve ydntemin ticari farmasotik preparattan analitik geri
kazanim degerleri %100.48-101.25 arasinda hesaplandi.

UV-Goriintir Bolge Spektroskopi yontemiyle tamsulosin tayini igin bildirilen
birgok yéntem bulunmaktadir.®397: %192 Nanda ve ark® tamsulosin’in tayini bildirdikleri
ti¢ farkli spektroskopi yontemlerine ait galisma araligi her 3 yontem igin 5.0-25.0 pg/mL
olarak belirlenmistir. Gadhave®, Bari®®, Chaudhari®’, Kategaonkar®®> ve ark’nin
caligmalarinda dogrusallik sirasiyla 1.0-6.0, 10.0-90.0, 2.0-12.0 ve 2.0-10.0 pg/mL
derisimleri arasinda bulunurken, Raghubabu ve ark® tamsulosin tayininde iki farkli
reaktifle renkli kompleks olusumuna dayanan yontemlerinde ise 16.0-48.0 ve 8.0-24.0
pg/mL derisim araliklarinda ve %99.54+0.73 ve 99.4+0.389 farmasétik preparattan geri
kazanim gozlenmistir. Yontemimiz bildirilen bu yontemlerden daha genis bir ¢alisma
araliginda, farkli dalga boyunda dogru ve kesin sonuglarla tamsulosin’in tayinine olanak
saglamaktadir. Shrivastava®®, Chaudhari ve ark®, Saradhi!® ve Raghubabu’nun®
arkadasglarinin UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemleri karmagik tiirevlendirme,
kompleks olusumu ve numune hazirlama prosediirlerine sahiptir. Bizim ¢alismamizda
daha basit islemlerle numune hazirlanip spektroskopik oOlgiim yapilabilmektedir.
Yéntemimizin farmasétik preparatlardan analitik geri kazanim degerleri Kategaonkar®?,
Thimmaraju'® ve Saradhi’nin® arkadaslari ile gelistirdikleri yontemlerin geri kazanim
degerlerinden daha yiiksektir. Yontemimizin bir diger avantaj1 ise 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev
spektrumlarini kullanarak tamsulosin’in miktar tayinine imkan tanimasidir.1%2

HPLC ¢alismalarinda, 50.0 pug/mL i¢ standart i¢eren bir seri tamsulosin standart
calisma ¢ozeltisinin 210 nm’de analizleri sonucunda, tamsulosin standart calisma ¢ozelti
derisimlerine kars1 pik alan oranlarinin (tamsulosin pik alan orany/IS pik alan orani)

grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri olusturuldu. Bunun sonucunda tamsulosin igin
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gelistirilen yontemimiz 1.0-90.0 pg/mL derisimleri arasinda dogrusallik gosterdi.
Kalibrasyon egrisinin regresyon analizinde, kalibrasyon egrisinin denklemi y = 0.1535x
+ 0.1232 ( x: derisim, y: pik alanlar1 orani) ve korelasyon karsayisi (r) 0.9999 olarak
bulundu. Tamsulosin igin teshis limitinin (LOD) 0.33 pg/mL, miktar tayin limitinin
(LOQ) ise 1.0 pg/mL olarak tespit edildi. Yontemin, giini¢i ve giinler arasi bagil hatasi
(BH) %2.27’den ve bagil standart sapmasi ise (BSS) %0.71’den kiigiik bulundu. Yontem
0.4 mg tamsulosin igeren Flomax® MR Kapsiil’e basariyla uyguland1 ve ydntemin ticari
farmasotik preparattan analitik geri kazanim degeri %99.6-100.9 ve tamsulosin spayk
edilen plazmadan ektraksiyon yonteminin geri kazanimi degeri ise %93.9-100.4
araliginda berlilendi.

Tamsulosin’in tek basina ve solifenasin siiksinat ile birlikte eszamanli tayini
amaciyla yontem sartlari optimize edildi. Silodosin i¢in hareketli faz, kolon, sicaklik, pH,
akis hiz1 ve dalga boyu gibi parametreler tizerinde yapilan degisiklikler tamsulosin igin
de denendi. Silodosinde oldugu gibi tamsulosin igin en iyi pik rezoliisyonu ve 2.3 dk gibi
kisa alikonma siliresi amonyum format tamponu, metanol ve asetonitrilden olusan
hareketli faz ile elde edildi. Pik siddetlerini artirmak, pik kuyruklanmasini azaltmak ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek igin hareketli fazin pH’s1 belirlendi ve standart
calisma cozeltileri hareketli fazla seyreltilerek hazirlandi.

Tamsulosin miktar tayini igin gelistirdigimiz HPLC yonteminde kullanilan
dedektor, dalga boyu, hareketli faz, kolon, sicaklik, akis hiz1 ve ekstraksiyon prosediirii
olarak literartiirde bildirilen kromatografik calismalardan farklilik gostermektedir.
Walash ve ark’” kromatografik ayrim icin fenil-heksil kolonu ile 1.2 mL/dk akis hizinda
asetonitril ve %0.25 fosforik asit igeren sudan (pH 3.0) (30:70, h/h) olusan bir hareketli
faz kullanilmustir. Dedektor olarak floresans dedektor tercih edilmistir. Tamsulosin’iin

alikonma zamani 6.45 dk olarak bulunmustur. Tamsulosin spayk edilmis insan
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plazmasindan maddenin ekstraksiyonu i¢in 400.0 pL plazma ve 4.0 mL dietil eter ve
dikoloro metan (1:1) kullanilmustir. Pashaei ve ark’nin’® yaptiklar1 calismada hareketli
faz, 0.8 mL/dk akis hizinda bir fosfat tampon (6.8 g potasyum dihidrojen fosfat, pH 2.5):
asetonitril (60:40 h/h) karisimiydi ve enjeksiyon hacmi 20.0 pL’idi. Dalga boyu 292 nm,
alikonma siiresi 5.02 dk. ve analiz siiresi 12 dakikaydi. Plazma proteinlerinin
denatiirasyonu i¢in bizim kullandigimiz 3 M Na2COs yerine perklorik asit
kullanmiglardir. Ekstraksiyon i¢in kat1 faz kullanilirken, plazma Orneklerine ait
kromatogramlarda girisim pikleri gézlenmistir. Macek ve ark’® 1.0 mL insan plazmasi ve
butil asetat kullanarak gerceklestirdikleri ekstrasksiyon yontemi ile hazirladiklart
numunelerin floresans dedektorle yapilan tamsulosin tayininde %85-95 geri kazanim elde
etmislerdir. Keski-Rahkonen ve ark'® 1.0 mL serum numunesi ve 5.0 mL etil asetat ile
tamsulosin’in ekstraskiyonunda %66-77 geri kazanim elde ettiklerini bildirmislerdir.
Nguyen ve ark!'! Vietnam’l1 goniillii hastalarin kan numunelerine uygulanan tamsulosin
ekstraksiyon prosediiriinde 1.0 mL insan plazmasi ve 2.0 mL diklorometan:dietileter (1:1)
karisimi kullanarak %82.63-86.75 geri kazanim elde etmislerdir. Ksycinska ve Rudzki'®
numune hazirlamak ic¢in, 0.5 mL plazmaya doymus sodyum bikarbonat ¢dzeltisinin
eklenmesinden sonra heksan-etil asetat (1: 1) ile s1vi-siv1 ekstraksiyonu yapilmistir. Choi
ve ark® ise 0.5 mL plazma ve 2 mL metil tert-butil eter kullanarak %77.8 geri kazanim
elde etmislerdir. Agarwal ve ark!2 0.9 mL plazma numunesinin proteinlerini denature
etmek i¢in 0.2 mL 1 M NaOH ve organik ¢6ziicii olarakta 6.0 mL dietileter:metilenklorid
(7:3) kullanmiglardir ve %52.61 geri kazanim bildirmislerdir. Bildirilen tim bu
ekstraksiyon yontemlerine gore farkli basamaklardan olusan ekstraksiyon yontemimizde
daha az biyolojik numune (0.1 mL) ve daha az organik ¢oziicii (1.0 mL) kullanarak daha
yiiksek geri kazanimla (%93.9-100.4) tamsulosin plazmadan ayrildi. Chandorkar ve ark®!

yontemlerinde C8 kolon kullanmuslardir. Jain® ve Patel®” arkadaslar ile gelistirdikleri
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yontemlerde tamsulosin’in alikonma siireleri sirast ile 3.3 ve 2.68. dakikalar olarak
vermislerdir. Jain®, Kumar®?, Thimmaraju® ve ark farmasotik preparatlarda tamsulosin
tayini i¢in bildirdikleri HPLC yonteminde farmasétik preparatlarda geri kazanim
degerleri sirasiyla %98.85+1.15, 97.74+0.23 ve 98.5+0.5 olarak hesaplanmistir.
Kumari®, Cheng®, Thimmaraju®® ve ark bildirdikleri yontemlerine ait 5.0-100.0, 5.0-
130.0 ve 10.0-50.0 pg/mL ¢alisma araliginda dogrusallik gézlenmistir. Ayrica, Kumari®,
Thimmaraju®® ve ark bu yontemlerde sirasi ile 1.5 ve 1.8 mL/dk akis hiz1 ile analitleri
yiiriittiiklerini bildirmislerdir. Y&ntemimizde UV dedektdr kullanilararak Krishna®,
Macek”, Walash”” ve ark’nin yontemlerine gore farkli dedektdr tercih edilmistir.
Y 6ntemimizde tamsulosinin kromatografik ayrimi igin literatiirden farkli bir hareketli faz
ve akis hiz1 kullanilarak bildirilen yontemlerden’” 78 80.85.86.98 qaha kisa alikonma zamani
elde edildi. Bu sebeple ¢oziicii sarfiyatinin az ve analiz siiresi kisa olmasi yontemimizin
bir avantajidir. Diger yandan yoOntemimizin farmasotik preparatlardan analitik geri
kazanim degerleri literatiirdeki ¢alismalardan®? 8 8 daha yiiksektir. Literatiirde belirtilen
calismalardan®® 8% 92 daha yiiksek hassasiyete sahip bir yontem gelistirmis olmaktadir.

Solifenasin siiksinat

Solifenasin siiksinatin UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemi ile miktar tayini
icin yukarida anlatildigi gibi hazirlanan 200.0 pg/mL’lik solifenasin siiksinat
cozeltisinden seyreltilerek hazirlanan bir seri standart ¢alisma ¢ozeltiSinin 222 nm’de
absorbans degerleri kaydedildi. Cozelti derisimlerine kars1 okunan absorbans degerleri
grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi. Kalibrasyon grafiginde gozlenen
saplamalardan hareketle 5.0-80.0 ug/mL derisim araliginda dogrusallik gézlendi. Ayn
¢ozeltilerin 1D-Tiirev spektrumlarinda 219 nm dalga boyunda bir maksimum ve 228 ve
274 nm dalga boyunda ise iki minimum pik goézlenirken, 2D-Tiirev spektrumlarinda

herhangi bir pik gozlenmedi. 1D-Tiirev spektrskopi yontemi i¢in 5.0-80.0 pg/mL derigim
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araliginda dogrusallik gozlendi. Kalibrasyon egrilerinin regresyon analizi ile, kalibrasyon
egrilerinin denklemleri ve korelasyon katsayilar1 (r) A22zam= 0.01x + 0.0786 (r=0.9992),
1D219nm= 0.0812x+1.1714 (r=0.999), 1D 228nm= 0.0558x+0.4228 (r= 0.9988) ve 1D274nm=
0.0088x+0.0092 (r=0.9984), LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1.75 ve 5.0 ng/mL olarak
belirlendi. UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yonteminin giini¢i ve giinler arasi bagil
standart sapmasi (BSS), %4.42°den, bagil hata ise %3.6’dan kiigiik bulundu. Ydntem
Kinzy® 5 mg Tablet ticari formiilasyonuna basar1 ile uyguland1 ve farmasotik preparattan
analitik geri kazanim degeri %98.08-101.80 olarak hesaplandi.

Singh ve Nanda!!® farmasétik preparatlarda solifenasin siiksinat tayini igin
gelistirdikleri iki farkli UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yonteminin 415.6 ve 412 nm
dalga boyunda ¢alisma aralig1 10.0-60.0 ug/mL oldugu bildirilmistir. Saiyed ve ark!** ise
metanol ile hazirlanan solifenasin siiksinat igeren farmasotik preparat ¢ozeltileri 1D-
Tirev spektrumlart 3.0-18.0 ug/mL derisimleri arasinda dogrusallik gosterirken, geri
kazanim ise %95.08-102.12 olarak bulunmustur. Madhu Kiran ve Rambabu*® solifenasin
stiksinatin saf ve oral dozaj formlarinda tayini i¢in 615 ve 620 nm dalga boyunda
maksimum absorbans veren iki farkli yontem gelistirmislerdir. 2.0-10.0 pg/mL ¢alisma
araligina sahip yontemlerde, bazik boyalarla kompleks olusturma ve kloroformla
ekstraksiyon islemi yapilmaktadir. Rakesh!'®, Tejall” ve ark spektroskopi yontemlerinde
absorbanslar sirasiyla 215 nm’de 5.0-15.0 ug/mL ve 220 nm’de 2.0-10.0 ug/mL ¢alisma
araliginda dogrusallik gostermislerdir. Ayrica farmasdtik preparattan geri kazanimlari
degerleri sirasiyla %98.38-101.45 ve %99.174-101.01 hesaplanmistir. Bildirilen tiim bu

yontemlere!t317

gore gelistirdigimiz UV-Goriiniir Bolge Spektroskopi yontemi farkli
dalga boyunda daha genis bir ¢alisma araliginda dogrusallik gosterdi. Farmasotik
preparatlardan geri kazanim yiizdeleri arasinda biiyiik farkliliklar gozlemlenmedi. Madhu

Kiran ve Rambabu!®® uyguladiklari numune hazirlama prosediirlerine gére organik
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¢oziicli sarfiyat1 ile ekstraksiyon yapmadan daha basit bir prosediirii yontemimizde
kullandik. Boylece solifenasin siiksinatin farmasotik preparat ve standart ¢ozeltilerde
tayini i¢in gelistirdigimiz UV- Goriiniir Bolge, 1D- ve 2D-Tiirev Spektroskopi yontemleri
literatiirden farkli, basit, dogru, kesin, hassas ve geri kazanim degerine sahiptir.
Solifenasin siiksinatin silodosin ve tamsulosin ile eszamanli tayini i¢in amaglanan
HPLC yontem gelistirme ¢alismalarinda, 50.0 ug/mL ig standart i¢eren bir seri solifenasin
siiksinat standart calisma c¢ozeltisinin 210 nm’de analizleri sonucunda analitlerin
derisimlerine kars1 pik alan oranlari1 (silodosin pik alani/IS pik alani, tamsulosin pik
alani/IS pik alan, solifenasin siiksinat pik alani/IS pik alani) grafige gegirilerek
kalibrasyon egrileri tiiretildi. U¢ madde iginde ortak optimize edilen yontemle solifenasin
stiksinatin silodosin ve tamsulosin ile birlikte bulundugu seri standart calisma
cozeltilerinde analizleri gerceklestirildi. Hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri analiz
edilerek yontemlerin dogruluk ve kesinlik parametrelerinin kabul edilebilir olacag:
gosterildi. Solifenasin siiksinat seri standart ¢alisma ¢ozeltilerine uygulanan HPLC
yontemi 3.0-60.0 pg/mL derisimleri arasinda dogrusallik gosterdi. Solifenasin siiksinatin
tek basina, silodosin ve tamsulosin ile hazirlanan standart ¢ozeltilerine ait kalibrasyon
egrilerinin regresyon analizinde, denklemler ve korelasyon katsayilar1 (r) sirasi ile y =
0.1412x - 0.0176 ( x: derisim, y: pik alanlar1 oran1), 0.9998, y = 0.143x - 0.0655, 0.9998,
y = 0.1469x - 0.0613, 0.9999 olarak bulunurken, giin-i¢i ve giinler-aras1 bagil hatasi
(BH) %2.95, 2.46 ve 1.63’den ve bagil standart sapmasi ise (BSS) %0.97, 1.41 ve
1.12°den kiigiik bulundu. Ug gruba ait solifenasin siiksinat icin yontemin teshis limitinin
(LOD) 1.0 ug/mL, miktar tayin limitinin (LOQ) ise 3.0 pg/mL tiir. Yoéntem Kinzy® 5 mg
Tablet’e basar1 ile uygulandi ve yontemin ticari farmasotik preparattan geri

kazanimi %99.2-101.1 ve spayk edilen plazmadan ektraksiyon yontemi ile solifenasin
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sliksinat geri kazanimi %93.1-98.1°diir. Solifenasin siiksinat i¢in alikonma zamani ise
6.09 dakikadir.

Literatlirden farkli olarak optimize ederek gelistirdigimiz yontem, farmasdotik
preparatlarda ve spayk edilmis plazma numunelerinde solifenasin siiksinatin hem
silodosin hem de tamsulosin ile eszamanli miktar tayini i¢in yontemin uygulanabilirligi
ve gegerliligi bu ¢calismada ortaya konulmus oldu. Belirlenen ayni kromatografik kosullar
ve hareketli fazin kullanildigi numune hazirlama prosediirii ti¢ madde i¢in de iyi bir
ayrim, kisa bir analiz siiresi, yiiksek hassasiyet ve segicilik sagladi. Shaik ve ark!®
bildirdikleri kromatografik yontemde 1.5 mL/dk akis hizinda gradient eliisyonla 220
nm’de solifenasin siiksinatin ayrimini ve tayinini gercgeklestirmislerdir. Yontemin
dogrusal ¢alisma araligi 10.0-100.0 ug/mL, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.02 ve 10.0
pg/mL, yiizde geri kazamim ise ortalama %95.38 bulmuslardir. Annapurna ve ark®® ise
254 nm dalga boyu ve 20.0 uL enjeksiyon hacmi kullanarak yontemlerinde 20.0-200.0
ug/mL derisim araliginda dogrusallik belirlemislerdir. Yanagihara ve ark'?° solifenasin
stiksinatin rat plazmasinda tayini igin gelistirdikleri yar1 mikro HPLC yontemi ile 18.2
dakikada solifenasin siiksinati tespit etmislerdir. Rat plazmasindan maddenin
ekstraksiyonu i¢in 1 mL plazma kullanip, %83.2-88.1 araliginda plazmadan geri kazanim
elde etmislerdir. Attia ve ark*?! 25 cm’lik C18 kolon, 0.05 M pentan siilfonik asit sodyum
tuzu (pH 3.0 £ 0.05) ve asetonitrilden (50:50 h/h) olusan hareketli faz ve 20.0 uL
enjeksiyon hacmi ile farmasotik preparatlarda solifenasin siiksinatin miktar tayinini
gergeklestirmislerdir. Krishna ve ark*?? 10 mM potasyum dihidrojen ortofosfat tamponu
(pH: 7.0) ve asetonitril igeren hareketli faz sistemini gradient eliisyon ile kromatografik
ayrimda kullanmig ve farmasotik preparatlardan %95-104 arasinda geri kazanim elde
etmislerdir. Reddy ve ark'?® C18 kolon ve ortofosforik asitle pH’1 3.5’e ayarlanmis 0.01

M fosfat tamponu:asetonitrilden (90:10, h/h) olusan hareketli faz gradient eliisyon modda
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kullanilarak solifenasin siiksinat ve onun safsizligi olan solifenasin N-oksidin ayrimini
gerceklestirmislerdir. Solifenasin siiksinatin alikonma stiresi 14. dakika olarak
bulunmustur. Mistri ve ark'?* C8 kolon ile gerceklestirdikleri solifenasin siiksinat tayini
icin gelistirdikleri LC-ESI-MS/MS yonteminde, maddenin plazmadan ekstraksiyonu igin
0.5 mL plazma ve 3.0 mL metil tert-butil eter kullanmislardir. Plazmadan geri
kazanim %90.9-95.1 olarak hesaplanmistir. Macek ve ark'?® ise insan plazmasindan
ekstraksiyon igin gelistirdikleri prosediirde 0.25 mL plazma ve 1.0 mL metanol
kullanarak %70 plazmadan geri kazanim elde etmislerdir. Yontemimiz, literatiirde
bildirilen yontemlerle kiyaslandiginda daha genis dogrusal ¢alisma araliginal!® 11°
sahiptir. Gelistirdigimiz ydntemde enjeksiyon hacminin'® 12 ve hareketli faz akis
hizinin!*® diisiik olmasinin yan1 sira, solifenasin siiksinata ait alikonma siiresinin diger
yontemlerden®?® 123 126, 127 154 olmas1 daha az kimyasal sarfiyat: ile daha kisa siirede
analize imkan taniyarak, zaman ve biitge olarak avantaj saglamaktadir. Kullandigimiz

ekstraksiyon prosediirii bildirilen diger yontemler'?® 124 125

ile kiyaslandiginda daha az
miktarda biyolojik materyal, plazma denaturasyon ajani1 ve organik ¢oziicii kullanarak
daha yiliksek verimle plazmadan geri kazanim elde etmemiz ekstraksiyon
prosediiriimiiziin biiyiik bir avantajidir. Yontemimiz, kullanilan dalga boyu, kolon,
sicaklik, dedektor, akis hizi gibi kromatografik parametreler, standart ve plazma
numunelerinin hazirlanma prosediirleri géz oniine alindiginda literatiirde rapor edilen
yontemlerden'®127 177 farklilik gostermektedir.

Literatiirde solifenasin siiksinatin silodosinle eszamanli tayini i¢in herhangi bir
calismaya ulasilmamustir, tamsulosin ile eszamanli tayini i¢in birkag yontem tepit
edilmistir.126-130 Ganthi ve ark'?® gradient eliisyon modda C18 kolon ve %0.5 trietilamin

iceren pH’1 fosforik asitle 6.6’ya ayarlanmig 20 mM potasyum fosfat tamponu ve

su:asetonitril (10:90, h/h) iceren hareketli faz kullanarak 225 nm dalga boyunda iKi
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maddenin safsizliklar1 ile tayinini gergeklestirmislerdir. Solifenasin siiksinat ve
tamsulosin’in alikonma zamanlari siras1 ile 17.57. ve 11.64. dakikadir ve farmasotik
preparatlardan geri kazanimlar1 ise sirasiyla %98.7-100.6 ve 98.6-100.2 olarak
hesaplanmustir. Israel ve ark'?’ bildirdikleri kromatografik yontemde solifenasin siiksinat
ve tamsulosin i¢in ¢alisma araligi sirastyla 15.0-75.0 ve 1.0-5.0 pg/mL, %BSS ise sirasi
ile 1.5 ve 1.0, alikonma zamanlar1 ise 10.95 ve 3.31 dakika olarak bulunmustur.
Gelistirdigimiz yontem, literatiirde solifenasin siiksinatin silodosin ile eszamanli tayini
icin bildirilen ilk yontem olma ozelligine sahiptir. Ayrica gelistirdigimiz yontem,
solifenasin siiksinatin tamsulosin ile eszamanli tayini i¢in bildirilen yontemlerden daha
yiiksek hassasiyete!?” 128, kesinlige!?’ ve daha genis calisma aralignal?” 1?8 sahiptir.
Yontemimizde her iki maddenin alikonma zamanlar1 bildirilen yontemlerden daha kisa
tespit edildi.}?® 127 Y@ntemimiz solifenasin siiksinat ve tamsulosin’in eszamanl tayini
igin literatiirde bildirilen yontemlerden farkli, hassas, kesin, basit ve tekrarlanabilir olma
Ozelligine sahiptir.

Silodosin, tamsulosin ve solifeanzin siiksinatin metabolom profilleri

—Omiks teknolojileri, doku ve biyolojik sivilarda bulunan molekiillerin birbirleri
ile iliskilerini, gérevlerini, miktarlarinda meydana gelen farkliliklar1 genel bir yaklagimla
aciklayarak karmasik biyolojik sistemler hakkinda detayli bilgi sahibi olmamizi saglarlar.
Genomiks, epigenomiks, transkriptomiks, proteomiks gibi omiks teknolojilerden biri olan
metabolomiks ise kii¢iik molekiil yapisina sahip metabolitleri inceler. Metabolitler,
biyolojik sistemlerin genetik veya ¢evresel degisikliklere tepki olarak sentezledigi hiicre
ici olaylarin son tiirlinleri olarak tanimlanmaktadir. Bir biyolojik sisteme ait metabolitlerin
bir biitiin olarak meydana getirdigi kiimeye ise metabolom denir. Belirli bir siiregte doku,
hiicre ve biyolojik sivilara ait metabolomlar1 olusturan lipid, karbohidrat, vitamin,

hormon ve diger hiicre bilesenlerinin sentezledigi kiiclik molekiil agirlikli metabolitlerin
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yiiksek analitik teknikler yardimi ile saptanmasi, miktarinin 6l¢iilmesi ve bu molekiillerin
tamimlanmas1 ise metabolomik teknolojisi ile saglanmaktadir.’*®1’® Organizmanin
genetik, hastalik, ilag, diyet veya cevresel faktore karsi gosterdigi tepki metabolom
profillerinde degisikliklere yol agar. Metabolom profili, hem ilacin verildigi organizmaya
ait hiicre, doku ve biyolojik sivilarinda degisiklige ugrayan metabolitler hakkinda bilgi
sahibi olmamiza hem de ilgili metabolik yolaklarin detayli yorumlanmasma olanak
saglar. Metabolomiks sayesinde, semptomatik veya kronik ilag kullanimimnin terapotik
veya toksik etkileri metabolit diizeyinde incelenebilir. Béylece hem tedavi etkinligi takip
edilebilir hem de ilaca maruz birakma sonucunda kalp, dalak, akciger, karaciger, bobrek
ve kan gibi biyolojik materyallerin metabolik profillerinde meydana gelen degisiklikler
incelenerek ilacin toksik etkileri hakkinda detayli bilgi sahibi olunabilmektedir. Bu
amacla “farmakometabolomiks” olarak adlandirilan metabolomiks temelli profilleme
teknigine dayanan farmakoterapotik ¢alismalar hiz kazanmistir.

Glinlimiizde, biitiin bireylerin ila¢ tedavisine ayni1 sekilde yanit vermedigi, genler
ve cevre (ksenobiyotikler, bagirsak mikrobiyotasi, polifarmasi) arasinda bir etkilesim
oldugu goriilityor. Bireysel degiskenlik, toksisite ve/veya etkinlik eksikliginin
belirlenmesi ¢ok Onemlidir. Metabolom profilleri, genetik, fizyolojik, kimyasal ve
cevresel etkilerin net sonucu olan metabolik fenotipini belirleyerek bir bireyin
biyokimyasal durumunu ifade eder. Ilaglara verilen farkli hasta yanitlarindan dolay
hastaya 6zgli tedavi 6nem kazanmaya baslamistir. Hastaya 6zgii tedavide “ilag etkinligini
en ust diizeye ¢ikarmak ve toksisiteyi en aza indirgemek i¢in” farmakometabolomiks
calismalari ilaglar hakkinda biiyiik bir bilgi kaynagi olabilir. Tlag gelistirme ve yeni
terapotik etkilerin arastirilmasi i¢in farmakometabolomiks yontemi kullanilmaya
baslanmistir.!’® Literatiirde kronik ila¢ kullaniminin insan ve rat metabolizmasinda

meydana getirdigi terapotik ve toksik etkileri metabolom profilleri ile agiklayan birkag
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calisma rapor edilmistir.?3240 Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin kronik
kullanimmin organizmada meydana getirdigi toksik etkilerini aragtiran birgok klinik
calismada ilaglarin kronik kullanimina bagl olarak hastalarda goriilen retrograd bosalma,
rinit, bosalma bozuklugu, bas donmesi, agiz kurulugu, burun tikanikligi, ejekiilasyonda
azalma, akut idrar retansiyonu riski gibi yan etkiler rapor edilmistir.}8%18% Goriildiigii
lizere literatiirde yapilan calismalarda genellikle ilaclarin etkinlik ve giivenilirligi 6n
planda tutulmus olup, ilaglarin uzun siireli kullanimina bagh gelisebilecek yan etkiler ve
toksisitesi detayli olarak incelenmemistir. Calismamizda, silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinatin rat metabolizmasinda meydana getirecegi biyokimyasal
degisiklikler ve ilaglarin toksisitesi molekiiler diizeyde incelendi. Kontrol grubu ile ilag
gruplan arasinda anlamli farklilik gosteren metabolitler tanimlanip, hangi metabolik
yolaklar iizerinde etkisinin oldugu ortaya konuldu. Farmakometabolomiks g¢alismasi
silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin rat metabolizmasinda yaptig1 etkileri
metabolit diizeyinde aydinlatan ilk farmakometabolomiks ¢alismasidir.

Bu ¢alismada, dogru kiitle 6l¢iimii ile bilinmeyen metabolitlerin kimlik bilgilerini
tamimlama ve bu metabolitlerin ilgili bilesiklerinin analizi i¢in yiiksek hassasiyet ile
hedeflenmemis metabolomiks ¢alismalarini yapmak i¢in LC-QTOF/MS cihazi kullanildi.
Hareketli faz olarak %0.1 formik asit iceren asetonitril ve %0.1 formik asit igeren ultra
saf su karigimindan olusan hareketli faz ile bir gradient eliisyon programi kullanildi. Q-
TOF Kkiitle spektrometre sistemi igin Dual Agilent Jet Stream Elektrosprey Iyonizasyon
(AJS ESI) iyon modu secildi. Yontem gecerlilik testleri icin kalite kontrol érnekleri
hazirlandi. Silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinat gruplarina ait LC-QTOF/MS
sonuglarinin veri analizleri, metabolik yolak analizleri ve kemometrik analiz sonuglari

rapor edildi.
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Silodosin

Silodosin uygulanan ve kontrol rat gruplarindan elde edilen plazma 6rneklerinin
LC-QTOF/MS analizinde 4581 farkli deger tespit edildi. Bu degerlerden fold degeri>1.5
ve p degeri p<0.01 sartlarini tastyarak kontrol grubuna goére anlamli farklilik gosteren,
HMDB ve METLIN gibi veri tabanlar1 kullanilarak dogru kiitle ve yap bilgileri ortaya
konan amino asitler, safra asitleri, karbonhidratlar, yag asitleri ve organik asitlere ait 41
metabolit tanimlandi. Ortogonal projeksiyonlar diskriminant analizi (OPLS-DA) ile ilag
ve kontrol gruplarinin tam olarak birbirinden farkli yerlerde kiimelendigi ve bu gruplarin
regresyon katsayilar1 gosterildi. OPLS-DA, bir iki 6ngériicti bilesen ve dort ortogonal
bilesen kullanarak, iki grubun metabolik profilleri arasinda belirgin bir ayrim oldugu
gosterildi. Ticari veri tabanlari ile tanimlanan metabolitlerin etkili oldugu metabolik
yolak analizi, Metaboanalyst 4.0 ve Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG)
veritabanlar1 kullanilarak rapor edildi. Silodosin ve kontrol gruplarinda farklilik gosteren
metabolitlerin iliskili oldugu yolaklar analiz edildiginde gliserofosfolipid, fenilalanin,
aragsidonik asit, sistein ve metiyonin, tirozin, sfingolipid, linoleik asit, taurin ve
hipotaurin, alfa-linoleik asit, arginin ve prolin, D-Glutamin ve D-glutamat, piirin,
triptofan ve gliserolipid metabolizmasi, fenilalanin, tirozin ve triptofan, aminoagil-tRNA,
ubikinon ve kinon, glikosilfosfatidilinositol (GPI)-anchor, steroid, birincil safra asidi
biyosentezi ile anlamli derecede iliskili oldugu ortaya ¢ikti.

Calismanin veri analizinde silodosin uygulanan rat plazma numunelerinde
fosfolipit smifina ait kolin, fosfotidilkolin (lesitin) ve fosfotidiletanolamin (sefalin)
seviyelerinde anlamli derecede azalmaya bagli olarak gliserofosfolipit sentezinde
bozulmalar meydana geldi. Gliserofosfolipitler akciger yiizey aktif cisimlerinde, plazma
zarlarina baglanan proteinlerde, kardiyolipinin biyosentezinde, apoptoz, kan pihtilagsmast,

proliferasyon ve protein kinaz C aktivasyonu gibi hayati hiicresel fonksiyonlarin
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diizenlenmesi dahil birgok biyolojik fonksiyonlarda Onemli goérevlere sahiptir.
Gliserofosfolipitler, hiicrelerin yapisal tanimlanmasina katkida bulunan ve bir¢ok
hiicresel  islemin  diizenlenmesinde rol oynayan kilit ~ molekiillerdir. Fosfolipid
metabolizmas1 hiicrelerin biiytimeleri boyunca kullandig1 6nemli bir aktivitedir. Bu
amfifilik lipitler hiicre zarinin yapisina katilarak hiicre zar1 biitiinliigini saglar.
Calismamizla, memeli canlilarda en 6nemli gliserofosfolipitler olan fosfotidilkolin ve
fosfotidiletanolamin seviyelerinde silodosin uygulanmasina bagli olarak meydana gelen
degisiklikler rat metabolizmasinda hiicre membran akiskanligi ve gegirgenliginin
bozulmasi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 lipit metabolizmasinda yer alan genlerin ekspresyonu,
ndrodejenerasyon, lipit peroksitlerin birikmesi'®* gibi birgok biyokimyasal bozulmalara
yol a¢tig1 diistiniilmektedir.

Silodosin kullanimina bagli olarak L-arginin seviyesinde azalma go6zlendi.
Ribozomal protein sentezinin bir pargasi olarak kodlanan 20 amino asitten biri olan L-
arginin, bir¢cok proteinin yapisal bir bileseni olmasinin yaninda metabolizma igin hayati
Onem tasiyan bir¢ok yasamsal faaliyette rol alir. L-arginin krebs dongiisiinde bulunan baz1
kimyasal ara maddelerin olusumunda, glutamatin alfa-keto-glutarata doniisiimii ile
birlikte lire dongiisiinde azot tasiyicisi olarak rol alir. Bu gorevlerinin yani sira asit/baz
dongiisii, T hiicresi proliferasyonu, immiinojenik savunma ig¢in anahtar olan nitrik oksit
iretiminde, yara iyilesmelerinin en 6nemli pargasi olan kollajen sentezinde L-arginin
aktif rol almaktadir. L-arginin, nitrik oksit sentazlari ile nitrik oksite ve L-sitriiline veya
arginaz ile lire ve L-ornitine metabolize edilir. L-ornitin ise hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli
olan poliaminler ve kollajenin temel bir bileseni olan prolin igin énciidiir.*®® Silodosinin
rat metabolizmasindaki etkilerinden biri oldugu goriilen L-argininin ekspresyonunun

artmasi, L-argininin proline doniistimiinii artirdi. L-arginin seviyesinde goriilen azalmalar
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glutamat sentezini azaltarak alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasinda bozulmalara
yol agabilir.

L-metionin ve S-adenozilmetioninde goriilen artig, insanlar i¢in 6nemli metionin
ve sistein metabolizmasinda degisiklikler meydana geldigini gostermektedir.
Proteinlerden izole edilebilen tek kiikiirt igeren L-metionin, metiyonin siklusu ve
transsiilfiirasyon isimli iki farkli yolla metabolize olur. Bu yolaklar sonucunda ara iiriin
olarak S-adenozilmetionin ve homosisteini adenozin ve sistein gibi aminoasitler tiretilir.
Metiyonin ve ATP'den sentezlenen S-Adenosilmetilionin (SAM), gen ekspresyonunun
diizenlenmesi i¢in DNA metilasyonu dahil olmak {izere bircok Onemli transfer
reaksiyonunda bir metil grubu dondridir. L-metionin, ATP kullanilarak —S-
adenozilmetionine doniistiiriilerek, epinefrin, melatonin, kolin, kreatin ve niikleotitlerin
sentezinde rol alir. Metionin, metil Bi2’nin Bi12’ye doniismesini metil dondrii gérevi ile
gerceklestirir. Metionini doniisen homosisteirn diger yandan sistein ve siiksinil- COA
sentezini baslatir. Siiksinil-CoA canli hiicrelerin besinlerden enerji edilmesini saglayan
ve biitlin metabolizmalarda 6nemli bir yere sahip sitrik asit (krebs) dongiisiiniin
baslamasina dnciiliik eder.'®® Silodosin kullaniminin; rat metabolizmasinda enerji {iretimi
ile ilgili sitrik asit dongiisiinde, bircok amino asit ve B12 vitamini sentezinde, protein
yapili hiicresel yapilarin olusturulmasinda rol alan metionin ve sistein metabolizmasini
degistirdigi ¢alismamizla ortaya konmus oldu.

Silodosin grubunda kontrol grubuna gore aragidonik asit metabolizmasinda rol
alan tromboksan A2, prostaglandin G2 ve H2 gibi baz1 ara metabolitlerin seviyelerinde
anlamli azalmalar goriildii. Bu metabolitlerin azalmasi insan metabolizmasi i¢in ¢ok
onemli bir bilesen olan arasidonik asidin sentezinde bozulmalar oldugunun gostergesidir.
Uzun zincirli doymamus yag asidi olan arasidonik asit hiicre zarinin ayrilmaz bir bileseni

olarak hiicreye akigskanlik ve esneklik saglar. Bu nedenle tiim hiicrelerin 6zellikle sinir,
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iskelet ve bagisiklik sistemlerinin ¢alismasi igin gereklidir. Iyon kanallarmin bircok
reseptoriin  ve enzimin fonksiyonunu modiile eder. Arasidonik asit sirasi ile
prostaglandinlerin ve lokotrienlerin sentezi ile sonuglanan siklooksigenaz (COX) ve 5-
lipoksijenaz ile metabolize edilir. Bu hiicre i¢i haberciler, agr1 ve iltihaph tepkilerde yer
alan sinyal iletiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Fosfolipaz A2 ile hiicre
zarindan kurtulan arasidonik asidin oksidasyonu ile olusan 14.15-EET, tromboksan A2,
prostaglandin G2 ve H2, iltihap olusumundan ve yara iyilesmesinden sorumlu
mediatorlerin  olusumuna Onciiliikk ederler. Birgok fizyolojik olayda gorevli olan
prostaglandinlerin olusumu arasidonik asit metabolizmas1 ile gerceklesir.!8” 188
Silodosinin kronik uygulanisinin metabolizma i¢in gerekli olan birgok molekiiliin
sentezinde ve sinir, bagisiklik ve iskelet gibi sistemlerinde etkili olan arasidonik asit
metabolizmasinda anlamli degisikliklere yol agtigi1 ¢alismamizla ortaya konulmus oldu.
Silodosinin, rat plazmasinda bulunan sfinganin ve sfingozin metabolit seviyelerini
artirdigr goriildii. Palmitoil-CoA ve serinden olusabilen sfingosin, hiicreler tarafindan
uzun zincirli yag asitleri ile birlestirilerek, karmasik lipitler grubu olan sfingolipitlerin
sentezine Onciilik eden seramidleri (N-asilsifingosin) olusturur. Sfingolipitler, hiicre
membranlarin ve lipoproteinlerin yapisal 6zelliklerini tanimlamaya, hiicre biiyiimesini ve
farklilagmasini1 diizenlemeye ve akciger, damar hastaliklar1 ve ateroskleroz gibi bir¢ok
hastaligi 6nlemeye yardimci olurken, diger yandan hiicre-hiicre ve hiicre-substrat
etkilesimi ve diger hiicre tanima bigimlerinde 6nemli rollere sahiptir. Sfingolipidler,
kolesterol ile birlikte plazma zarinin ana bileseni olan lipit bolgelerini meydana getirerek
ve sinyal iletim yollarmi1 kullanarak hiicrelerde bulunan sinyal ileten reseptorlerle
etkilesime girerler. Lipid bolgelerinin sadece hiicresel sinyal iletimi i¢in degil, aym
zamanda hiicre dist lipidlerin veya besinlerin emiliminde de Onemli oldugu

diistiniilmektedir. Sfingolipid biyosentezinin inhibisyonu, lipid mikro alanlar yoluyla yag
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asidi alimmda 6nemli oldugunu gosterdi.!8®1% Herhangi bir asamada sfingolipid
biyosentezinin bozulmasi, memeli hiicrelerinde biiyiimenin durmasima neden olur. Ote
yandan, fazla miktarda sfingolipid veya sfingolipid onciisii de toksiktir. Bu nedenle,
sfingolipidlerin biyosentezi sik1 bir diizenlemeye tabidir.1%? Silodosin rat grubuna ait
metabolom profili, silodosinin hiicre beslenmesinde, biiylimesinde, hiicreler arasi
iletisimde ve bir¢ok hastaligi 6nlemede hayati 6neme sahip sfingolipitlerin sentezinde ve
metabolizmasinda etkili oldugunu ortaya koyulmus oldu.

Tamsulosin

Bes giin boyunca oral yoldan tamsulosin verilen ve ayni sartlarda ilag verilmeyen
kontrol rat gruplarindan elde edilen plazma 6rneklerinin LC-QTOF/MS analizinde 4776
farkli metabolit kolon yardimu ile birbirinden ayrilarak kiitle dedektoriiyle tespit edildi.
Bu degerlerden fold degeri>1.5 ve p degeri p<0.01 olarak kontrol grubundan ayrilan,
HMDB ve METLIN ile kiitleleri belirlenen 35 metabolit tanimlandi. OPLS-DA ile ilag
ve kontrol gruplarinin metabolom profillerinin iyi bir segicilik ve hassasiyet ile
birbirlerinden ayrildigi gosterildi. Tanimlanan metabolitlerin seviyelerinde meydana
gelen degisikligin etkiledigi metabolik yolaklar Metaboanalyst 4.0 ile etki degerlerine
gore listelendi. Buna gore ilag verilen rat grubunda retinol, D-Glutamin ve D-glutamat,
sfingolipid, alanin, aspartat ve glutamat, gliserofosfolipid, biyotin, glisin, serin ve treonin,
tiamin, azot, alfa-linoleik asit, selenoamino asit, glutatyon, yag asidi, pirimidin, triptofan,
arjinin, prolin ve pirin metabolizmas: ile aminoasil-tRNA, steroid, yag asidi
biyosentezinde rol alan bazi metabolitlerde goriilen anlamli degisiklikler ¢alismamizla
ortaya kondu.

Calismamizda tamsulosin uygulanan ratlara ait plazmalarda retinal, retinoik asit
ve retinil ester seviyelerinde azalma goriildii. Normal biiylime, gelisme, gérme ve iireme

fonksiyonlari, saglikli bir bagisiklik sistemi, saglikl cilt ve bariyer fonksiyonlar1 dahil
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olmak ftizere viicutta bir¢cok temel fizyolojik islemin siirdiiriilmesi igin vitaminlerin
proformlar1 olan retinoidler gereklidir. 1000’¢ yakin genin retinoik asit tarafindan
diizenlendigi diisiiniilmektedir. 11-cis-retinal gorme islevi i¢in retinal gorsel pigmentlerin
kromofor gorevine sahiptir. Retinol, retinal, retinoik asit, retinil esterler, retinol ile
retinoik asidin konjuge ve oksitlenmis metabolitleri gibi bir¢ok retinoid formunun
yanisira ¢cok sayida tasiyici protein ve enzimler retinol metabolizmasinda rol alir.19 1%
Retinol metabolizmasinda meydana gelen diizensizlikler ve bu retinoid formlarinin
sentezinde goriilen azalmalar metabolizma igin gerekli tasiyici portein ve retinalin
retinole doniisiimiinii saglayan retinol dehidrogenaz ve retinal rediiktaz gibi onemli
enzimlerin eksikligine yol agabilir. Bunun sonucu olarak gece korliigii, retinada beyaz
lekeler, koni distrofisi gibi g6z hastaliklar1 goriiliir. Retinoidler, melanositlerin ve
melanom hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder ve transkripsiyon aktivasyonu i¢in retinoid
baglayici proteinleri, retinoid metabolitleri ve niikleer retinoid reseptorleri etkileyerek
hipo ve hiperpigmentasyon bozukluklarma yol ag¢maktadir.®*!% Tamsulosin’in
metabolizma igin 6nemli islevleri bulunan retinol metabolizmasinda bozulmalara yol
actig1 ¢alismamizla belirlendi.

Ilag uygulanan ve kontrol rat gruplarinin metabolik profilleri karsilastirildiginda
ilag kullanimimin plazma L-glutamin, L-alanin seviyelerinde artisa sebep olurken, L-
triptofan ve viicutta iiretilmeden diyetle disaridan alinan L-lizin seviyelerini azaltti.
Metabolik yolak analizinde tamsulosin aminoasil-tRNA biyosentezini bozarak belirtilen
amino asit plazma seviyelerini degistirdigi goriildii. L-alanin seviyesinde goriilen artis
hiicresel sinyal iletimi, metabolizma, gen regiilasyonu, protein sentezi, apoptoz ve
hiicresel stres tepkisi gibi fonksiyonlar1 etkiledigi literatiirde mevcuttur. L-alaninin
apoptozdan korudugu, hiicre i¢i antioksidan olusumunu artirdig1 ve gen ekspresyonunu,

salgilama fonksiyonunu ve insiilin salgilayan hiicrelerin biitiinliigiinii diizenlemede
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onemli uzun vadeli etkileri oldugu bulundu.!®® Viicut tarafindan iiretilen L-glutamin ise
irritabl bagirsak sendromunda mannutol gegirgenligini ve nitrik oksit salinimini inhibe
ederek kolonik mukozanin epitel onarim mekanizmalarinin uyarilmasini sagladi. Boylece
kolonda bulunan dokularin onarilmasinda ve rejenerasyonunda etkili oldugu gériildii.**"
199 |_-triptofan seratonin sentezini artirir. Hem serotonin hem de ndrokimyasal birgok
sistemi etkiledigi i¢in L-triptofanin depresif ve bipolar efektif bozuklugu olan hastalarda
kismi antidepresan ve antimanik etkileri oldugu goriildii.?®® L-triptofanin azalmasina
bagli olarak beyin seratonin seviyesinde goriilen diisiis; anksiyete, depresyon hali,
Ozgiiven eksikligi gibi psikolojik semptomlarin yaninda, melatonin gibi bir¢ok sistemi
etkileyen hormonlarin sentezini de inhibe eder. Boylece akciger, bobrek, endotel
hiicreleri, mast hiicreleri, néronlar ve astrosit hiicrelerinin ¢ogalmasi, olgunlagsmasi ve
apoptoz engellenerek epitel yapi bozulur, kardiyovaskiiler, bagisiklik ve sindirim
sisteminde diizensizlikler meydana gelir.?®% 292 Herpes simplex tedavisi veya takviye
olarak alinan L-lizin’in azalmas1 L-arginin gibi bir¢ok aminoasitin taginmasi, NO iiretimi,
kalsiyum emilimi vb. metabolik fonksiyonlar1 engelleyebilir. 203205

Tamsulosin uygulanan ratlarin plazmalarinda tiamin seviyeleri artis gosterdi. Bu
artisin sebebi tamsulosin kullanimina bagl olarak tirozin biyosentezinin, glisin, piirin,
sistein ve B6 vitamini metabolizmasinda meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi
diistiniilebilir. Veya tamsulosin’in tiaminin fosforilasyonunda rol alan enzimlerin inhibe
etmesinden ortaya ¢ikabilir. Bl vitamini olarakta bilinen tiamin serbest radikaller ve
hidroperoksitlerle etkilesime girip, oleik asitin serbest radikal oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonu inhibe ederek, antioksidan aktivite gdsterir.2%® Tiamin metabolizmasinin

degisikligi tiamine duyarli megaloblastik anemi hastaliginin gelismesine yol acabilir.?%’

Diger yandan ila¢ kullaniminin tiamin seviyesini artirmasi tiamin eksikligine bagh
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demans gelismesine engel olabilir.?®® Calismamizla kronik tamsulosin kullaniminin
tiamin metabolizmasinda yiiksek etki degerine sahip oldugu belirlendi.

Tamsulosin, silodosinin aksine sfingolipit metabolizmasinda rol alan bazi
enzimlerin inhibe olmasi veya glisin, serin ve tironin metabolizmasinin bozulmasi rat
plazmasinda bulunan sfinganin ve sfingosin-1-fosfat seviyelerinde diisiise sebep oldu.
Sfingozin seviyesinin azalmasi bir¢ok biyolojik aktivitede rol alan seramidlerin sentezini
inhibe eder. Sfingolipid metabolizmasinin inhibisyonu hiicre biiytimesi, hiicreler arasi
iletisim ve etkilesimi, hiicreye besin emilimi ve yag asidi alimi, hiicre membraninin
olusumu ile ilgili sorunlar meydana gelir. Ayrica akciger, kalp ve damar hastaliklarinin
goriilmesi seramid eksikligi sonucu ortaya cikabilir.28%1%1 Tamsulosin kullaniminin
hiicrelerin hayati fonksiyonlar1 i¢cin 6nemli olan sfingolipit metabolizmasinda anlamli
degisikliklere yol a¢tig1 metabolik profilleme modeli ile belirlendi.

Tamsulosin rat metabolizmasinda birgok metabolik yolagi etkileyen alanin,
aspartat ve glutamat metabolizmasinda bulunan L-alanin ve L-glutamin seviyelerinde
anlamli azalmalara sebep oldu. Bunun sonucu olarak metabolizmaya enerji saglayana
krebs dongiisii basta olmak {lizere bir¢ok triptofan, arginin, aspartat gibi bircok
aminoasitin metabolizmasinda ve sentezinde degisikliklere yol agcacagi goriilmektedir.

Solifenasin Siiksinat

Solifenasin siiksinatin kronik oral kullanimi ila¢ ve kontrol gruplarinin plazma
orneklerine ait metabolom profillerinde biiyiik degisikliklere yol actig1 goriildi. Plazma
orneklerinin LC-QTOF/MS analizinde 4441 farkli metabolit kiitle dedektorii ile tespit
edildi. Bu degerlerden fold degeri>1.5 ve p degeri p<0.01 olarak kontrol grubundan
ayrilan, HMDB ve METLIN ile kiitleleri belirlenen 43 adet metabolit tanimlandi. OPLS-
DA ile ila¢ ve kontrol gruplarinin metabolom profillerinin iyi bir seg¢icilik ve hassasiyet

ile birbirlerinden ayrildig:1 gosterildi. Tanimlanan metabolitlerin seviyelerinde meydana
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gelen degisikligin etkiledigi metabolik yolaklar Metaboanalyst 4.0 ile etki degerlerine
gore listelendi. Buna gore solifenasin siiksinatin ratlara ait gliserofosfolipid, arasidonik
asit, piruvat, linoleik asit, sistein ve metiyonin, alfa-linoleik asit, azot, fenilalanin,
triptofan, histidin, retinol, beta-alanin, propanoat, biitanoat, alanin, aspartat ve glutamat,
glutatyon, glisin, serin ve treonin, yag asidi, pirimidin, tirozin metabolizmalarinda,
aminoasil-tRNA, steroid, yag asidi, fenilalanin, tirozin ve triptofan,
glikosilfosfatidilinositol (GPI) —anchor ve birincil safra asidi biyosentezi ve sitrat (TCA)
dongiisii metabolik yolaklarinda rol alan 43 metabolitin plazma seviyelerini degistirdi.
Solifenasin siiksinat kronik kullanimina bagli aminoasil-tRNA biyosentezinde
meydana gelen bozulmalar L-Lésin L-izolsin L-Valin 2-(a-Hidroksietil)tiamin difosfat
aminoasitlerinin tasginmasinin ve sentezinin inhibe olmasina sebep oldu. Bunun
sonucunda ilgili aminoasitlerin plazma seviyeleri azalarak valin, 16sin ve izoldsin
biyosentezinde degisiklige sebep oldu. Bu metabolik yolakta rol alan bazi metabolitler ve
enzimler obezite, insiilin direnci, yiiksek tansiyon ve dislipidemi hastaliklarinin risk
faktorleri ile iliskilidir.2®® L-fenilalanin ve L-triptofan plazma miktarlarinda gériilen
degisiklikler protein sentezinin engellenmesine bagli olarak psikolojik semptomlara,
hormon sentezlerinin inhibisyonuna, hiicrelerin gelisip biiylimesini bozarak epitel yapinin
bozulmasina yol acgabilir.?%t 292 Alyuvar ve hemoglobin gibi biokimyasal iiriinlerin
sentezinde, bagisiklik ve dolasim sisteminde, iskelet kasi hasari, kalp hastaliklari,
enflamasyon ve oksidatif stresin énlenmesinde ve alerjik reaksiyonlarda?'® énciil rol
oynayan L-histidin seviyelerinde artis goriildii. L-metionin plazma seviyesinin azalmasi
B12 eksikligine bagl olarak gelisir ve azot metabolizmasi, DNA yapimi i¢in gerekli olan
timidilat sentezi, purin ve pirimidin sentezi ve serinden glisin olusumu olumsuz yonde
etkilenir. Solifenasin siiksinat kullanimina bagli olarak azalan aminoasit sentezleri ve

artan protein katabolizmasi negatif azot dengesine neden olmaktadir.?!% 212 D vitamini
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metabolizmasinda olusan ara triinlerden Kkalsidiol, 1.25-dihidroksivitamin D3-26.23-
lacton ve 23S.25-dihidroksivitamin D3 metabolitlerinin plazma seviyelerinde goriilen
azalma, solifenasin siiksinatin D vitamini sentezini olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. D vitamini eksikliginin kardiyovaskiiler, metabolik sendrom, enfeksiyoz
ve otoimmun hastaliklarin dahil oldugu bir ¢ok kronik hastalik ile baglantili oldugu
literatiirlerde belirtilmistir.?'® 2% Kiikiirt kaynag1 olarak L-metionin metabolizmas: ile
iliskisi bulunan L-sistein, protein ve glutatyon sentezi i¢in kullanilir. B6, B12 vitamini ve
folik asit eksikligi L-metionin gibi L-sistein eksikligine de sebep olur. Sistein eksikligi
serbest radikallerle miicadele eden glutatyon seviyesini disiiriir. Glutatyon karaciger
detoksifikasyonu, kalp hastaliklari, bronsit gibi mukus lireten solunum hastaliklar1 ve
kansere kars1 olumlu etkileri bulunur.?1%2!® Bagisiklik sistemi, bagirsaktan demir emilimi
ve metabolizmanin serbest radikallerle miicadelesi gibi metabolik fonksiyonlarda gerekli
olan L-sisteinin plazma seviyesi solifenasin siiksinat kullanimina bagl olarak azalmistir.

Bu sebeple solifenasin siiksinat kullanan hastalara N-asetilsistein takviyesi yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alt triner sistem semptomlarinin tedavisinde mevcut ilaglarin tek basina
kullanilmasindan ziyade, kombine olarak kullanilmasi giin gectikce daha ¢ok tercih
edilmektedir. Tedavinin etkinliginin yanisira uzun siire ila¢ kullaniminin metabolizmada
meydana getirdigi toksik etkilerin belirlenmesi, ila¢ yanitlarindaki bireysel farkliliklari
belirlenmesi amaciyla bir ilacin farmakokinetik profilinin ve terapotik —etki
mekanizmalarimin tam olarak aydinlatilmasi i¢in metabolom haritalarinin ortaya
¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu amagla kan, idrar, doku gibi biyolojik ortamlarda bulunan
metabolitleri inceleyen farmakometabolomiks yaklasimi tercih edilmektedir. Ayrica
ilaglarin in-vivo ortamda terapotik diizeyde kalip kalmadiginin izlenmesi ve kisiye 6zel
tedavi ilkesi uyarinca kandaki derisiminin tespit edilmesi i¢in basit, hassas, hizli ve
tekrarlanabilir analitik yontemlere gereksinim duyulmaktadir. Calismamizda farmasdtik
preparatlarda silodosin, tamsulosin ve solifenasin siiksinatin miktar tayini i¢in literatiirde
bildirilen caligmalara alternatif olarak genis ¢alisma araliina sahip, hassasiyeti ve seciligi
yiiksek, dogrulugu ve kesinligi kabul edilebilir UV-Goriiniir Bolge, 1D-Tiirev ve 2D-
Tiirev Spektroskopi Yontemleri ve ultraviyole dedektoriine sahip yiiksek performansli
stvi kromatografi yontemleri gelistirildi ve her bir yontemin gegerlilik testleri yapildi.
gelistirilen literatiirdeki ilk yontem 6zelligini tagimaktadir. Ayrica solifenasin siiksinatin
tamsulosin ile eszamanli miktar tayini i¢in bildirilen en kisa analiz siiresine sahip HPLC
yontemidir. Gelistirdigimiz UV-Goriintir Bolge, 1D-Tiirev ve 2D-Tiirev spektroskopi,
HPLC yontemlerinin uygulanabilirligi etken maddelerin ticari farmasdtik preparatlar
iizerinde gosterildi. Onerdigimiz ekstraksiyon yéntemi silodosin, tamsulosin ve
solifenasin siiksinatin yiiksek verimle plazmadan ekstraksiyonu i¢in alternatif olacaktir.

Yapilan hedeflenmemis metabolom analizi ile birlikte bu ilaglarin viicutta meydana
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getidigi degisimlerin tespiti gergeklestirildi. Kontrol grubuyla kronik ilag verilen gruplar
arasindaki farklar kemometrik olarak degerlendirildi ve kiimeleme analizi ile sematize
edildi. Metabolitler aras1 farkliliklar 6zellikle sfingolipit metabolizmasi, basta sistein,
fenilalanin, metiyonin, triptofan, tirozin, valin, izoldsin, L-alanin, L-glutamin amino
asitleri basta olmak lizere birgok aminoasidin sentezi, D ve B vitamini metabolizmasi,
tiamin sentezi, alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi, arasidonik asit metabolizmasi,
retinol metabolizmasi, protein sentezi ve yag asitleri biyosentezi metabolik yolaklarinin
degismesine sebep oldu. Metabolomiks ¢alismamiz silodosin, tamsulosin ve solifenasin
stiksinatin metabolom profillerinin belirlendigi literatiirdeki ilk farmakometabolomiks
calismasidir. Elde edilen sonuglar ileri donemde yapilacak olan hedeflenmis metabolom
analizi ¢alismalarina 151k tutacaktir. Ilaglarin etki mekanizmalarinin tespiti sayesinde bu
etken maddelerin genis bir profilde izlenmesi saglanmis olup, farkli hastaliklarin
tedavisinde kullanilma ihtimalleri degerlendirilecektir. Bunlara ek olarak ilaglarin
etkinligi ve viicutta meydana getirdigi degisimler ile ilgili veriler ileri donemde yapilacak

olan ¢alismalara kaynak olacaktir.
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