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OZET

Ozdemir, E. Galantaminin Biyolojik Sivilarda Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
(HPLC) Ile Analizi Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
AD. Doktora Tezi. istanbul. 2016

Bu caligmada galantaminin farmasotik preparatlarda, insan idrar ve plazmasinda tayini
igin hidroksil gruplarin analizinde spesifik bir belirteg olan 5-dimetilamino-naftalen-1-
stilfonil kloriir (dansil klortir) ile tiirev olusumuna dayanan yiliksek performansl sivi

kromatogafik (HPLC) bir yontem gelistirildi.

Galantamin ile dansil kloriir arasindaki reaksiyonun optimum kosullar1 incelendiginde,
reaksiyon pH 10,5°da, oda sicakliginda 30 dakika igerisinde, belirte¢/galantamin mol
orant 2,13 oldugunda reaksiyon tamamlanmaktadir. Olusan tiirev, diklorometan ile
ekstre edildi. Coziicti kuruluga kadar uguruldu ve kalinti mobil fazda ¢oziindiirildi.
Kromatografik analiz, Inertsil Cig kolon ve 1,2 mL/dak akis hizinda %40 asetonitril
%60 10mM o-fosforik asit mobil faz sistemi kullanilarak ve 20 pL enjeksiyonla
gerceklestirildi. Tiirev fluoresans detektor (eks.375nm/em.537nm) ile tespit edildi.
Galantamin-Dansil tiirevinin retensiyon zamanlar1 16,8 dakika olarak belirlendi.
Galantamin konsantrasyonu ve pik alanlar1 arasinda 6l¢li egrisi hazirlandi. Dogrusallik
suda, idrar ve plazmada 125-2000ng/mL araliginda gézlendi. Galantaminin idrar ve
plazmadan ortalama geri kazanma orani sirasiyla %95,15 ve %95,78 olarak hesaplandi.
Ug farkli konsantrasyonda galantamin iceren idrar ve plazma &rneklerinin ayn1 giindeki
analiz sonuglarinin (n=6) tekrarlanabilirlikleri % RSD olarak %0,24-0,59 ve %0,35-0,56
arasinda bulundu. Farkli giinlerde tekrarlanabilirlikleri sirasiyla %0,13-0,51 ve %0,04-
0,15 arasindadir.

Gelistirilen yontem kapsiillerde galantamin miktar tayinine uygulandi. Sonuglar USP
(USP XXXII) yontemiyle elde edilen sonuglarla t- ve F- testleri kullanilarak istatistiksel

olarak kiyaslandi ve %95 olasilik diizeyinde anlamli bir fark bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: Galantamin, Dansil kloriir (5-dimetilamino-naftalen-1-siilfonil

kloriir), Tiirevlendirme, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi, idrar, plazma

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir. Tez proje No: 55961
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ABSTRACT

Ozdemir, E. (2016). Analysis of Galantamine in Biological Fluids by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. Ph D Thesis. Istanbul.

In this study, a high performance liquid chromatographic method was developed for
quantitative determination of galantamine in pharmaceutical drugs, urine and human
plasma, based on fluorescence derivatization with 5-(dimethylamino) naphthalene-1-
sulfonyl chloride (dansyl chloride) an specific reagent for primary, secondary amines

and hydroxyl groups analysis.

The reaction between galantamine and dansyl chloride is optimally realized in 30
minutes at room temperature and pH 10.5, with a reagent to galantamine molar ratio of
2.13. The derivative was extracted with dichlorometane. After the extraction, solvent
was dried under stream of nitrogen and dissolved in mobile phase. Chromatographic
analysis has been performed with Inertsil C18 column and with a flow rate of
1.2mL/min, the mobile phase consisting 40% acetonitrile and 60% 10mM o-phosporic
acide. Injection volume was 20uL. The derivatives were detected with a fluorescence
detector (ex.375nm/em.537nm). The retention times for dancyl derivative of
galantamine was 16.8 min. Linearity was observed between 125-2000ng/mL in water,
urine and plasma. The recovery has been calculated as 95.15% for urine and 95.78% for
plasma. Inter-day repeatability results of urine and plasma samples (n=6) with three
different concentrations were calculated as RSD between 0.24-0.59% and 0.35-0.56.
Intra-day repeatabilities are between 0.13-0.51% and 0.04-0.15%, respectively.

The method was applied to galantamine assay to the capsules. The results were
compared with pharmacopoeia (USP XXXII) method using t-test and F-test and no
significant difference was observed at confidence level of 95%. The HPLC method was

applied to determination of galantamine in urine and human plasma.

Key Words: Galantamine, 5-(dimethylamino) naphthalene-1-sulfonyl chloride (dansyl
chloride), derivatization, high performance liquid chromatography, urine, plasma

The present work was supported by the Research Project Coordination Fund of Istanbul
University. Project No. 55961.



1. GIRIS VE AMAC

Galantamin hidrobromiir hafif-orta siddette Alzheimer hastaligi belirtilerinin
tedavisinde kullanilan bir kolin esteraz inhibitoriidiir. Asetilkolinesteraz enzimini
reversibl olarak ve kompetitif bir sekilde inhibe eder. Alzheimer hastalii olan
bireylerin beyinlerindeki asetilkolin iireten kolinerjik néronlarda ilerleyici nitelikte bir
dejenerasyon vardir. Alzheimer hastaligindaki kognitif zaafiyetin etiyolojisinin tam
olarak anlagilamamis olmasina ragmen, sorunun beyinde asetilkolin iireten ndronlarin
bu dejenerasyonu oldugu diisliniilmektedir. Kolinerjik kaybin diizeyi ile kognitif
zafiyetin dilizeyi ve amiloid plaklarin yogunlugu (Alzheimer hastaliginin isareti)
iliskilidir. Galantamin hafif-orta siddette Alzheimer tipi demansta endikedir.
Galantamin Alzheimer hastaligini tedavi etmez ve Alzheimer hastaligina neden olan
hiicre hasar1 siirecini durdurmaz veya tersine ¢evirmez. Sadece hastaligin belirtilerinin

diizelmesini saglar.

Galantamin hidrobromiir oral yoldan alinir. Oral yoldan absorbsiyonu iyidir.
Mutlak biyoyararlanimi yaklasik %90°dir. Terminal eliminasyon yar1 dmrii yaklagik 7
saattir. Farmakokinetigi 8-32 mg/giin araliginda dogrusaldir. Saglikli erkek deneklerde
oral yoldan tek doz 8 mg uygulandiktan bir saat sonra asetilkolinesteraz aktivitesindeki
maksimum inhibisyon yaklasik %40’tir. Galantamin hizli ve tam olarak absorbe olur.
Doruk konsantrasyona ulagma siiresi 1 saattir. Tablet ve oral c¢ozeltisinin
biyoyararlanimi birbirine esittir. Besinlerle birlikte alinmasi1 AUC degerini
etkilememesine ragmen, Cmaks degerinin %25 azalmasina ve Tmaks siiresinin 1,5 saat
kisalmasina neden olur. Galantaminin ortalama dagilim hacmi 175 L’dir. Galantamin
terapotik konsantrasyonlarda plazma proteinlerine %18 oraninda baglanir. Tam kanda
esas olarak kan hiicrelerine %52,7 oraninda baglanir. Kan plazma konsantrasyon orani
1:2 dir (2).

Amin grubu ve hidroksil grubu igeren ila¢ etken maddelerinin analizleri i¢in
gelistirilen yontemlerin ¢ogu tlirevlendirme reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu amacla
kullanilan belirtegler arasinda 6nemli bir yere sahip olan dansil kloriir, primer, sekonder

aminlerin ve hidroksil gruplarinin analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada hidroksil grubu igeren galantaminin gerek farmasotik

preparatlarda gerek idrar ve plazmada tayini i¢in basit, duyarli ve giivenilir bir yiiksek



performansl sivi kromatografik analiz yontemi gelistirilmesi amaglandi. Bu amacla
hidroksil grubu igeren galantaminin dansil kloriir ile renkli bir tiirev olusturmasindan

yararlanilarak yiiksek performansl sivi kromatografik bir yontem gelistirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Galantamin Hidrobromiir

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

Kimyasal adi (4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12—hekzahidro—3—metoksi—11-metil-4aH
[1]benzofuro[3a,3,2—ef][2]benzazepin—6—0l hidrobromiirdiir (Sekil 2.1). Kapali formiili
C17H22BrNO3 olan galantamin hidrobromiiriin molekiil agirlig1 368,27 g/mol diir.
Galantamin hidrobromiir beyaz renkte kokusuz tozdur. Galantamin hidrobromiir sicak
suda, alkol, aseton, kloroformda kolay ¢oziiniir, benzen ve eterde ¢éziinmez. Kaynama
noktast 126-127°C’dir. Yogunlugu 1,249 glem®tiir. Kirilma indisi 1,592’dir (2). Baz
haldeki galantaminin kapali formiilii C17H21NO3 molekiil agirligi 287,354 g/mol diir.

OH

HBr

CH,

H,CO

Sekil 2-1 Galantamin hidrobromiiriin kimyasal formiilii

Galantamin hidrobromiiriin metanolde alinan UV spektrumu Sekil 2.2°de,

Fourier Déniisiimlii Infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2.3’te goriilmektedir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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2.1.2. Farmakolojisi

Tersiyer bir alkoloid olan galantamin asetilkolinesteraz enziminin (AChE)
kompetetif ve segici bir inhibitoriidiir. Kesin etkisi bilinmemesine ragmen,
galantaminin terapotik etkisini kolinerjik islevi artirarak gosterdigi sayilmaktadir.
Asetilkolinin yikimindan sorumlu enzim olan asetilkolinesterazi inhibe eder ve
asetilkolin diizeyinin artmasim saglar. Ilag bu etkisini kolinesteraz enzimini reversibl
olarak inhibe ederek gosterir. Kolinesteraz enziminin blokaji asetilkolin’in hidrolizinin
reversibl olarak inhibisyonuna neden olur. Eger bu mekanizma dogru ise,
galantamin’in etkisi hastalik stireci ilerledikce ve islevsel kolinerjik ndronlarin sayisi
azaldikca giderek zayiflayabilir.

Galantamin hidrobromiir SSS’de bulunan antikolinesteraz’a, periferdeki
butilkolinesteraza gore cok daha yiiksek afinite gosterir. Halbuki organofosfatlar,
akridinler, karbamatlar, fizostigmin ve kuvarterner amonyum yapili antikolinesteraz
ilaclar (ambenonyum, neostigmin, piridostigmin gibi) her iki enzime de esit afinite
gosterirler. Ancak kuvarterner amonyum yapisindaki antikolinesteraz inhibitorleri
mutad dozlarda kullanildiklarinda kan beyin engelini agamazlar ve bu nedenle esas
olarak periferdeki kolinesteraz enzimini etkilerler.

Serebral kortekste asetilkolin diizeylerinin artmast diigiinme, Ogrenme ve
hafizada saglanan olumlu gelismelerden sorumlu tutulmaktadir. Bu mekanizma
saglam kolinerjik noronlarin varligini gerektirir. Alzheimer hastaliginin ilerlemesi
saglam kolinerjik ndronlarin sayisinin azalmasina neden oldugundan, galantamin
hidrobromiir’lin bu tiir olgulardaki etkinligi daha diisiiktiir. Galantamin hidrobromiir
tedavisinin demansa yon veren gidisati etkiledigine isaret eden herhangi bir bulgu

yoktur.

Galantamin hidrobromiir oral yoldan alinir. Oral yoldan absorbsiyonu iyidir.
Mutlak biyoyararlanimi yaklasik %90’dir. Terminal eliminasyon yar1 émrii yaklagik 7
saattir. Farmakokinetigi 8-32 mg/giin araliginda dogrusaldir. Saglikli erkek deneklerde
oral yoldan tek doz 8 mg uygulandiktan bir saat sonra asetilkolinesteraz aktivitesindeki
maksimum inhibisyon yaklasik %40’tir. Galantamin hizli ve tam olarak absorbe olur.
Doruk konsantrasyona ulasma siiresi 1 saattir. Tablet ve oral ¢ozeltisinin
biyoyararlanimi birbirine esittir. Besinlerle birlikte alinmasi1 AUC degerini
etkilememesine ragmen, Cpnas degerinin %25 azalmasma ve Tpas stiresini 1,5 saat

kisalmasina neden olur. Galantaminin ortalama dagilim hacmi 175 L’dir. Galantamin



terapotik konsantrasyonlarda plazma proteinlerine %18 oraninda baglanir. Tam kanda

esas olarak kan hiicrelerine %52,7 oraninda baglanir. Kan plazma konsantrasyon orani

1:2 dir (L).

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. Farmasotik Preparatlarda Yapilan Analizler

Patel ve arkadaslar1 galantamin hidrobromiirii farmasotik preparatlardan
spektrofluorimetrik olarak tayin etmislerdir. Bu yontemde 282 nm eksitasyon dalga
boyu, 607 nm emisyon dalga boyunda 2-14 pg/mL konsantrasyon araliginda
calisilmistir (3).

Maria ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada yaygin kullanima sahip
asetilkolinesteraz  inhibitdrii olan galantaminin, eksitasyon-emisyon fluoresans
matriksleri ve ikinci derece kalibrasyon yoluyla spektrofluorimetrik tayini verlmistir.
Bu maddenin fluoresans siddetini artirmada cesitli bilesimlerin etkileri incelenmistir.
Her ne kadar galantaminin farkli siklodekstrinlerle etkilesimleri zayif olsa da bu etken
maddenin siklodekstrinler varligindaki fluoresans siddetinin iki kat artti1
kanitlanmistir. Calisilan misel ortamlari arasinda, anyonik ylizey aktif madde sodyum
dodesil sulfat en yiiksek sinyali iiretmis (6 kat artig) ve daha sonraki tayinler i¢in ana
belirte¢ olarak se¢ilmistir. Bu yaklasimla kalibre edilmemis interferanslar varliginda
ayirma adimlarma gerek kalmadan galantaminin ng/mL seviyesinde tayini miimkiin
kilinmistir. Uygulanan ikinci derece kemometrik yontemler parallel factor analysis
(PARAFAC), unfolded partial least-squares coupled to residual bilinearization (U-
PLS/RBL), and multidimensional partial least-squares coupled to residual
bilinearization (N-PLS/RBL) 'dir. Sunulan metodun kalitesi galantaminin hem yapay

hem de dogal su 6rneklerinde tayini ile belirlenmistir (4).

Mittal ve arkadaslar1 ultraviyole spektrofotometrik yontemle 287 nm dalga
boyunda, farmasotik preparatlardan galantamin hidrobromiirii tayin etmislerdir.

Calismada dogrusallik 8,1x107°-2,1x10™*M konsantrasyon araliginda belirtilmistir (5).

Tsvetkova ve arkadaglar1 farmasotik preparatlardan galantamin hidrobromiirii

TLC- dansitometrik yontem ile validasyon yaparak tayin etmislerdir (6).



Patel ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada galantamin hidrobromiiriin tabletlerde
tayini i¢cin UV-spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Yontemde dogrusallik 20-
100 pg/mL konsantrasyon araliginda saglanmistir (7).

Mittal ve arkadaglart UV tiirev spektrofotometrisi yontemiyle galantamin
hidrobromiirii farmasoétik preparatlarda tayin etmislerdir. Tiirev alinmadan 6nceki Amaks
287 nm, 1. Tirevinin  Amas’t ise 277,4 nm olarak bildirilmistir. YOntemin

konsantrasyon araligi 30-80 ug/mL olarak bildirilmistir (8).

Wang ve arkadaslar1 Lycoris radiata’dan Lycorine ve galantamini
elektrokemiliiminesans yontemi kullanarak kapiler elektroforezle tayin etmislerdir.
Yontemde konsantrasyon araligi galantamin i¢in 0,07-17 pg/mL, lycorine igin 0,07-18
pg/mL olarak saptanmistir. Yontemin gozlenebilme sinir1 galantamin icin 0,008,

lycorine i¢in ise 0,002 pg/mLolarak bildirilmistir (9).

Zhu ve arkadaslari tarafindan gelistirilen kapiler elektroforez yontemiyle
farmasotik preparatlarda galantamin tayin edilmistir. Dogrusallik galantamin igin 0,97-
15,6 mg/L, gozlenebilme sinirt ise 0,32 mg/L olarak belirlenmistir (10).

Berkov ve arkadaglar1 galantamini tayin etmek i¢in yeni bir GC-MS yontemi
gelistirmislerdir. Dogrusal araligi 15-800 ug galantamin/6rnek igeren ornekler igin geri

kazanim %95 olarak belirtilmistir (11).

Deng ve arkadaglari Bulbus Lycoridis Radiatadan son  kolon
elektrokemiliiminesans deteksiyonlu kapiler elektroforez yontemiyle galantamini tayin
etmiglerdir. Ayrilma pH 9,0 da 18 mmol/L fosfat tamponunda gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal dedektor kullanilarak gerceklestirilen bu c¢alismada dogrusallik 0,8
ng/mL-2ug/mL ve deteksiyon limiti 0,25 ng/mL olarak bildirilmistir (12).

Qian yaptig1 calismada tabletlerde galantamin hidrobromiiriin tayini i¢in HPLC
yontemi kullanmistir. Calismada galantamin hidrobromiiriin dogrusalligi 10-100pug/mL

bulunmustur (13).

Patel ve arkadaglar1 galantamin hidrobromiiriin farmasétik preparatlarda tayini
icin RP-HPLC yontemi gelstirmislerdir. Yontemde Cig kolon, mobil faz sistemi olarak
da 1mM amonyum format:asetonitril (30:70) kullanilmigtir. Dogrusallik 100-

1000pug/mL olarak saptanmistir (14).



2.1.3.2. Biyolojik Sivilarda Yapilan Analizler

Zhai ve arkadaslar1 gelistirdikleri HPLC yontemi ile fare plazmasindan
galantamin hidrobromiirii tayin etmislerdir. Yontem, Hipersil ODS2 kolonunda
asetonitril:%0,1 trietilamin (60:40) mobil fazinda 0,8 mL/dk da ve 30°C kolon
sicakliginda gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 290 nm eksitasyon dalga boyu, 320 nm
emisyon dalga boyunda fluoresans dedektor ile yapilmistir (15).

Wu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada kopek plazmasinda
galantamin HPLC yontemiyle tayin edilmistir. Dedeksiyon fluoresans dedektor ile
eksitasyon dalga boyu 290 nm ve emisyon dalga boyu 320 nm de yapilmistir. Yontemde
Cis kolon ve mobil faz olarak metanol-25 mmol/L sodyum dihidrojen fosfat (84:16)

sistemi kullanilmistir. Dogrusallik 1-300 ng/mL olarak saptanmistir (16).

Si ve arkadaslarmin bildirdigi bir ¢aligmada galantaminin plazmada tayini i¢in
HPLC yontemi gelistirmistir. Deteksiyon floresans detektor ile 290 nm eksitasyon ve
320 nm emisyon dalga boylarinda yapilmigtir. Ayrilma Cg kolon ve mobil faz olarak

asetonitril:su (30:70) %0,2 trietilamin mobil faz sisteminde gergeklesmistir (17).

Zhi ve Chang galantamin hidrobromiirii HPLC ile tayin etmislerdir. Yontemde
dogrusallik araligi 30-210 pg/mL olarak bildirilmistir. Yontemde Cig kolon ve
metanol:asetonitril:su (6:1:3) mobil faz sistemi kullanmislardir. Dedeksiyon 289 nm

dalga boyunda gergeklestirilmistir (18).

Xiang ve arkadaslari yaptiklar1 calismada HPLC yontemiyle fare plazmasinda ve
Lycoris radiata icerisinde lycoramin, lycorine ve galantaminin tayinini yapmiglardir.
Kromatografik ayrilma inertsil ODS kolonunda gergeklesmistir. Yontemde mobil faz
sistemi olarak potasyum dihidrojen fosfat c¢ozeltisi (pH 6,35):metanol (50:50)
kullanilmigtir. Eksitasyon dalga boyu 285 nm, emisyon dalga boyu320 nm olarak
bildirilmistir (19).

Zhang ve arkadaslari insan plazmasindan galantamini fluoresans dedektor
kullanarak HPLC de analiz etmislerdir. Calismada mobil faz olarak asetonitril-su-
trietilamin (20:80:1, pH 7,0) kullanilmistir. Kolon olarak ODS kullanilmigtir. 290 nm
eksitasyon, 320 nm emisyon dalga boyunda 2-160 ng/mL konsantrasyon araliginda
dedeksiyon saglanmistir. Internal standart olarak tramadoliin kullanildigi calismada

LOQ 1 ng/mL olarak bildirilmistir (20).



Malakova ve arkadaslari galantamini ve metabolitlerini biyolojik 6rneklerden
HPLC yontemi ile analiz etmislerdir. Dedeksiyon floresans dedektérle 280 nm
eksitasyon dalga boyunda, 310 nm emisyon dalga boyunda yapilmistir. YOntemin
konsantrasyon araligi, galantamin i¢in 0,50-63,47 nmol/g, O-desmetil-galantamin i¢in
0,32-41,42 nmol/g, N-desmetil-galantamin igin 0,54-69,40 ve epigalantamin i¢in 0,7-
89,03 nmol/g olarak saptanmistir. Yontemin goézlenebilme smir1 ise galantamin icin
0,04nmol/g, O-desmetil-galantamin ig¢in 0,19 nmol/g, N-desmetil-galantamin ve

epigalantamin i¢in 0,07 nmol/g olarak bildirilmistir (21).

Tencheva ve arkadaglar1 insan plazmasi ve idrarinda galantamini tayin etmek
icin UV dedektor kullanarak yeni bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Ayrilma Cg kolon
ve (40:60) metanol-su igceren mobil faz sistemiyle gergeklestirilmistir. Dedeksiyon 280
nm dalga boyunda yapilmistir. 0,1-10pg/mL araliginda dogrusallik saglanmis LOD 0,05
ug/ml olarak bildirilmistir. Calismada internal standart olarak kodein kullanilmistir
(20).

Park ve arkadaglari insan plazmasinda galantamini glimeprid internal
standardinin1 kullanarak LC-MS yontemiyle tayin etmislerdir. Yontemde mobil faz
olarak etil asetat/0,01 M amonyum asetat (95/5), kolon olarak da C;g kolon

kullanilmigtir. Dogrusallik 4-240 ng/mL olarak belirlenmistir (22).

Liu ve arkadaglar1 UPLC-MS/MS yontemiyle galantamin hidrobromiirii kopek
plazmasinda tayin etmislerdir. Yontemde Cig kolon, mobil faz olarak asetonitril:0,01 M
amonyum asetat (%1 formik asit igeren) (40:60) sistem kullanilmigtir. Dogrusallik
2,38-609,60 pg/mL olarak saptanmigtir (23).

Noetzli ve arkadaslar1 insan plazmasinda alzheimer ilaclarint LC-MS ve UPLC-
MS/MS yoéntemiyle tayin etmislerdir. Yontemde Cig kolonu kullanmiglardir. Gradient
aymmm, pH 9,3 amonyum asetat tamponu ve asetonitril mobil faz sisteminde

gerceklestirmislerdir. Kalibrasyon araligi ise 1-300 ng/mL olarak saptanmistir (24).

Wu ve arkadaglar insan plazmasinda galantamin hidrobromiiriin
farmakokinetik ve biyoesdegerlik c¢alismalarii  HPLC-MS cihazim1  kullanarak
yapmiglardir. Yontemde 20 saglikli goniillii ile calisilmistir. Farmakokinetik ve
biyoyararlanim parametreleri hesaplanmistir. Test orneklerinde bagil biyoyararlanim

%106,2 olarak bildirilmistir (25).
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Lei ve arkadaslar1 LC-MS/MS yontemi kullanarak galantamini insan
plazmasinda tayin etmislerdir. Yontemde Lichrosper kolonu ve metanol:asetat tamponu

(50:50) igeren mobil faz sistemi kullanilmistir (26).

Zhou ve arkadaslar1 lycorine ve galantamini fare plazmasindan tayini i¢in yeni
bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Yontemde internal standart olarak
difenhidramin kullanilmistir. Ayrilma Cig kolonda yapilmistir. LOQ 3 ng/mL olarak
bildirilmistir. Fare plazmasindan geri kazanim %82,15 tir (27).

Suresh ve arkadaglari fare plazmasindan galantamin tayini i¢cin LC-MS/MS
yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Internal standart olarak fenasetin
kullanilmigtir. Kromatografik ayrilma %0,2 formik asit:asetonitril (50:50) mobil faz
sisteminde ve C;g kolonda gerceklesmistir. Yontemde dogrusallik 0,12-525 ng/mL ve
LOQ 0,12 ng/mL olarak bildirilmistir (28).

Noetzli ve arkadaslar1 donepezil, galantamin, rivastigmin ve bunlarin major
metabolitlerini plazmadan HPLC-MS yontemiyle tayin ederek yontemi valide
etmislerdir. Yontemde sabit faz olarak ters faz kolon, mobil faz sistemi olarak pH 9,3
asetat tamponu ve asetonitril kullanilmistir. Deteksiyon kiitle spektrometrisi ile

yapilmistir. Yontemde dogrusallik 2-300 ng/mL olarak hesaplanmistir (29).

Yine Noetzli ve arkadaslar terapdtik ilag izleme icin insan plazmasindan
antidemans ilaglarin1 tayin etmek i¢cin LC-MS yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemi
donepezil, galantamin, rivastigmin ve onlarin majér metabolitlerinin  tayininde

kullanmislardir. Dogrusallik 2-300 ng/mL olarak saptanmistir (30).

Nirogi ve arkdaslar1 insan plazmasindan galantamini tayin etmek icin LC-MS
yontemi gelistirmislerdir. Yontemde internal standart olarak loratadin kullanilmistir.
galantaminin insan plazmasinda lineer dinamik araligi 0,5-100 ng/mL, LOQ ise 0,5
ng/mL olarak bildirilmistir. Yontem farmakokinetik, biyoyararlanim ve biyoesdegerlik

¢alismalari i¢in kullanilmistir (31).

Thevis ve arkadaglari insan idrarindan doping kontrolii i¢in terapdtiklerin
(donepezil, galantamin, rivastigmin) analizini gergeklestirmiglerdir. Bu analizi
LC/MS/MS yontemini kullanarak gerceklestirmislerdir. Dogrusallik idrarda 15-20
ng/mL olarak bildirilmistir (32).
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Verhaeghe ve arkadaglari insan plazmasindan galantamini LC-MS-MS
yontemiyle analiz ederek yontemi valide etmislerdir. Dogrusallik 1-500 ng/mL olarak
verilmistir. Ayrilma C;g kolonda asetonitril-0,01M (15:85) amonyum asetat mobil faz

sisteminde gergeklestirilmistir (33).

Nirogi ve arkdaslar1 insan plazmasindan galantamin analizi i¢in bir LC-ESI-
MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Gelistirdikleri yontemde internal standart olarak
loratadin, kolon olarak Cig kolon ve mobil faz olarak ise %0,03 formik asit:asetonitril
(20:80) kullanilmigtir. Yontemin dogrusal aralifi 0,5-100 ng/mL olarak hesaplanmigtir
(20).

Steiner ve arkadaslar1 hayvan plazmasindan galantamin N-oksid, N-desmetil
galantamin, O-desmetil galantamin ve galantamini tayin etmek i¢in LC-ESI-MS/MS bir
metod gelistirmislerdir. Internal standart olarak difenhidramin ve kodein fosfatin
kullanildig1 bu yontemde mobil faz olarak A fazinda formik asit:glasiyal asetik asit:su
(0,05:0,2:99,75%), B fazinda formik asit:su :metanol (0,1:9,9:90%) kullanilmistir.
Dedeksiyon 280 nm eksitasyon, 310 nm emisyon dalga boyunda yapilmistir.
Dogrusallik 0,05-12,5 pg/mL olarak bildirilmistir (20).

Cuartero ve arkadaslar1 asetilkolinesteraz inhibitorii olan galantamini insan
idrarinda ve farmasétik preparatlardan analizi i¢in kinetik-potansiyometrik bir yontem
gelistirmiglerdir. Calismada asetilkolin-segici elektrod kullanilmigtir. Galantaminin
dogrusal araligi 2x10®-1x10°M, deteksiyon limiti ise 5,4x10°M olarak bildirilmistir
(34).

2.2.2.Dansil Kloriir

2.2.2.1. Genel Bilgi
Kimyasal adi 5-dimetilamino-naftalen-1-siilfonil kloriir olan dansil kloriiriin
kapali formiili C32H12CINO,S dir. Molekiil agirligi, 269,75 g/mol diir. Dansil kloriir
aseton ve suda kolay ¢6ziinen, sari-oranj renkte kristalize bir tozdur. Dansil Kloriiriin
kaynama noktas1 70°C’dir. Dansil kloriir primer ve sekonder aminlerle, fenolik

hidroksil gruplariyla kuvvetli fluoresans gosteren tiirevler olusturur (35).
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Sekil 2-4 Dansil kloriiriin kimyasal formiilii

2.2.2.2.Analiz Yontemleri

Aydogmus ve arkadaglari; tabletlerden ve insan plazmasindan aliskireni dansil
kloriir ile tiirevlendirerek spektrofluorimetrik olarak tayin etmislerdir. Tiirevin
eksitasyon dalga boyu 378 nm, emisyon dalga boyu ise 501 nm olarak belirlenmistir
(36).

Karasakal ve Ulu nizatidini farmasdotik preparatlardan spektrofluorimetrik olarak
tayin etmek i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir. Ydntemde nizatidin dansil kloriir ile
tiirevlendirildikten sonra farmasdotik preparatlarda tayin edilmistir. Dansil tiirevi 513 nm
emisyon ve 367 nm eksitasyon dalga boylarinda Ol¢iilmiistiir. Dogrusallik 25-300
ng/mL olarak belirlenmistir (37).

Karasakal ve Ulu amoksapini insan plazmasi ve idrarda dansil kloriir ile
tiirevlendirip spektrofluorimetrik olarak tayin etmislerdir. Dogrusallik plazma i¢in 250-
2500ng/mL ve idrar i¢in 50-1250 ng/mL olarak bildirilmistir. Tiirevin fluoresans siddeti
397 nm (eksitasyon) ve 514 nm (emisyon) dalga boylarinda ol¢tilmiistiir (38).

Abd El-Ghaffar ve arkadaslar1 farmasotik preparatlarda fenoterol ve ritodrin

tayini ic¢in spektrofluorimetrik yontem gelistirmislerdir. Yontemde dansil kloriir ile
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tirevlendirme yapilmistir. Tiirevin emisyon dalga boyu 517 nm,eksitasyon dalga boyu

ise 515 nm olarak belirlenmistir. Dogrusallik 0,25-6,0 pg/mL olarak bildirilmistir (39).

Aksamija ve arkadaslart dogal reginelerdeki triterpenoidlerin analizi igin HPLC
yontemi kullanmiglardir. Dansil tiirevleri 347 nm eksitasyon dalga boyu ve 530 nm

emisyon dalga boyunda fluoresans dedektor ile analiz edilmistir (40).

Higashi ve arkadaslar1 yan yana dort butirofenon tayin etmek icin yeni bir HPLC
yontemi Onermislerdir. Kolon oOncesi dansil kloriir ile tiirevlendirilme yapilmistir.
Tayinde Cjg kolon ve methanol-su-asetik asit (650:350:4) igeren mobil faz sistemi
kullanilmigtir (41).

Wang ve arkadaglarinin gelistirdikleri HPLC yonteminde insan idrarinda sistin
dansil kloriir ile tiirevlendirilerek tayin edilmistir. Yontemde C;g kolon ve mobil faz
olarak 0,05M sodyum asetat-metanol (35:65) sistemi kullaniimistir. Gozlenebilme siniri
0,3 mg/L, dogrusallik ise 1-500 mg/L dir(42).

Romero ve arkadaslart biyojenik aminleri dansil kloriir ile tiirevlendirip
tiirevlerin analizini gergeklestirmek i¢in HPLC yontemini kullanmiglardir. Dedeksiyom
340 nm eksitasyon ve 520 nm emisyon dalga boylarinda fluoresans dedektor ile
yapilmistir (43).

Higashi ve arkadaslarinin antidepresanlari tayin etmek i¢in kolon oncesinde
dansil kloriirle tiirevlendirerek HPLC yontemi kullanmislardir. Dedeksiyon fluoresans
dedektor ile 370 nm eksitasyon dalga boyu ve 506 emisyon dalga boylarinda yapilmistir
(44).

Dugo ve arkadaglar1 kirmiz1 sarapta biyojenik aminlerin analizi i¢in dansil kloriir
ile kolon oncesi tlirevlendirme yapmislardir. Gelistirilen HPLC yonteminde 254 nm de
DAD dedektor kullanilmistir. Konsantrasyon araligr 0,10-0,80 pg/mL olarak verilmistir
(45).

Lamshoeft ve arkadaslar1 insan idrarinda morfini dansil klorir ile
tiirevlendirerek LC/MS yontemi ile analiz etmislerdir. Gézlenebilme sinir1 35 fmol/mL
ve tayin sinir1 87,5 fmol/mL olarak belirlenmistir (46).

Gong ve arkadaglar1 insan serumunda icariini dansil kloriir ile tiirevlendirip

LC-MS/MS yontemiyle tayin etmislerdir. Dogrusallik 10pg/ml-4ng/mL dir (47).
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Beach ve arakadaslar1 domoik asidin dansil kloriirle tiirevlendirme islemini
gerceklestirmis ve tiirevleri LC-MS/MS yontemi ile tayin etmislerdir. Geri kazanim
aralig1 (%83-107) ve RSD < 5% olarak verilmistir (48).

Yao ve arkadaglariidrarda benzo(a)piren ve 3-hidroksibenzo(a)pireni dansil
Klorir ile tiirevlendirip, LC-MS/MS yontemiyle tayin etmislerdir. Dogrusallik 0,25-40,0
pg/mL olarak bildirilmistir (49).

Nirogi ve arkadaslar1 katekolaminleri tayin etmek i¢in kolon dncesinde dansil
kloriir ile tirevlendirme yapmiglardir. Tayin LC-MS/MS ile yapilmistir. Kolon olarak
Cis kolon kullanmislardir. Tayin sinirlart 0,068-0,059 pmol/mL olarak bildirilmistir
(50).

Dillen ve arkadaslar1 bakteri ve memeli hiicre sistemlerinde azid ve azidoalanin
dansil kloriirle tiirevlendirip LC-MS/MS yontemiyle tayin etmislerdir. Yontemin tayin
sinirt 10,0 ng/mL olarak bildirilmistir (51).

Salomonsson ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada midyede B-N-
metilamin-L-alanin dansil kloriir ile tiirevlendirilmistir. Dansil tiirevi UPLC-ESI-
MS/MS ile analiz edilmistir (52).

Wang ve arkadaslart siit ve siit tozundaki endokrin bozucu kimyasallari
(progestojen, androjen, Ostrojenler ve fenoller) dansil kloriir ile tlirevlendirdikten sonra
olusan tiirevleri UPLC/QTOF-MS yontemiyle tayin etmislerdir (53).

Lin ve arkadaslarinin gelistirdikleri LC-ESI/MS/MS  yonteminde insan
plazmasinda piperazin tayin edilmistir. Yontemde dansil kloriir ile kolon Oncesi
tirevlendirme yapilarak, Cig kolonu ve 10mM amonyum asetat tamponu (pH 3,0)-
metanol (50:50) iceren mobil faz sistemi kullanilmigtir. Dogrusallik 0,1-15 pg/mL
olarak saptanmistir (54).

Beaudry ve arkadaglar1 vanillin tayini i¢in LC-ESI/MS/MS yontemi
onermiglerdir. Tirevlendirme dansil kloriir ile yapilmistir. Tayin Cig kolonda ve
asetonitril:formik asit (%0,5) (75:25) igeren mobil faz ¢ozeltisi ile yapilmistir (55).

Beaudry ve arkadaslar1 propofolii dansil kloriirle tiirevlendirmis ve bu analiz i¢in
LC-ESI/MS/MS yontemini kullanmiglardir. Analiz Cyg kolonda ve asetonitril- 0,5%
formik asid (80:20) iceren mobil faz sistemiyle yapilmistir. Dogrusallik 20-20,000
ng/mL olarak verilmistir (56).

Yine Beaudry ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada fare plazmasinda

eugenol tayini igin LC-ESI-QIT yontemi gelistirmislerdir. Ayrilma Cg kolonda ve



15

asetonitril-%0,1 formik asit (75:25) mobil faz sisteminde gergeklesmistir. Yontemin
dogrusalligi 100-20000 ng/mL olarak verilmistir (57).

Maraschiello ve arkadaslar1 kopek plazmasinda antitimor ajanlari dansil kloriir
ile tiirevlendirmislerdir. Tiirevler HPLC yontemi ile Cyg kolonda ve asetonitril:su (95:5)
iceren mobil faz sistemiyle analiz edilmistir (58).

Kwakman ve arkadaslar1 serumda 0Ostrodiol tayini i¢in dansil kloriir ile
tiirevlendirme yaparak HPLC yontemi kullanmuslardir. Yéntemde LOD, 5x10'° M
olarak bildirilmistir (59).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada bazi nitrozaminler dansil kloriirle
tirevlendirilip olusan tiirevler HPLC ile tayin edilmistir. Ayrilma C18 kolon ve
asetonitril:su (73:27) iceren mobil faz sistemi ile yapilmistir. Dedeksiyon 530 nm
emisyon ve 350 nm eksitasyon dalga boylarinda fluoresans dedektor ile yapilmistir (60).

Nirogi ve arkadaglari dopamin ve norepinefrin tayini i¢gin HPLC ydntemi
gelistirmiglerdir. Yontemde dansil kloriir tiirevleri LC-MS ile analiz edilmistir. Ayrilma
Cis kolon ile yapilmigtir. Dogrusallik dopamin i¢in 0,068-13,614 pmol/mL ve
norepinefrin i¢in 0,059-11,893 pmol/mL dir (61).

Wang ve arkadaslarinin insan idrarinda amfetamin analizi i¢in gelistirdikleri
HPLC yo6nteminde dansil kloriir ile tiirevlendirme yapilmistir. Yontemde ayirma ODS
kolonda asteonitril/su (70:30) mobil faz sisteminde gergeklestirilmistir (62).

Clausing ve arkadaslar1 plazma, beyin dokusu ve beyinde D-fenfluramin, D-
norfenfluramin and fluoksetin tayininde tiirevlendirme ajani olarak dansil kloriir
kullanmislardir. Ayrilma HPLC cihazinda Cig kolonda yapilmistir. Dedeksiyon
fluoresans dedektor ile 375 nm eksitasyon dalga boyunda 470 nm emisyon dalga
boyunda fluoresans dedektor ile yapilmistir (63).

Saaida ve arkadaglar1 yiyeceklerdeki biyojen aminlerin tayininde dansil kloriir
ile tlirevlendirme yapmislardir. Tiirevler HPLC ile analiz edilmistir. Dogrusallik 0,1-5
ug/mL olarak verilmistir (64).

Lin Cai ve arkadaslar insan idrarinda monoamidlerin ve amino asitlerin tayini
icin UPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir (65).

Kang ve arkadaslar1 biyolojik numunelerden néroaktif proteinlerin tayini igin
gelistirdikleri dansil kloriir ile tiirevlendirme yonteminde ayirmay1 C18 kolonda HPLC

ile gergeklestirmislerdir (66).
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Maraschiello ve arkadaslari kopek plazmasinda antitumor ajanlarin tayini igin
dansil kloriir kullanmiglardir. Ayirmayr HPLC de Cig kolonda gergeklestirmislerdir.
Mobil faz olarak asetonitril-su (95:5) kullanilmistir. Y6ntemin maksimum absorbansi
254 nm dalga boyu olarak belirlenmistir (67).

Lamshoft ve arkadaglari idrardan morfin tayini i¢in dansil kloriirle
tirevlendirdikten sonra LC-MS/MS ile analiz etmislerdir. Analizde LOQ 87,5 fmol/ml
(25 pg/ml) ve LOD 35 fmol/ml (10 pg/ml) olarak tespit edilmistir (68).

Cohen ve arkadaglar1 robenidinin tiirevlendirme ile analizi i¢in dansil kloriirii
kullanmislardir. Dedeksiyon eksitasyon dalga boyu 320 nm ve emisyon dalga boyu 485
nm de fluoresans dedektor ile yapilmistir. LOD 0,4 pg/mL olarak verilmistir (69).

Omar ve arkadaslari insan plazmasindan antidepresan ilaglarin tayini ig¢in
gelistirdikleri spektrofluorimetrik yontemde eksitasyon dalga boyu 347 nm ve emisyon
dalga boyu 450 nm saptanmistir. Dogrusallik 0,02—0,14 pg/mL dir (70).

Ding ve arkadaslar1 2-hidroksipiridin N-oksid tayini i¢in dansil kloriir ile
tirevlendirme yontemini kullanmislardir. Ayrilma LC-MS/MS ile Cjg kolonda

yapilmustir. Dogrusallik 0,1-25 ng/mL olarak bildirilmistir (71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Céziiciiler
Galantamin hidrobromiir (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

Reminyl® 8 mg kapsiil (Janssen ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S., istanbul)

5-dimetilamino-naftalen-1-siilfonil kloriir (Dansil kloriir) (Sigma Aldrich,
Missouri, USA)

Sodyum bikarbonat (Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit (Merck, Darmstadt, Almanya)

Eter (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

Diklorometan (Sigma Aldrich, Missouri, USA)
Kloroform (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

Hidroklorik asit (%37) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Aseton (Sigma Aldrich, Missouri, USA)

Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Asetonitril (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)
o-Fosforik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

Borik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel De Héen, Almanya)

* Tiim caligmalar Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvarinda yapilmustir.
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Potasyum kloriir (Merck, Darmstadt, Almanya)
Etil asetat (Merck, Darmstadt, Almanya)
n-Heptan (Merck, Darmstadt, Almanya)

Isopropil alkol (Merck, Darmstadt, Almanya)

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Galantamin ve Dansil Kloriir Cozeltileri

Stok ¢ozelti: 10 mg galantamine esdeger galantamin hidrobromiir 10 mL’lik
balonjojede metanol ile hacmine tamamlandi. Optimum kosullarinin belirlenmesinde
stok ¢ozeltinin su ile seyreltilmesiyle hazirlanan 100 pg/mL konsantrasyonunda
galantamin ¢ozeltisi kullanildi. HPLC ¢alismalarinda 10 pg/mL konsantrasyonunda
galantamin ¢ozeltisi kullanildi. Reaksiyon kosullarinin belirlenmesinde Dansil kloriiriin

200 pg/mL konsantrasyonda asetonda hazirlanmis ¢6zeltisi kullanildi.

3.1.2.2. Tampon Cozeltiler

a. Borat Tamponu Cozeltileri

pH’s1 10,0 olan tampon ¢dzeltisini hazirlamak ic¢in 0,6189 g borik asit ve 0,7456
g potasyum kloriir 50 mL suda ¢oziiliip gerekli miktarlarda 0,2 M NaOH c¢ozeltisi ilave

edildi ve hacimleri saf suyla 200 mL’ye tamamlandi.
b. Fosfat Tamponu Cozeltileri

pH s1 7,0 olan tampon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 50 mL 0,2 M potasyum
dihidrojen fosfat ¢ozeltisine gerekli miktar 0,2 M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi ve pH s1
ayarlanan ¢ozeltilerin hacimleri suyla 200 mL ye tamamlandi. pH s1 2,7 fosfat tampon
cozeltisi i¢in, 100 mL 200 mM potasyum dihidrojen fosfat ¢ozeltisine gerekli miktarda

o-fosforik asit eklenerek pH si1 ayarlandiktan sonra saf su ile 200 mL ye tamamlandi.
b. Karbonat Tamponu Cozeltileri

50 mL 0,1 M sodyum bikarbonat ¢ozeltisine gerekli miktarlarda 0,1 M NaOH
ilave edilerek pH s1 9,0, 9,5, 10,0, 10,5 ve 11,0 olan c¢ozeltiler hazirlandi. pH s1

ayarlanan ¢ozeltilerin hacmi 200 mL’ ye saf su ile tamamlandi.
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3.1.2.3. Mobil Faz Cozeltisi
Mobil faz ¢ozeltisi ultrasonik banyoda degaze edildikten sonra siiziilmiis, 40:60

(v/v) asetonitril:10mM H3PO4 (pH 2,7) olacak sekilde hazirlandi.
3.2. Aletler ve Gerecler
1. HPLC aleti (RF- 10 AXL)
LC-20AT Pompa Unitesi
DGU-20A5 Degaze Unitesi
CTO-10ASVP Kolon Firin1
SIL-20AHT Otomatik Numune
CBM-20 Alite Sistem Kontrol Unitesi
Cis Analitik kolon (Inertsil, 150 mmx4.6mm [.D., 5um pargacik
biiytikliigii)

C1s On kolon (Inertsil, 4 mmx3 mm 1.D., Sum parcacik biiyiikliigii)

N

. Spektrofluorimetre (Shimadzu RF-1501)

w

. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
4. 1 cm lik kuartz kiivetler (QS 1000) (10x10x45 mm)

5.1 em lik cam kiivetler (OS 1000) (10x10x45 mm)

(3]

. Terazi (Denver Instrument)

3

. Girdap karistirici (Elektro-mag)

o0

. Santrifiij (Janetzki T.32B)

(o]

. Ultrasonik banyo (Bransonic 221)

10. Ultra saf su cihazi (Younglin Instrument)

11. Mobil faz siizme filtresi (Milipor, HVLP 47 mm)
12. Ornek siizme filtresi (Anotec, 0.20 pm)

13. Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli, 12 mL lik)

14. Otomatik pipetler (Microlit, 10-100 pL, 100-1000 pL)
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3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesiyle lgili Calismalar
3.3.1. Galantaminin Dansil kloriir Ile Reaksiyonun Kosullarinin Incelenmesi

Yapilan literatiir arastirmasindan edinilen bilgiler sonucunda, Dansil klortir ile
primer, sekonder amin ve hidroksil grubu iceren maddeler arasindaki reaksiyonun
alkali pH’larda, sicakta ya da oda sicakliginda yiiriidiigii belirlenmistir. Olusturulan
tiirevin organik bir ¢oziiciiyle ekstre edildikten sonra fluoresans Olgiimiiniin yapildigi
goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda, galantamin ile dansil kloriir arasindaki
reaksiyonun hangi kosullarda en etkin gergeklestigini arastirmak amaciyla asagidaki

denemeler planlanmistir.

3.3.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

100 pg/mL konsantrasyondaki galantamine esdeger galantamin hidrobromiir
tuzu igeren ¢ozeltiden 100 pL alinarak reaksiyon tiipiine kondu. 100 pL pH 10,5
sodyumbikarbonat tamponu ve 100 pL 200 pg/mL konsantrasyondaki dansilkloriir
cozeltisi eklenerek, girdap karistiricida karistirildi. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Bu asamadan sonra eter, kloroform, diklorometan ve karbontetrakloriir ile 3
kez 2 mL ile ekstraksiyon gergeklestirildikten sonra hacimler ilgili ¢dziiciilerle 10

mL’ye tamamlandi.

Cozeltilerin fluoresanslari, ayni kosullarda hazirlanmis bos denemelere karsi

spektrofluorimetreyle 6l¢iildii. Sonuglar Boliim 4.1.1.1°de 6zetlenmistir.

3.3.1.2. pH

Degisik pH’larda tampon ¢ozeltisinin reaksiyon verimine etkisi arastirilmak
tizere, 100 pg/mL galantamine esdeger galantamin hidrobromiir tuzu ¢6zeltisinden
100’er uL alindi, iizerine gesitli pH’larda tampon (9,0-11,0) ¢ozeltilerinden 100 puL ve
200 pg/mL konsantrasyondaki dansil kloriir ¢ozeltisinden 100 pL eklenerek girdap
kanigtiricida  kanistirildi. Ayni sartlarda herbir pH denemesi igin bir bos deneme

hazirland1 ve tiim 6rnekler oda sicakliginda 30 dakika tutuldu.

3x2 mL diklorometan ile ekstraksiyon yapilarak, hacimler 10 mL’ye tamamlandi

ve bosa karsi fluoresans siddetleri 6l¢iildii. Sonuclar Boliim 4.1.1.2°de 6zetlenmistir.
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3.3.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Sicaklik ve reaksiyon siiresinin reaksiyon verimine etkisi arastirilmak iizere, 100
pg/mL galantamine esdeger galantamin hidrobromiir tuzu ¢oézeltisinden 100 pL, pH
10,5 sodyum bikarbonat tamponundan 100 pL ve 200 ug/mL konsantrasyondaki dansil
kloriir ¢ozeltisinden 100 pL alinarak, girdap karistiricida karistirildi.

Her bir deneme i¢in bir adet de bos hazirlanarak, oda sicakliginda, 30 °C, 40 °C,
50 °C, 60 °C ve 70 °C sicakliklarda, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika bekletildi.

Tiipler sicak su banyosundan ¢ikartilir ¢ikartilmaz, soguk suyla sogutuldu. 3x2
mL diklorometan ile ekstre edilerek, hacimler 10 mL’ye tamamland1 ve bosa karsi

fluroresans siddetleri 6lctildii. Sonuglar Boliim 4.1.1.3’te 6zetlenmistir.

3.3.1.4. Belirte¢ Miktar1

100 pg/mL galantamine esdeger galantamin hidrobromiir tuzu ¢6zeltisinden 100
L, pH 10,5 sodyum bikarbonat tamponundan 100 pL eklendikten sonra 25-250 pL
arasinda degisen miktarlarda 200 ug/mL konsantrasyondaki dansil kloriir ¢ozeltisi ve
toplam hacmi 450 pL’ye tamamlayacak miktarda aseton eklenerek, girdap karistiricida
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Calismanin geri kalan adimlar1 bolim 3.3.1.3’te anlatildig1 sekilde tamamlanda.

Sonuclar Boliim 4.1.1.4’te 6zetlenmistir.

3.3.2. Galantaminin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisiyle (HPLC) Analizi

3.3.2.1. Galantamin-Dansil Tiirevinin Hazirlanmasi
Spektrofluorimetride optimize edilen kosullar kullanilarak yapilan tiirevlendirme
ve ekstraksiyon islemleri sonrasinda, tiirev azot akisi altinda kurutularak, mobil fazda

coziilerek enjeksiyona hazirlandi. Sonuglar Boliim 4.1.2.1°de verilmistir.

3.3.2.2. Detektor Dalga Boyu ve Kolon Sec¢imi

Galantamin-Dansil tiirevinin gosterdigi maksimum eksitasyon ve emisyon dalga
boylar1 spektrofluorimetride c¢aligmalarinda elde edilen degerleri baslangic noktasi
alarak, tiireve ait pikin detektdrde saptandigi anda akisin durdurulmasiyla denenen dalga

boylar1 degerlendirilerek tespit edildi.

Sonuglar Boliim 4.1.2.2°de verilmistir.
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3.3.2.3. Mobil Faz Secimi

Mobil faz se¢iminde ters faz sistemi kullanildig1 i¢in polar ¢dziicii sistemleri
denendi. Asetonitril:su, metanol su, metanol-o-fosforik asit, asetonitril:o-fosforik asit
40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 (v/v) igeren degisik kompozisyonlarda mobil faz
sistemi kullanildi. Galantamin-dansil tiirevinin pikleri en iyi asetonitril:o fosforik asit

(pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde ayrildi.

Sonuglar 4.1.2.3’de verilmistir.

3.3.2.4. Sulu Cézeltide Ol¢ii Egrisi Hazirlanmasi

Galantamine esdeger galantamin hidrobromiir tuzu igeren 10 pg/mL ¢bzeltiden
125-2000 ng/mL konsantrasyon araliginda olacak miktarlarda 0,5 mL su iceren kapakli
cam tiiplere alind1. Bu ¢dzeltilere 100 uL pH 10,5 sodyumbikarbonat tamponu ve 100
pnL 200 pg/mL konsantrasyondaki dansil kloriir ¢ozeltisi eklenerek, girdap karistiricida
karistirildi. 30 dakika oda sicakhiginda bekletildi. 2x2,5 mL diklorometan ile
ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyondan sonra 2 dakika santrifiijlendi. Birlestirilen
organik fazlarinn 4,5 mL si azot akiminda uguruldu. Kalint1 200 pL asetonitril:10 mM
ortofosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde c¢oziindiiriildi. 20 pL
enjeksiyon yapilarak 1,2 mL/dak. akis hizinda sisteme verildi. Her bir konsantrasyon
icin dort kez calisilarak alanlar hesaplandi. Galantamin-dansil pik alanlar1 degerlerine
karsilik konsantrasyon arasinda oOlgii egrisi hazirlandi. Sonuglar Bolim 4.1.2.5°de

verilmistir.

3.3.2.5. idrarda Ol¢ii Egrisi Hazirlanmasi

1 mL idrar 6rnegi 100 mL distile su ile seyretildi. Seyreltilmis bu idrar 6rneginin
0,5 mL sine 125-2000 ng/mL konsantrasyon araliginda olacak miktarlarda galantamine
esdeger galantamin hidrobromiir tuzu iceren 10 pg/mL c¢ozeltiden ilave edildi.
Calismanin geri kalan adimlar1 bolim 3.3.2.4°te anlatildigi sekilde tamamlandi.

Sonuglar B6liim 4.1.2.6°da 6zetlenmistir.

3.3.2.6. Plazma Proteinlerinin Coktiiriilmesi ve Ekstraksiyon islemleri
Reaksiyon tiiplerine 10 pg/mL konsantrasyonundaki galantamine esdeger
galantamin hidrobromiir tuzu ¢ozeltisinden 100 uL ve 0,5 mL plazma eklendikten

sonra, girdap karistiricida karistirildi. Calismalar iki sekilde siirdiiriildii:
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a) Protein ¢oOktiirmek icin 2 mL metanol ilave edilerek girdap
karistiricida karistirildi. Daha sonra 30 dakika 4500 rpm’de santrifiij
edildi. Berrak kisimdan almarak, azot altinda uguruldu, Boliim
3.3.2.4’de tarif edilen islemlerden sonra HPLC igin tiirevler

hazirlandi.

b) Her birinden ikiser adet olmak iizere, 0,5 mL pH 7,0, pH 10,0 borat
tamponlar1 ve 0,IN NaOH protein ¢oktiiriiciisii olarak eklendikten
sonra girdap karistiricida karistirildi. Setlerden birine ekstraksiyon
¢Oziliclisii olarak 5 mL etil asetat, digerine 5 mL ve n-heptan:isopropil
alkol (99:1) karisimi eklendi. Girdap karigtiricidda 2 dakika
ektsraksiyon yapildiktan sonra 30 dakika 4500 rpm’de santrifiij
edildi. Ust fazdaki berrak kisim alinarak, azot altinda ucuruldu,
Bolim 3.3.2.4°de tarif edilen islemlerden sonra HPLC Ornekleri

hazirlandi. Sonuglar Boliim 4.1.2.4°de verilmistir.

3.3.2.7. Plazmada Olg¢ii Egrisi Hazirlanmasi

12 mL lik dibi sivri ve kapakli reaksiyon tiiplerinde bulunan 0,5 mL plazma
ornekleri lizerine konsantrasyonu 125-2000 ng/mL galantamine esdeger galantamin
hidrobromiir igeren ¢ozeltiden katildi ve 0,5 mL 0,1 N NaOH c¢ozeltileri ilave edildi ve
20 saniye karistirildi. 5 mL etilasetat ile 2 dakika girdap karistiricida karistirilarak
ekstre edildi. 30 dakika 4500 rpm’de santrifiijjlendikten sonra organik faz ayrildi. Bu
islemle NaOH ilavesiyle ¢oken plazma proteinlerinin ayrilmas: da saglanmis oldu.
Cokelti tizerindeki berrak organik tabakanin 4,5 mL si azot akiminda ugurularak kalinti
Bolim 3.3.2.4 de anlatildigi gibi tirevlendirilerek calisildi. Kalintt 200  pL
asetonitril:10 mM ortofosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde
¢ozindirildi, stzildi c¢ozeltinin 20 puL si 1,2 mL/dak akis hizinda Cig kolona

uygulandi. Sonuglar Boliim 4.1.2.7°de verilmektedir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
[lag uygulamalar1 igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansinda (ICH,

International Conference Harmonization) belirlenen parametreler incelendi (72).
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3.4.1. Dogrusallik

Galantamin iceren idrar ve plazma 6rneklerinin belli konsantrasyon araligindaki
dogrusalligin1 belirlemek i¢in 5 farkli konsantrasyonda 4 adet ¢ozelti hazirlandi. Bu
cozeltilerle Bolim 3.3.1.4’de anlatildigi gibi ¢alisildi. Dogrusallik sonuglarmin pik
alanlar1 ortalamasi, standart sapma, % RSD hesaplanarak grafiksel degerlendirilmesi

yapildi. Sonuglar Boliim 4.2.1°de verilmistir.

3.4.2. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)
Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢cin LOD ve LOQ degerleri

denklem (3-2) ile hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 4.2.2 de verilmistir.

LOD =3,3x SD/m (3-2)
LOQ =10 x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.4.3. Kesinlik ve Dogruluk

3.4.3.1. Giin i¢i Tekrarlanabilirlik
Ug farkli konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin igeren idrar ve
plazma 6rnekleri Boliim 3.2.1°de anlatildig1 gibi ¢aligildi. Giin iginde herbirinin tiger pik

alanlar 6l¢iildii. Bulunan sonuglar Boliim 4.2.3.1 de verilmistir.

3.4.3.2. Giinler aras1 Tekrarlanabilirlik

Ucg farkli konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin iceren idrar ve
plazma 6rnekleri Boliim 3.2.1°de anlatildig: gibi ¢alisildi. Analizler birbirini takip eden
3 giinde ve her defasinda yeni ¢ozeltilerle ¢alisilmak kosuluyla tekrarlandi. Bulunan

sonuglar Boliim 4.2.3.2°de verilmistir.

3.4.4. Robustness (Yontemin Saglamhgi)
Yontemin mobil faz bilesiminde (=% 2), akis hizinda (0,1 mL), reaksiyon
pH’sinda (+0,1), eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 (£1 nm) ve kolon sicaklig1 (£2°C)

parametrelerinde ufak degisiklikler yapilarak yontemin saglamligi arastirild.

Bulunan sonuglar Boliim 4.2.4°te verilmistir.
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3.4.5. Uygunluk Testi

Bir kromatogramin yorumlanabilmesi i¢in bazi sistem uygunluk testlerinin
(SUT) yapilmasi gerekir. SUT, kromatografik yontemlerin bir pargasidir ve yontemin
kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirtir. Gerekli islem ve hesaplamalar
yontem gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler

sirasinda yapilir (73).

Uygunluk testi i¢cin 6nemli parametreler retensiyon zamani (tr), kapasite faktorii
(k"), kuyruklanma faktorii (T) ve teorik plato esdeger yiiksekligi (N) degerlendirildi.

Sonuglar kabul edilen degerlerle karsilastirilarak boliim 4.2.5°te verilmistir.

3.4.6. Galantamin-Dansil Tiirevinin Stabilitesi
500 ng/mL konsantrasyonda hazirlanmig numuneler oda sicakliginda karanlikta
ve aydinlikta ve 4 °C karanlikta tutularak, baslangi¢ degerleri, 6, 24 ve 72 saat sonraki

degerleri 6lciildii. Alinan sonuglar B6liim 4.2.6°da verilmistir.

3.4.7. Idrar ve Plazmadan Geri Kazamim

Galantamin-dansil tiirevinin idrar ve plazmadan geri kazanim oraninin
saptanmast i¢in, idrardan ve plazmadan elde edilen 6l¢ii egrisinin egimi sulu ¢ozeltiden
elde edilen 6l¢ii egrisi denkleminin egimine oranlanarak hesaplama yapildi. Sonuglar

Bolum 4.2.7°de verilmektedir.

3.5. Kapsiillerde Galantamin Miktar Tayini

3.5.1. Gelistirilen HPLC Yontemiyle Miktar Tayini

10 adet kapsiil i¢indeki kapsiil tozu tartilip, ortalama agirlig1 saptandr ve kapsiil
tozu porselen havanda ince toz haline getirildi. 50 mg galantamine esdeger miktarda
kapsiil tozu hassas olarak tartilip 50 mL lik balonjojeye aktarildi, 25 mL metanol ile 30
dakika mekanik karistiricida ¢alkalandi. Metanol ile hacmine tamamlandiktan sonra
mavi banth siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin ilk 5 mL’si atildi. Geri kalan
kisimdan 10 mL alimip 100 mL’lik balonjojede metanol ile hacmine tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 1 mL alinip, su ile 10 mL’ye tamamlandi, 125-2000 ng/mL konsantrasyon
araligina ait Ol¢li egrisinin ¢alisma kosullarinda Bolim 3.3.2.4’de anlatildig sekilde
calisildi. Analiz islemi 6 kez tekrarlandi. Galantamin miktar1 daha Once bu
konsantrasyon araliginda hazirlanan Ol¢ii egrisinin denklemi (A=174,92C-7876)
yardimiyla hesaplandi.
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3.5.2. Kiyas Yontemi fle Miktar Tayini
Kapsiillerde galantamin miktar tayini i¢in kiyas yontemi olarak USP XXXII de
bulunan HPLC yontemi esas alindi (74).

Tampon ¢ozelti: 5,34 gr disodyum fosfat dihidrat 1 L su igerisinde ¢6zeltisi hazirlandi.

Fosforik asitle pH’s1 6,5 a getirilerek karistirdi.
Cozelti A: 950 mL tampon ¢6zeltisi ve 50 mL metanol karisimi hazirlandi.
Cozelti B: Asetonitril:metanol (95:5) karisimi hazirlandi.

Mobil Faz: Cozelti A ve Cozelti B nin degisik karisimlar1 kromatografik sisteme direkt

olarak verildi.

Coziicii: 354 g EDTA disodyum 950 mL suda c¢oziiliir iizerine 50 mL metanol
eklenerek karistirildu.

Standart ¢ozelti hazirlanmasi: 0,48 mg/mL galantamin hazirlanan ¢oziictideki

¢Ozeltisi hazirlandi.

Analiz ¢ozeltisi: 10 tablet tartildi. Galantamin konsantrasyonu 0,48 mg/mL olacak
sekilde hesaplama yapilarak ¢6ziiciisiinde ¢oziindiiriildii. 0,45-um lik politetrafloroetilen

filtreden suzildi.

Ornek ¢ozelti: Boliim 3.5.1.” de anlatildig1 gibi ince toz haline getirilen kapsiil tozundan
galantamin konsantrasyonu 0,48 mg/mL olacak sekilde hesaplama yapilarak

¢oziiciisiinde ¢ozildi. 0,45um lik politetrafloroetilen filtreden siiziildii.

Kromatografik sistem:

Dedektor: : UV-Absorbans dedektér 230 nm
Akis hizi: 1,5 mL/dak
Kolon: Cyg Analitik Kolon (4,6mmx10 cm; 3,5 um)
Kolon sicakligi: 35°C
Enjeksiyon hacmi: 20uL
mg/kapsiil = 100 (Cs/C,)(ru/rs)
Cs = Standart ¢6zeltisinin konsantrasyonu (0,48 mg/mL)

C,= Ornek ¢ozeltisinin konsantrasyonu (0,48 mg/mL)



Is= Standart ¢ozeltisinin pik alani
ry = Ornek ¢ozeltisinin pik alani

Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.8’de belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yénteminin Gelistirilmesiyle Ilgili Cahsmalar

4.1.1. Galantaminin Dansil kloriir ile Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi

Sekil 4.1°de goriildigi gibi galantamin ile dansil kloriir arasindaki reaksiyon
sonucu meydana gelen ve fluoresans gosteren galantamin-dansil tiirevinin sulu
ortamdan ekstraksiyonu i¢in en uygun organik ¢oziicli arastirildi. Galantamin ile dansil
kloriir arasindaki reaksiyonun hangi kosullarda en etkin sekilde gerceklestigini
arastirmak amaciyla ve tiirevin olusumu iizerine pH, sicaklik, reaksiyon siiresi ve

belirte¢ miktart gibi parametrelerin etkisi incelendi.

OH H:,C.\N,CH:i

HyCxCHs

: ¢
L oL
cH, 0==°

o=?=o )
H,CO cl

g
(0] N
O \CHS
H.,CO

Sekil 4-1 Galantaminin Dansil kloriir ile Reaksiyonu

4.1.1.1. Ekstraksiyon Coziiciisii

Galantamin tiirevinin sulu ortamdan ekstraksiyonu i¢in en uygun organik
¢oOziicliyli saptamak {izere Boliim 3.3.1.1°’de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Olusan tiirevin
cesitli ¢oziiciilerde fluoresans spektrumlart alindi. Bu spektrumlarda Galantamin-Dansil
tiirevinin denenen organik ¢oziiciilerde gosterdigi maksimum eksitasyon ve emisyon
dalga boylar1 ve fluoresans siddeti degerleri elde edilmistir. Tablo 4-2 ve Sekil 4-2’de
yer alan bu degerler incelendiginde tiirevin ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢oziicliniin
diklorometan oldugu saptanmistir. Sekil 4.3°de bosun ve Sekil 4.4’de galantamin-dansil

tiirevinin diklorometandaki emisyon spektrumlar1 goriilmektedir



Tablo 4-1 Galantamin-Dansil tiirevinin cesitli organik ¢oziiciilerdeki maksimum
eksitasyon ve emisyon dalga boylar ile fluoresans siddeti degerleri

Fluoresans
Siddeti ;‘-eks/ }"em (nm)
Eter 108 374 /510
Kloroform 31 415/516
Diklorometan 179 375 /537
Karbontetrakloriir 161 354 / 545
200 Dildormetan
Karbontetrakloriir
. 160
5
E. 120 A Eter
g
580 -
[=]
=
10 - Kloroform
{] T . T T T 1
Coziicii

Sekil 4-2 Galantamin-dansil tiirevinin cesitli organik ¢oziiciilerdeki fluoresans siddeti

29
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Sekil 4-3 Bosun diklorometandaki emisyon spektrumu (Aexs =375 NM, e =537 Nm)

1000
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]
=
2
g 500 1
&
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220 316 412 508 604 700
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Sekil 4-4 Galantamin-Dansil (500 ng/mL) tiirevinin diklorometandaki emisyon spektrumu
(Aeks =375 Nm, Aem =537 NM)

4.1.1.2. pH
Galantamin ile Dansil kloriir arasindaki reaksiyonun en iyi hangi pH’da
yiiriidiiglinii saptamak amaciyla pH 9,0-11,0 arasinda hazirlanmis bir seri tampon

cOzeltiyle Boliim 3.3.1.2°de anlatildig1 gibi calisildi. Elde edilen veriler incelendiginde
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galantamin-Dansil tiirevinin pH 10,5’da karbonat tamponuyla kantitatif olarak olustugu

belirlenmistir. Elde edilen veriler Tablo 4-2 ve Sekil 4.5.de verilmistir.

Tablo 4-2 Cesitli pH larda olusturulan Galantamin-Dansil tiirevine ait fluoresans siddeti
degerleri

pH 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0
Fluoresans
Siddeti 67 326 361 396 377

400 -

300

200

Fluoresans siddeti

100

9 9.5 10 10,5 11
pH

Sekil 4-5 Galantamin-Dansil tiirevinin olusumu iizerine pH nin etkisi

4.1.1.3. Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi

Galantamin ile dansil kloriiriin reaksiyona girdigi en uygun sicaklik ve reaksiyon
stiresini saptamak amaciyla Boliim 3.3.1.3’te anlatildigr gibi oda sicakliginda, 30, 40,
50, 60 ve 70 °C sicakliklarda calisildi. Her sicaklikta 10 ile 60 dakika arasinda tiirev

olusumu izlendi.

Elde edilen galantamin—dansil tiirevlerine ait fluoresans siddeti degerlerinin,
sicaklik ve zamana kars1 gosterdigi degisim Tablo 4-3 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Bu
verilere dayanilarak, galantamin ile dansil kloriiriin arasindaki reaksiyonun
tamamlanmas1 i¢in oda sicakliginda 30 dakika siireyle bekletmenin yeterli oldugu

belirlenmistir.
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Tablo 4-3 Cesitli sicaklik ve zamanlarda olusturulan Galantamin-Dansil tiirevine ait
fluoresans siddeti degerleri

Zaman (dak.)
10 |20 |30 |40 |50 |60
Sicaklik(°C)

30 313 | 459 | 480 | 451 | 449 | 440
40 325 | 447 | 415 | 417 | 406 | 367
50 410 | 371|345 337 | 322 | 307
60 268 | 199 | 263 | 268 | 223 | 225
70 261 |112 |[149 |115 |94 |47

Oda sicakhgr | 267 |312 |487 |474 |479 |471

600
500 -
£ ,
= 400 - =—#—oda sicaklig
2 100 —30 °C
g ‘ 40 °C
g 200 ——50 °C
=
100 | == 560 °C
70 °C
0 T T T 1
0 20 40 60 80
Zaman (dak.)

Sekil 4-6 Galantamin-Dansil tiirevinin olusmasi iizerine sicaklik ve zaman etkisi

4.1.1.4. Belirte¢c Miktari
Dansil kloriir ile galantamin arasindaki reaksiyonun maksimum oranda iiriin
vermesi i¢in gerekli belirteg miktarin1 saptamak amaciyla asetonda hazirlanan 200

pg/mL dansil kloriir ¢ozeltisinin hacmi 25-250 pL olacak sekilde hazirlanan bir seri
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belirteg ¢ozeltisi ile boliim 3.3.1.4” de anlatildig: gibi c¢alisildi. Tablo 4-4 ve Sekil 4.7 de
galantamin-dansil tiirevinin olusmasi i¢in optimum belirteg hacmi 100 uL olarak
belirlendi.

Tablo 4-4 Cesitli hacimlerdeki dansil kloriir miktaria karsi Galantamin-Dansil tiirevine
ait fluoresans siddeti degerleri

Dansil Kloriir cozelti hacmi

(nL) 25 50 75 100 200 250
Fluoresans Siddeti 372 610 863 1015 1015 1015
1200 -
1000 - —o 4
o
< 800 -
i)
un
w
§ 600 -
=
S 400 -
L
200 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Dansil Kloriir miktari {mikrolitre)

Sekil 4-7 Galantamin-Dansil tiirevinin olusumu iizerine belirte¢ miktarimn etkisi

4.1.2. Galantaminin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizi
Galantamin-Dansil tiirevinin ters faz sivi kromatografisi ile analizi igin, detektor,

dalga boyu ve ayiric1 kolon secimi yapildiktan sonra, mobil faz sistemi belirlendi ve

optimize edildi. Optimize edilmis tiirevlendirme asamalar1 ve ekstraksiyon kosullarinda

elde edilen galantamin-dansil tiirevleri analiz edildi.

4.1.2.1. Galantamin-Dansil Tiirevinin Hazirlanmasi
Spektrofluorimetride optimize edilen kosullarda yapilan tiirevlendirme ve
ekstraksiyon islemleri sonrasinda, tlirevler azot akisi altinda kurutularak, tiirev ¢oziicilisli

olarak mobil faz kullanildi. Otomatik enjeksiyon sistemiyle 20 uL enjeksiyon yapildi.
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4.1.2.2. Detektor Dalga Boyu ve Kolon Sec¢imi

Bolim 3.3.2.2°de anlatildig1 gibi calisilarak, eksitasyon dalga boyu 375 nm,
emisyon dalga boyu 537 nm olarak belirlendi. Kolon se¢imi i¢in Inertsil C;g kolonuyla
(150 mm, 4,6 mm ID, 5 um pargacik biiyiikligii) calisilmistir. Coziicii sarfiyatt az
olacag i¢in daha kisa olan Inersil C;g kolonu analitik ¢aligmalarda kullanilmak iizere

secilmistir.

4.1.2.3. Mobil Faz Secimi

Izokratik yontemle galantamin-dansil tiirevinin ayrilmasida kullanilan mobil
faz sistemleri olarak asetonitril:su, metanol su, metanol-o-fosforik asit, asetonitril:o-
fosforik asit 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20 (v/v) denenmistir. Galantamin-dansil
tiirevi en iyi asetonitril:o-fosforik asit (pH 2,7) 40:60 (v/v) mobil faz sisteminde
ayrilmistir. Tiirevin  bu mobil faz sisteminde, Inertsil C1g kolonda ve 1,2 mL/dak
mobil faz akis hizinda alikonma zamani 16,8 dakika olarak saptanmistir.Tiirevin
gosterdigi maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boylari, fluoresans detektorde

sirasiyla 375 ve 537 nm olarak belirlenmistir.

|_Ii\|"
5 s
= ]
o 100
o~ ]
5 75
- 3]
T e
= ]
g =
o
o0 25 so s 100 125 150 175
Allkonma zamani (dakika)
[
2007
- ]
= ]
= 1507 Tiirev
~ 4
=) 100+
=] 7
S ]
a2 ]
s
E ]
o— AN
oo Zs so 75 100 125 150 175
Allkonma zam ani (dakika)

Sekil 4-8 Bos ve (2000ng/mL) galantamin-dansil tiirevinin kromatogrami
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4.1.2.4. Plazma Proteinlerinin Coktiiriilmesi ve Ekstraksiyon islemleri

Plazma veya serum Orneklerinde yapilan ilag analizlerinde oncelikle proteinlerin
coktiiriilerek ortamdan uzaklastirilmas:t gerekmektedir. Bu konudaki calismalar
incelendiginde proteinleri ¢Oktiirmek amaciyla en c¢ok etanol, metanol, asetonitril,
Na,CO3, NaHCOj3 ¢ozeltileri, pH 7 fosfat tamponu, alkali pH (8,0-10,0) larda fosfat,
karbonat ve borat tamponlari, NaOH ¢o6zeltileri kullanildigr goriilmiistiir. Proteinlerin
¢oktiirilmesinden sonra, bazi ¢alismalarda ¢okelti lizerindeki berrak sivi kisim analiz
edilmis, baz1 calismalarda ise kismi bir temizleme amaciyla organik bir ¢dziicii veya
¢oziicli karisimi ile ekstraksiyon yapilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda Boliim 3.3.2.6
da anlatildigi gibi yapilan incelemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo 4-5'da
verilmistir. Tablodan da goriilebilecegi gibi, yapilan g¢aligmalar sonucunda en etkin

sonuglar 0,1 N NaOH’da ve etil asetatli sistemde alinmigtir.

Tablo 4-5 Plazma proteinlerinin ¢oktiiriilmesi ve ekstraksiyon isleminin pik alanina etkisi

P, Fosfat Tamponu Borat Tamponu
Coktiirticii Metanol (pH 7,0) (pH 10,0) 0,1 N NaOH
. . n-heptan- n-heptan- . n-heptan-
Eks}ra}.ksily.(')n - Eul isopropil alkol  Etil asetat  isopropil Edil isopropil alkol
Coziiclisii asetat (99:1) alkol (99:1) asetat (99:1)
Pik Alamt 157816 192486 225869 199734 105222 291889 126210
i
— 50
_ 1
T 0]
[} ]
=) ]
- 3
HS) E
2 o]
% ]
A
o_- T T T T T T T

Alhkonma zam ani (dakika)

i

Tiirev

4

Dedektor cevab
§

T T T T T T T
oo z2s SO TS ELE. ] 125 150 s

Ahkonma zamani (dakika)

Sekil 4-9 Bos ve (500 ng/mL) galantamin-dansil tiirevinin katkih idrar ornegine ait
kromatogram
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Dedektor cevabi

Ahkonma zam anl (dakika)

v
= ™
« ]
= 1
o 15 u
M 15 Tiirev
[
S 10]
- ]
-
ﬂ 5:
"I
A o
] T T T T T T T
oo 25 50 TS 100 125 150 175 man

Allkonma zamam (dakika)

Sekil 4-10 Bos ve (125 ng/mL) galantamin-dansil tiirevinin katkili plazma oérnegine ait

kromatogram

4.1.2.5. Sulu Cézeltide Hazirlanan Olgii Egrisinin Regresyon Analizi

Bolim 3.3.2.5 te anlatildigi gibi ¢alisilarak 125, 250, 500, 1000, 2000 ng/mL
konsantrasyonlarinda dort kez ¢alisildi. Kromatogramlar degerlendirilirken Galantamin-
Dansil tiirevi pik alanlar1 grafik edilerek, 6l¢ii egrisi olusturuldu. Pik alanlari ortalamasi
(A), standart sapma (s), ve bagil standart sapma (s/ Ax100) degerleri Tablo 4-6’da
Ozetlenmigtir. Ayrica sekil 4.7°de sulu ¢6zeltide hazirlanan Galantamin-dansil tiirevinin

kromatogrami verilmistir.
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Tablo 4-6 Galantaminin 125-2000 ng/mL Kkonsantrasyon arahginda sulu c¢ozeltide
hazirlanan 6l¢ii egrisi
C - -
gy A A, A Al A s s/ Ax100
2000 399804 323140 320619 331622 343796 3763396 10,94
1000 158637 166702 166702 156777 162205 524849 323
500 81542 86831 81922 76801 81774 40979 5,01
250 33617 36047 35231 37627 3563050 167066 4,68
125 15817 15317 14412 14553  15024.80 661,08 4,39
A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
A=174.92 C — 7876
r= 0.9995
Tablo 4-7 Olcii Egrisinin Regresyon Analizine Ait Parametreler
1 2 3 4 Ortalama
a 204,34 163,70 163,39 168.25 174,92
b 20483 -1257.70 284730  -6916,60 7876
r 0,9909 0,985 0,988 0,995 0,995
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400000 -
y =174,92x- 7876
R?>=0,9995

300000 -
=
£ 200000 -
-

100000 -

0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-11 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon arahginda sulu c¢ozeltide
hazirlanan 6l¢ii egrisi

Calismada elde edilen veriler degerlendirildiginde Galantamin-Dansil

konsantrasyonlart ile pik alanlar1 arasinda dogrusal bir iligki oldugu belirlendi.

4.1.2.6. idrarda Hazirlanan Olgii Egrisinin Regresyon Analizi
Bolim 3.3.2.6’da anlatildigi gibi calisilarak galantaminin 125, 250, 500, 1000,

1000 ve 2000 ng/mL konsantrasyonlarinda dort kez ¢alisildi. Kromatogramlar
degerlendirilirken Galantamin-dansil tiirevinin pik alanlari ve konsantrasyonlari
arasmda 6l¢ii egrisi olusturuldu. Pik alanlarinin ortalamasi (A), standart sapma (s), ve
bagil standart sapma (s/ Ax100) degerleri Tablo 4-9°da 6zetlenmistir ve Sekil 4.8°de

idrarda hazirlanan galantamin-dansil tlirevinin kromatogrami gosterilmistir.



39

Tablo 4-8 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon araliginda idrarda hazirlanan
olcii egrisi

C

ng/mL A A; Az Ay A S s/ Ax100

2000 356864 320610 320619 311999 327525 19976,81 6,09

1000 152438 152435 158637 156777 155072 313623 2,02
500 75059 72452 75207 72040  73689,40 167636 2,27
250 35192 34512 35750 32543  34499,30 139897 4,05
125 16633 16278 16951 16181  16510,80 3198 213
A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
A= 166,45 C - 7541
r= 0,9995
Tablo 4-9 Olgii egrisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 4 Ortalama
a 181,30 162,77 162,57 159,17 166,45
b 13272 -6884,90  -4561,50  -5445,30 7541

r 0,9952 0,9995 0,9999 0,9996 0,9995
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Sekil 4-12 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon arahiginda idrarda hazirlanan
olcii egrisi

4.1.2.7. Plazmada Hazirlanan Olg¢ii Egrisinin Regresyon Analizi

Bolim 3.3.2.6’da anlatildig1 gibi ¢alisilarak galantaminin 125, 250, 500, 1000 ve
2000 ng/mL konsantrasyonlarinda dort kez c¢alisildi. Kromatogramlar galantamin-dansil
tirevinin pik alanlar1 ve Kkonsantrasyonlar1 arasinda Ol¢ii egrisi olusturularak
degerlendirildi. Sekil 4.10’da bos ve galantamin-dansil tiirevinin katkili plazma
ornegine ait kromatogram verilmistir. Pik alanlari ortalamasi (A), standart sapma (s), ve
bagil standart sapma (s/ Ax100) degerleri Tablo 4-10°da ve 6l¢ii egrisinin regresyon

analizine ait parametreler ise Tablo 4-11° de 6zetlenmistir.
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Tablo 4-10 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon arahginda plazmada hazirlanan
olcii egrisi

ng/cr:n L A Az Ag As A s s/ Ax100
2000 327655 327891 325799 329411 327689 148091 0,45
1000 158973 158560 158786 158930 158812 186,21 012
500 74280 74504 74755 74600 74534 19883 0,27
250 34780 34755 34740 34633 34727 6480 019
125 13750 13893 13510 13424 13644 21571 1,58
A degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:
A = 167,55 C — 7970
r= 0,9999
Tablo 4-11 Olcii egrisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 4 Ortalama
a 167,54 167,56 166,56 168,54 167,55
b 79532 79384  -7566,3 -8422 7970

r 0,9999 0,9999 1 0,9999 0,9999
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Sekil 4-13 Galantaminin 125-2000 ng/mL konsantrasyon arahiginda plazmada hazirlanan
olcii egrisi

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Dogrusalhik

Sulu ¢ozeltide (Tablo 4-6), idrarda (Tablo 4-8) ve plazmada (Tablo 4-10)
hazirlanan 6l¢ii egrilerinin regresyon analizleri sonucunda elde edilen r degerleri,
(sulu:0,9995, idrar:0,9995, plazma:0,9999) sulu ¢ozelti, plazma ve idrarda galantamin-
Dansil tiirevine ait detektdr cevabinin, esdeger galantamin miktariyla dogrusal bir oranti

i¢inde iliskilendigini gostermektedir.

4.2.2. Gozlenebilme (LOD) ve Tayin (LOQ) Sinirlar:

Gozlenebilme smirt Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi hesaplanarak idrar ve
plazmada sirasiyla 70,99 ve 6,27 ng/mL bulunmustur. Tayin sinirt ise idrarda 212,97
ng/mL, plazmada ise 18,81ng/mL olarak bulunmustur (Tablo 4-12 ve Tablo 4-13).
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Tablo 4-12 idrarda Gézlenebilme ve Tayin Simirlar

Parametreler Degerler

Dogru denklemi A =166,45 C-7541
Egim + SD 166,45 + 10,03
Intersept = SD 7541 + 3938,87
LOD ng/mL 78,09

LOQ ng/mL 236,64

Tablo 4-13 Plazmada Gézlenebilme ve Tayin Sinirlar:

Parametreler Degerler

Dogru denklemi A =167,55 C-7970
Egim + SD 167,55 +0,82
Intersept + SD 7970 + 350,5

LOD ng/mL 6.90

LOQ ng/mL 20.92

4.2.3. Kesinlik ve Dogruluk

4.23.1. Aym Giin Icinde Idrar ve Plazmada Yapilan Analizlerin
Tekrarlanabilirligi

Ucg farkli konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin iceren idrar ve
plazma ornekleri Bolim 3.4.3.1 de anlatildigr gibi galisilda.

Her bir konsantrasyon i¢in 6 farkli 6rnekle ¢alisildi. Bagil standart sapma, idrar
igin; %0,24 ile 0,59 plazma i¢in; %0,35 ile 1,03 arasindadir. Sonuglar Tablo 4.14’de, ve
Tablo 4.15’de verilmistir.



Tablo 4-14 Aym Giin I¢inde Idrarda Yapilan Analizlerin Tekrarlanabilirligi
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Bulunan

Konsantrasyon

(ng/mL)

Ortalama

Standart Sapma

Bagil standart sapma

(% RSD)

2000

1996,54
2009,27
1996,39
2001,27
2003,59
2003,68

2001,79

4,89

0,24

Idrardaki konsantrasyon (ng/mL)

500

496,24
498,60
497,13
496,38
501,23
496,40

497,66

2,08

0,41

125

125,00
124,62
124,65
125,00
126,44
125,23

125,15

0,74

0,59

Tablo 4-15. Aym Giin I¢inde Plazmada Yapilan Analizlerin Tekrarlanabilirligi

Bulunan

Konsantrasyon

(ng/mL)

Ortalama

Standart Sapma

Degisme katsayisi

(% RSD)

2000

1986,49
1988,12
1986,77
1986,32
1988,36
2003,13

1989,87

7,09

0,35

Plazmadaki konsantrasyon (ng/mL)

500

501,90
502,88
501,90
493,73
492,81
492,23

497,58

5,13

1,03

125

126,39
125,05
124,78
124,79
125,65
126,21

125,48

0,71

0,56
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4.2.3.2. Farkh  Giinlerde Idrar ve Plazmada Yapilan  Analizlerin
Tekrarlanabilirligi

Ug farkli konsantrasyonda (125, 500 ve 2000 ng/mL) galantamin igeren idrar ve
plazma ornekleri Boliim 3.4.3.2 anlatildig: gibi ¢aligildi.

3 farkli giinde, her seferinde yeni 6rnek hazirlanarak yapilan ¢aligmalarda, bagil
standart sapmalar1 idrarda % 0,13 ile % 0,51, plazmada ise % 0,04 ile % 0,17 arasinda
bulundu. Sonuglarin Tablo 4-16 ve Tablo 4-17’de verilmistir.

Tablo 4-16 Farkl Giinlerde idrarda Yapilan Analizlerin Tekrarlanabilirligi

Idrardaki konsantrasyon (ng/mL)

2000 500 125
Bulunan 1998,38 496,44 126,46
2003,69 496,39 125,23
Konsantrasyon 1997,42 496,45 125,01
1997,39 496,68 124,90
(ng/mL) 1996,45 499,78 124,62
1996,31 497 57 125,24
Ortalama 1998,27 497,22 125,24
Standart Sapma 2,78 1,33 0,64
Degisme katsayisi
0,13 0,27 0,51

(% RSD)
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Tablo 4-17 Farkh Giinlerde Plazmada Yapilan Analizlerin Tekrarlanabilirligi

2000
1983,81
Bulunan 1983,83
K ¢ 1985,55
onsantrasyon 1983.90
1985,04
Ortalama 1984,37
Standart Sapma 0,74
Degisme katsayisi
0,04

(% RSD)

Plazmada konsantrasyon (ng/mL)

500

498

498,69
497,79
498,02
500,02
497,72

498,37

0,87

0,17

125

126,52
126,71
126,66
126,69
126,20
126,45

126,53

0,19

0,15

4.2.4. Yontemin Saglamhg (Robustness)
Mobil faz bilesiminde (£%?2), akis hizinda (+0,1 mL), reaksiyon pH (£0,1),

eksitasyon ve emisyon dalga boylart (£1 nm) ve kolon temperatiiriinde (£2°C) yapilan

ufak degisikliklerde bir fark goriilmemistir.

4.2.5. Uygunluk Testi

Gelistirilen yontem sonucunda Farmakope

parametreleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 4-18).

tarafindan tanimlanan SUT
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Tablo 4-18 Uygunluk testi sonuglar:

Parametreler Kabul edilen deger Idrarda Plazmada
Alikonma zamant (tg) 16,8 dakika 16,8 dakika
Olii zaman (to) 1,0 dakika 0,8 dakika
Kapasite faktorii (k) k>2 15,8 20
Kuyruklanma faktorii (T) T<2 1,058 1,077
Teorik plato sayist (N) N> 2000 7919 6327

4.2.6. Galantamin-Dansil Tiirevinin Stabilitesi

Galantamin-dansil tiirevinin dayanikliligini incelemek iizere Bolim 3.4.6.’da
anlatildigr gibi ¢alisildi. Oda sicakliginda, karanlikta ve giin 1s18inda ve 4°C karanlikta
birakilan 6rneklere ait sonuglar Tablo 4-19°da goriilmektedir. Elde edilen verilere gore

4°C karanlikta en az bir giin dayandig1 goriilmektedir.

Tablo 4-19 Galantamin-Dansil Tiirevinin Stabilitesi

Fluoresans Siddeti

0 saat 6 saat 24 saat 72 saat
20 °C Karanhk 273 215 204 192
20 °C Aydinhk 273 204 203 198

4 °C Karanhk 270 273 269 264
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4.2.7. Geri Kazanim

Galantaminin plazma ve idrardan geri kazanim oraninin saptanmasi i¢in Bolim
3.4.7 de anlatildig1 gibi, plazma ve idrar 6l¢ii egrisi denkleminin egimi (A= 167,55C -
7970 ve A =166,45 C+7541) sulu ¢ozeltiden elde edilen 6l¢ii egrisi denkleminin (A =
174,92 C —7876) egimi ile oranlandiginda geri kazanilma orani sirasiyla % 95,78 ve %
95,15 olarak hesaplandi.

4.3. Kapsiillerde Galantamin Miktar Tayini
8 mg Galantamin igeren Reminyl® kapsiiller Boliim 3.5.1 ve 3.5.2°de anlatildig1

gibi gelistirilen HPLC-Fluoresans yontemi ve Farmakope HPLC-UV yontemiyle analiz
edildi. Her iki yontemde elde edilen sonuglar Tablo 4.20°de 6zetlenmektedir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemiyle elde edilen sonuglar ortalamalar
yoniinden student (t) testiyle ve standart sapmalar yoniiyle Fisher (F) testiyle
karsilastirildi. Tablo 4.20°deki sonuclarin incelenmesiyle de goriilecegi gibi, hesaplanan
t ve hesaplanan F degerleri ilgili % 95 olasilik diizeyi cetvel degerlerinden daha kii¢iik
oldugundan gelistirilen yontem ile kiyas yontemi arasinda gerek dogruluk, gerek

kesinlik yoniinden anlamli bir fark olmadig: belirlendi.
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Tablo 4-20 8 mg Galantamin I¢eren Kapsiillerin Analiz Sonuclar1 ve Sonuclarin Istatistiki
Olarak Degerlendirilmesi

o 01 A W N P

X

S

RSD

ts/\'n
Giiven sinirlan

t= 1,09

F= 225

Gelistirilen HPLC Yontemi

mg /kapsiil

8,07
8,01
8,05
8,06
8,07
8,02

8,04
0.02
0,24
0,021
8,024-8,056
n=n,=6
P =0,05

%

100,87
100,12
100,62
100,75
100,87
100,25

Kiyas Yontemi

mg / kapsiil

8,06
8,02
8,01
8,03
8,05
7,98

8,03
0.03
0.37
0,031

8,018-8,042

ttablo = 2,23
I:tablo = 5,05

%

100,75
100,25
100,12
100,37
100,62
99,75
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5. TARTISMA

Farmasotik preparatlarda, idrar ve plazmada galantamin tayini i¢in gelistirilen
HPLC yontemi, aromatik hidroksil grubu igeren bu madde ile dansil kloriir arasindaki
reaksiyona dayanmaktadir. Dansil kloriir primer, sekonder aminlerle ve hidroksil
gruplariyla siddetli fluoresans gosteren tiirevler olusturur.

Dansil kloriir ile amin ve hidroksil grubu i¢eren maddeler arasindaki reaksiyon
alkali pH larda, sicakta yiiriidiigii ve olusan iriiniin genellikle organik bir ¢oziiciiye
ekstre edildigi daha once bu belirteg ile yapilan arastirmalarda belirtilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda galantamin-dansil tiirevinin kantitatif olarak elde edilebilmesi i¢in en
uygun reaksiyon kosullar1 arastirildi. En iyi sonuglar pH 10,5 karbonat tamponuyla
calisildiginda gozlendi. Optimum sicaklik ve reaksiyon siiresini saptamak amaciyla oda
sicaklig1,40, 50, 60 ve 70°C de 10-60 dakika arasinda ¢alisildi ve galantamin ile dansil
kloriir arasindaki reaksiyonun tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika olarak
belirlendi. Tiirevin kantitatif oranda olusmasi i¢in gerekli belirteg miktar1 Dansil
kloriir/galantamin mol orani olarak incelendiginde 2,13 kat belirtecin yeterli oldugu
goriildii.

Olusan triiniiniin sulu ¢ozeltiden ekstraksiyonu i¢in organik ¢oziicliler denendi
ve en yiiksek fluoresans siddeti diklorometan ile elde edildi. Bu ¢oziicii igcinde tiireve ait
maksimum eksitasyon ve emisyon dalga boylari sirasiyla 375 ve 537 nm dir.

Galantamin-Dansil tiirevinin dayanikliligr arastirildiginda, diklorometan iginde
+4°C de karanlikta 24 saat dayanikli kalirken, oda temperatiiriinde karanlikta ve giin
15181nda 24 saat bekletidiginde fluoresans siddetinin sirasiyla azaldig gdzlenmistir.

Dansil tlirevlerinin HPLC yontemiyle analizlerinde genellikle ters fazh
sistemler kullanildigindan Galantamin-Dansil tiirevinin analizi i¢in Oncelikle bu
sistemin kosullar1 arastirildi. Bu incelemeler dogrultusunda yapilan sivi kromatografik
caligmalarda en uygun mobil faz sisteminin asetonitril:o-fosforik asit (pH 2,7) (40:60)
oldugu belirlendi. Bu mobil faz sisteminde, Inertsil Cig kolonda ve 1,2 ml/dk. akis
hizinda calisildi. Fluoresans detektorde tlireve ait maksimum eksitasyon ve emisyon
dalga boylar1 sirastyla 375 nm ve 537 nm olarak saptandi.

Belirlenen optimum kosullarda calisilarak idrar ve plazmada Olgii egrisi

hazirland1 ve galantamin konsantrasyonlari ile pik alanlar1 arasindaki dogrusal iliskinin
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125-2000 ng/mL konsantrasyon araliklarinda oldugu belirlendi. Bagil standart sapma,
idrar i¢in; %0,24 ile 0,59 plazma i¢in; %0,35 ile 0,56 arasindadir

Farmasotik preparatlarda galantamin tayini igin literatiirde bildirilen analiz
yontemleri incelendiginde gerek spektrofotometrik (5,7,8) gerek bu maddenin dogal
fluoresans gostermesine dayanan spektofluorimetrik (3,4) ve calismalarin duyarliginin
gelistirilen yonteminkine kiyasla olduk¢ca az oldugu goriilmektedir. Literatiirde
tirevlendirme yontemine rastlanmamistir. Bu tezde bildirilen yontemde ilk kez
tiirevlendirme yapilarak fluoresans detektor kullanilmaktadir.

Galantamin tayini igin gelistirilen HPLC yoOntemi, bu maddenin idrar ve
plazmada analizine de uygulanmistir. Calismanin bu bélimiinde oncelikle plazma
proteinlerini ¢oktiirmek ve verimi arttirmak amaciyla cesitli 6n denemeler yapildi.
Bunun i¢in plazma proteinleri 0,1 N NaOH c¢ozeltileriyle proteinler ¢oktiiriildiikten
sonra sulu c¢ozeltiden etilasetat ile ekstraksiyon yapildi. Idrar ve plazmada yapilan
analizlerde baziklendirmeden sonraki sivi-sivi ekstraksiyonu yontemin duyarliliginin
artmasina biiyiik 6l¢iide katkida bulundugu gibi bu islem ayn1 zamanda kromatogramda

girisim yapan maddelerin azalmasini da saglamistir.

Gelistirilen yontemin validasyon c¢alismalarinda gozlenebilme sinir1 idrar ve
plazma i¢in sirastyla 70,99 ve 6,27 ng/mL ve tayin sinir1 idrar ve plazma i¢in 212,97 ve

18,81 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Kesinlik i¢in yapilan ¢alismalarda, elde edilen giin i¢i idrar igin (%0,24-0,59)
plazma i¢in (%0,35-1,03) ve giinler arasi idrar i¢in (%0,13-0,51), plazma i¢in (%0,04-
0,15) tekrarlanabilirlik degerleri yontemin zaman iginde uygulanabilir oldugunu

gostermektedir.

Yontemin saglamliginin (robustness) analizi i¢in mobil faz bilesiminde ve kolon
sicakliginda yapilan kiigiik bilingli sapmalarin yontem iizerinde olumsuz bir etkisi

olmadig1 gozlenmistir.

Tiirevlendirilmis ve mobil fazda ¢6zlilmiis 6rneklerin stabilitesiyle ilgili yapilan
testlerde, oda sicakliginda ve 1sikta Ornegin hizla bozundugu ancak karanlikta ve

sogukta stabilitesini korudugu gézlenmistir.

Geri kazanim degerleri idrar i¢in %95,78, plazma i¢in %95,15 olarak

hesaplanmaistir. Sulu 6l¢ii egrisinde, idrarda 6l¢ii egrisinde ve plazmadaki 6l¢ii egrisinde
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yapilan tiim islemlerin, birebir tekrarlanmis olmasinin, geri kazanim degerinin olduk¢a

1yl olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Galantamin hidrobromiir igeren kapsiillerin gelistirilen bu yontemle analizinden
elde edilen sonuglar, kiyas yontemiyle elde edilen sonuglarla % 95 olasilik diizeyinde
ve 6 deneme iizerinden standart sapmalar yoniinden F-testi, ortalamalar yoniinden t-
testi uygulanarak istatistiksel olarak kiyaslandiginda her iki yontem arasinda anlamli bir

fark bulunmamastir.

Sonug olarak, gelistirilen yontem gerek farmasotik preparatlarda gerek idrarda
gerekse plazmada galantamin tayininde kullanilabilir. Bu ¢alismayla galantaminin
dansil kloriir ile fluroresans tiirevlendirilmesi i¢in uygun kosullar da ilk defa ayrintili

olarak arastirilmis olmaktadir.

Gelistirilen yontem gerek rutin farmasotik analizlerde gerek galantaminin

plazma ve idrarda biyoyararlanim ¢alismalarinda rahatlikla onerilebilir
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