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OZET

Bu derlemede, diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan metformin ve pioglitazonun nicel analizinde
uygulanan yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemleri kapsamli bigimde degerlendirilmistir.
Farkl1 biyolojik ve farmasotik matrislerde gergeklestirilen HPLC ¢alismalarinda kullanilan kolon tipleri, mobil
faz bilesimleri, dedektor ayarlari, 6rnek hazirlama prosediirleri ve validasyon parametreleri karsilastirilmstir.
Incelenen yontemlerde duyarlilik, segicilik, dogruluk, kesinlik, dogrusal aralik, LOD ve LOQ degerleri ayrintili
olarak analiz edilmis; bu parametreler iizerinden en uygun kromatografik sartlarin belirlenmesine yonelik
guincel yaklagimlar tartigilmustir. Derleme, metformin ve pioglitazonun dogru ve giivenilir kantitatif tayini i¢in
literatiirde Onerilen HPLC yontemlerini bir araya getirerek arastrmacilara kapsamli bir kaynak sunmayi
amaglamaktadir.
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Current Approaches to Quantitative Analysis of Pioglitazone and Metformin in
Different Matrices by High-Performance Liquid Chromatography Methods

ABSTRACT

This review comprehensively evaluates high-performance liquid chromatography (HPLC) methods applied to
the quantitative analysis of metformin and pioglitazone, commonly used in diabetes treatment. Column types,
mobile phase compositions, detector settings, sample preparation procedures, and validation parameters used in
HPLC studies performed on different biological and pharmaceutical matrices are compared. Sensitivity,
selectivity, accuracy, precision, linear range, LOD, and LOQ values of the reviewed methods are analyzed in
detail, and current approaches to determining the most appropriate chromatographic conditions based on these
parameters are discussed. This review aims to provide researchers with a comprehensive resource by bringing
together HPLC methods recommended in the literature for the accurate and reliable quantitative determination
of metforminand pioglitazone.
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1. GIRIS

Diyabet, siklikla karsilasilan ve yiiksek 6liim oramina sahip bir hastaliktir. Pankreasin beta
hiicrelerinin tahrip olmas1 sonucu, pankreastan insiilin salgilanamamasina veya insiiline karsi
direng gelismesine bagli olarak instilin gorevini yapamaz ve sonug olarak hastalik yuksek glikoz
seviyesi ile karekterize olur. Vakalarin biiylik ¢ogunlugunu insiiline bagimli olmayan (Tip 2)
diyabet olusturur (Antar ve ark., 2023).

Diyabet hastaligimn tedavisinde hedef glikoz seviyesini azaltmak veya korumaktir. Bu amagla
hastaya ilk olarak, egzersiz ve diyet basta olmak {izere yasam tarzinda degisiklikler nerilir.
Glikoz diizeyi, bu tavsiyeler ile diizenlenmiyorsa hastaya oral antidiyabetik ajan kullanmast
onerilir. Diyabet tedavisinde kullamlan antidiyabetik ilaglarin farkli biyolojik sivilardaki
miktarlari, ilaglarin farmakokinetik parametrelerinin, biyoyararlamminin, tedavi etkinliginin

takibi agisindan son zamanlarda 6nem kazanmistir (Tomic ve ark., 2022).

flag analizlerinde analitik kimya oldukca dnemli bir yere sahiptir. Ilaglarin hem kalitatif hem
de kantitatif analizlerinde, arastirmacilar tarafindan siklikla kullamilir. fla¢ analizlerinde
sonuclarin dogrulugu ve giivenilirligi validasyon parametrelerinin incelenmesi ile kontrol
edilir. Bu sebeple yontemin gelistirilmesi kadar yontemin validasyonu da blyik 6nem
tagimaktadir (Gorog, 2008).

Kromatografik yontemler ilag analizlerinde bagvurulan analitik yontemler arasindadir. Burada
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), numunelerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde oldukga onemli bir yere sahiptir. ilag analizleri, biyokimyasal analizler, gida
analizleri, adli tip analizleri, toksikoloji analizleri, klinik biyokimya analizleri ve endiistriyel

analizler gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Snyder ve ark., 2012).

Bu calismada, diyabet tedavisinde kullanilan metformin ve pioglitazonun kantitatif tayini i¢in
litaraturde yer alan HPLC yontemleri arastirilarak bir araya toplanmus ve galigsmalara genis bir
pencereden bakilmistir. BOylece, farmasotik preparatlarda ve farkli matrikslerde metformin ve
pioglitazonun kantitatif tayini i¢in en uygun kromatografik sartlarin belirlenmesi

hedeflenmistir.
2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet ve Antidiyabetik Tlaclar

Diinyada yiiksek insidansa ve mortalite oramna sahip olan diyabet hastalig1, insanlarin yasam

kalitesini etkileyen bir halk sagligi sorunudur. Yiksek glikoz seviyesiyle karakterize olan



diyabet, insiilin liretiminden sorumlu pankreas beta hiicrelerinin tahrip olmasi sonucu
pankreastan insiilin salgilanamamas1 veya insiilin direncine bagli olarak insiilinin gorevini
yapamamasi sonucu ortaya ¢ikan metabolik bir hastaliktir. Insiilin, pankreastaki Langerhans
adaciklarinin beta hiicreleri tarafindan Uretilen, glikozun tasinmasindan ve metabolizmasindan
sorumlu olan ve kanda glikoz yiikselmesi durumunda salinan hormondur. Insiiline bagiml
olmayan diyabet olarak da bilinen Tip 2 diyabet (DM2) aym zamanda diyabet vakalarinin
yaklasik 9%90-95’ini kapsamaktadir (da Trindade ve ark., 2018).

Poliiiri, polidipsi, polifaji ve aciklanamayan kilo kaybi1 diyabet hastaliginin klinik
semptomlaridir. Bununla birlikte ¢ogu zaman diyabet asemptomatik olarak da goriiliir ve
komplikasyon semptomlari ortaya ¢gikmadan kalic1 olarak teshis edilemez. Ulser, ampiitasyon,
retinopati, bobrek yetmezligi ve kalp hastaliklar1 diyabetin komplikasyonlar1 arasinda yer alir.
Diyabet tedavisinde ilk olarak glikoz seviyesini korumak veya azaltmak amaciyla, egzersiz ve
diyet degisikligi onerilir ve glikoz seviyesi kontrol altinda tutulmaya calisilir. Bu parametreler
icin glikoz diizeyi bu Onlemler ile diizenlenemiyorsa, ilag miidahalesi gereklidir. Ilag
tedavisinde, Onerilen tedavi hedeflerine ulagmak i¢in hastalarin hiperglisemi dereceleri, ek

hastaliklar1, aliskanliklar1 gz oniinde bulundurularak diizenlenir (da Trindade ve ark., 2018).

Oral antidiyabetik ilaglar etki mekanizmalarina gore ayrilmistir ve bunlar; insiilin salgilatici
ilaclar, instlin duyarlilastiric: ilaglar (sensitizerler), alfa-glukozidaz inhibitorleri ve inkretin

mimetik ilaclardir (Phung ve ark., 2011).

Tablo 1. Oral antidiyabetik ilaglarin simflandirilmasi ve gunlik doz araliklari

Jenerik Adi Gunluk Doz
Glipizid 2.5-40 mg
Glipizid (kontrollii salinimli form) ~ 5-20 mg
Gliklazid 80-240 mg
Gliklazid (kontrollt salimimli form)  30-90 mg
Glibenklamid 1.25-20 mg
Glibornurid 12.5-75 mg
Glimeprid 1-8 mg
Repaglinid 0.5-16 mg
Nateglinid 60-360 mg
Metformin 500-2550 mg
Rosiglitazon 2.8 mg
Pioglitazon 15-45 mg
Akarboz 25-300 mg
Sitagliptin 50-200 mg
Vildagliptin 50-100 mg
Saksagliptin 2.5-5 mg

*(Dahlén ve ark., 2022)



2.2. Metformin

Metformin (3-(diaminomethylidene)-1,1-dimethylguanidine) (Sekil 1), etkili bir biguanid
antidiyabetik ilagtir. DM2’1i hastalarda kan glikoz diizeylerini kontrol etmek i¢in uzun siiredir
kullamlmaktadir ve uluslararasi kilavuzlara gore birinci basamak tedavi olarak kabul
edilmektedir (Musi ve ark., 2002). Metformin, hepatik glikoz Gretimini azaltmak icin
tasarlanmug biguanid simfi bir ilagtir. Mitokondriyal inhibisyon ve AMPK (AMP aktive eden
protein kinaz) aktivasyonu, hepatik glukoneogenezinin inhibisyonu metforminin molekler
rolleridir (Rena ve ark., 2013). Metformin, insiilin duyarliligini artirir ve glikoz seviyelerini
diisiiriir. Ote yandan metformin, iskelet kasimn insiiline duyarliligim dogrudan veya dolayli

olarak arttirabilir (Turner, 1998).
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Sekil 1. Metformin’in molekil formali
2.2.1. Etki Mekanizmasi

Metformin, diyet degisikliklerine cevap vermeyen ve insiiline bagimli olmayan seker
hastaliklarinda kullamlir. Metformin, metabolik bir inhibitdr olarak gorev alir ve hiicresel
enerjinin metabolizmasinmi degistirir. Ana etki mekanizmasi, hepatik glukoneogene zin inhibe
etmesidir. Metformin, kompleks I ile mitokondriyal elektron tasima zinciri ile etkilesime girer
ve boylelikle hiicresel ATP seviyeleri azalir ve AMP (adenozin monofosfat) birikir ve
glukagona yanit azalir. Sonug olarak, glukoneojenik yolak enzimlerinin aktivitesi, glikoliz
lehine inhibe edilmis olur. BOylece metformin sayesinde glikoz iiretimi azaltilmus olur

(Pernicova ve Korbonits, 2014).
2.2.2. Farmakokinetik

Farmasotik formalasyonlarda metformin hidrokloriir tuzu formunda bulunur. Metforminin
mutlak oral biyoyararlamm %40-60tir. Yutulduktan sonra 6 saat iginde gastrointestinal emilim
tamamlanmis olur (Sweetman, 2010).

Metformin ¢abuk dagilir ve plazma proteinlerine baglanmaz. Karacigerde metabolize edilmez
ve hi¢bir metabolit veya metformin konjugati tammlanmanustir. Bobreklerden degismeden

atilan metformin, ortalama plazma eliminasyon yar1 6émri oral olarak alindiktan sonra 2 ila 6



saat arasindadir. Bébrek yetmezligi olan hastalarda bu stire uzar ve bu sure kreatinin klirensi ile

alakalidir. Metformin anne siitiine gegisi diistiktiir (Graham ve ark., 2011).
2.2.3. Fizikokimyasal Ozellikleri

Beyaz veya neredeyse beyaz kristaldir. Molekuler formili C4H11Ns’dir. CAS numarasi 1115-
70-4'tir. Metforminin molekil agirligr 129.16 g/mol’diir. Erime noktas1 223 ila 226 °C arasinda
degisir, LogP degeri 0,5 ve pKa 12,4'tiir. (British Pharmacopoeia, 1864)

2.3. Pioglitazon

Insiilin direnci, DM2’nin patogenezinde primer bozukluk olarak kabul edilmekte ve bu sebeple
ilk basamakta inslilin duyarlilastirict ilaglarin kullamlmasi tedavide en iyi yaklagimdir.
Guanidin tiirevlerinin etki mekanizmalarimn anlasilmasimn ardindan antidiyabetik ajan
gelistirmesinde bu grup molekiillerin 6nemi artnus ve bu g¢alismalar sonucunda PPAR-y
(Peroksizom Proliferator-Aktive Reseptdr-y) agonistleri gelistirilmistir. Bu gruptaki ilaglarin
etki mekanizmalar1 periferik dokulardaki instilin duyarliligint arttirmakta ve ¢ogunlukla iskelet
kasinda instillin duyarliligim arttirmaktadirlar. Aglik plazma glukozunu 25-55 mg/dL dlizeyine,
hemoglobin Alc’yi %0.5-1.4 duzeyine indirirler (Gillies ve Dunn, 2000).

2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Pioglitazonun (5-[[4-[2-(5-etilpiridin-2-il)etoksi]fenil]metil]-1,3-tiazolidin-2,4-dion) (Sekil 2),
molekil agirligr 356.44 g/mol’ diir. Beyaz toz veya kristal halindedir. Suda ¢6ziinmez, susuz

etanolde ¢ozundr.
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Sekil 2. Pioglitazonun molekul formali

2.3.2. Pioglitazonun Farmakokinetigi

Sekil 2°deki kimyasal yapiya sahip pioglitazon, tiazolidindion antidiyabetik ilagtir ve DM2
tedavisinde kullamlir. Pioglitazon periferde ve karacigerde insiilin direncini azaltir, bunun
sonucunda insiiline bagl glikoz atiliminda artis goriiliir ve hepatik glikoz ¢ikisinda azalmaya
sebebiyet verir. Pioglitazonun biylk 6lclide metabolizasyonu hidroksilasyon ve oksidasyon

yoluyla olur. Metabolitler pioglitazonun keto ttrevi (M-111) ve pioglitazonun hidroksi turevi



(M-1V)’dir. Metabolitlerin DM2’1li hayvan modellerinde farmakolojik olarak aktif olduklari
goriilmiistiir. Metabolitler kararli durumda pioglitazona esit veya daha fazla serum

konsantrasyonlarina ulasirlar (Krieter ve ark., 1994).

Pioglitazone, insiilin duyarliligim arttirir ve hepatik glukoneogenezi azaltir. Giinde bir defa
verilir, emilimi iyidir ve hepatik sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan metabolize
edilir. flacin yar1 6mrii 9 saat olmasina karsin aktif olan M-Il ve M-IV metabolitleri, glikoz
diigiiriicti etkinin uzamasina katkida bulunurlar. Emiliminin ardindan karaciger, plazma ve
bobrekte en yliksek konsantrasyonlarda bulundugu goriilmiistiir. Ortalama mutlak
biyoyararlanim %83'tiir. Absorpsiyon hiz1 sabiti 0.04 ila 1.17 saat™ araligindadir. Ortalama
klirens 2.4 (aralik 1.72-4.17) L/saattir. Dagilim hacmi, muhtemelen kapsamli protein
baglanmasina bagli olarak (>%97) 0.253 L/kg'dir. Yapilan caligmalarda, ilag metabolizmasinda
yer alan herhangi bir enzim ile etkilesim goriilmemistir. Bundan yola ¢ikarak potansiyel ilag
etkilesimi ihtimali diigiiktiir. Saglikli goniilliller ve DM2’li hastalar arasinda pioglitazonun
farmakokinetigi agisindan 6nemli Ol¢lide farklilik goriillmemistir. Bobrek yetmezligi olan,
hemodiyalize giren hastalarda doz ayarlamas1 gerekmemektedir. Pioglitazonun farmakokineti gi
acisindan yas ve cinsiyetin onemli bir etkisi goriilmemistir. Aym zamanda farmakokinetik

acisindan irklar aras1 6nemli bir farklilik goriillmemistir (Eckland ve Danhof, 2000).
2.4. Analitik Kimya

Analitik kimya; ayirma, teshis ve bir madde numunesindeki bilesenlerin bagil miktarlarimn
tayini ile ilgilenen kimya dalidir. Analitik kimya, kalitatif analiz ve kantitatif analiz olmak izere
iki gruba ayrilir. Kalitatif analiz ile numunedeki tiirlerin kimyasal olarak belirlenmesi
saglanirken, kantitatif analizde ise tiir veya tiirlerin veya analitin bagil miktar1 sayisal olarak
belirlenir. Numunede tayini gergeklestirilecek bilesenlere analit denir. Endiistrinin, tibbin ve
fen bilimlerinin her alaninda kullamlan analitik kimya, bilimin gelismesinde ¢ok 6nemli role

sahiptir (Skoog ve ark., 2019).
2.4.1. Kantitatif (Nicel) Analiz Yontemlerinin Simiflandiriimasi

Analitin veya analit ile kimyasal olarak ilgili bir bilesigin kiitlesi gravimetrik yontem ile tayin
edilir. Analit ile timlyle reaksiyona girecek yeterli reaktif iceren bir ¢Ozeltinin hacmi
volumetrik yontem ile 6lculir. Potansiyel, akim, direnc ve elektrik miktar1 gibi baz elektriksel
Ozellikler elektroanalitik yOntemler ile Olgiiliir. Analit atomlar1 veya molekiilleri ile
elektromanyetik 151ma arasindaki etkilesimin 6l¢iilmesi veya analit tarafindan baz 1s1malarin

uretilmesi spektroskopik yontemler ile ilgilidir. Kullamlan diger yontemler, kutle/ylik orani



(kiitle spektrometrisi), radyoaktif bozunma hizi, reaksiyon 1sis1, reaksiyon hizi, termal
iletkenlik, optikce aktiflik, kirma indisi gibi bazt 6zelliklerin 6l¢lilmesini kapsar (ICHHT
Guideline, 2014).

2.4.2. Analitik Yontemlerin Validasyonu

Analitik yontemlere ait analiz sonuglarimin giivenilir bir temele dayanmasi i¢in yontemler
valide edilmelidir. Validasyon; saglam ve guvenilir bir temel de yontemi ve yontemden alinan
sonuclart (iiriinleri) desteklemek ya da teyit etmektir. Gelistirilen her analitik yontemin

validasyonu birbirinden bagimsiz olmalidir. (ICHHT Guideline, 2014)

Bir yontemin gegerli olabilmesi i¢in, yontemin aym zamanda dogruluk, kesinlik, duyarlilik,
tekrarlanabilirlik, teshis tayin limiti (LOD) miktar tayin limiti (LOQ), ¢calisma aralig, segicilik,
saglamlik ve stabilite gibi validasyon parametrelerini karsilamasi gerekmektedir. Hangi
validasyon parametrelerinin kullanilacagi yapilacak analitik analizlere gore secilmelidir.
Yontemden elde edilen analiz sonuglarimin glivenilir olmasi igin validasyon parametrelerinin

kabul sinirlar igerisinde olmasi gerekmektedir (Swartz ve Krull, 2012).
2.5. Kromatografi

Kromatografi kelimesi koken olarak Yunancadan gelmekte olup “renk yazimi” anlamindadir.
Ortak ve uygun bir ¢dziicli ortamina konan bir karisimin igerdigi maddelerin fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerine gore ¢oziinerek ayrildigi ayirma islemleri kromatografi olarak
adlandirilmaktadir (Sepici Dingel ve Eser, 2018). Kromatografideki asil amag¢ hedeflenen
numunenin bilesenlerine ayrilmasi ve miktarlarinin 6l¢tilmesidir. Cesitli maddelerin, hareketli
bir faz (mobil faz) yardimiyla, sabit bir faz iizerinde, degisik hizlarla hareket etmesi veya
surtiklenmesi esasina dayanan bu yontemde ¢Oziicl hareket eder ve analiti sabit ortam boyunca
tasir. Burada tasiyic1 faz kullamlan kromatografi tekniine gore sivi veya gaz, sabit faz ise
selliloz kagidindan kapiller cam tiiplere kadar farkli maddeden olabilmektedir (Sepici Dingel
ve Eser, 2018).

2.5.1. Kromatografide Kullanilan Terimler

Mobil faz: Analizi yapilacak maddeleri igeren drnegi sabit faz (kolon) boyunca tasinmasim

saglayan ¢oziicli karigimlaridir.

Sabit faz: Hareketli faz icerisinde gelen ornege ait bilesenlerin etkilestikleri ve maddelerin
ozelliklerine gore farkli miktarda alikonulduklari fazdir. Sabit faz “kolon” olarak da

adlandirilir.



Alikonma zamamni: Maddenin kolon igerisinde kalma suresini ifade eder. Enjeksiyonun kolona
verildigi siireden dedektore ulasip ¢iktig slireye kadar olan zamanin ifadesidir. Bu 6zellik g6z
Oniinde tutarak her kimyasal madde icin, belirli sabit analitik sartlar altinda, her madde i¢in

farkl1 olan alikonma siiresi (tr) bulunur (Sepici Dingel ve Eser, 2018).

Kromatogram: Analiz edilen numunenin her bir bileseni icin belli zamanlarda derisim degerine
karst elde edilen cevabin uygun bir detektor kullamlarak saptanmasiyla elde edilen pikleri

gosteren grafige kromatogram adi verilir.
2.5.2. Kromatografik aymmda etkili olan parametreler
Bir kromatografik yontemde bilesenlere ait piklerin iyi ayrilip ayrilmadig bazi parametreler

yardimu ile belirlenir. Bunlardan baslicalari; alikonma zamani (tr), kapasite faktori (k), secicilik

(), etkin tabaka sayis1 (N) ve ayirma giicii (Rs)’diir.
Altkonma zamani ve kapasite faktoru
Kromatografide bir pik, o pike ait alikonma siiresiyle tammlanir. Kromatografik karsilastirma

yapilmak istendigi durumlarda alikonma siiresi yerine “k” kullamlir. Kapasite faktoriiniin

hesaplanmasi i¢in agagidaki baginti kullanilir.

Bagintida bilesene ait alikonma siiresi tr, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma siireleri toile
ifade edilmistir. Bilesen sabit fazda iyi tutulmasi ve kolon boyunca yavas ilerlemesi, k degeri
bliyiiktiir olarak yorumlanirken k degerinin kii¢iik olusu, bilesenin mobil fazla etkilesiminin
fazla olmasindan kaynakli kolon boyunca hizli ilerledigi seklinde yorumlanabilir. “k”, HPLC
ayrimlarinda miimkiin oldugunca 1-10 araliginda tutulmalidir.

Secicilik (@)

Seciciligi etkileyen faktor, esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligi olsa da mobil faz bilesimi
de kismen etkiler. Seciciligi bulmak icin, kolonu daha ge¢ terk eden maddeye ait k degeri,
kolonu daha erken terk eden maddeye ait k degeri ile oranlanir ve hesaplama yapilir. Bu oran

orantiya gore o degeri her zaman 1’den biiyiiktiir.

Teorik tabaka sayist (N)

Teorik tabaka sayisi, kolondan ¢ikan pikin sivri ve dar olmasi ve pikleriniyi ayrilnus olmasi ile
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ilgilidir. Teorik tabaka sayisinin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine baglidir ve
aym zamanda akis iz, sicaklik, kolon kalitesi, dolumun tek bi¢imliligi gibi deney kosullarina
da baglidir. Teorik tabaka sayis1 degerinin 2000’ den biiyiik olmasi tavsiye edilir. Etkin tabaka
say1s1, asagidaki bagint1 ile hesaplanir.

N =5,54{ e ]
W(]\S

N: Teorik tabaka sayis1

tr: Bilesene ait alikonma siiresi, (s)

Wos: Pikin yari yiiksekligindeki pik genisligi
Aytrma guct (Rs)

Kromatografide kolon etkinligi ve ¢6ziicu etkinliginin ortak etkisinin ifade edilmesinde ayirma
gilicii (rezoliisyon) kavramu kullamlir. R degerinin hesaplanmasi igin, kapasite faktorii (k),

tabaka sayis1 (N) ve segicilik (o)) kullamlir. Iyi bir ayirim i¢in R=1,5 olmalidar.

{1:_[1)

T

0.5+ Wy s

R_1,18x

Rs: Pik ¢ifti icin ayirma giici, t1 (s): Birinci pikin alitkonma siresi, t2(s):1 kinci pikin alikonma
sresi, Wo s Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi, WPos: Tkinci pikin zaman ekseninde

yar1 genisligi olarak tammlanmaktadir.
2.5.3. Kromatografinin Simflandirilmasi

Kromatografide, molekullerin 6zellikleri oldukga Onemlidir. Bu 0Ozellikler adsorpsiyon,
dagilma ve degistirme Ornek verilebilir. Yontemler maddelerin bu 6zellikleri g6z Oniinde
bulundurularak ayrilma mekanizmalarina, uygulama bigimine ve faz tiplerine gore
kromatografik yontemler olarak farkli gruplara ayrilirlar (Sepici Dingel ve Eser, 2018). Tablo
2’de bu simflandirilma verilmistir (Skoog ve ark., 2019).

Tablo 2. Kromatografik yontemlerin temel siniflandirilmasi

Ayrilma Mekanizmasma Gore  Uygulama Bicimine Gore Faz Tipine Gore




Adsorpsiyon Kromatografisi Duzlemsel Kromatografi S1vi Kromatografisi

Partisyon Kromatografisi e Kagt Kromatografisi Sivi-Kati Kromatografisi
Iyon Degistirme Kromatografisi e jnce Tabaka S1vi-Sivi Kromatografisi
Kromatografisi
Jel Filtrasyon (Molekiler Eleme)  Kolon Kromatografisi Gaz Kromatografisi

Kromatografisi e Gaz Kromatografisi
e HPLC

2.5.4. Kromatografinin Uygulamalan

Kromatografik teknikler, karmasik yapidaki ornek c¢ozeltilerinde yer alan ve kimyasal
Ozellikleri birbirine oldukca yakin olan bilesenlerin ayrilmasinda yaygin olarak kullamlan gucli
analitik yontemlerdir. Bu yontemler, s6z konusu maddelerin hem nitel hem de nicel

analizlerinin gergeklestirilmesinde onemli bir yere sahiptir.

Nitel analiz

Kromatografide yapilan nitel analizler, bilesiklerin sistemde tutulma surelerindeki farkliliklara
dayanmaktadir. Bu amagla, uygun sekilde hazirlanmis bir standart karisim sisteme enjekte
edilerek standart bilesenlere ait alikonma siireleri belirlenir. Daha sonra, analiz edilen 6rnegin
kromatogramindaki piklerin alikonma siireleri bu standart degerlerle karsilagtirilir. Hem
standart hem de ornek analizlerinde kolon tipi, dedektdr ayarlart ve akis hiz1 gibi tiim
kromatografik parametrelerin aym kosullarda yiiriitilmesi gerekmektedir (Skoog ve ark.,
2019).

Nicel analiz

Nicel analizde, incelenen bilesige ait pik alan1 ya da pik yiiksekligi, standart ¢ézeltide bulunan

maddelerin pik alam veya yliksekligiyle karsilastirilarak miktar tayini yapilir (Skoog ve ark.,
2019).

Pik yiiksekligine dayali analizler
Kromatografide pik yiiksekligi, taban c¢izgileri pikin her iki tarafindan diiz bir ¢izgi ile
birlestirilirek ve bu ¢izgiden pik tepesine dikey mesafe Olcilerek elde edilir. Bu sekilde yapilan

6lcum genelde yiksek kesinlige sahiptir. Kolon sicakligi, eluent akis hiz1 ve numune enjeksiyon

hiz1 yakindan kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir (Skoog ve ark., 2019).

Pik Alanina Dayali Analizler
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Pik yliksekligine dayali analizlerde pik alanlari, s6z konusu degiskenlere bagli bant genislemesi
etkilerine bagimli degildir. Buna gore, pik alanlar1 yiliksekliklere gore daha iyi analitik
degiskenlerdir (Skoog ve ark., 2019).

Kalibrasyon ve standartlar

Kromatografik yontemlerde, nicel analizler icin en dogru yontem, bir seri standart ¢ozeltilerine
ait pik alanlar1 veya yiikseklikler derisimin bir fonksiyonu olarak grafige gecirilmek iizere
standartlarin kromatogramlar1 alimr. Nicel analizlerin saglikli bir sekilde gergeklestirilebilmesi
icin, kullamlan yontemle belirlenen konsantrasyon araliginda olusturulan kalibrasyon
grafiginin dogrusal bir iliski gostermesi gerekmektedir. Sik sik tekrardan kalibrasyon yapilmasi

en yiiksek dogruluk i¢in gereklidir.
I¢ standart yontemi

I¢ standart kullanlarak elde edilen degerler en kesin kantitatif degerlerdir. Bu yontemde i
standart olarak secilen madde, kullamlan ¢6ziicllerde fazlaca ¢6ziinen ve analite kimyasal yap1
bakimindan benzerlik gosteren bir maddedir. Her numuneye bilinen sabit bir miktar1 eklenir.
Analitin pik yiiksekligi veya pik alanu, i¢ standardin pik alanina veya pik yiiksekligine oram bir

analitik parametredir ve bu oran lizerinden konsantrasyon hesaplamr (Skoog ve ark., 2019).
2.5.5. Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografisinde maddeler birbiriyle karismayan iki faz arasinda farkli 6zelliklerinden
yararlamlarak ayrilir ve ardindan tammmlamrlar. Bu 6zelliklere dagilma oranlari, fazlara olan
ilgileri, fazlardaki farkl1 ¢oziiniirliikleri, adsorpsiyonlari, iyonik yiikleri, biiytlikliik farkliliklar
ornek olarak verilebilir. Bu yontemde sabit faz kati veya kati {izerine emdirilmis bir sivi
haldedir. Mobil faz ise s1vi haldedir ve bir ¢oziicii veya ¢oziiciiler karisimu halindedir. Mobil
faz bir kolon iginde yer ¢ekimi ile ya da basing yardimu ile belirli bir akis iz ile kolondaki
sabit faz icerisinden veya tzerinden gecirilir. Buislem esnasinda mobil faz icerisinde ¢6ziinmiis
halde bulunan maddeler, sabit faz ile farkli olan etkilesimler meydana getirirler.
Etkilesimlerdeki bu farkliliklar maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir. Bu etkilesimlerin farkliliklarindan dolayr numune igerisinde bulunan
maddeler kolon boyunca fakli hizlarda hareket eder ve kolonu farkli sirelerde terk ederler. Sabit
faza ilgisi diisiik molekiiller daha az etkilesime girerek kolon boyunca daha tutunarak kolonu
hizla terk ederler. Ancak sabit faza ilgisi yiksek molekuller kolona daha ¢ok tutunurlar ve kolon

boyunca yavas hareket ederek kolonu daha geg terk ederler (Skoog ve ark., 2019).
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2.5.6. YUksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, diger s1vi kromatografi yontemlerinden farkli olarak hareketli faz, sabit faz iizerinden
basing yardimuyla gegirilir. Bubasing yardimu ile hareketli faz, sabit faz tizerinden daha ylksek
akis iz ile gecirilmis olur. HPLC, yiiksek duyarlilik, dogruluk ve iyi tekrarlanabilirlik
saglamasi; ugucu olmayan ya da 1s1tya karsi hassas bilesiklerin ayrilmasina uygun bir teknik
olmasi ve birgok bilimsel disiplin ile endiistriyel alanda kullamlan maddelerin glvenilir
bigimde nicel analizine imkdn tammasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir

(Aydin ve Narin, 2017). Asagida, Sekil 3’te HPLC cihazimin sematik gosterimi verilmistir.

Helyum kaynags —= I
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Sekil 3. HPLC cihazinin sematik goriiniisii

HPLC’nin Caliyma Basamaklari:

1. Test edilecek protein, peptit ya da diger molekiilleri ¢ézmek i¢in uygun bir ¢oziicii
kullamlmasi.

2. Cozdigiimiiz bu karisim kolona enjekte edilerek hareketli faz ile hareket etmesi i¢in bir
basing uygulanmasi ve bunun sonucunda bilesenlerin farli 6zelliklerinden kaynakli kolonu
farkl: siirelerde terk edip ayrimlarimn yapilmasi.

3. Ayrimu yapilan numunedeki bilesenlere gore dedektorde yamt olusmasi.

4. Dedektor kullamlarak elde edilen cevaplar 6rnekteki her bir bilesen igin belli zamanda
derisim degerine karsi elde edilen cevaplarin piklere doniistiiriilerek kromatogram haline
getirilmesi ve bu kromatogramin degerlendirilmesi. Bu degerlendirme siirecinde

kromatogramlar, bilgisayar programlari kullamlarak yorumlanabilmektedir (Nalbalwar, 2015).
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2.5.6.1. HPLC Cihazmm Bolumleri

HPLC cihazi genel olarak sekiz bélimden olusur. Bu bélumler; hareketli faz (solvent) siseleri,
degasser, pompa, enjektdr, kolon firim, kolon, dedektdr, kaydedici seklindedir. Uzerinde

calisilacak 6rnege, kullamilacak cihazin markasina ya da modeline gore bu bolumler degisebilir.

Hareketli faz (solvent) siseleri: Kullanilan HPLC cihazinda cam veya paslanmaz ¢elik kaplar
bulunur. Kullamlacak kaplarin kalitesi oldukga 6nemlidir ¢uinki arastirmada sulu tamponlardan
hidrokarbonlara kadar farkli polaritede c¢oziiciiler kullamlabilmektedir. Bunun yamnda

kullamlacak ¢ozeltiler de saf olmalidir.

Degasser: Bu sistem hareketli fazda eriyik halde bulunan gazlarin giderilmesi i¢in kullamlir.

Tum ¢oziculerin iginde bulunan hava kabarciklari giderilmelidir.

Pompa: Sivi kromatografi cihazimin temel bilesenlerinden biri olan HPLC pompasi, sistem
icerisinde mobil fazin ve numunenin enjektorden gecerek kolona ve dedektore kadar surekli ve
sabit bir akisla ilerlemesini saglayan kritik bir {initedir. Pompa, sivinin sistemde dolagimim
saglamak ile gorevlidir. Bir pompa sistemi; yiiksek basin¢ altinda da ¢alisabilmeli, basing
dalgalanmas1 diisiik olmali, akis dogru ve tekrarlanabilir olmali, kendi Uzerinden kumanda
edilebilmelidir. Bunlar bir pompa sisteminde olmasi gereken temel 6zelliklerdir (Bruns ve ark.,
2007).

Enjektor: HPLC sisteminde, numunenin sabit fazdan (kolon) ¢nce hareketli faza enjekte

edilmesi icin kullanilan kisim enjektordur.

Kolon firtm: Kolonun sabit bir sicaklikta olmasim saglar. Bu ¢alismanin kalitesi agisindan

onemlidir. Bu amagla iki tip firin kullanilir. Bunlar hava sirkiilasyonlu ve blok 1siticilt
firinlardir.

Kolon: Kolon HPLC sisteminin en 6nemli kisimlardan birisidir. Karmasik 6rneklerde bulunan
bilesenlerin 1yi ¢oziiniirliikle ayirimindan sorumlu sabit fazdir. Kolon i¢ yiizeyinde kullanilan
malzemenin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ¢ok ¢esitli olup, kullanilacak mobil fazin ve
uygulanacak HPLC yonteminin 6zelliklerine ve analizi yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal ve

fiziksel Gzelliklerine gore secilmelidir (Fung, 2008; Snyder ve ark., 2012).

HPLC’de kullanilan sabit faz ile hareketli faz ve bunlar arasindaki etkilesimler gibi baz
Ozellikler dikkate alinarak farkli ayirim teknikleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda Normal Faz

(Normal Phase; NP), Ters Faz (Reverse Phase; RP), Ters Faz Iyon Cifti (Reverse Phase lon
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Pairing; IP), Iyon Degisim (lon Exchange; IC), Boyut Eleme (Size Exclution; SEC
(GPC/GFC)) ve Kiral Ayrim (Chiral Separation) tekniklerini sayilabilir (Bruns ve ark., 2007).

Dedektor: Kolonu terkeden bilesenlerin goriilebilmesi, bunlarin ayrimimin yapilmasi ve
miktarlarimin  belirlenmesini saglayan kisim dedektordiir. Dedektéorden gegen maddeler
kaydedici kullamlarak kaydedilir. Burada zamana kars1 detektorden gelen cevaba ait bir grafik
olusturulur. Bu grafige kromatogram adi verilir. Buamag¢ dogrultusunda kullamlan dedektorler
arasinda; fotodiyot dizisi dedektorl (Photodiode Array Detector-PAD), kitle dedektori (Mass
Detector—-MS), refraktif indeks dedektorii (Refractive Index Detector-RID), floresans
dedektori  (Fluorescence Detector—FLD), ultraviyole/gorinir bdlge dedektora (UV/Vis
Detector), elekirokimyasal dedektor (Electrochemical Detector—ECD) ve iletkenlik dedektori
(Conductivity Detector—CDD) gibi farkli algilama sistemleri bulunmaktadir (Nalbalwar, 2015;
Snyder ve ark., 2012).

2.5.6.2. HPLC’nin Kullanim Alanlar

Bu teknigin ¢ok yaygin kullanim alani1 bulunur. HPLC ile yapilan analizler yedi baslik altinda
toplanabilir. Bunlar; biyokimyasal analizler, ila¢ analizleri (antibiyotikler, sedatifler, steroitler,
analjezikler), toksikoloji (uyusturucu ilaglar, narkotikler, zehirler), gida analizleri, gida ve gevre
kirleticileri, adli tip, klinik biyokimya (safra asitleri, lire ekstraktlari, ilag metabolitleri),
endiistriyel analizler seklinde siralanabilir (Gault ve McClenaghan, 2013).

2.6. Gegerlilik Testi (Validasyon)

Gegerlilik (validasyon), bir iiriine yonelik yapilan nitel veya nicel analizlerde tercih edilen
yontemin ilgili analiz slirecine uygun oldugunu kanitlamaya yonelik gerceklestirilen testlerin
batlntnu ifade eder (US Food and Drug Administration (US FDA), 2018; Hubert ve ark.,
2007). Bir analitik yontemin gilivenilirligini ortaya koymak amaciyla dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, secicilik, dogrusallik, sstabilite, duyarlilik simr1 ve saglamlik gibi ¢esitli

performans parametreleri degerlendirilir.
2.6.1. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Bir analitik yontemde, elde edilen 6l¢iim sonuglarimin ger¢ek degere ne kadar yakin olduguna
dogruluk denir ve bu 6zellik, mutlak ya da bagil hata degerleriyle ifade edilir. Kesinlik ise aynt
ornekten yapilan ¢oklu ol¢iimlerin sonuglarimin birbirine ne derece yaklastigim gosterir ve
genellikle bagil standart sapma yiizdesi (%BSS) iizerinden degerlendirilir. Tekrarlanabilirlik
ise aymt yontem kullamlarak farkli kosullarda hazirlanmuis 6rneklerden elde edilen sonuglarin

birbiriyle olan uyumunu tammlar.
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i) Gun ici kesinlik: Aym giin igerisinde, birbirinden bagimsiz olarak hazirlanan numunelerin
tekrar edenanalizlerinden elde edilen verilerin birbirine yakinlig ile belirlenir. Ginici kesinlik,
n=6 ornek Uzerinden hesaplanan %BSS degeri ile raporlanir.

i) Giinler arast kesinlik: Bagimsiz sekilde hazirlanmis numunelerin en az alti farkli giinde
tekrarlanan analizlerinden (her giin en az n=6 Ol¢iim) elde edilen sonuglarin birbiriyle olan
tutarliligin ifade eder. Glnler aras1 kesinlikten elde edilen bu veriler, yontemin rutin analizlerde

uygulanabilirligini degerlendirmek agisindan da 6nemli bir gostergedir.

2.6.2. Orneklerin Stabilitesi

Analizlerde kullanilan 6rneklerin 6lgiim siireci boyunca kimyasal yapilarinda herhangi bir
bozulma meydana gelip gelmedigini degerlendirmek amaciyla yapilan testler kararlilik
(stabilite) ¢alismalar1 olarak adlandirilir. Saf analitin, analit ¢ozeltilerinin ya da analit igeren
biyolojik drneklerin; nem, sicaklik, hava ile temas veya dondurup ¢dzme islemleri (6rnegin —
20 °C’de saklama) gibi rutin laboratuvar kosullarina maruz kaldiklarinda ne kadar siire boyunca
degismeden kaldiginin belirlenmesi gerekir. Bu siirecte elde edilen stabilite verilerinin

literatiirde bildirilenbilgilerle uyumlu olmasi1 da 6nem tasimaktadir.
2.6.3. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Yontemin hangi konsantrasyon araliginda dogrusal bir yamt verdigini belirlemek amaciyla, en
diisiikten en yiiksek derisime dogru artan bir dizi standart ¢ozelti hazirlamr; bu degerlendirme
dogrusallik caligsmasi olarak tammlanmir. Dogrusallik araligi belirlendikten sonra, her bir
cOzeltiden elde edilen sinyal yanitlar1 derisime karsi grafige aktarilir ve bu verilerden
kalibrasyon egrisi olusturulur. Egri, agirliklt ya da agirliksiz en kiigiik kareler regresyonu
kullanilarak analiz edilir ve bdylece standart dogrultunun denklemine ek olarak regresyon
katsayis1 elde edilir (Sekil 4). Kalibrasyon egrisinin e§im degeri ise yontemin dogrusal yamt

verme derecesini gosteren matematiksel bir 6lcut olarak kabul edilir.

1,2
y = 0,4678x + 0,0022
R? = 0,9999

0 0,5 1 1,5 2 25
Derisim

Sekil 4. Dogrusallik ve kalibrasyon egrisi
2.6.4. Duyarhhk
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Duyarlilik, yontemin en disiik derisimdeki analitleri saptayabilme yeteneginin 6lgustdur.

2.6.5. Gozlenebilme Simir1 (Limit of Dedection, LOD) ve Miktar Tayin Alt Sinin (Limit of
Quantificiation, LOQ)

Bir analitik islemde, 0rnekteki incelenen bilesigin belirlenebilen en diisiik miktar1 gdzlenebilme
(teshis) simir1 olarak ifade edilir. Bununla birlikte, gozlenebilme simri olarak tammlanan
derisim, kantitatif bir tayin i¢in tam anlammyla giivenilir bir 6l¢lit degildir; yalmzca yontemin
algilama kapasitesini gosteren bir esik degeridir. Kromatografik analizlerde, pik alaninin
glriiltii seviyesine oranimin 3’e ulasmasi durumunda elde edilen derisim gozlenebilme simir1

olarak kabul edilmektedir. (Sekil 5a)

SINYAL 100
SINYAI 30

V\/‘V‘ka' 'A//f/’/ . | W»‘-',‘.'.‘/ ":'MV.'

GURULTU =10 GURULT1

Sekil 5. @) Gozlenebilme Sinir1 ve b) Miktar Tayin Alt Sinirt

Belirlenen deney kosullar1 altinda, bir numunede bulunan analitin kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlik duizeyleriyle 6l¢iilebildigi en diisiik derisim, miktar tayin alt simir1 olarak tanimlanur.
Kromatografik analizlerde ise pik alaninin giiriiltii sinyaline oraninin 10’a esit oldugu derigim

degeri, yontemin tayin alt sinir1 olarak kabul edilmektedir (Sekil 5 b).
2.6.6. Tutarhhk

Yontemin farkli deney kosullarinda, farkli laboratuvar, farkli analist, farkli alet, farkli
kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkli giinlerde aym yontem ile yapilan analizlerin
sonuglarinin birbiri ile uygunluk derecesidir. Analiz sonucunda elde edilen bul gularin birbiriyle

uyumlu olmasi analitik yontemin tekrarlanabilirligini ve uygulanabilirligini gosterir.
2.6.7.Geri Kazamm

Analiz sonucunda bulunan degerin gercek degere orant olarak ifade edilir (ICHHT Guideline,
2014; US FDA, 2018).

3. MATERYAL VE METOT

Calismamuzda, farkli ortamlarda (farmasotik preparat, plazma, tam kan vs.) HPLC teknigi
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kullamlarak gerceklestirilen metformin ve pioglitazon etken maddelerine ait analizleri detayli
bir sekilde inceledik. Yapilan caligsmalarin yontem sartlarini ve elde edilen sonuglar1 bir araya

topladik. Metformin ve pioglitazon i¢in en iyi yontem sartlarini belirlemeye ¢alistik.

3.1. Metformin i¢in Yapilan HPLC Analizleri

Bu kistmda metforminin kantitatif analizi ve safsizlik tayini i¢in literatiirlerde yer alan bazi

HPLC yontemleri bulunmaktadir (Tablo 3).

Ching-Ling Cheng ve Chen- Hsi Chou, metforminin insan plazmasinda analizini yapmak igin
HPLC yontemini kullanmuslardir. Hichrom Silica H5 stitunu (10 mm x 3.2 mm) ile silika siitunu
(250 mm x 4.6 mm; 5 um) kolon olarak kullanilmigtir. 0.03 M diamonyum hidrojen fosfat
tamponu (750 mL) ve asetonitril (250 mL) mobil faz olarak kullanarak analiz etmislerdir.
Metformin ve internal standart (atenolol) 240 nm dalga boyunda sirasiyla 7.8 ve 6.8 dakikada
ayrilmiglardir. Akis izi 1 mL/dk’dir (Cheng ve Chou, 2001).

Mei Zhang ve arkadaslari, metforminin insan plazmasinda ve anne sittinde analizini yapmak
icin HPLC yontemini kullanmuglardir. Analizde bir katyon degisim kolonu (250 mm x 4 mm;
5 um) ve 6n katyon degisim kolonu Nucleosil (30 mm x 4 mm; 5 um) ayirim i¢in kullanildi.
Metformin ve internal standart buformini, pH 3.7’ ye ayarlanmus tetrametilamonyum fosfat
tamponu ve asetonitrili (80:20, h/h) mobil faz olarak kullanarak HPLC-UV ile 236 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Akis iz1 1 mL/dk’dir (Zhang ve ark., 2002).

Hossein Amini ve arkadaslari, yeni bir numune ekstraksiyon prosediirii kullanarak,
metforminin insan plazmasinda analizini; secici, hassas ve basit bir HPLC yontemi gelistirerek
gergeklestirmislerdir. Metformin ve internal standart ranitidinin ayrilmasi i¢in mobil faz olarak
asetonitril-40 mM sulu sodyum dihidrojen (25:75, W/h) kullanildi. Analizde izokratik eliisyon
altinda bir silika kolon (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kullamldi. Analiz 234 nm dalga boyunda 9
dakikada gerceklestirilmistir. Akis iz 1.3mL/dk’dir. (Amini ve ark., 2005).

Florentin Tache ve arkadaslar1, metforminin insan plazmasinda analizini ppb diizeyinde HPLC-
DAD yoéntemi ile gergeklestirmislerdir. HP DAD G1315A detektorl ile donatilmus bir Hewlett
Packard 1100 serisi sivi kromatograf kullanmuslardir. Analizde bir Inertsil ODS-2 (250
mm x 46 mm id, 5 pum) kolonu ayirim ig¢in kullanildi. Metformin, izokratik bir
ellisyon (sw/metanol karigimu 65/35) mobil faz olarak kullamlarak HPLC-DAD ile 280+£2 nm
dalga boyunda belirlenmistir. Akis hiz1 1mL/dk’dir (Tache ve ark., 2001).

Uttam Prasad Panigrahy ve A Sunil Kumar Reddy, farmasoétik tablet dozaj formunda metformin
ve canagliflozinin eszamanli tayini i¢in yeni bir dogrulannus HPLC-DAD yOntemi
gelistirmislerdir. 2998 PDA detektorliit Waters Alliance €2695 HPLC sistemi kullanmiglardir.

Analiz i¢in Kromasil C18 kolon (250mm X 4.6 mm, 5mm partikiil boyutu) kullamldi.
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Metformin ve canagliflozinin eszamanli tayininde, 0.01M amonyum asetat (ortofosforik asitile
3.5'¢ ayarlanmug) ve asetonitril (65:35, v/v) mobil faz olarak kullamilarak HPLC-DAD ile 254
nm dalga boyunda belirlenmiglerdir. Akis hizi 1mL/dk’dir (Panigrahy ve Reddy, 2015).
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Tablo 3. Metformin igin literatirde yer alan HPLC analizleri

Dalga boyu

Analiz
suresi(dk)

Hareketli faz

Akis hizi

Kolon

Matris

Yontem

Referans

240 nm
7.8

Asetonitril (% 25)
ve % 75 pH 7,
0.03 M hidrojen
fosfat tamponu

ImL/dk

Hichrom  Silica
H5 sdtunu (10
mm x 3.2 mm) ile
silika sutunu (250
mm x 4.6 mm; 5
pHm)

Insan plazmasi

HPLC — UV

(Cheng ve Chou,
2001)

236 nm 234

Belirtilmemis 9

Tetrametilamonyum 40 mM asetonitril,

fosfat tamponu pH 3.7 sulu hidrojene
ve asetonitril (80:20, sodyum fosfat (25:75,
h:h) h:h)

ImL/dk 1.3 m/dk

Katyon degisim On kolon su sferisorb
kolonu (250 mm x 4 S5 W (30 mm x 4.6
mm; 5 pm), 6n katyon mm) ile silika kolon

degisim kolonu (250 mm x 4.6 mm; 5
Nucleosil (30 mm x 4 pm)
mm; 5 pm)

Insan plazmas1 ve Insan plazmasi
anne sutu

HPLC — UV HPLC — UV

(Zhang ve ark., 2002) (Amini ve ark., 2005)

280 =2 nm 254
Belirtilmemis 8
[zokratik bir 0.01M amonyum asetat

elisyon (su/metanol (ortofosforik asitile 3.5'e
karisimt 65:35, h:h)  ayarlannus) ve asetonitril

(65:35, h:h)
1 mb/dk 1 mL/dk
ODSs-2 (250 Kromasil C18 kolon
mm x 4.6 mm id, 5- (250mm x 4.6 mm, 5mm
um) kolonu partikil boyutu)
Insan plazmasi Tablet
HPLC-DAD HPLC-DAD

(Tache ve ark., (Panigrahy ve Reddy,
2001) 2015)
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3.2. Pioglitazon I¢in Yapilan HPLC Analizleri

Bu kisimda pioglitazonun kantitatif analizi ve safsizlik tayini igin literatiirlerde yer alan HPLC

yontemlarinin bazilar1 bulunmaktadir. (Tablo 4)

Ziba Islambulchilar ve arkadaslari, insan plazmasindaki pioglitazonun miktar analizini HPLC-
UV ile gergeklestirmislerdir. Analizde Shimpack VP-ODS (150 mmx4.6 mm, 5 pum) kolonu
kullanilarak ayirim gergeklestirilmistir. Bir fosfat tamponu, metanol, asetonitril ve 12 M
perklorik asit (54:33:12:1, h:h:h:h) karisimindan olusan hareketli faz kullanarak, 269 nm dalga
boyunda analizini gergeklestirmis ve validasyonunu yapmuslardir. Akis iz ile 1.5 mL/dk’dir
(Islambulchilar ve ark., 2010).

Vinay Pandit ve arkadaslari, metformin, pioglitazon ve glimepiridinin es zamanl tayini i¢in
HPLC yontemi gelistirmis ve dogrulamuslardir. UV-SPD-10AVP detektorii kullanmuglardir.
Metanol: asetonitril: 15 mM potasyum dihidrojen fosfat (pH 4) 40:35:25 (h:h:h) oraninda mobil
faz kullanmislardir. Analiz 240 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk’dir
(Pandit ve ark., 2012).

Deepti Jain ve arkadaslari, metformin, pioglitazon ve glimepiridin tablet formlarimn UV-PDA
dedektor kullanarak ii¢ farkli o6rnegi HPLC’de es zamanli analiz etmek igin yOontem
gelistirmiglerdir. Analizde Inertsil-ODS-3 (C-18) (250 x 4.60 mm, 5 pm) kolonu kullanilarak
ayirim gerceklestirlmistir. pH 4.3’e ayarlannus metanol-fosfat tampon ¢ozeltisini 75:25 (h:h)
hareketli faz olarak kullanarak 258 nm dalga boyunda tayin ger¢eklestirmisler ve
validasyonunu yapmuslardir. Akis iz 1 mL/dk’dir (Jain ve ark., 2008).

Lakshmi ve arkadaslari, metformin ve piglitazonun tablet formlarim HPLC ile analiz ederek
yontem gelistirmislerdir. Gemini C18 (150 x 4.6 mm, 5 um) kolonunu kullanmislardir. pH 3’e
ayarlanmis asetonitril ve amonyum asetat tampon ¢ozeltisini (42:58, h:h) mobil faz olarak
kullanmis ve 255 nm dalga boyunda tayin gerceklestirmislerdir. Akis hizt 0.3 mL/dk’dir
(Lakshmi ve ark., 2009).

Pattana Sripalakit ve arkadaslari, insan plazmasinda pioglitazon analizi i¢cin HPLC ydntemi
gelistirmis ve bir farmakokinetik calismaya uygulamuslardir. I¢ standart olarak rosiglitazon
kullanmuglardir. HPLC sistemi, ¢ift pistonlu pompa (LC10ATVP) ve UV-vis dedektor
(SPD10AVP) icermektedir. Analiz, ters fazli bir Apollo C18 kolonu (250 mm x 4.6 mmi.d., 5
um) kullamlarak ayirim yapilmistir. Metanol-asetonitril karisimli fosfat tamponunun (pH 2,6;
10 mM) (40:12:48, h:h:h) mobil faz olarak kullanilmis ve 269 nm dalga boyunda analiz
etmislerdir. Akis mz1 1,2 mL/dk’dir (Sripalakit ve ark., 2006).
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Saber ve arkadaslar1, pioglitazonun tablet formunu HPLC ile UV dedektér (Waters model 481)
kullanarak analiz etmislerdir. Analizde Nova-Pak C18 (3.9 mm x 150 mm, 5 pum) kolonu
kullamlarak ayirim yapilmistir. pH 3’e ayarlanmus amonyum format tamponu ve asetonitril
(75:25, h:h) hareketli faz olarak kullanarak, 225 nm dalga boyunda tayinini gergeklestirmis ve
valide etmislerdir. Akis hiz1 1 mL/dk’dir (Saber, 2008).
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Tablo 4. Pioglitazon icin literatrde yer alan HPLC analizleri

Dalga boyu

Analiz
suresi(dk)

Hareketli faz

Akis hizi

Kolon

Matris
Yontem

Referans

269 nm 240 nm

5.2 452

Fosfat tamponu, Metanol:
metanol, asetonitril asetonitril: 15

ve 12 M perklorik mM  potasyum

asit (54:33:12:1, h:h: dihidrojen fosfat

h:h)

1.5 mU/dk

(pH 4, 40:35:25,
h:h:h)
1 ml/dk

Shimpack VP-ODS  Ifade edilmemis

(150 mmx4.6 mm,
5 um)
Insan plazmasi

HPLC — UV

(Islambulchilar
ark., 2010)

Tablet
HPLC — UV

ve (Pandit ve ark.,
2012)

258 nm

7.12

pH

ayarlanmg

43 e

metanol-fosfat
tampon ¢ozeltisi,

75:25 (h:h)

1 mL/dk

Inertsil
(C-18)

Tablet

HPLC — UV

(Jain
2008)

OoDS 3

(250 x
4.60 mm, 5 um)

ve

ark.,

255 nm 269 nm

Ifade edilmemis 8.2

pH 3’ e ayarlanmus Metanol-asetonitril

asetonitril ve karigiml fosfat
amonyum asetat tamponunu (pH
tampon ¢ozeltisi (42: 2,6; 10 mM)
58, h:h) (40:12:48, h:h:h)
0.3 m/dk 1,2 mL/dk

Gemini C18 (150 x Apollo C18 kolonu

4.6 mm, 5 um) (250 mm % 4.6 mm
i.d, 5 um)

Tablet Insan plazmasi

HPLC — UV HPLC — UV

(Lakshmi  ve ark., (Sripalakit ve ark.,

2009) 2006)

225 nm

12

Amonyum format
tamponu ve
asetonitril (75:25,
h:h)

1 mL/dk

Nova-Pak  C18
(3.9 mm x 150
mm, 5 pum)

Tablet
HPLC - UV
(Saber, 2008)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Metforminin ve pioglitazonun tayinleri; metformin ve pioglitazonun eszamanli tayinlerinin

litaratiir taramalar1 yapildiginda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Ching Ling Cheng ve Chen Hsi Chou, insan plazmasindaki metformin tayinini HPLC
yontemini kullanarak yapmislardir. Calismalarinda su sonuglari elde etmislerdir: LOD degeri
2.5 ng/mL, LOQ degeri 10 ng/mL’dir. Dogrusallik 10-2000 ng/mL (r> 0.999)’dir. Dogruluk
nominal konsantrasyonun %6,2’sidir. Gin igi ve giinler arasi kesinlik <%12’dir. Metformin ve
atenolol i¢in mutlak geri kazamm %76’dan daha yiiksek bulunmustur. Bu ydntemi,

metforminin klinik incelenmesi ve miktar analizleri i¢in uygun bulmuslardir (Cheng ve Chou,
2001).

Mei Zhang ve arkadaslar1, Insan plazmasi ve anne siitiinde metformin tayinini HPLC yontemini
kullanarak yapmusglardir. (Sekil 6) Calismalarinda su sonuglari elde etmislerdir: LOQ degeri 20
ug/L’dir ve kalibrasyon egrisi 20.0—4000 pg/L araliginda dogrusaldir. Hem plazma hem de
anne siitli testleri igin giin i¢i varyasyon katsayilar1 %7.0'dan az ve giinler arasi1 varyasyon
katsayilar1 %9.0'dan azdir. Metforminin ortalama mutlak geri kazammu, sirasiyla plazmadan
%93.7+0.76 (her konsantrasyonda n=4 plazma 6ziitll) ve anne sitiinden %93.9+1.00 (her
konsantrasyonda n=4 anne siitii 6ziitii) seklindedir. Yontem basit, hizli, hassas ve spesifiktir
(Zhang ve ark., 2002).

Detector response (mV)
I

Tirme [mirwutes)

Sekil 6. Mei Zhang ve arkadaslarimn ¢alismasina ait kromatogram
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(A) bos plazma numunesi icin elde edilen HPLC kromatogramlari, (B) 1000 pg/L'de metformin eklenmis plazma numunesi,
(C) 500 mg metformin oral uygulamasmdan 2 saat sonra 648 pg/L metformin iceren bir hastadan aliman plazma numunesi, (D)
bos anne siitii numunesi, (E) 1000 pg/L'de metformin eklenmis anne siitii numunesi ve 500 mg metforminin oral
uygulamasindan 2 saat sonra 168 ng/L metformin igeren bir hastadan (F) anne siitii numunesi. Pikler: (1) Metformin; (2)
buformin. (Sekil 7)

800 5

Metformin i g/L)
. 3
H g

H

Time (h)

Sekil 7. Mei Zhang ve arkadaslarinin ¢alismasinda metforminin plazma ve st
konsantrasyonu-zaman profilleri*

*Giinde iki kez 500 mg doz alan bir hastada 11 saatlik bir doz araliginda plazma ve anne siitiindeki kararli durum metformin
konsantrasyonlari. (¢) Plazmada metformin konsantrasyonu, anne siitiinde (o) metformin konsantrasyonu

Hossein Amini ve arkadaslari, insan plazmasindaki metformin tayinini HPLC yontemini
kullanarak yapmuglardir. Caligmalarinda su sonuglari elde etmislerdir: LOD degeri 5 ng/mL,
LOQ degeri 15.6 ng/mL’dir. Kalibrasyon egrisi, 15.6-2000 ng/mL araliginda dogrusaldir. Gun
ici kesinlik %0,8-5,9 arasinda degisirken, gunler arasi kesinlik %1,3-8,3 arasindadir. Metformin
ve dahili standart icin ortalama mutlak geri kazammlar sirasiyla%98 ve %95’ dir (Amini ve ark.,

2005).

Florentin Tache ve arkadaslari, metforminin insan plazmasinda analizini tiirevlendirme ile ppb
dizeyinde HPLC-DAD yontemi ile gergeklestirmislerdir. Tiirevlendirme ajam olarak p-
nitrobenzoil kloriir kullanmuslardir. Kalibrasyon egrisi, 0.01 ppm ila 10 ppm arasinda
dogrusaldir. Analiz siiresi 15 dakikadir. Diger ¢aligsmalara gére daha uzun bir analiz siiresinde
tayin gerceklestirmislerdir. Bunun yamnda tiirevlendirme islemi 60 dk slirmiistiir. Bu da
calismanin bir dezavantaj1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Calismalarinda LOD degeri 10 ppb
olarak saptamuslardir. Saptama simir1 diisiiktiir ve iyl bir segicilige sahiptir. Calismada
tirevlendirme ajam kullamlmasimn kimyasallarin tiiketimini arttirdigi da g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Tache ve ark., 2001).

Uttam Prasad Panigrahy ve A Sunil Kumar Reddy, farmasotik tablet dozaj formunda metformin
ve canagliflozinin eszamanli tayini i¢in yeni bir dogrulannus HPLC-DAD yontemi
gelistirmiglerdir. Calismalarinda su sonuglar1 elde etmislerdir: Metformin ve canagliflozin icin
sirastyla LOD degerleri, 0.27 pg/mL ve 0.01 pg/mL’dir. Sirasiyla LOQ degerleri, 0.83 pg/mL
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ve 0.04 ng/mL’dir. Kalibrasyon egrisi, metformin i¢in 50-300 pg/mL araliginda dogrusaldir.
Yontem kesinligi (%BSS, n=6), metformin ve canagliflozin i¢in sirasiyla 0.31 ve 0.43
seklindedir. Dogruluk, metformin i¢in 50-300 pg/mL ve canagliflozin igin 5-30 pg/mL’dir
(r=0,999). Metformin ve canagliflozinicin geri kazamm yiizdeleri sirasiyla (%99,45-%100,65)
ve (%99,95-%100,74) arasindadir (Panigrahy ve Reddy, 2015).

Ziba Islambulchilar ve arkadaslari, insan plazmasindaki pioglitazonun miktar analizini HPLC-
UV ile gergeklestirmislerdir. Calismalarinda su sonuglari elde etmislerdir: LOD degeri
14.59 ng/mL’dir. LOQ degeri 44.2 ng/mL’dir. Kalibrasyon egrisi 50-2000 ng/mL araliginda
dogrusaldir. Giin i¢i ve giin arasi kesinlik %5°den azdir (Islambulchilar ve ark., 2010).

Vinay Pandit ve arkadaslari, metformin, pioglitazon ve glimepiridinin es zamanli tayini igin
HPLC yontemi gelistirmis ve dogrulamuslardir. Calismalarinda su sonuglari elde etmislerdir:
Metformin, pioglitazon ve glimepiridin icin alikonma sureleri sirasiyla 2.85+0.03 dk, 4.52 +
0.03dkve 7.08 £0.02 dk’dir. LOD degerleri metformin, pioglitazon ve glimeprid icin sirasiyla
0.04,0.05ve 0,08 pg/mL’dir. LOQ degerleri metformin, pioglitazon ve glimeprid icin sirasiyla
0.12, 0.19 ve 0.18 pg/mL’dir. Metformin, pioglitazon ve glimeprid i¢in dogrusallik sirastyla
0.2-50, 0.2-30 ve 0.2-30 pg/mL’dir. Dogruluk; metformin igin 99.66+0.14, pioglitazon igin
98.46+0.40 ve glimeprid i¢in 98,62+0,39 olarak bulunmustur. Metformin icin kesinlik, giin ici
%BSS 1.01-3.24 ve giinler aras1 %BSS 1.54-4.09 olarak bulunmustur. Pioglitazon igin
kesinlik, gun i¢i %BSS 1.03-2.09 ve giinler arasi %BSS 2.26-3.10 olarak bulunmustur.
Glimeprid icin kesinlik, gun i¢i %BSS 1.00-3.15 ve giinler aras1 %BSS 1.58-3.07 olarak
bulunmustur. %100°1iik referans standardi igin ylzde geri kazammlar su sekildedir; metformin
IGin %99.35 pioglitazon i¢in %98.63 glimeprid i¢in %99.56’dir (Pandit ve ark., 2012).

Deepti Jain ve arkadaslari, metformin, pioglitazon ve glimepiridin tablet formlarinin UV-PDA
dedektor kullanarak iic farkli 6rnegi HPLC’de eszamanli analiz etmek igin ydontem
gelistirmiglerdir. Calismalarinda su sonuglar1 elde etmislerdir: Metformin, pioglitazon ve
glimepirid i¢in dogrusallik aralig sirasiyla 10-5000, 10-150 ve 1-10 pg/mL’dir. Metformin,
pioglitazon ve glimepirid i¢in tutulma siireleri sirastyla 2.66+0.5 dakika, 7.12+0.5 dakika ve
10.17+0.5 dakikadir. Metformin, pioglitazon ve glimepirid icin geri kazamm sirasiyla %100.4,
%100.0 ve %100.2°dir. Eszamanli analizde kullamlabilecek basit, hassas, hizli ve
tekrarlanabilir bir ters fazli HPLC yontemi gelistirmislerdir (Jain ve ark., 2008).

Lakshmi ve arkadaglari, metformin ve piglitazonun tablet formlarim HPLC ile analiz ederek
yontem gelistirmislerdir. Calismalarinda su sonuglari elde etmislerdir: Metformin i¢in LOD ve
LOQ degerleri sirasiyla 0.003 pg/mL, 0.0061 pg/mL’dir. Pioglitazon igin LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0.01 pg/mL, 0.02 pg/mL’dir. Kalibrasyon egrisinde metformin ve
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pioglitazon igin sirastyla, 0.5-50 pg /mL ve 0.3-30 pg/mL isaretlenmistir. Metformin igin
kesinlik, %BSS 1.75-1.92°dir. Pioglitazon i¢in kesinlik, %BSS 1.30-1.93’tiir. Metformin ve
Pioglitazon igin geri kazanim degerleri sirasiyla %98-102 ve %97-103 arasindadir. Onerilen
yontem saf metformin ve pioglitazonun ve farmasétik dozaj formlarinin eszamanli tayininde

basit, hassas, dogru ve hizl1 bir yontemdir (Lakshmi ve ark., 2009).

Pattana Sripalakit ve arkadaslari, insan plazmasinda pioglitazon analizi i¢in HPLC yontemi
gelistirmis ve bir farmakokinetik calismaya uygulamuglardir. Caligsmalarinda su sonuglari elde
etmislerdi: ~ LOQ degeri 50 ng/mL’dir.  Kalibrasyon egrisi 50-2000 ng/mL (r®>
0.9987) araliginda dogrusaldir. Giin i¢i dogruluk %94.7 ile %97.6 arasindadir. Giin igi
kesinlik %2.0 ile %8.7 arasindadir. Gunler aras1 dogruluk %90.3 ile %96.0 arasindadir. Glnler
arasi kesinlik %0.9 ile %6.8 arasindadir. ila¢ konsantrasyonuna bakilmaksizin, geri kazanimlar
%96.6 ile %106.3 arasinda degismistir (Sripalakit ve ark., 2006).

Saber ve arkadaslari, pioglitazonun tablet formunu HPLC ile UV dedektor kullanarak analiz
etmislerdir. LOD degeri 0.2 pg/mL “dir. LOQ degeri 0.5 pg/mL “dir. Dogrusallik >0.5 pg/mL,
hassasiyet >%99.14, ve kesinlik <%0.6’dir. Geri kazammlar %99.65 ve %100.73 arasinda
degismistir (Saber, 2008).

Literatiir ¢caligsmasi ile belirlenen HPLC yontemleri igerisinde metformin tayini i¢in en diisiik
LOD (2.5 ng/mL) ve LOQ (6.1 ng/mL) degerleri sirastyla Ching Ling Cheng ve Lakshmi’nin
gelistirdikleri HPLC yontemleridir. Ayrica Lakshmi ve arkadaslarimin metformin ve
pioglitazon eszamanh tayini i¢in gelistirdikleri HPLC yOntemi pioglitazon i¢in belirlenen en

diisiik LOD (10 ng/mL) ve LOQ (20 ng/mL) degerlerine sahipti.

Ching Ling Cheng’in gelistirdigi HPLC yontemi metformin tayini i¢in yliksek hassasiyetli en
genis dogrusal araliga (10-2000 ng/mL) sahip yontemdi. Pattana Sripalakit ve arkadaslari ise
pioglitazonun tayini i¢in gelistirdiklert HPLC yontemi 50-2000 ng/mL ile en genis ¢aligma
araligina sahipti.

Metformin ve pioglitazon igin literatiirde bildirilen ¢aligmalardan Ching Ling Cheng ve
arkadaslarinin gelistirdigi yontem disindaki (%76) tiim HPLC yontemlerine ait geri kazanim
degerleri kabul sinirlari igerisindeydi. (%95-105)

Lakshmi ve arkadaslarinin metformin ve pioglitazonu es zamanl tayini i¢in gelistirdikleri
HPLC yontemi hem metformin (%BSS <1.92) hem de pioglitazon (%BSS <1.93) icin en
yiiksek kesinlige sahip analiz sonuglarina sahipti.
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Metformin ve pioglitazon igin en kisa alikonma zamanlar1 sirasiyla Deepti Jain (2.66 dk.) ve
Vinay Pandit’in (4.52 dk.) gelistirdikleri HPLC yontemlerine aitti. Ayrica gelistirilen bu iki

yontem metformin ve pioglitazonu es zamanli olarak analiz edebilen en kisa analiz siiresine

(<7.5 dk) sahip HPLC yontemleriydi.

5. SONUC

Bu derleme ¢aligsmasi, metformin ve pioglitazonun ¢esitli matrislerde HPLC yontemi ile
gerceklestirilmis nicel analizlerini kapsamli bigimde incelemistir. Yapilan degerlendirmeler,
HPLC'nin her iki molekiltin miktar tayininde yiksek duyarlilik, segicilik, dogruluk ve kesinlik
sundugunu gostermektedir. Calismalar genel olarak incelendiginde, analitik performans
parametrelerinin uygun kromatografik kosullar saglandiginda giivenilir sonuglar verdigi;
yontemlerin validasyon kriterlerini karsiladigi ve Klinik, farmasotik ya da biyolojik rneklerde

uygulamaya elverisli oldugu goriilmektedir.

HPLC yontemlerinin esnekligi, farkli mobil faz bilesimleri, kolon tipleri ve dedektorlerle genis
bir dogrusal aralik iginde ¢alisabilme imkam saglamaktadir. Bu yonuyle HPLC hem farmasotik
kalite kontrol streclerinde hem de biyolojik numune analizlerinde metformin ve pioglitazonun

kantitatif tayini icin glicli bir yontem olmaya devam etmektedir.

Bu derleme, gelecekte bu aktif bilesikler i¢in gelistirilecek analitik yaklasimlara rehber niteligi
tastyacak bir genel g¢erceve sunmakta ve HPLC’nin gilivenilir, tekrarlanabilir ve yiiksek

dogruluk saglayan bir teknik olarak 6nemini vurgulamaktadir.
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