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Alerji ilaglari, alerjik reaksiyonlari hafifletmek ve semptomlari kontrol altina almak i¢in kullanilan farmasaétik
Urtnlerdir. Gunimuzde alerji ilaglarinin énemi, artan alerjik hastalik prevalansi ve semptomlarin etkili bir
sekilde yonetiimesinin gerekliligi nedeniyle giderek artmaktadir. Bu arastirmada alerjik bir ilag olan
hidroksizinin tayin edilmesinde yeni bir metot Onerilmistir. Bu arastirmanin amaci, tablet formundaki
piperazin turevi ilagc etken maddesi hidroksizini analiz etmek icin bir RP-HPLC metodu gelistirmek ve
dogrulamaktir. Optimum sivi kromatografik ayirma kosullarini belirlemek igin mobil faz pH'i ile alikonma
suresi arasindaki korelasyona dayanan sistematik bir yaklasim kullaniimistir. Hidroksizinin tayini, Xbridge
C18 kolonunda (3 um, 150 x 4,6 mm, I.D.), pH 6'ya ayarlanmis %45 (v/v) asetonitril iceren asetonitril-su ikili
karisiminda saglanmistir. Calisma 0,8 mL/dakika akis hizinda, 37 °C kolon sicakhdi ve 230 nm dalga
boyunda gerceklestirilmigtir.
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ABSTRACT

Allergy medications are pharmaceutical products used to alleviate allergic reactions and control symptoms. The
importance of allergy medications in today's world is increasingly recognized due to the rising prevalence of
allergic diseases and the necessity for effective symptom management. In this study, a new method is proposed
for the determination of hydroxyzine, an antiallergic drug.The aim of this research was to develop and validate
an RP-HPLC method to analyze the piperazine-derived drug active ingredient hydroxyzine in tablet form. A
systematic approach based on the correlation between mobile phase pH and retention time was used to
determine the optimum liquid chromatographic separation conditions. The determination of hydroxyzine was
achieved on an Xbridge C18 column (3 um, 150 x 4.6 mm, |.D.) in an acetonitrile-water binary mixture containing
45% (v/v) acetonitrile adjusted to pH 6. The run was performed at a flow rate of 0.8 mL/min, column temperature
of 37 °C and wavelength of 230 nm.
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1. Giris

Alerji maruziyetleri, hafif lokalize reaksiyonlardan hayati tehdit eden anafilaksiye kadar degismektedir.
Yas, cinsiyet, alerjenin tirt gibi klinik faktorlerin bir araya gelmesiyle alerji blylk oranda tedavi
edilebilmektedir [1]. Histamin, ani alerjik reaksiyonlarin énemli bir aracisidir. Biyolojik bir amin olan
histamin; vlcuttaki etkisini 4 reseptére (H1, H2, H3 ve H4) bagdlanarak gosterir [2]. H1 reseptorleri alerii
ve iltihaplanmalar ile ilgili bir bolgedir. Bu reseptdr grubu sinirler, solunum epiteli, hepatik hiicreler, diiz
kas hucreleri, dendritik hiicreler ve lenfositler dahil olmak tzere bircok doku ve hucre ile ifade edilir [3-
4]. Histamin solunum yolundaki diiz kasin kasilmasini saglar, gegirgenligi arttirir ve H1 reseptorinu
aktive eder. Bu nedenle, eritem, kasinti ve 6dem gibi deride gbézlenen semptomlar da dahil olmak tzere
hemen hemen tim ani asiri duyarlilik reaksiyonlari, H1'in aktivasyonu ile ortaya cikabilir [5-6].
Antihistaminikler ise histaminlerin dokularda baglandiklari reseptdrlere onlardan énce baglanarak
vicutta olugabilecek semptomlari 6nlemeye yardimci olur. Bu ¢alismada analizi yapilan hidroksizin; 2-
[2-[4-[(4-klorofenil)-fenilmetil]piperazin-1-ilJetoksi]etanol, kasinti, mide bulantisi, anksiyete ve gerginlik
semptomlari igin kullanilan, ¢oklu farmakolojik etkilere sahip en sik regete edilen antihistaminiklerden
biridir. Ayni zamanda bu ilag antihistaminik etkisi gui¢li bir H1 reseptor antagonisti ve piperazin tirevidir
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Sekil 1: Hidroksizinin kimyasal yapisi
Farmasotik bilegiklerin gercek numunelerde saptanmasi ve izlenmesi ¢ok onemlidir ve literatlrde

onerilen cesitli yontemler vardir. Hidroksizinin gaz kromatografi [8], ince tabaka kromatografisi [9],
miseller sivi kromatografisi [10], kapiller elektroforez [11], voltametrik yontem [12], sivi kromatografik-
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kitle spektrometresi (LC-MS) [13]; potansiyometri [14-15]; gravimetri [16], titrimetri [17-19] ve ters faz
sivl kromatografi (RP-HPLC) [20-21] gibi pek ¢ok farkli yéntemle analizi gerceklestiriimistir. Ters faz sivi
kromatografi haricinde bildirilen ydntemlerin ¢odu, analizden 6nce numune 6n islemi ve ilag
ekstraksiyonu gerektirmektedir. Bu ¢calismada tercih edilen ters faz sivi kromatografi ile 6zellikle molekill
yapilarinda, yliksek polar ylizey alanina sahip olma 6zelligi saglayan (-OH, -NH2, COO" ve NHs") gruplari
bulunduran analitlerin tayini yapilabilmektedir. Bu durum verimin maksimum, alikonma siresinin
minimumda olmasiyla iligkilidir [22]. Calismada kullanilan hidroksizin, yapisinda bulundurdugu fenil
gruplari ve piperazin halkasinin konumundan dolayi RP-HPLC yontemi ile tayin edilmistir. Bu yontem,
hareketli fazin molekuler yapl ile etkileserek hidroksizin gibi yeni nesil ilaglar icin segici, disuk maliyetli,
kararl ve kullanimi kolay bir analiz sunmaktadir.

Bu calismada hidroksizinin kalitatif tayini icin sabit kolon sicaklhidinda, mobil faz pH'ina ve mobil fazdaki
organik modifiyer konsantrasyonuna bagli olarak kapasite faktori (k) degerlerindeki degisim incelenerek
optimum ayirma kosulu belirlenmistir. Bilesiklerin tayini igcin mUmkin olan en kisa surede analiz
yapilmasi amaciyla gelistirilen metot ile Uluslararasi Uyum Konseyi (ICH) parametrelerine gére valide
edilmis ve daha sonra ilag formulasyonunda kantitatif tayin yapilmistir [23]. Daha 6nce geligtirilen analitik
yontemlere gore, hidroksizin tayini igin saglam, hizli, hassas, segici, dogru ve kesin RP-HPLC ydntemleri
geligtirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Cihazlar

Bu calismada bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri yiksek performansli sivi kromatografi cihazi
(Shimadzu Teknoloji, Japonya) ile yapilmistir. Kullanilan sistem UV dedektort (SPD-20A), pompa (LC-
20AD), kolon firini (CTO-20A) ve degazer Unitesinden (DGU-20A3) olusmaktadir. Kromatografik ayirma
icin hazirlanan mobil faz pH élgiimleri, Mettler Toledo pH/iyon analiz cihazi (Schwerzenbach, Isvicre)
ve In Lab 413 Ag/AgCl pH elektrodu kullanilarak yapiimistir. Ultra saf su ise, Direct-Q® 3 UV (Millipore,
Bedford, MA, ABD) su aritma sisteminden saglanmistir.

Kimyasallar

Bu ¢alismada hidroksizin, siklizin (i¢ standart) ve urasil Sigma-Aldrich'ten (ABD) temin edilmistir. Mobil
fazin hazirlanmasinda organik ¢ozlici olarak asetonitril, mobil fazda tampon bilesenleri olarak o-fosforik
asit, sodyum hidroksit, amonyum bikarbonat ve amonyak, elektrot kalibrasyonu icin referans standart
potasyum hidrojen ftalat Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) saglanmistir. Calismada kullanilan
tim kimyasallar analitik safliktadir.

Kromatografik Kosullar

Bu calismada, hidroksizinin kromatografik tayini icin mobil faz olarak farkli pH degerlerinde, %45 (v/v)
asetonitril iceren asetonitril-su ikili karisimlari hazirlanmistir. Mobil faz pH’sinin ayarlanmasinda tampon
olarak fosfat ve amonyak-amonyum klorir tamponu tercih edilmis ve mobil fazlar igerisinde kullanilan
o-fosforik asit ve amonyum klorur derisimi 30 mM’da sabit tutulmustur. Her bir enjeksiyon 20 pL olacak
sekilde sabit hacimde gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirma, Xbridge C18 kolonunda (3 pm, 150 x
4,6 mm) gergeklestiriimistir. Kolon firin sicakligi 37 °C'ye ayarlanip, akis hizi 0,8 mL/dak ve enjeksiyon
hacmi 20 pL'de tutulmustur. UV dedektéri 230 nm dalga boyuna ayarlanmistir.

Standart Maddelerin ve Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Analiz edilen bilesigin ve i¢ standardin (100 pg/mL) stok ¢ozeltileri mobil fazda ¢ézilerek hazirlanmigtir.
Hazirlanan ¢ozeltiler, gunes 1sigindan korumak igin +4°C'de, karanhkta saklanmistir. Lineer galisma
araligi belirlenen hidroksizin igin kalibrasyon ¢ozeltileri optimum su-organik ikili karisimda 5-25 pg/mL,
konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi igin i¢ standart metodu kullaniimistir. Bunun
icin segilen i¢ standart siklizin tim ¢alisma boyunca 3 pyg/mL derisimde sabit tutulmustur.

Tablet Cozeltisinde Analiz

Hidroksizinin kantitatif tayini icin tablet analizi yapiimigtir. Bu yontemde on adet tablet (Atarax ® 25 mg)
ezilerek toz haline getiriimis ve 1 tablete esdeder miktarda tartiimistir. Ardindan bir adet tablet
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miktarindaki toz, balon jojeye aktarilarak mobil faz ilave edilmis ve hacim 100 mL'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan 6érnek ¢ozelti belirlenen ilag etken maddelerinin ¢ézulmesi igin ¢bzeltiler ultrasonik banyoda
20 dakika bekletilmigtir. Cozeltide herhangi ¢éziinmeyen bir kisim kalmamasi igin stizme iglemi
uygulanmigtir.

Geri Kazanim Galigmalari

Calisma kapsaminda, yontemin dogrulugunu beliremek igin geri kazanim cgalismasi yapilmistir.
Numuneler, sabit miktarda etken madde iceren tablet numunesine bilinen miktarda saf standart ve
secilen i¢ standart (siklizin) eklenerek analiz edilmistir. Geri kazanim yizdesi, humunedeki etken
maddenin konsantrasyonu ve eklenen standart ¢ézelti kullanilarak hesaplanmistir.

3. Bulgular

Ayirma verimliligini en Ust dlzeyde tutabilmek igin analittere uyumlu kolon secimi yapilmasi
gerekmektedir [24]. Bu galismada kullanilan ayirma yéntemi icin secilen kolon; analiz slresince
analitlerin hem kantitatif hem de kalitatif olarak tayinlerinde en verimli sonuglari ortaya koymustur. Yeni
nesil kolonlardan bazik bilesiklerin analizine uygun XBridge C18 BEH kolon, (pH 1-12) tercih edilmistir.
Bu kolonlarin en iyi 6zelligi kolon icerisindeki silis bilesiginin ¢capraz bagdlarindan dolayi pH, sicaklik vb.
degisimlere karsi ¢ok direncli olmalaridir.

Bu calismada, alerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilan hidroksizinin RPLC yontemi ile kantitatif
tayininde optimum ayirma kosulunu belilemek i¢cin mobil faz optimizasyon calismasi yapilmistir.
Bilesiklerin pKa degerleri kullanilarak molekiler veya iyonize halde bulunduklar pH degerlerini
beliremek mimkunddr. Bunun icin pKa degerinin 1,5 birim Ustu ve altindaki pH degerleri calisma pH
araliklari olarak belirlenir. Bu amagla kromatografik kosullar sabit tutularak kolon sicakligi, mobil fazin
asetonitril konsantrasyonu ve pH degisiminin bilesiklerin kapasite faktéri Uzerindeki etkileri
arastinlmistir [25-26]. Standart urasil c¢ozeltisi (to), k dederinin hesaplanmasi i¢in kullaniimistir.
incelenen her bir pH degerindeki (5,5 — 8,5), k degerleri, %45 (v/v) igeren asetonitril-su ikili karisimindaki
bilesiklerin tr ve to degerleri kullanilarak hesaplanmistir. %45 asetonitril iceren asetonitril-su ikili
karisiminda degisen pH degerlerine karsi kapasite faktorlerinin degisimi Sekil 2°’de verilmistir.
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Sekil 2: Hidroksizinin mobil faz pH'i ile k degerleri arasindaki iliskiyi gosteren sigmoidal grafik

Sivi kromatografik tayinde optimum kromatografik ayirma kosulunun saglanabilmesi igin; k degerinin =
1 olmasi, segicilik faktori (a)’nin 1,15'ten biyik ve ayirma gicu (Rs) degerinin 1,5'ten blylk olmasi
beklenir. Ayirma islemi, kromatografik analizde mimkiin olan en kisa siirede gergeklesmelidir. Bunun
icin, pH 6,0'a ayarlanmis %45 (v/v) asetonitril igceren bir asetonitril-su ikili karigimi, belirtilen
kromatografik parametrelerin saglandigi kosul olarak belirlenmistir.

Kantitatif bir analizde analitik olgiimlerdeki hatalar telafi etmek icin i¢ standart (IS) metodu

kullanilmalidir. ilag formiilasyonlarindaki katki maddeleri ve numune enjeksiyonu sirasindaki hacim
hatalari gibi sistematik ve rastgele hatalari elimine etmek icgin IS yontemi tercih edilmektedir [27-29]. I¢
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standart segilirken; optimum ayirma kosullar altinda belirlenen bilesiklerden kromatografik olarak
ayrilmasi sarti aranmaktadir. Bu galismada IS olarak siklizin segilmistir.
Purnell esitligi (Es. 1); a, Rs ve k de@erleri arasindaki iligkiyi gdstermektedir. Belirlenen kosuldaki mobil
faz ortaminda, Purnell denklemine gore hesaplanan degerler Tablo 1'de verilmistir. Optimum ayirma
kosullari altinda elde edilen kromatogram ise, Sekil 3’te verilmistir.

Rs = i\/ﬁ [%1] [(1k2

+k3)

Tablo 1: Belirlenen optimum kosula ait de@erler

@)

Bilesik k a (a-1)/a (k2)/(k2+1) 1/4VN Rs
Siklizin (IS) 1,167
Hidroksizin 1,795 1,538 0,350 0,642 22,853 5,133
mV
2
] 1
2‘03‘:
100
L \ J
] T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 8 y (-

Sekil 3: Belirlenen optimum ayirma kosuluna gére elde edilen kromatogram 1) Siklizin (IS), 2) Hidroksizin

Bu calismada hidroksizinin kantitatif tayini icin metot validasyonu yapilmistir. Optimum ayirma kosullari
belirlendikten sonra, kromatografik olarak sistem uygunluk parametreleri Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi (USP) yonergesine goére belirlenmistir. Bu amagla bilesikler HPLC sistemine Ug¢ tekrarli
olarak enjekte edilerek kromatografik parametreler hesaplanmis ve referans degerlere uygunlugu
belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Bilesikler icin sistem uygunluk parametreleri

Parametre Siklizin (IS) Hidroksizin Referans degerler
Alikonma zamani (tr) 4,268 5,505 -

Kuyruklanma faktort (Tr) 1,957 1,321 <2

Alikonma (kapasite) faktoru (k) 1,168 1,796 21

Ayirma glicli (Rs) - 5,133 22

Teorik tabaka sayisi (N) 4070 8356 > 2000

Segicilik faktorid (a) - 1,538 >1

RSD% (tr, allkonma zamani igin) 0,129 0,064 <1

RSD% (pik alant igin) 0,406 0,884 <1
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USP'ye gore sistem uygunluk parametrelerinin sonuglari (Tablo 2), gelistirilen kromatografik yontemin
analiz ve analitik yontem validasyonu igin uygun oldugunu gdstermistir. Sistem uygunluk testinde,
bilesigin alikonma sireleri ve pik alanlarinin %RSD'si %2'nin altindadir. Bu durum, tekrarlanabilir
enjeksiyonlardaki degisimin kuguk oldugunu goéstermektedir.

Geligtirilen yéntemin dogrusalligini belirlemek igin kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Elde edilen veriler
Tablo 3'te sunulmustur. Hidroksizin igin tayin limiti (LOD) ve kantitatif tayin limiti (LOQ); 3,3:1 ve 10:1
sinyal/gurdlth oranlarina goére belirlenmistir. Sonuglar, korelasyon katsayisinin>0,999 olmasi gerektigini
belirten ICH yonergesine gore kabul kriterlerini karsilamaktadir.

Tablo 3: Hidroksizine ait kalibrasyon dogrusu parametreleri

Parametreler Hidroksizin
Regresyon Denklemi y=0,424x-0,404
Egimin standart hatasi 0,009

Kesimin standart hatasi 0,149
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999
Kalibrasyon Derisim Aralidi (ng/mL) 5-25

Tayin limiti (LOD, pg/mL) 1,104

Kantitatif tayin limiti (LOQ, pg/mL) 3,347

Hidroksizinin analizi igin yapilan kesinlik ¢alismalarinda gun i¢i ve ginler arasi analizler, iki farkl
konsantrasyon igin ayni gun, Ug farkli zaman ve bu konsantrasyonlarin tg farkli giinde enjekte edilmesi
ile belirlenmistir. Bu sonuglar Tablo 4'te gosterilmistir. Burada bes tekrarli yapilan analizlerden
hesaplanan sonuclarin bagil standart sapma (% RSD) degerleri %2'nin altindadir ve kesinlik verileri igin
yeterlidir.

Tablo 4: Hidroksizine ait guin ici ve gunler arasi analiz sonuglari

Teorik Gun ici Giinler arasi

0, 0,
Bilesik derigim derigim (A) ?riE) derigim (A) '725)
(ug/mL) ortalamasi HY ortalamasi Hg
10,000 10,254 0,117 9,790 0,358
Hidroksizin
20,000 21,343 0,403 18,058 0,814

Analitik bir yéntemin dogrulugu, kabul edilen referans deger ile bulunan deger arasindaki yakinligi ifade
etmektedir. Geri kazanim deneyleri, ticari formulasyonlara katki yapilarak gercgeklestirilmistir. 25 mg
hidroksizin etken maddesini iceren Atarax ® tablet formilasyonunda kantitatif tayin ve geri kazanim
calismasi Uc¢ tekrarli olarak yapilmistir. Belirli bir derisimdeki standart madde eklenerek dogruluk
calismalari yapilmistir. Hesaplanan veriler Tablo 5’te verilmistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim
degerleri, yontemin dogrulugunun yiksek oldugunu ve numune ortamindaki yardimci maddelerin
herhangi bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

Hidroksizin icin ortalama geri kazanim yuizdesi, bu degerin %95-105 arasinda olmasi gerektigini belirten
ICH ydnergesine uygundur [23].
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Tablo 5: Hidroksizinin tablet formilasyonunda gergeklestirilen geri kazanim deneylerine ait bulgular

Hidroksizin

Bulunan miktar Geri kazanim (%)
1 25,576 102,306
2 25,178 100,714
3 25,599 102,395
XortxGS* 25,451+0,587 101,805 + 2,348
SS 0,233 0,236
BSS 0,979 0,929
%Hata -1,805 -

*Glven araligr %95 giiven seviyesinde verilmistir.

Tablet numunesinde gerceklestirilen kromatografik tayini gésteren kromatogram Sekil 4’te verilmistir.

AL
1200
1000

800
600

400

200 1

Sekil 4: Hidroksizin igeren Atarax® (25 mg) tablet igin hazirlanan kromatogram, 1-Siklizin (3 pg/mL, IS); 2-
Hidroksizin (20 pg/mL)

4. Tartisma ve Sonug

Hidroksizinin tayini icin literatiirde deneme yaniima metodu ile yapilmis ¢alismalar vardir. Bu ¢alismaiile
mobil faz pH’sI ve bilesidin kapasite faktori degerleri arasindaki iliskiden yararlanarak sistematik bir
calisma ile optimum tayin kosulu belirlenmistir. Gelistirilen metodun kesinligi ve dogrulugunun yeterli
oldugu metot validasyonun calismasi ile belirlenmistir. RPLC analizi ile tablet formulasyonlarindaki
bilesigin kantitatif analizinde kesinligin belilenmesinde RSD degeri %2'nin altinda hesaplanmistir.
Segilen ticari tabletlerdeki hidroksizin miktari (Atarax, 25 mg), hesaplanan miktarlari ile uyum icinde
bulunmustur. Elde edilen sonuglar gelistirilien metodun rutin kullanima uygun oldugunu géstermistir.
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Bu projenin mali destegi icin Stleyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine (4826-D2-16) tesekkur ederim.
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