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Ozet: Bu calismada kronik aktif gastrit ve peptik iilser hastaliginda rolii olan Helikobakter
pilorinin yok edilmesi i¢in kullanilan klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazol etken
maddelerinin es zamanli spektrofotometrik olarak tayini yapilmistir. Elde edilen verilere, ¢ok
degiskenli kalibrasyon yontemleri - kemometrik metotlar basari ile uygulanmistir. Absorbans-
konsantrasyon arasindaki iliskiden yola ¢ikilarak sentetik karisim yardimiyla idrar numunesinde
her bir aktif maddenin tayini gergeklestirilmis ve veriler MLR (Coklu dogrusal regresyon), , PLS
(Kismi en kiigiik kareler yontemi) ve PCR (Temel bilesen regresyonu) ile degerlendirilmistir.
MLR (Coklu dogrusal regresyon), PLS (Kismi en kiigiik kareler yontemi) ve PCR (Temel bilesen
regresyonu) kemometrik kalibrasyon metotlarindandir ve bu yontemlerle elde edilen sonuglar son
derece hizl1 ve en 6nemlisi giivenilirdir.

Anahtar kelimeler: Helikobakter pilori, MLR, PLS, PCR, UV.

Quantitative Determination with Multivariate Calibration Methods
Clarithromycin, Amoxicillin and Lansorazol in Used in Helicobacter pylori
Treatment on Human Urine Sample

Abstract: In this study, clarithromycin, amoxicillin, and lansoprazole agents for the treatment of
Helicobacter pylori, which has a role in chronic active gastritis and peptic ulcer disease, has been
determinated by the simultaneous spectrophotometric method. Multivariable calibration methods
- chemometric methods have been successfully applied to the obtained data. Benefiting from the
relationship between the absorbance and the concentration, with the aid of the synthetic mixture,
in the urine sample was subjected to the determination of each active substance and the data were
analyzed by MLR (Multi Linear Regression), PLS (Partial Least Squares Method) and PCR
(Basic Component Regression). The MLR (Multiple Linear Regression), PLS (Partial Least
Squares Method) and PCR (Principal Component Regression) are the methods of chemometric
calibrations and the results obtained with these methods are extremely fast and most reliable.

Keywords: Helicobacter pylori, MLR, PLS, PCR, UV.
1. Giris

Helikobakter pilori, gastrit ve diger iilser tiirleriyle iliskili bir gram-negatif bakteridir [1].
Helikobakter pilori, tedavi edilmediginde gastrit kanserine neden olur [2,3], bu nedenle
bu bakteri tiiriinlin yok edilmesi yasam kalitesinin devam etmesi acisindan 6nemlidir
[4,5]. Helikobakter pilorinin tedavisinde, antisekretuvar ajan olarak proton inhibitdrii ile
iki farkli antibiyotik birlikte kullanilir [6,7]. Tedavide kullanilan ilag tiirleri, klaritromisin
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[8], amoksisilin [9] ve lansoprazoldiir [10]. Bu c¢alismada Helikobakter pilori’nin
tedavisinde kullanilan ilag etken maddelerin yeni kurulan kemometrik kalibrasyon modeli
tizerinden herhangi bir 6n ayirma iglemi yapmadan, hizl1 ve giivenilir bir sekilde kantitatif
tayini yapilmistir. Kemometrik kalibrasyon metotlari, kompleks karigimlarindaki her bir
bilesenin miktarini tayin etmek i¢in kullanilan en iyi tekniklerdir, bunlardan bazilar1 temel
bilesen regresyonu (PCR), kismi en kiigiik kareler yontemi (PLS) ve ¢oklu dogrusal
regresyon (MLR) dir [11,12]. Absorbans ve konsantrasyon arasindaki bagintidan kurulan
matrislerle, kemometrik metotlar olusturulmustur [13]. Elde edilen sonuglara ANOVA
testi uygulanarak hem sonuglar, hem de yontemin uygunlugu test edilmistir [14,15,].
Calismamizda yer alan ila¢ etken maddelerin literatiirde yer alan farkli enstriimantal
yontemlerle analizleri mevcuttur. Bu c¢aligmalar, spektrofotometrik olarak [16] ve
kromatografik [13] olarak yer almaktadir. Yine literatiir incelendiginde klaritromisin,
amoksisilin ve lansoprazol etken maddelerinin insan idrar numunesinde kemometrik
olarak farkli yontemlerle tayinine rastlanmamustir. Bu ¢alismada elde edilen verilerin
istatistik metotlarla degerlendirilmesi ile daha hassas ve giivenilir metotlar kazandirmak
amagclanmustir.

2. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan biitiin kimyasal malzemeler (Sigma-Aldrich) analitik safliktadir.
Her bir ilag etken maddesinin 100 ppm olacak sekilde 0,1 M HCI in ¢dziicii olarak
kullanildig1 ortamda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Deneyin diger asamalarinda yer alan gerek
tekli ¢ozeltiler gerekse hazirlanan sententik karigimlar, her bir maddenin ayr1 ayri
hazirlanmis 100 ppm’lik ¢ozeltilerinden hazirlanir. Calismamizda kemometrik
kalibrasyon yonteminde UV Spektrofotometrik absorbans degerleri kullanilmigtir. UV
Spektrofotometri 6lgtimleri igin UV 1700 Pharmaspec cihazi (Shimadzu, Kyoto, Japan)
kullanilmistir.  Cihazdan okunan absorbans degerlerini kemometrik olarak
degerlendirmek i¢in elimizde lisansi bulunan Minitab 17 [17] ve XLSTAT [18]
kullanilmistir.

UV spektroskopisi yonteminde cihazin kalibrasyonu yapildiktan sonra ilag etken
maddelerinin 6nce tek tek sonra 4,0-32,00 ppm derisim aralifinda sentetik karigim
cozeltileri ( Tablo 1.) saf standartlardan hazirlanarak spektrumlart (Sekil 1.) alinmastir.
Sentetik karisimlar hazirlanirken, maddelerin birbiri yaninda derisim degisimleri
incelenmistir. [lag etken maddelerinden biri sabit tutulurken digerinin degisimi
incelenmistir ve absorbans degerleri 0,1 nm araliklarla okunmustur. Okunan absorbans
degerleri ve derisim arasindaki iliskiden olusturulan model {izerinden faydalanilarak,
insan idrar numunesinin hazirlanmasi islemine gecilmistir. Bu asamada, hig ilag tiiketimi
yapmayan kisiden alinan idrar 6rnegi, 1/20 oraninda seyreltilmis ve bu ¢ozeltiden 2 mL
alinmustir. Uzerine asetonitril ilavesi yapilarak son olusan karisimdan alinan numune
tizerine % 10’luk asetonitril eklenmistir. Bu numune iizerine ila¢ kombinasyonu ilavesi
ile absorpsiyon spektrum ol¢iimii adimina ge¢ilmis ve elde edilen verilerle her bir
maddenin miktar tayini yapilmistir.
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Tablo 1. Klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazol ilag etken maddelerini igeren derigim seti
Derisim (ppm)

NO Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
1 6 8 4
2 6 16 12
3 6 24 20
4 6 32 28
5 12 8 4
6 12 16 12
7 12 24 20
8 12 32 28
9 18 8 4
10 18 16 12
11 18 24 20
12 18 32 28
13 24 8 4
14 24 16 12
15 24 24 20
16 24 32 28
17 30 8 4
18 30 16 12
19 30 24 20
20 30 32 28

Absorbams

T T
i 2 2iE 2E 310 320 340

Calkga Boyu, nm

Sekil 1. Sentetik Karisimin Absorpsiyon Spektrumu

3. Bulgular

Her bir ilag etken maddesinin insan idrar numunesindeki miktar tayinlerine gegmeden
once klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazoliin tekli halde spektrumlar: alinarak hangi
dalga boyunda spektrum verdikleri yani maksimum dalga boylar1 (Tablo 2.)
belirlenmistir. Boylelikle hangi maddenin nerede maksimum dalga boyu gosterdigi

belirlenmistir.
Tablo 2. ilag Etken Maddelerin Spektroskopik Ozellikleri
ilac Etken . . Korelasyon
Maddesi mak Kalibrasyon Denklemi Katsayist
Klaritromisin 272,5nm y =0,0011x - 0,0119 0,9990
Amoksisilin 229,5 nm y =0,0218x - 0,0086 0,9992
Lansoprazol 278,5nm y =0,033x - 0,0514 0,9997

Caligsmada kullanilan 4,0-32,00 ppm araligindaki derisim degerleri, tayin edilecek her bir
bilesen igin dogrusalligin oldugu bolgedir. Lambert-Beer [19] yasasina gore absorbans ve
derisim arasindaki iliski incelendiginde iki degisken arasindaki dogrusallig1 ifade eden



korelasyon katsayisi [20] degerlerinin bire yakin oldugu gézlenmistir. Bu asamadan sonra
kemometrik kalibrasyon agamasina baglanmistir. Kullanilan yontemlerden

Coklu dogrusal regresyon (MLR), regresyon esitliginin

Ci = boi + b1iA1 + baj A2 + baiAs +........ +bniAn 1)

seklinde bulunmasini igerir. Coklu dogrusal regresyon igin kalibrasyon orneklerinin
sayisinin tahmin edici sayisindan daha fazla olmasi gerekmektedir [21].

Kemometrik kalibrasyonlardan en yaygin olan1 kismi en kiisiik kareler yontemi (PLS)
yontemidir. PLS yoOnteminde kalibrasyonun kurulmasit i¢in kullanilan PLS
algoritmalarina gore, ortogonalize edilmis PLS algoritmas1 ve ortogonalize olmayan PLS
algoritmasi kullanilir. Klasik metotlara gore elde edilen sonuglar daha giivenilirdir [22].

Diger bir kemometrik yontem olan temel bilesen regresyon yontemini ise derigim seti i¢in
Olciilen absorbans verilerinin dekomposizyonu ile birbirine dik (ortogonal) dogrular elde
edilmesi esasina dayanir. Bu elde edilen dogrular kurulacak kalibrasyonun koordinat
sistemidir ve hesaplamalar bu esasa dayandirilir [22].

Kemometrik hesaplamalara gegmeden 6n basamak olarak temel bilesen analizi (PCA)
islemi yapilmistir. Boylelikle elde bulunan verilerin miktar1 hesaplanabilir boyuta
getirilmistir [23].

Tablo 1’deki kontrasyon setlerinden her bir kemometrik yontem i¢in hesaplanan geri
kazanim ve bagil standart sapma (BSS) degerleri tablo 3. tablo 4.ve tablo 5. de
gosterilmistir. Ilave edilen derisimlere karsi bulunan derisimler hesaplanirken, ¢apraz
validasyon islemi uygulanarak, idrar numunesinde hatanin 6ntine gegilmistir [24, 25].

Tablo 3. Sentetik Karisimin PLS Yontemi {le Hesaplanan Sonuglari [26]

ilave edilen derisim (ppm) Bulunan derisim (ppm) (%) Geri Kazamim
Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
6 8 4 5,99 8,11 3,88 98,83 101,38 97,00
6 16 12 5,89 16,19 12,28 98,17 101,19 102,33
6 24 20 5,91 23,56 19,86 98,50 98,17 99,30
6 32 28 6,04 31,14 28,17 100,67 97,31 100,61
12 8 4 11,78 8,31 4,04 98,17 103,88 101,00
12 16 12 11,65 16,46 12,32 97,08 102,88 102,67
12 24 20 12,27 24,14 19,63 102,25 100,58 98,15
12 32 28 11,63 32,39 28,13 96,92 101,22 100,46
18 8 4 18,46 7,64 3,85 102,56 95,50 96,25
18 16 12 18,42 16,00 11,89 102,33 100,00 99,08
18 24 20 18,17 24,22 20,07 100,94 100,92 100,35
18 32 28 18,32 31,83 27,81 101,78 99,47 99,32
24 8 4 24,02 8,18 4,09 100,08 102,25 102,25
24 16 12 24,02 16,2 12,02 100,08 101,25 100,17
24 24 20 24,74 24,27 20,08 103,08 101,13 100,40
24 32 28 24,75 32,21 28,99 103,13 100,66 103,54
30 8 4 30,33 7,93 3,88 101,10 99,13 97,00
30 16 12 30,43 16,82 12,07 101,43 105,13 100,58
30 24 20 29,98 24,12 20,15 99,93 100,50 100,75
30 32 28 29,82 32,11 28,03 99,40 100,34 100,11
ort:100,32 ort:100,64 ort:100,06
BSS:1,92 BSS:2,14 BSS:1,92
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Tablo 4. Sentetik Karistmin PCR Yontemi ile Hesaplanan Sonuglari [26]

ilave edilen derisim (ppm) Bulunan derisim (ppm) (%) Geri Kazanim
Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazole Klaritromisin Amoksisilin Lansoprazol
6 8 4 5,86 8,01 4,01 97,67 100,12 100,25
6 16 12 5,78 15,95 11,96 96,33 99,69 99,67
6 24 20 5,81 24,01 20,01 96,83 100,04 100,05
6 32 28 6,04 31,86 27,89 100,67 99,56 99,61
12 8 4 11,77 8,02 3,96 98,08 100,25 99,00
12 16 12 11,6 15,96 11,96 96,67 99,75 99,67
12 24 20 11,75 23,95 19,98 97,92 99,79 99,90
12 32 28 11,63 32,01 27,96 96,92 100,03 99,86
18 8 4 17,78 7,96 4,01 98,78 99,50 100,25
18 16 12 17,85 15,95 11,96 99,17 99,69 99,67
18 24 20 17,76 24,01 19,95 98,67 100,04 99,75
18 32 28 18,23 31,98 27,96 101,28 99,94 99,86
24 8 4 24,01 7,85 3,95 100,04 98,13 98,75
24 16 12 23,96 15,96 11,95 99,83 99,75 99,58
24 24 20 23,86 24,01 19,96 99,42 100,04 99,80
24 32 28 23,95 32,21 27,96 99,79 100,66 99,86
30 8 4 29,69 7,94 3,96 98,97 99,25 99,00
30 16 12 29,75 15,96 11,96 99,17 99,75 99,67
30 24 20 29,85 23,95 19,95 99,50 99,79 99,75
30 32 28 30,01 31,95 27,89 100,03 99,84 99,61
ort:98,79 ort:99,78 ort:99,68
BSS:1,40 BSS:0,49 BSS:0,38
Sentetik Karigimlarin hazirlanmasinda [26] c¢alismadaki bazi veriler kullanilmistir.
Sonraki hesaplamalar bagtan tekrarlanarak ve yontem eklenerek yapilmistir.
Tablo 5. Sentetik Karisimin MLR Yéntemi ile Hesaplanan Sonuglart
ilave edilen derisim (ppm) Bulunan derisim (ppm) (%) Geri Kazanim
Klaritromisin  Amoksisilin Lansoprazol Klaritromisin  Amoksisilin Lansoprazole Klaritromisin Amoksisilin  Lansoprazol
6 8 4 5,98 7,96 3,96 99,67 99,50 99
6 16 12 5,96 15,94 11,94 99,33 99,63 99,5
6 24 20 5,89 23,97 19,95 98,17 99,88 99,75
6 32 28 5,94 31,99 27,99 99,00 99,97 99,96
12 8 4 11,92 7,89 3,89 99,33 98,63 97,25
12 16 12 11,95 15,97 11,97 99,58 99,82 99,75
12 24 20 11,96 23,92 19,94 99,67 99,67 99,7
12 32 28 11,97 31,97 27,96 99,75 99,91 99,86
18 8 4 17,98 7,95 3,95 99,89 99,38 98,75
18 16 12 17,99 15,98 11,98 99,94 99,88 99,83
18 24 20 17,95 23,92 19,97 99,72 99,67 99,85
18 32 28 17,95 31,93 27,96 99,72 99,78 99,86
24 8 4 23,94 7,95 3,97 99,75 99,38 99,25
24 16 12 23,99 15,99 11,95 99,96 99,94 99,58
24 24 20 23,96 23,96 19,99 99,83 99,83 99,95
24 32 28 23,89 31,99 27,93 99,54 99,97 99,75
30 8 4 29,94 7,92 3,94 99,80 99,00 98,5
30 16 12 29,96 15,96 11,96 99,87 99,75 99,67
30 24 20 29,87 23,94 19,97 99,57 99,75 99,85
30 32 28 30 31,94 27,94 100,00 99,81 99,79
ort:99,60 ort:99,66 ort:99,47
BSS:0,42 BSS:0,34 BSS:0,66

Cok degiskenli kalibrasyon yontemleri ile sonuglar hesaplandiktan sonra uygulanan
yontemlerin uygunlugunu kiyaslamak i¢in varyans analizi (ANOVA testi) yapilmistir.
ANOVA [27] testinde grup i¢i ve gruplar arasi standart sapma degerlerinden hesaplanan
F degerleri ile teorikte olmasi gereken F degerleri kiyaslanmis ve pearson korelasyon
katsayisinin 0,05’e ya esit ya da biiyiik degerde elde edilisi incelenmistir. Tablo 6’daki
degerler incelendiginde hesaplanan degerlerin, kritik degerden kiigiik oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar bu calisma ic¢in kullanilan yontemlerin uygun oldugunu
gostermektedir.
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Tablo 6. Varyans Analizi (ANOVA) Sonuglari

Yontem F hesaplanan deger F kritik deger
PLS Klaritromisin ~ Amoksisilin  Lansoprazol 4,10
0,0022 0,0010 0,00045
PCR Klaritromisin ~ Amoksisilin  Lansoprazol 4,10
0,0031 0,00007 0,0002
MLR Klaritromisin ~ Amoksisilin  Lansoprazol 4,10
0,0003 0,0003 0,0002

Tahmin degerlerin validasyon ifadesinde performansinin gecgerliligi ¢apraz gecerlilik
yontemi kullanilarak tahminsel kalintisal hata (karelerin tahmin (tayin) hatalarinin
toplami: PRESS) (Denklem 1) hesaplanmistir. Bu degerin sifira yakin olmasi kullanilan
modelin tahmin giiciiniin iyi oldugunu gostermektedir [29]. Validasyondaki diger
parametreler kalibrasyonun standart hatasi: SEC (Denklem 2) ve tahminin kareler
ortalamasinin karekokii: RMSEC [29] (Denklem 3) olarak ifade edilmistir.

PRESS — i(C.ilaveEdil(ﬂ _ C.Bulunan) 2 (1)
i=1
Zn:(c 'I'IuveEdilm _ C'Bulunan )2 (2)
SEC=\|=
n-1
RMSEC = \/PRESS/n 3
C /4% - Ortama ilave edilen gercek derisim

CiBqunan: Hesaplanan tahmini derigim

n : Numune sayis1

Tablo 7. Kemometrik Yo6ntemlerin Hesaplanan Validasyon Parametreleri

Parameter Metot Klaritromisin ~ Amoksisilin Lansoprazol
RMSEC PLS 0,076 0,08 0,062

PCR 0,055 0,03 0,055

MLR 0,014 0,012 0,010
PRESS PLS 0,118 0,128 0,076

PCR 0,045 0,0055 0,003

MLR 0,0037 0,0030 0,002
SEC PLS 0,089 0,094 0,061

PCR 0,061 0,018 0,015

MLR 0,017 0,016 0,015

Yontemin uygunlugu ve validasyon parametreleri incelendikten sonra insan idrar
numunesinde klaritromisin, amoksisilin ve lansoprazoliin analizi yapilmistir. UV
spektroskopisinde Olgiimler alinarak, veriler ¢ok degiskenli kemometrik kalibrasyon
yontemleri ile incelenmistir (Tablo 8.).
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Tablo 8. Idrar Numunesindeki Sonuglar

ilave edilen derisim (ppm) - PLS

Bulunan derisim (ppm) — PLS

(%) Geri Kazamim - PLS

Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazole Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol
4 4 4 3,96 3,98 3,94 99,00 99,50 98,5
12 12 12 11,95 11,88 11,95 99,58 99,00 99,58
20 20 20 19,89 19,87 20,01 99,45 99,35 100,05
28 28 28 27,84 27,96 27,94 99,43 99,86 99,79
ort :99,37 ort :99,43 ort:99,48
BSS:0,25 BSS:0,36 BSS:0,68
ilave edilen derisim (ppm)—- PCR Bulunan derisim (ppm) - PCR (%) Geri Kazanim - PCR
Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazole Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol
4 4 4 3,95 3,97 3,9 98,75 99,25 97,50
12 12 12 11,89 11,96 11,98 99,08 99,67 99,83
20 20 20 18,98 19,95 19,99 94,90 99,75 99,95
28 28 28 27,88 27,94 27,96 99,57 99,79 99,86
ort :98,08 ort :99,62 ort:99,27
BSS:2,14 BSS:0,25 BSS:1,19
ilave edilen derisim (ppm)—- MLR Bulunan derisim (ppm) — MLR (%) Geri Kazammm - MLR
Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol Klaritromisin Amoksisilin  Lansoprazole Klaritromisin  Amoksisilin  Lansoprazol
4 4 4 3,98 3,88 3,97 99,50 97,00 99,25
12 12 12 11,95 11,87 11,96 99,58 98,92 99,67
20 20 19,94 19,99 19,99 99,70 99,95 99,95
28 28 27,96 28 27,94 99,86 100 99,79
ort :99,66 ort :98,89 ort:99,67
BSS:0,16 BSS:1,34 BSS:0,30

4. Sonug ve Yorum

Bu c¢alisma esnasinda UV Spektofotometri yontemi ile elde edilen veriler ¢ok degiskenli
kemometrik yontemler ile degerlendirilmistir. Kemometrik metotlarla hesaplanan
tahmini veriler ve idrar numunesindeki degerler, analitik olarak incelenmistir.

Herbir maddenin tekli halde spektrumlar1 alinip spektroskopik 6zellikleri belirlendikten
sonra sentetik karigimlardaki miktar tayinleri yapilarak tahmini yani bulunan degerler
hesaplanmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak % geri kazanim ve bagil standart sapma
degerleri hesaplanmistir. Bu sonuclara bakildiginda geri kazanim degerlerini yiize yakin
standart sapma degerlerinin de kiigiik degerler oldugu goriilmiistiir. Bir sonraki asamada
ANOVA testi ile hesaplanan verilerin uyumlulugu ve kullanilan yontemlerin uygunlugu
test edilmistir. Sonuclara bakildiginda, hesaplanan F degerlerinin teorik degerlerden
kiiciik oldugu gozlenerek yontemlerin ve sonuglarin uygunluguna karar verilmistir.
ANOVA testinden sonra sonuglar valide edilmistir. PRESS, SEC ve RMSEC
parametreleri her bir yontem i¢in hesaplanmis ve degerler sifira yakin olarak elde
edilmistir. Biitiin kontroller yapildiktan sonra idrar numunesindeki sonuglar
hesaplanmuistir. % Geri kazanim ve BSS degerleri hesaplanarak analitik olarak sonug¢larin
giivenilir ve dogru olduguna karar verilmistir. Boylelikle kullanilan kemometrik
metotlarin idrar numunelerinin analizlerinde yiiksek duyarlilikta olup sonuglarin
tekrarlanabilir oldugu gozlemlenmistir.
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