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1. KISALTMALAR VE SIMGELER

ACN
5-CN
DAD
DMF
1-DN
HPLC

NaAc

NH4AC

NIC

OSASS

RSD

TBAHS
UV

: Asetonitril

- 10-metoksi-1,6-dimetilergolin-83-metanol-5-kloro-3-piridinkarboksilat

- Diod dizi dedektor

: Dimetilformamid

: 10-metoksi-6-metilergolin-83-metanol-5-bromo-3-piridinkarboksilat
. Yiksek basinglt sivi kromatografisi

. Kapasite faktora

- Sodyum asetat

- Amonyum asetat

silat, Nisergolin

- 1- Oktansulfonikasit sodyum tuzu

- Ayirma giicii

: Bagil standart sapma

. Standart sapma

: Kuyruklanma faktori

- Tetrabutilamonyum hidrojen siilfat

- Ultraviyole

: 10-metoksi-1, 6-dimetilergolin-8f-metanol-5-bromo-3-piridin karbok-
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1. OZET

Nisergolin in safsizliklart  olan  10-metoksi-6-metilergolin-8f3-metanol-5-bromo-3-
piridinkarboksilat (1-DN) ve 10-metoksi-1,6-dimetilergolin-8f-metanol-5-kloro-3-
piridinkarboksilat (5-CN) i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisi ve Diod dizi dedektor

kullamilarak miktar tayini yontemi gelistirildi.

Kromatografik kosullar: Kolon: Phenomeneﬁ, Luna, Sum, C18 (2), 250 x 4,6 mm.
Hareketli faz : 4 mM 1-oktansulfonikasit sodyum tuzu ve 6 mM tetrabutilamonyum
hidrojen silfat iceren 0,1 M amonyum asetat (pH : 5,9) / asetonitril, 1-DN igin (62 : 38);
5-CN igin (64 : 36). Akig huizt: 1,0 ml / dak. Dedektor: Agilent 1100 Model DAD, A :
285 nm, bant genisligi : 4 nm.

1-DN :
Konsantrasyon araligi : 0,032, 10° M — 3,828. 10° M, y = 116,88x + 0,2773 (i =
0,99989); dedeksiyon limiti : 0,012. 10” M; kantitatif tayin limiti : 0,041, 10° M.

5-CN:
Konsantrasyon araligi : 0,034. 10° M — 4,092. 10° M, y = 104,24x + 0,7486 (* =
0,99996); dedeksiyon limiti : 0,014, 107 M; kantitatif tayin limiti ; 0,046. 10° M.

Geri kazamm 1-DN igin % 100,65 ve 5-CN igin % 100,32 dir. 30 mg NIC / tablette
bulunan 1-DN miktar1 209,65 ug / tablettir (% 0,70). 30 mg NIC / tablette bulunan 5-
CN miktar1 27,62 ng / tablettir (% 0,09).



2. SUMMARY
DEVELOPMENT OF A QUANTIFICATION METHOD FOR THE
IMPURITIES OF NICERGOLINE,
10-METHOXY-6-METHYLERGOLINE-88-METHANOL-
5-BROMO-3-PYRIDINECARBOXYLATE (1-DN) AND
10-METHOXY-1, 6-DIMETHYLERGOLINE-83-METHANOL-
5-CHLORO-3-PYRIDINECARBOXYLATE (5-CN)
BY HPLC AND DIODE ARRAY DETECTOR

A quantification method was developed for the impurities of nicergoline, 10-methoxy-
6-methylergoline-8f-methanol- 5-bromo-3-pyridinecarboxylate (1-DN) and 10-met-
hoxy-1, 6-dimethylergoline -83-methanol-5-chloro-3-pyridinecarboxylate (5-CN) by
high performance liquid chromatography and Diode array detector.

Chromatographic conditions: Column: Phenomenex, Luna, Sum, C18 (2), 250 x 4,6
mm. Mobile phase: 0,1 M ammonium acetate solution containing 4 mM 1-
octanesulfonicacid sodium salt and 6 mM tetrabutylammonium hydrogen siilfate (pH :
5,9) / acetonitrile (62 : 38) for 1-DN and (64 : 36) for 5-CN. Flow rate: 1,0 ml / min.
Detector: Agilent 1100 Model DAD, A : 285 nm, band width : 4 nm.

1-DN :
Concentration range : 0,032. 10° M — 3,828. 10° M, y = 116,88x + 0,2773 (" =
0,99989); limit of detection : 0,012. 10 M; limit of quantification : 0,041. 10” M.

5-CN:
Concentration range : 0,034. 10° M — 4,092. 10° M, y = 104,24x + 0,7486 (> =

0,99996); limit of detection : 0,014. 10™ M; limit of quantification : 0,046. 10 M.

The recovery was 100,65 % for 1-DN and 100,32 % for 5-CN. The amount of 1-‘&““

NIC / tablet was 27,62 pg / tablet (0,09 %).



3. GIRIS VE AMAC

Nisergolin, 10-metoksi-1, 6-dimetilergolin-8f-metanol-5-bromo-3-piridinkarboksilat
(NIC) ilk kez Farmitalia Carlo Erba’da gelistirilmig yart sentetik bir ergolin tiirevidir.
Ilag etken maddesi olan NIC in iki safsizligs vardir : 10-metoksi-6-metilergolin-8f-
metanol-5-bromo-3-piridinkarboksilat (1-DN) ve 10-metoksi-1,6-dimetilergolin-8[3-
metanol-5-kloro-3-piridinkarboksilat (5-CN) (10, 18).

Yiiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC) ve Diod dizi dedektor (DAD) kullanilarak,
1-DN ve 5-CN ig¢in pik performans parametrelerinin uygun oldugu bir miktar tayini
yonteminin gelistirilmesi amaclanmigtir. NIC in USP ve BP gibi farmakopelerde
monografi ve dolayisiyla safsizik miktar tayini yontemi bulunmamaktadir. Gelistirilen
- miktar tayini yontemi pazarda bulunan farmasotik preparatlara uygulanabilecegi igin

ilag sanayine katkist olacaktir.

Ultraviyole (UV) dedektor yerine, pik performans parametrelerini hesaplayan sisteme
bagli oldugu igin ve aym anda iki dalga boyunda sonug verdigi igin Diod dizi dedektor

kullamimistir.

NIC, alfaadrenerjik bloke edici aktivitesi nedeniyle vazoaktif 6zelliklere sahiptir (1, 2,
11). Damarlarn genisleterek sistemik kan basincini dustrir, periferal kan akigint artirir;
beyin metabolizmasim gelistirmek icin klinikte kullamlmaktadir (8). Bir ¢aligmada
sigan norofillerinde serbest radikal tretimini ve siganlarda beyin otooksidasyonunu
inhibe ederek antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmigtir, bu nedenle beyine ve

sinirsel bozukluklara ait hastaliklar i¢in kullanilmaktadir (21).

Flieger, M. ve arkadaglar1 tarafindan 5-CN NIC in safsizligi olarak tammlanmigtir;

1-DN, 5-CN, NIC C18 kolon ve su-asetonitril-trietilamin (1084:895:21) hareketli faz
sisteminde ¢alisilmig ve kapasite faktorii (k') degerleri sirasiyla 9,40 |, 16,00 ve 18,25
olarak saptanmustir ; buna kargin miktar tayini yontemi bildirilmemistir (10). Segcilmig
iyon izleme (SIM) modundaki atmosferik basing iyonizasyon kiitle spektrometri (API-

MS) detektori ile HPLC kullanilarak insan plazmast ve idrarinda NIC ve g



metabolitinin ayrilmasi ve tayinlerinde internal standart olarak 5-CN kullamlmugtir (5).
Ince tabaka kromatografisi / Ikinci iyon kiitle spektrometrisi (TLC / SIMS) kullanilarak
NIC’ in miktar tayininde internal standart olarak 5-CN kullanilmustir (6). Banno, K ve
Horimoto, S’nin ¢aligmasinda (4), NIC ve safsizliklarmin (1-DN ve 5-CN) HPLC / API-
MS dedektorle miktar tayini yapmistir. Aym ¢aligmada UV detektorle de (A : 254 nm)

kromatogramlart gozlemiglerdir.



4. GENEL BiLGILER
4.1. 10-Metoksi-1,6-dimetilergolin-8f3-metanol-5-bromo-3-piridin-
karboksilat, Nisergolin (NIC) in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

N
|
o)
| x Br
O
HsCO N
CHs
N |
HsC
Sekil-1. NIC in agik formiilii
Kapali Formuila : Co4Hp6BriN3; O3
Molekul Agirlig : 484,40 g / mol
Rengi . Sarimsi beyaz
Gorinimi - Kristalize toz.
Coztuniirligi - Suda ¢oziinmez; etanol ve kloroformda ¢oziinur; eterde az
¢Ozunur.
Erime Noktasi 1136 - 138 °C (17)



4.2. 10-Metoksi-6-metilergolin-83-metanol-5-brome-3-piridin-
karboksilat (1-DN)
4.2.1. Kimyasal Ozellikleri

H3CO

HN l

Sekil-2. 1-DN in ag¢ik formilu

Kapali Formuili . C13Hp4BrN3 O3
Molekiil Agirlig : 470,37 g / mol

4.2.2. Farmakolojik Ozellikleri

NIC e ¢ok benzer kimyasal yapida ester bilesigi olan 1-DN ona benzer farmakolojik
ozellige ve aktiviteye sahiptir. 1-DN in akut toksisitesi 97,5 mg / kg’dir, bu NIC in
toksisitesinin  yaklagtk 2 katidr. Hayvan ve insan plazmalarinda 1-DN in
konsantrasyonunun ¢ok diigik oldugu rapor edilmistic. Bu nedenle 1-DN yan etki

gostermez (18).



4.3. 10-Metoksi-1,6-dimetilergolin-83-metanol-5-kloro-3-piridin-
karboksilat (5-CN)
4.3.1. Kimyasal Ozellikleri

HsCO
“CHs

H3C/N l

Sekil-3. 5-CN in agik formiili

Kapali Formulu . Ca4Hp6CIN3O5
Molekul Agirlig 439,94 ¢ / mol

4.3.2. Farmakolojik Ozellikleri

NIC e ¢ok benzer kimyasal yapida ester bilesigi olan 5-CN ona benzer farmakolojik
ozellige ve aktiviteye sahiptir. S-CN in akut toksisitesi 202,9 mg / kg’dir, bu NIC in
toksisitesine yakindir (18).



5. GEREC VE YONTEM
5.1. Kimyasal Maddeler

10-metoksi-1,6-dimetilergolin-83-metanol-5-bromo-3-piridinkarboksilat ~ (NIC),  10-
metoksi-6-metilergolin-8f3-metanol-5-bromo-3-piridinkarboksilat (1-DN), 10-metoksi-
1,6-dimetilergolin-83-metanol-5-kloro-3-piridinkarboksilat (5-CN) standartlari ve NIC
etken maddesi Pharmacia Upjohn ve Deva Ilag San. A. S. firmalarindan bagis olarak
verilmigtir. Amonyum asetat (NH4Ac) Riedel deHaen firmasindan, sodyum asetat
‘(NaAc), dimetilformamid (DMF), asetik asit, tetrabutilamonyum hidrojen siilfat
(TBAHS) Merck firmasindan, 1- oktansulfonikasit sodyum tuzu (OSASS) Sigma
firmasindan, HPLC saflikta asetonitril (ACN) Lab- Scan firmasindan saglanmugtir.

5.2. Gerecler

Tartimlar i¢in Shimadzu / AEX- 200G terazi, pH ol¢timleri igin Mettler Toledo / MP
220 pH metre ve Mettler Toledo InLab 413 elektrodu, pH metrenin kalibrasyonu igin
pH : 4,01 ve pH : 7,00 (Mettler Toledo) tampon g¢ozeltiler kullanildi. Spektrofotometrik
olcimler i¢in Shimadzu 2100S model spektrofotometre ve 1 cm gecis yollu kuartz
kivetler kullanddi. Kigiik hacimlert 6lgmek igin Genex beta 50 uL ve Eppendorf 1000
uL lik otomatik pipetler kullanildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda Ikamag Rh model
manyetik karigtirici, distile su igin GFL / 2004 ve Millipore / Milli-Q-RG cihazlar

kullanild1. Volumetrik kaplar distile su ile standardize edilmistir.

HPLC sisteminde ise Agilent 1100 model pompa, Rheodyne 77251 model enjeksiyon
sistemi, 20 puL ve 50 pL.lik loop, Agilent 1100 model DAD dedektor, Phenomenex-
Luna C18 (2) (250 x 4,6 mm 1.D.) partikal buyukligi 5 pm olan bir kolon ve aym
yapida bir on kolon, ¢ozeltilerdeki gazin uzaklagtinlma islemleri igin Agilent 1100
model vakum gaz uzaklastiric1 sistemi, hareketli fazin siizalmesi i¢in AFO- 0503, 0,2
um, 47 mm naylon filtreler, 6rneklerin siiziilmesi igin 0,2 pum naylon filtreler, 6rneklerin
sisteme enjeksiyonu i¢in Hamilton S00 pL.lik enjektor kullanildi. Sonuglar Agilent

Chemstation programi kullanilarak hesaplandi.



5.3. Cozeltiler
5.3.1. Stok Standart Cozeltiler

NIC, 1-DN, 5-CN Stok Caozeltileri : Her bir maddeden 30,0 mg tartilarak 100 mL
0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN (62 : 38) ¢ozeltisinde ¢oziildii.

5.3.2. Seyreltik Standart Cozeltiler

NIC, 1-DN, 5-CN Seyreltik Cozeltileri : Her bir stok ¢ozeltiden 400 pl alinarak
0,1 M NHsAc (pH : 6,0) / ACN (62 : 38) ile 10 mL.ye tamamlandu.

NIC, 1-DN, 5-CN Standart Karisimi : Her bir stok ¢ozeltiden 400 pl. alinarak
10 mL. lik balon jojede kargtirildi , 40 L DMF eklendi ve 0,1 M NHsAc (pH : 6,0) /
ACN (62 : 38) ile hacmine tamamland.

5.3.3. NIC Hammadde Asmn Yiikleme Cozeltisi

71,0 mg NIC 100 mL lik balon jojede 0,1 M NHsAc (pH : 6,0) / ACN (62 : 38) ile
¢ozildi. 400 uL. DMF eklendi ve 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile hacmine

tamamland:.



5.3.4. Hareketli Faz Cozeltileri

Cozelti 1 (0,1 M asetik asit) : 5,8 mL glasial asetik asit bidistile su ile 1 L.ye
tamamland.

Cozelti 2 (0,1 M NaAc) : 8,2 g NaAc bidistile suda ¢ozilerek 1 L. ye tamamlandi.
0,1 M NaAc ¢ozeltisi (pH : 4,0) : 820 mL ¢ozelti 1 ve 180 mL ¢6zelti 2 karigtirildi.
0,1 M NaAc cozeltisi (pH : 5,0) :296 mL ¢ozelti 1 ve 704 mL ¢ozelti 2 karistirildi.
0,1 M NH Ac ¢ozeltisi (pH : 6,0) : 7,7080 g NH4Ac bidistile suda ¢oziilerek 1 L. ye
tamamlandi. 0,1 M asetik asit ile ¢ozeltinin pH 1 6,0 a ayarlandi.

10 mM OSASS iceren 0,1 M NHAc ¢ozeltisi (pH : 6,0) : 21630 g OSASS ve
7,7080 g NH4Ac bidistile suda g¢ozilerek 1 L. ye tamamlandi. 0,1 M asetik asit ile
¢ozeltinin pH 16,0 a ayarlandi.

4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS iceren 0,1 M NHsAc cozeltisi (pH : 5,9) : 0,8652 g
OSASS; 2,0372 g TBAHS ve 7,7080 g NHsAc bidistile suda ¢ozilerek 1 L. ye

tamamland.

5.4. Yontemler

5.4.1. HPLC Yonteminin Kosullar

Kolon : Phenomenex, Luna, Sum, C18 (2), 250 x 4.6 mm
Hareketli faz : Bolim 5.3.4.deki hareketli faz ¢ozeltileri / ACN

Akis hizi : 1.0 mL / dak.

Detektor : Agilent 1100 Model DAD A : 254 nm veya 285 nm, bant

genigligi : 4 nm

Enjeksiyon hacmi  : 50 puL veya 20 plL

10



5.4.2. Pik Performans Parametreleri (22)

taban

ey
>,

Sekil-4. Pik performans parametreleri

Kapasite Faktorii (k') :

TR _7:)
T,

=

Ty : Pik ahkonma zamani (dak)

T : Olii zaman (dak)

Kuyruklanma Faktorii (T) :

: Olgiilen pik yiiksekliginin % 5 indeki pik genigligi (dak)

tw : Olgilen pik yiiksekliginin % 5 indeki, pik baglangi¢ ve alikonma zagw‘ﬂw

arasindaki uzaklik (dak) Lt

11



Ayirma Giicii (R) :

T R (1) < T R(2) olmak uzere,

2(TR(2) - TR(I))
W W,

B(1)

Tray ve Tre 1. veZ2. pike ait alikonma zamani (dak)

Wigrayve Wgy : 1. ve?2. pike ait pik taban genigligi (dak)

5.4.3. Kullamilan Istatiksel Yéntemler (16)

Standart Sapma (S):

> G -x)
S=¢y+———
n-1

Bagil Standart Sapma (RSD):

RSD =100 i

X

Bu denklemlerde kullanilan terimlerin agiklamalart:

x, . x degerleri

¥ - x degerlerinin ortalamasi

n : 6lciim sayist



Konsantrasyona karst dedektor cevabi grafigi cizilerek hazirlanan olgii egrisinde en

kigik kareler yontemiyle elde edilen dogrunun denklemi asagidaki formiillerle

hesaplanir:
Z{(xi _k—)(,yi _}7)}
Dogrunun egimi: b= - 5
Z (xi - f)
Dogrunun kayim degeri: a=y-bx

y = bx + a denkleminde hesaplanan a ve b degerleri yerine koyularak dogru denklemi

bulunur.

Korelasyon katsayis1 1=

Zi {(xi _f)(-.yi "7)}

[ze-ofzo-»]"

olarak hesaplanir.

S, 1 Dogrunun y degerleri yoniinde rastgele hatalar
Z (y i JA/ i )2
S = / i
ylx n-—2

Gozleme (dedeksiyon) Limiti = yg + 3Sp

Kantitatif Tayin Limiti =yg+ 10Sp

13



Bu denklemlerde kullamilan terimlerin agiklamalari:

x,: x degerleri

¥,y degerleri

¥ :x degerlerinin ortalamas:

¥ .y degerlerinin ortalamast

n-2: Serbestlik derecesi sayist

y,: deneysel x degerlerine baglt olarak egrinin regresyon denkleminden hesaplanan
y degeri

ys=a

Sp= Syix

Giiven Arahg (p) :

p=x +txS/(n)"

L : giiven araligt

¥ : ortalama deger

t : istatistiksel faktor
S : standart sapma

n : dlgim sayist

14



6.BULGULAR
6.1. On Denemeler

6.1.1. Hareketli Fazin Saptanmasi ( A : 254 nm )

Banno ve ark. (4) C18 kolon (150 x 4,6 mm i.d.) ve A : 254 nm olan sistemde, hareketli
faz olarak 0,1 M NHyAc (pH : 6,0) / ACN (70 / 30) ile ¢aligmuglar, NIC ve safsizliklari
icin birbirinden kalitatif agidan ayrilmig pikler elde etmislerdir. Buna karsin, bu sistemin
UV dedektor ile kantitatif analizi tartisiimanustir. Bu ¢alijmada Banno ve ark nin (4)
caligmasi temel alinmug, yontemde onemli olglide degisiklikler yapilmigtir. DMF
alikonmayan madde olarak kullanilmistir ve bu pike iliskin alikonma zamam 6lii zaman

olarak degerlendirilmigtir (Sekil-5.).

SADT B Sig=254.4 Ref=off (NICNICO0188.D)
DADT A, Sig=254.4 Ref=off (NICWIC0190.0)

mAUE
1754
15

B

125
10

=2.757

75
]

5
25

B

0~ : ST

T T T T i — T T T —r S T |

o 2 4 6 8 min

Sekil-5. pH : 6,0 hareketli faz sisteminde bog ve DMF’nin kromatogramlart. Bog (=),
DMF (—). Kolon : Phenomenex, Luna, 5 pm, C18 (2) 250 x 4,6 mm. Hareketli faz : 0,1
M NH4Ac (pH : 6,0) /ACN (62 : 38). Akis luz1: 1,0 mL / dak. Dedektor : Agilent 1100
Model DAD X : 254 nm, bant genisligi : 4 nm. Ornek hacmi : 50 uL
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6.1.1.1. Hareketli Faz Bilesen Oraninin Saptanmasi

Uzunlugu fazla olan kolonlarin, teorik plaka sayisinin ve ayirma giiciniin yuksek
olmasina neden oldugu g6z Ontine almarak kolon 250 mm olarak segilmigtir. Kolon
uzunlugunda yapilan bu degisiklik alikonma zamanlarinda 6nemli bir artisa neden
olmustur, Bu nedenle oncelikle hareketli faz oranint belirlemek icin asagidaki
caligmalar yapilnugtir, Hareketli faz 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN’ in Sekil 6, 7, 8 de
belirtilen farkli oranlarmmda ¢ahsiimustir ve NIC, 1-DN, 5-CN i¢in en uygun kapasite
faktori (k'), kuyruklanma faktori (T) ve ayurma gict (R) kiyaslanmugtir.  k’ degerleri
1-5 (19); T degerleri 1,000 (22); R > 2,000 olmalidir (20). R i¢in 2,000 den biiyik
uygun degerler elde edilmistir (Sekil-6). T degerleri 1,000 den biyik olup aralarinda
anlaml bir fark gozlenmemistir (Sekil-6, 7, 8). Bu nedenle k' min 1-5 arasinda olant ve
R degerleri arasinda en yiksek olant géz oniine alinarak diger bilesenlerden uygun bir

ayrilmanin saglandig: hareketli faz orant 62 : 38 olarak saptanmustir.

5,00 12,00
4,00 + + 10,00
x 300 | 1 8,00 T
F 00 | 1600 x |——R
: 1 4,00 —A—K
1,00 + + 2,00
0,00 —— 0,00
32 35 38 40 45
% ACN

Sekil-6. NIC icin 0,1 M NHsAc (pH : 6,0) / ACN bhareketli
fazimn farklt oranlarinda k', T ve R nin kiyaslanmasi.
*R : NIC ve 5-CN arasindaki ayrilmaya iligkin.
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1,35 6,00
4 5,00
1,30 +
L 4,00 -
- 125} 13,00 x
+k'
1 2,00
1,20
1 1,00
1,15 t —t } —— 0,00
32 35 38 40 45
% ACN

Sekil-7. 1-DN i¢in 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN hareketli
fazinin farkli oranlarinda k" ve T nin kiyaslanmast.

1,36 12,00
1,34 + + 10,00
132 | 1 800
=T
= 1,30 + + 6,00 X
—A— k'
1,28 + - 4,00
1,26 + + 2,00
1,24 } + } f } 0,00
32 35 38 40 45
% ACN

]

Sekil-8. 5-CN i¢in 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN hareketli
fazinin farkl oranlarinda k” ve T nin kiyaslanmast.



6.1.1.2. Hareketli Faz pH mmin Saptanmasi

NIC in mide pH 1nda (4) ve sulu alkali ¢ozeltilerinde (6) bozundugu bilinmektedir. Bu
nedenle NIC, 1-DN, 5-CN i¢in en uygun T ve R nin segilmesi i¢in pH 4,0; 5,0 ve 6,0
olan hareketli faz sistemleri ile ¢aligilmustir.

NIC, 1-DN, 5-CN standart karigimina ait sonuglar Tablo-1. de verilmistir.

Tablo-1. Farkli pH taki hareketli fazlarda NIC, 1-DN ve 5-CN e ait k', T ve R degerleri

. 1-DN 5-CN NIC R
HAREKETLI FAZ  [ORAN

k' T K’ T k' T | (5CN/NIC)

0,1 M NH;Ac/ ACN

62:38 |2,291]1,310}4,024 11,336 |4,605 11,393 | 2,957
(pH : 6,0)
0,1 M NaAc/ ACN

62:38 {1,969|1,334|3,226 11,408 {3,677 {1,515 2,598
(pH : 5,0)
0,1 M NaAc/ACN

62:38 |1,594[1,422]2,617 (1,595 13,000 {1,592 | 2,368
(pH : 4,0)

Tablo-1.deki sonuglara gore, T degerleri 1,300 den biyik bulunmustur. Buna kargin
R > 2,000 temel alindiginda R s.cnmic 2,957 degeri uygun bulunarak pH : 6,0 hareketli

faz sistemi olarak segilmistir.

pH : 6,0 hareketli faz sisteminde NIC, 1-DN, 5-CN standart karigiminin kromatogram

Sekil-9.da verilmistir.

mﬂ‘m“w“ﬁ‘:“s

T
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DADT A, Sig=254.4 Ref=off (NICWNIC00192.D)

ﬂ>15.406- NIC

©
.

LF’Z'I'52 DMF
-«:‘>9,046- 1-DN
4 >13802 5-CN

o 5 "0 45 a2 25 min
Sekil-9. pH : 6,0 hareketli faz sisteminde NIC, 1-DN, 5-CN standart kangiminn
kromatogrami. Kolon : Phenomenex, Luna, 5 um, C18 (2) 250 x 4,6 mm. Hareketli
faz : 0,1 M NHyAc (pH : 6,0) /ACN (62 : 38). Akis huz1 : 1,0 mL / dak. Dedektor :
Agilent 1100 Model DAD A : 254 nm, bant genisligi : 4 nm. Ornek konsantrasyonu :
1-DN, 5-CN, NIC igin 12,0 pg / mL. Ornek hacmi : 50 uL.

1

T =i

Sonug olarak, bilesen orani 62 : 38 , pH : 6,0 olan hareketli faz sisteminde kuyruklanma

harig biitiin parametrelerin uygun oldugu gozlenmistir.

19



6.1.2. Uygun Dalga Boyunun Saptanmasi

On denemeler sonucunda, uygun dalga boyunun saptanmasi igin her ii¢ maddenin de
absorpsiyon spektrumlart alinmigtir. Bos ¢ozelti olarak 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN
(62 / 38) ¢ozeltisi kullanilmigtir. Alinan spektrumlar Sekil-10. da verilmigtir.

HPLC 'de yapilan ¢aligmalarda 226 nm.de gurilti girisimi gozlendigi igin 285 nm
uygun dalga boyu olarak saptanmugtir.

= =
'O T T T T T A T T LI -C)
o L ] o
o L 4 O

L .
o [ J o
P - T
™ r { o
S L 1 o
O G 3 (@]
o [ 1o
o f i o
~O [ 19
D O L J O

O t R

70} .
o I ]l o
& T 1 =
o L 1 O
O L 4 O

N ]
o [ ]lo
N [T ~ T N
o N\ ]9
< é?,’t \\ 1 ©

. ]

O - \\ . j
. . 1 ¥ N g L ! : 1 5 I 7 P
<O (@)
S 190 300 350 400 o
o . @}

{nm)

Sekil-10, 1-DN, S-CN, NIC ( her biri 12,0 pg/ mL ) nin 0,1 M NH,Ac
(pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ¢ozeltisindeki absorpsiyon spektrumlar:.
1-DN (—), 5-CN (—), NIC (.

1-DN in 282,4 nm deki molar -séniim katsayst (€) : 8941,18 L mol™ em™?, 5-CN in
286,1 nm deki molar soniim katsayist (€) : 7765,57 L mol! cm™ ve NIC in 287,2 nm

deki molar sonim katsayist (€) : 8266,13 L mol™ cm” olarak saptanmugtir.

20



6.1.3. Saptanan Hareketli Faz Sistemi ve Dalga Boyunda ( A : 285 nm )

Hareketli Faz Oranlar:

Pik performans parametrelerinin dalga boyu degisikliginden nasil etkilendiklerini
belirlemek amaciyla , daha once belirlenen pH : 6,0 hareketli faz sisteminin farkl

oranlarinda ve A : 285 nm. de Tablo-2. de verilen kosullarda galigilmustir.

a ) NIC, 1-DN, 5-CN Standart karisum kromatogramlarinin degerlendirilmesi
NIC, 1-DN, 5-CN Standart karisimina ait sonuglar Tablo-2. de verilmistir.

Tablo-2. 0,1 M NHyAc (pH : 6,0) / ACN hareketli fazinin farkli oranlarinda NIC,
1-DN ve 5-CN e ait k', T ve R degerleri

—

1-DN 5-CN NIC
HAREKETLI R
FAZ K T Kk’ T k' T | (5CN/NIC)
ORANI*
60 : 40 1,787 | 1,328 | 3,066 | 1,365 | 3,493 1,430 2,903
62 : 38 2,234 | 1,359 3,934 | 1,387 [4,509 | 1,396 3,191 N
65 : 35 3367 1,312 |5,938 | 1,371 |6,885 | 1,376 3,937
68 : 32 5,186 | 1,284 |9376 |1,373 | 11,004 1,380 4,667

*: 0,1 M NH;Ac (pH : 6,0) / ACN hareketli faz oram

Tablo-2. deki sonuglara gore; R i¢in 2,000 den buiytk uygun degerler elde edilmigtir, T
degerleri arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir ve 1,000 den buyuktir. Bu nedenle k'
degerleri g6z onune alimmig ve diger bilesenlerden uygun bir ayrilmanin saglandigt
kosul 62 : 38 olarak saptanmigtir (k" = 1-5). Dalga boyunun degismesi pik alanlarim

arttirmug, buna karsin pik parametrelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sonug olarak; 285 nm deki en uygun kromatogram 254 nm ile saptanan kogullarla ayni
kosullarda alinmustir. Asagidaki kromatogramlardan dalga boyu degisikliginin pik

alanlanni yaklasik 4 kati arttirdig1 gozlenmektedir (Sekil-11, 12).

DAD1 B, Sig=254.4 Ref=off (NIC\WNIC00338.D)
mAU ]
80
60 -
]
407 P
1 =z
W (o]
] i Q o
4 3 " b 2
0y = g g g
- B~ [ o) <
i A L
A _ AA
R UL U Va0 A L LS S
0 5 10 15 20 25 min

Sekil-11. A : 254 nm de NIC, 1-DN, 5-CN standart kangiminin kromatogramu.
Dedektor: Agilent 1100 Model DAD A : 254 nm, bant genisligi : 4 nm. Diger kosullar
Sekil-9.daki gibi.

DADT C, Sig=285.4 Ref=off (NIC\WICG0338.D)
mAu‘1
T
80 -
] =
Q
60 - & 3
~ w O
© . =
m 1
¥ ©
40 © X
] -~ ‘v_
20
| "
0 e - L —
— e e e e e e
Q 5 10 15 20 25 min

Sekil-12. A : 285 nm de NIC, 1-DN, 5-CN standart kangimimnn kromatogrami.
Dedektor; Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm, bant genigligi : 4 nm. Diger kosullar
Sekil-9.daki gibi. :
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b ) NIC hammadde agir1 yiikleme kromategramlarinin degerlendirilmesi

Tablo-2. de verilen kosullarda, sisteme NIC hammadde asirt yukleme ¢ozeltisi

enjeksiyonu yapildiginda, bilinmeyen bir safsizlk pikinin 5-CN ile girisim yaptigt

gozlenmistir (Sekil-13.).

DAD1 C, 5ig=285 4 Ref=off (NIC\NIC00341.D)

mAU | g
B
] B
80 &
1
60 —

8
[
56113
I F=—————8810- 1-DN

s
o @ 3
. iB 5-CN g
0 , s oy h B ]
e A e e e
0 5 10 15 20 25 _min|

Sekil-13. NIC hammadde agirt yuklemesinin kromatogrami. Dedektor : Agilent 1100
Model DAD A : 285 nm, bant genisligi : 4 nm. Ornek konsantrasyonu : NIC igin 0,71

mg / mL. Diger kogullar Sekil-9.daki gibi.

6.1.3.a. daki sonuglara gore her ¢ maddeye iliskin T degerleri 1,000 den biiyiik

oldugundan ve 6.1.3.b. deki girisim sorununun giderilmesi igin hareketli faza iyon ¢ifti

olugturan madde katilmas: planlanmustir.




6.1.4. Iyon Cifti Kromatografisi Denemeleri

6.1.4.1. 10 mM OSASS iceren Hareketli Faz Denemeleri

Bu calismada T lerin azaltilmast ve Bolim 6.1.3.b. de belirtilen safsizlik pikinin 5-CN
ile girigiminin ortadan kaldirtlmast amaglanmugtir (Sekil-13.).

Tablo-3. de verilen farkli oranlardaki hareketli faz sistemleri ile ¢aligtimistir.

a ) NIC, 1I-DN, S-CN Standart karisimi kromatogramlarinin degerlendirilmesi

Standart karistmina ait sonuglar Tablo-3. de verilmistir.

Tablo-3. 10 mM OSASS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN hareketli fazinin farkh
oranlarinda NIC, 1-DN ve 5-CN e ait k', T ve R degerleri

1-DN 5-CN NIC

HAREKETLI | R
FAZ k' T Kk’ T K’ T (5-CN/NIC)
ORANI+
5842|2122 | 1256 | 3514|1282 | 3975|1272 | 2.970
60 40 12,672 | 1.244 | 4.436|1.205 | 5034 | 1.263 3,286
62 38 | 3,580 | 1,220 | 6044|1266 | 6916|1248 | 3.723
6436|4928 | 1,207 | 8433 [1.252 | 9706|1250 | 4171

* : 10 mM OSASS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN hareketli faz orant

Tablo-3. deki sonuglara gore; R igin 2,000 den biiyik uygun degerler elde edilmistir.
Tablo-2. deki iyon ¢ifti igermeyen hareketli fazla alman yiiksek T degerlerine gore T
degerlerinde bagil olarak onemli bir azalma gozlenmistir. Ornegin; NIC i¢in 6nceki
kosulda 1,396 (Tablo-2) olan T degeri bu kosulda 1,248 e digmiistiir (Tablo-3). Buna

kargin k' lerde artis olmustur.
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b ) NIC hammadde agin yiikleme kromatogramlarimin degerlendirilmesi '

Tablo-3. de verilen kosullarda, sisteme NIC hammadde asin yikleme g¢ozeltist
enjeksiyonu yapildigida, bilinmeyen safsizlik pikine iliskin girisimin devam ettigi

gozlenmistir (Sekil-14).

DADT A, Sig=285,4 Ref=off (NICWNIC00444 D)
mAU1 D
] F
. N
=
807 3]
J
60
E P
o] 8
d 4 '
4 E z
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l 2 o
g 2 §
<4 ,\ N
0 Dl S
| 0 5 10 15 20 25 min

Sekil-14. NIC hammadde agirt yitklemesinin kromatogramu. Hareketli faz: 10 mM
OSASS igeren 0,1 M NHsAc (pH : 6,0) / ACN (62 : 38). Dedektor : Agilent 1100
Model DAD A : 285 nm, bant genisligi : 4 nm. Omek konsantrasyonu : NIC igin 0,71
mg / mL. Diger kosullar Sekil-9.daki gibi.



6.1.4.2. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS Iceren Hareketli Faz

Denemeleri

Her bir madde i¢in k' lerin ve 1,200 den fazla olan T degerlerinin azaltilmas: amaciyla,
ayrica girisim sorununu ¢dzmek icin farkli oranlardaki hareketli faz ve ACN sistemleri

ile caligdmustar.

a ) NIC, 1-DN, 5-CN Standart karigimi kromatogramlarinin degerlendirilmesi

Standart karigimina ait sonuglar Sekil-15.a, b, ¢ de verilmigtir.

§
6_
5_
3_
2“ T T T T 17 T M
26 28 30 32 34 36 38 40

%ACN
]

Sekil-15.a. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M
NHAc (pH : 5,9) / ACN hareketli fazinin farkli oranlarinda
NIC e ait R degerleri.

26



1,40 -
1,20 - —e— 1-DN
- ——5-CN
1,00 A —a—NIC
0,80 T T T LI T T 1
26 28 30 32 34 36 38 40
% ACN

Sekil-15.b. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0, 1M
NHsAc (pH : 5,9) / ACN hareketli fazimn farkl oranlarinda
NIC, 1-DN ve 5-CN e ait T degerleri.

16
14 1
Iy ——1-DN
x 8- —=—5.CN
N,
2A
04—
26 28 30 32 34 36 38 40
%ACN |

Sekil-15.c. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1M
NH;Ac (pH : 5,9) / ACN hareketli fazimin farkli oranlarinda
NIC, 1-DN ve 5-CN e ait k' degerler.



Sekil-15.a, b, ¢ deki sonuglara gore; R > 2,000 oldugu, k' lerin bagil olarak dstiigii ve
en uygun hareketli faz oranunin daha Once saptanan 62 : 38 (Bolim.6.1.3.a) ile aym
oldugu (Sekil-15.c.), buna kargin T degerlerinin bagil olarak iyilestigi ve 1,200’{in altna

dustugi gozlenmistir (Sekil-15.b.). En uygun kromatogram Sekil-16. da verilmistir.

DADT C, Sig=285,4 Ref=off (NIC\NIC00408.0)
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Sekil-16. NIC, 1-DN, 5-CN standart karigtminin kromatogrami. Hareketh faz: 4 mM
OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 5,9)/ ACN (62 : 38). Dedektor :
Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm, bant genigligi : 4 nm. Diger kosullar Sekil-
9.daki gibi.
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b ) NIC hammadde asin yiikleme kromatogramlarinin degerlendirilmesi

Sisteme NIC hammadde asin yiikleme ¢ozeltisi enjeksiyonu yapildiginda, standartlarla
alinan sonuglarin uygun olmaswna karsin, daha 6nce belirtilen 5-CN e iligkin girigim

sorununun devam ettigi gézlenmistir. Buna iliskin kromatogram Sekil-17.de verilmistir.

DAD1 C, Sig=-‘285,4 Ref=off (NIC\NIC00410.D)
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Sekil-17. NIC hammadde agir1 yiiklemesinin kromatogrami. Hareketli faz: 4 mM
OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NHiAc (pH : 5,9) / ACN (62 : 38). Dedektor :
Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm, bant genigligi : 4 nm. Ornek konsantrasyonu :
NIC igin 0,71 mg/ mL. Diger kosullar Sekil-9.daki gibi.

Sekil-17. deki kogullarin 1-DN nin kantitatif analizi i¢in uygun olduguna karar

verilmistir. Daha sonraki ¢alismalar bu kromatografik kosullarda yapilmstir.
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Buna kargin 5-CN e girisim sorunu Sekil-17. de goruldugi gibi devam ettiginden bu
safsizligin tayini icin 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NHyAc (pH : 5,9) /
ACN (64 : 36) sistemi daha uygun bulunmustur. Buna iliskin kromatogramlar Sekil-18

ve 19. da verilmistir.

1-DN ve 5-CN i¢in her ki hareketli faza iliskin pik parametreleri Sekil-15.a, b, ¢ de

verilmigtir.

DAD1 C, Sig=285,4 Ref=off (NIC\NIC00420.D)
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Sekil-18. NIC, 1-DN, 5-CN standart karsimmnin kromatogrami. Hareketli faz: 4 mM
OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 5,9) / ACN (64 : 36).  Dedektor :
Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm, bant genisligi : 4 nm. Diger kosullar Sekil-
9.daki gibi. ’



DAD1 C, Sig=285,4 Ref=off (NIC\WIC00423.D)
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Sekil-19. NIC hammadde aginn yitklemesinin kromatogrami. Hareketli faz: 4 mM
OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1M NHyAc (pH : 5,9) / ACN (64 : 36). Dedektor
Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm, bant genisligi : 4 nm. Ornek konsantrasyonu :
NIC igin 0,71 mg/ mL. Diger kosullar Sekil-9.daki gibi.
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6.2. 1-DN ic¢in Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Bolim 5.3.1.de anlatildigr gibi hazirlanan 1-DN stok g¢ozeltisinden (6,38 x 10™ M)
5,15,50,150,300,600 uL 10 mL lik balon jojelere alindi. Her birine 40 pul. DMF eklendi
ve 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile 10 mL.ye tamamlandi. Hazirlanan
cozeltiler 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac (pH: 5,9) / ACN
(62 / 38) hareketli fazi ile 285 nm (bant genigligi : 4 nm) de C18 kolon kullanilarak 1,0
mL / dak akig hizinda 20 pl. enjeksiyon hacminde elue edildi. Bu ¢alismalarda her
enjeksiyon ii¢ kez yapildi Her bir konsantrasyon degeri icin 1-DN in pik alant
konsantrasyon degerlerine kars1 grafige gecirildi (Sekil ~20). Calisma farkli giinlerde 3

kez tekrarlandi. Sonuglar Bélim 6.4.1.de verilmigtir.

500 ~ y = 116,88x + 0,2773

Alan

Konsantrasyon x 10° (M)

Sekil-20. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH Ac
(pH : 5,9) / ACN (62 / 38) hareketli fazinda 1-DN e ait dedektor alan

sinyalinin konsantrasyona karst grafigi (A : 285 nm , bant genisligi : 4 nm)
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6.3. 5-CN i¢in Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Bolim 5.3.1. de anlatildigi gibi hazirlanan 5-CN stok ¢ozeltisi (6,82 x 10 M)
kullanilarak Boliim 6.2.de anlatildigi gibi caligildi. Farkli olarak hareketli faz orami 64 /
36 olarak alindi. Her bir konsantrasyon degeri i¢in 5-CN in pik alani konsantrasyon
degerlerine kars1 grafige gecirildi (Sekil —21). Caligma farkli giinlerde 3 kez tekrarlandi.

Sonuglar Bolim 6.4.2. de verilmistir.

. y = 104,24x + 0,7486

Alan

Konsantrasyon x 10° (M)

Sekil-21. 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NHsAc
(pH : 5,9) / ACN (64 / 36) hareketli fazinda 5-CN e ait dedektor alan

sinyalinin konsantrasyona kargi grafigi (A : 285 nm , bant genisligi : 4 nm)
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6.4. Gelistirilen Yontemlerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yapian c¢abigmalar sonucu elde edilen olgii egrilerine en kigik kareler yontemi
uygulanarak en uygun dogru denklemi saptandi. Olgii egrilerinin hazirlanmasinda 6
farkli konsantrasyonda caligildi ve her bir konsantrasyon igin yapilan 3 enjeksiyona ait
ortalama alan degerleri (A,) , her bir ayrt ¢aligma igin ortalama pik alani (A) , standart
sapma (S) ve bagil standart sapma (RSD) degerleri Tablo-4., Tablo-6. da , bu verilerden

elde edilen regresyon sonuglar1 Tablo-5., Tablo-7. de verilmistir.

6.4.1. 1-DN i¢in Olcii Egrilerinin Regresyon Analizi

Tablo-4. 1-DN i¢in pik alan degerleri

Omek | Cx10° A A, As A S RSD
No ™M)
1 0,032 3,90657 3,77599 3,46801 3,71686 0,225 6,058
2 0,096 11,14123 11,27430 10,48512 10,96688 0,422 3,852
3 0,319 40,53880 | 37,78206 | 35,72838 | 38,01641 2,414 6,349
4 0,957 110,85012 | 116,53339 | 109,69960 | 112,36104 3,659 3,256
5 1,914 22302496 | 228,25631 | 222,08814 | 224,45647 3,324 1,481
6 3,828 | 447,04878 | 44588427 | 449,26495 | 44739933 | 1,717 0,384
y=bx+a
y =116,88x + 0,2773 1> =0,99989
Olgii egrisine ait regresyon analizi sonuglari (a = kayim, b = egim) Tablo-5. de
verilmigtir.
Tablo-5. Tablo-4 deki 6lghi egrilerinin regresyon analizi
1 2 3 Ortalama
a 0,6731 1,6421 -1,4832 0,2773
b 116,49 116,66 117,50 116,88
r’ 0,99993 0,99977 0,99996 0,99989




16.4.2. 5-CN icin Olgii Egrilerinin Regresyon Analizi

Tablo-6. 5-CN i¢in pik alan degerleri

Ornek Cx10° A, A, A, A S RSD
No M)
1 0,034 539104 | 4,64192 | 4,60541 487946 | 0,443 9,087
2 0,102 11,52803 11,43917 11,56519 11,51079 0,065 0,563
3 0,341 36,01123 36,67284 3477746 35,82051 0,962 2,686
4 1,023 105,12222 | 108,37595 | 107,08310 | 106,86042 1,638 1,533
5 2,046 213,69738 | 214,43537 | 214,64495 | 214,25923 0,498 0,232
6 4,092 428,52851 | 429,81238 | 423,67047 | 42733712 3,240 0,758
y=bx+a
y = 104,24x + 0,7486 1 = 0,99996

Olgii egrisine ait regresyon analizi sonuglan (a = kayim, b = egim) Tablo-7. de

verilmigtir.

Tablo-7. Tablo-6 daki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizi

1 2 3 Ortalama
0,4240 0,8840 0,9379 0,7486
104,44 104,75 103,52 104,24

0,99994 0,99999 0,99995 0,99996




6.4.3. 1-DN i¢in Goizleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti

1-DN i¢in Gozleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti Bolum 5.4.3.de verilen

bagintilar kullanilarak hesaplandi. Sonuglar Tablo-8. de verilmistir.

Tablo-8. 1-DN i¢in Gozleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti

Gozleme (Dedeksiyon) Kantitatif Tayin
Konsantrasyon Araligt Limiti Limiti
(0,032-3,828).10° M 0,012. 10°M 0,041. 10°M

6.4.4. 5-CN icin Gozleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti

5-CN i¢in Gozleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti Bolim 5.4.3.de verilen

bagintilar kullanilarak hesaplandi. Sonuglar Tablo-9. da verilmistir.

Tablo-9. 5-CN i¢in Gozleme (Dedeksiyon) ve Kantitatif Tayin Limiti

Gozleme (Dedeksiyon) Kantitatif Tayin
Konsantrasyon Araligi Limiti Limiti
(0,034-4,092).10° M 0,014. 10°M 0,046. 10°M
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6.5. Gelistirilen Yontemlerin Etken Madde Analizine Uygulanmasi

6.5.1. Plasebo Tablette 1-DN in Geri Kazanimi

Bes tablete karsthk gelen miktarlarda plasebo tablet (5 x 103,9 mg) + (5 x 30,0 mg) 1-
DN tartildi ve porselen havanda on dakika karigtirildi. Karigimdan bir tablete kargilik
gelen 0,1339 g tartim alindi ve 100 mL lik balon jojeye konuldu. 0,1 M NH4Ac (pH :
6,0) / ACN (62 / 38) ile hacmine tamamlandi. 30 dak manyetik kargtiricida kanistiritdi
ve 0,2 um naylon filtreden gegirildi. Buradan alinan 150 pl stzintiye 40 pl. DMF
eklendi ve 0,1 M NHyAc (pH : 6,0) / ACN (62/ 38) ile 10 mL.ye tamamlandi. Bu
islemler 3 tartim igin tekrarlandi. Hazirlanan ¢o6zeltiler 4 mM OSASS ve 6 mM
TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 5,9) / ACN (62 / 38) hareketli fazi ile 285 nm ( bant
genigligi : 4 nm ) de C18 kolon kullanilarak 1,0 mL / dak akis hizinda 20 pL. enjeksiyon
hacminde elue edildi. Her enjeksiyon ii¢ kez yapildi. Hesaplamalar 30 mg 1-DN ve
plasebo tablet iizerinden vyapildi. Sonuglar Tablo-10. da verilmigtir. Istatiksel
degerlendirme Tablo-11. de yapilmustir.

Tablo-10. 30 mg 1-DN / plasebo tablette bulunan 1-DN miktar1 ve geri

kazammi
Plasebo tablette
n I-DN (x) 1-DN in
(mg / plasebo tablet) geri kazanimi (%)
1 30,13 100,43
2 30,33 101,10
3 30,13 100,43
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Tablo-11. Tablo-10. daki sonuglarin istatiksel olarak degerlendirilmesi

B x 30,20
S 0,12
RSD 0,38
n 3,00 7
+txS/(n)” +0,29 N
Giwven sinirlart (% 95) 29,91-30,48

6.5.2. Etken Madde (NIC) I¢indeki 1-DN Miktarmmin Bulunmasi

Etken madde (NIC) den 90,0 mg tartim alinarak 40 pl. DMF eklendi ve 0,1 M NH4Ac
(pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile 100 ml.ye tamamlandi. 30 dak manyetik karigtiricida
karistirildi ve 0,2 pum naylon filtreden gegcirildi. Bu islemler 3 tartim igin tekrarlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NHsAc (pH : 5,9) /
ACN (62 / 38) hareketli fazi ile 285 nm (bant genigligi : 4 nm) de C18 kolon
kullanilarak 1,0 mL / dak akig hizinda 20 pL enjeksiyon hacminde elue edildi. Her
enjeksiyon ii¢ kez yapildi. Hesaplamalar 30 mg NIC iceren tablet tizerinden yapilmugtir.
Sonuglar Tablo-12. de verilmistir. Istatiksel degerlendirme Tablo-13. de yaptlmistir.
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Tablo-12. 30 mg NIC / tablette bulunan 1-DN miktar ve yiizdesi

NIC igindeki
n 1-DN miktan (x) NIC igindeki
(ng / tablet) 1-DN % (ag/ ag)
1 207,78 | 0,69
2 211,82 0,71
3 209,34 0,70

Tablo-13. Tablo-12. deki sonuglarin istatiksel olarak degerlendirilmesi

X 209,65
S 2,04
RSD 0,97
n 3,00
+txS/(n) " +5,06
Guven sinirlart (% 95) 204,59-214,70

6.5.3. Plasebo Tablette 5-CN in Geri Kazanim

Bes tablete karsilik gelen miktarlarda plasebo tablet (5 x 103,9 mg) + (5 x 30,0 mg) 5-
CN tartildi ve porselen havanda on dakika karistirildi. Kanigimdan bir tablete kargilik
gelen 0,1339 g tartim alindi ve 100 mL.lik balon jojeye konuldu. 0,1 M NHiAc (pH :
6,0) / ACN (62 / 38) ile hacmine tamamlandi. 30 dak manyetik kangtiricida karigtirildi
ve 0,2 um naylon filtreden geg¢irildi. Buradan alinan 300 uL stziuntiye 40 pL. DMF
eklendi ve 0,1 M NH4Ac (pH : 6,0) / ACN (62/ 38) ile 10 mL.ye tamamlandi. Bu
Hazirlanan ¢ozeltiler 4 mM OSASS ve 6 mM

islemler 3 tartim igin tekrarlandi.
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TBAHS iceren 0,1 M NHyAc (pH : 5,9) / ACN (64 / 36) hareketli fazi ile 285 nm ( bant
genigligi : 4 nm ) de C18 kolon kullanilarak 1,0 mL / dak akig hizinda 20 pL enjeksiyon
hacminde elue edildi. Her enjeksiyon ii¢ kez yapildi.Hesaplamalar 30 mg 5-CN ve
plasebo tablet iizerinden yapildi. Sonuglar Tablo-14. de verilmistir. Istatiksel

degerlendirme Tablo-15. de yapilmstir.

Tablo-14. 30 mg 5-CN / plasebo tablette bulunan 5-CN miktart ve geri

kazanimu
Plasebo tablette
n 5-CN (x) 5-CN in
(mg / plasebo tablet) geri kazammi (%)
1 30,61 102,03
2 29,68 98,93
3 30,00 . 100,00

Tablo-15. Tablo-14. deki sonuglarn istatiksel olarak degerlendirilmesi

X 30,10
S 0,47
RSD 1,57
n 3,00
+ttxS/(n)” +1.17
Giuven sinirlart (% 95) 28,92-31,27
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6.5.4. Etken Madde (NIC) I¢indeki 5-CN Miktarmin Bulunmasi

Etken madde (NIC) den 90,0 mg tartim alinarak 40 uL DMF eklendi ve 0,1 M NH;Ac
(pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile 100 mL.ye tamamlandi. 30 dak manyetik karstiricida
karigtirildt ve 0,2 pum naylon filtreden gegirildi. Bu iglemler 3 tartim igin tekrarlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac (pH : 5,9) /
ACN (64 / 36) hareketli fazi ile 285 nm (bant genisligi : 4 nm) de C18 kolon
kullanilarak 1,0 mL / dak akig hizinda 20 pL enjeksiyon hacminde elue edildi. Her
enjeksiyon li¢ kez yapildi. Hesaplamalar 30 mg NIC igeren tablet iizerinden yapilmustir.
Sonuglar Tablo-16. da verilmistir. Istatiksel degerlendirme Tablo-17. de yapilmustir.

Tablo-16. 30 mg NIC / tablette bulunan 5-CN miktari ve yiizdesi

NIC i¢indeki
n 5-CN miktan (x) NIC igindeki
(ug / tablet) 5-CN % (ag / a)
1 27,33 0,09
2 28.06 0,09
3 27,48 0,09

Tablo-17. Tablo-16. daki sonuglarin istatiksel olarak degerlendirilmesi

X 27,62
S 0,39
RSD 1,40
n 3,00
+txS/(n)” +0,96
Given sirlart (% 95) 26,67-28,58
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada NIC in safsizliklar1 olan 1-DN ve 5-CN i¢in aymi kromatografik sistemin
farkhi oranlann kullanilarak pik performans parametrelerinin uygun oldugu bir miktar

tayini yontemi gelistirilmigtir.

[lave madde igermeyen bir hareketli faz (0,1 M NH4Ac / ACN) farkli oranlarda ve pH
larda (pH : 4,0; 5,0; 6,0) kullamlmg, sonuglar pik performans parametreleri agisindan

kantitatif analize uygun bulunmamustir.

1-DN ve 5-CN (Sekil-2, 3) halka azotu tasiyan bazik ozellikte maddelerdir. Bilindigi
gibi bazik maddelerin ters faz HPLC sisteminde ayrilmasinda sorunlar vardir (7, 12,
23). Bu sorunlarin ¢6ziimii igin ¢esitli yontemler onerilmigtir. Bunlar arasinda “end-
capped” kolonlarin (15) kullamlmasi, hareketli faza trietilamin veya yuzey aktif madde
ilavesi vardir. Trietilamin toksik bir maddedir ve ugucu olmast nedeniyle her zaman
tekrarlanabilir sonuglar alinamamaktadir. Bu galismada “end-capped” kolon ve bir
katyonik ajan olan OSASS kullamlmig, buna karsin pik performans parametrelerinde

istenilen degerlere ulagilamamugtir.

Son yillardaki baz1 ¢aligmalarda ise anyonik ve katyonik yiizey aktif maddeler birlikte
kullanilmug, yitksek bir ayirma giicii ile tekrarlanabilir sonuglar ve silanol gruplarina
bagh olmayan bir kolon etkinligi rapor edilmistir (9). Li ve Fritz, ters faz HPLC
sisteminde hareketli faz ilave maddesi olarak yiizey aktif maddelerin ikili ve uGgla
kangimlarim  kullanmuglar, tek ilave madde iceren veya hi¢ ilave madde igermeyen
kanigimlara oranla segiciligi yuksek sistemler elde etmiglerdir (13). Literatiirde anyonik
ve katyonik ajanlarm birlikte kullamildii ve birbirine ¢ok benzer yapidaki cisplatin ve
iliskin bilesiklerin etkin bir sekilde ayrildigi ¢aliymalarda rapor edilmigtir (3, 14). Bu
cahigmalardaki sistemler temel alinarak yapilan ¢aligmada, pik performans parametreleri
agisindan kantitatif analize uygun sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar Tablo-18 de

verilmistir.
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Tablo-18. 4mM OSASS ve 6mM TBAHS igeren 0.1M NHyAc (pH : 5,9 )/ ACN
hareketli fazimin farkli oranlarinda NIC, 1-DN ve 5-CN e ait k', T ve R degerleri

, 1-DN 5-CN NIC
HAREKETLI R
FAZ Kk’ T k' T k' T {(5-CN/NIC)
ORANI*
6238 1,114 | 1,174 | 2,038 {1,120 | 2,350 1,139 2,920
64 : 36 1,458 | 1,158 | 2,643 11,075 | 3,090 1,106 3,854 |

* : 4mM OSASS ve 6mM TBAHS igeren 0.1M NHsAc ( pH : 5,9 ) / ACN hareketli

faz orant

Bazik maddeler bilindigi gibi asidik ortamda iyonize halde bulunurlar. pH : 6,0 da

calisilan maddeler bagil olarak iyonize haldedirler. Diger yandan hareketli faza katilan

anyonik ve katyonik ajan kolonun apolaritesini artirmaktadir (12). Buna bagl olarak

iyonize molekiiller ilave madde icermeyen hareketli fazla karsilastirilirsa k' degerleri

azalmaktadir. Sonug olarak 4mM OSASS ve 6mM TBAHS igeren 0.1M NHsAc ( pH :

5,9 ) / ACN hareketli fazs ve C18 kolon kullanilarak pik performans parametreleri

agisindan uygun bir tayin yontemi geligtirilmigtir.

Bu yo6ntem kullanilarak yapian analiz sonuglarinda 1-DN ve 5-CN in ilag maddest

i¢indeki oranlan % 0,70 ve % 0,09 degerleriyle farmakopeye gore izin verilen % 2,00

nin altinda bulunmustur.
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1-DN icin énerilen tayin recetesi:

Etken madde (NIC) den 90,0 mg tartim alinarak 40 uI. DMF eklenir ve 0,1 M NH4Ac
(pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile 100 mL.ye tamamlamr. 30 dak manyetik karigtiricida
kangtiriir ve 0,2 pum naylon filtreden gegirilir. Hazirlanan ¢ozelti  asagidaki

kromatografik kosullarda galigilir.

Kolon : Phenomenex, Luna, Sum, C18 (2), 250 x 4.6 mm
Hareketli faz : 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac
(pH : 5,9) / ACN (62 / 38)
Akis iz : 1.0 mL / dak.
Dedektor : Agilent 1100 Model DAD A : 285 nm (bant genisligi : 4 nm)

Enjeksiyon hacmi :20 ul

Kromatogramdan elde edilen 1-DN pik alanindan dogru denklemi kullanilarak ve geri
kazamm dikkate alinarak 1-DN konsantrasyonu hesaplanmir. Bu sonug kullamlarak 30

mg NIC igeren tablete gore 1-DN miktari hesaplanir.

5-CN icin Onerilen tayin recetesi:

Etken madde (NIC) den 90,0 mg tartim alinarak 40 pI. DMF eklenir ve 0,1 M NH4Ac
(pH : 6,0) / ACN (62 / 38) ile 100 mL.ye tamamlanir. 30 dak manyetik kangtiricida
kangtinlir ve 0,2 um naylon filtreden gecirilirr, Hazirlanan ¢ozelti agagidaki

kromatografik kosullarda ¢aligilir.

Kolon : Phenomenex, Luna, Sum, C18 (2), 250 x 4.6 mm
Hareketli faz : 4 mM OSASS ve 6 mM TBAHS igeren 0,1 M NH4Ac
(pH : 5,9)/ ACN (64 / 36)
Akis hizi : 1.0 mL / dak.
Dedektor : Agilent 1100 Model DAD 2 : 285 nm (bant genisligi : 4 nm)

Enjeksiyon hacmi :20 pul
Kromatogramdan elde edilen 5-CN pik alamindan dogru denklemi kullanilarak ve geri

kazanim dikkate almarak S-CN konsantrasyonu hesaplamr. Bu sonug kullamiarak 30

mg NIC igeren tablete gore 5-CN miktart hesaplanir.
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