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OZET

FLIBANSERININ FARMASOTIK PREPARATLARDAN TAYINI ICIN HPLC VE
LC-MS/MS YONTEMLERININ GELISTIRILMESI VE
BOZUNMA URUNLERININ LCMS-IT-TOF iLE KARAKTERIZASYONU

Ecz. Aysun GEVEN
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2020
Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

2000’11 yillarin basinda ortaya ¢ikan kadmlarda cinsel islev bozuklugunun maddi
boyutunun ve saghginin fark edilmesi ilag endiistrisinin en biiyiik degisimlerinden
birisidir. Flibanserin o6ncelikle antidepresan ila¢ olarak sentezlenmis olup cinsel
aktivitedeki etkileri sayesinde, 2000’li yillarin basinda bu endikasyon igin tekrar
denemeye alimmustir. Cesitli endikasyonlar1 ve hastalarin farkli durumlarda kullanacak
olmalari nedeniyle FDA tarafindan uzun siire reddedilse de ¢esitli sivil toplum
kuruluslarinin etkileri ile 2015°de onaylanmustir.

S6z konusu bu ¢alismada flibanserinin farmasotik formiilasyonlarinin analizi igin
HPLC ve LC-MS/MS metodu gelistirilmistir. HPLC metodu bozunma iiriinleri varliginda
optimize edilmis ve oksidatif zorlu bozma kosullarinda flibanserine ait yeni bir bozunma
rtinii tespit edilmistir. Bozunma {irlintiniin Kalitatif analizi LCMS-IT-TOF cihaz ile
yapilmis ve olusum mekanizmasi 6nerilmistir.

Gelistirilen her iki metodun kromatografik ayrimi i¢in ¢ekirdek kabuk ve monolitik
silika yapida olmak {izere iki grup toplam 6 sabit faz denenmistir. En basarili ayrim
Supelco Ascentis® Express model fenil hekzil fonksiyonel grubuna sahip (100x4,6 mm,
ID 2,7um) kolonda saglanmistir. Hareketli faz ise asetonitril su karigimi olup tampon
olarak HPLC i¢in 10 mM amonyum asetat (pH 5,4), LC-MS/MS i¢in ise 20 mM
amonyum format (pH 6,0) secilmistir. Akis hizi ve enjeksiyon hacmi ise her iki yontem
icin ayni olup sirasiyla 0,5 mL/dk ve 1 pL’dir. Ayrica HPLC yontemi i¢in bagka bir HPLC
cihazi ile laboratuvarlar arasi karsilastirma ¢alismasi yapilmis ve her iki yontem igin

psddo Addyi® numune uygulamalari gergeklestirilmistir.

Anahtar Sézciikler: Flibanserin, Bozunma Uriinii, LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF,
Farmasotik uygulama, HPLC.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF THE HPLC AND LC-MS/MS METHODS FOR THE
DETERMINATION OF FLIBENSER FROM PHARMACEUTICAL PREPARATIONS AND
CHARACTERIZATION OF THE DETERIORATION PRODUCTS WITH LCMS-IT-TOF
RPh. Aysun GEVEN
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2020
Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

One of the major changes in the pharmaceutical industry has been experienced by
noticing the financial size and health of female sexual dysfunction that appeared in the
early 2000s. Flibanserin was developed as an antidepressant drug, and because of its pro-
sexual side effects, the drug was retried for this indication in the early 2000s. Due to
various indications and the use of patients under different conditions, the FDA has been
refused for a long time and approved in 2015 by not being able to withstand the pressures
of various civil society organizations.

In this study, HPLC and LC-MS/MS methods were developed for the analysis of
pharmaceutical formulations of flibanserin. HPLC method was optimized in the presence
of degradation products, and a new degradation product of flibanserin was identified
under oxidative forced degradation conditions. Qualitative analysis of the degradation
product was done with LCMS-IT-TOF, and the formation mechanism was proposed.

For the two methods developed, two groups, in the core-shell and monolithic silica
structure, have tried a total of 6 stationary phases for chromatographic separation. The
most successful separation was achieved with Supelco Ascentis® Express phenyl hexyl
(100x4.6 mm, ID 2.7 um) column. The mobile phase was a mixture of acetonitrile-water,
10 mM ammonium acetate (pH 5.4) for HPLC, and 20 mM ammonium formate (pH 6.0)
for LC-MS/MS. Flow rate and injection volume are the same for both methods and were
0.5 mL/min and 1 pL, respectively. Besides, an inter-laboratory comparison study
between another HPLC instrument and HPLC method was performed, and pseudo
Addyi® sample applications were carried out for both methods.

Keywords: Flibanserin, Degradation product, LC-MS/MS, LCMS-IT-TOF,

Pharmaceutical application, HPLC.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu caligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Kadinlardan %43’ cinsel sorunlardan yasamlarinin bir doneminde etkilenmis iken,
yaklasik %22’si ise cinsel iliskiyle ilgili kisisel sikintt yasadigini bildirmektedir [1].
Yaygin cinsel problemler arasinda cinsel agri, uyarilma problemleri, orgazmik
disfonksiyon ve diisiik/eksik arzu bulunur. American Psychiatric Association’s
Diagnostic and Statistical Manual (DSM)’te tanimlandig1 gibi hipoaktif cinsel istek
bozuklugu (HSDD); cinsel fantezilerin eksikligi ve belirgin sikintisi ve/veya Kisiler arasi
zorluga neden olan, tibbi (rekreasyon veya regete), psikiyatrik (depresyon) veya diger
cinsel durumlar tarafindan agiklanmayan cinsel aktivite arzusunda Ki yetersizlik ile
karakterize kadin cinsel islev bozuklugudur [2, 3]. %10 ila %40 prevalansa sahiptir [4].
Epidemiyolojik ¢alismalar ise, HSDD prevalansini kadinlarin %7 ila %14’iinde tahmin
etmektedir, premenopozal ve ge¢ postmenopozal kadinlar arasinda ve cerrahi olarak
dogal postmenopozal kadinlar arasinda daha yiiksek oranlar ve premenopozal veya erken
postmenopozal kadinlar arasinda dikkate deger bir pik noktasi vardir [5]. Diisiik cinsel
istek, bir kadinin sagligin1 ve yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyebilir ve iliski
memnuniyetsizligini artirabilir.

DSM’nin Besinci Baskisinda (DSM-5™) uyarilma ve arzu bozukluklarmnim
birlestirilmesi ile HSDD’nin yerini kadin cinsel ilgi/uyarilma bozuklugu almistir. DSM-
5™"de HSDD, kadin cinsel uyarilma bozuklugu (FSAD) ile birlestirilir ve edinilmis ve
genellestirilmis ve durumsal FSIAD’a kars1 yasam boyu olarak farklilagan kadin cinsel
ilgi ve uyarilma bozuklugu olarak teshis edilir [6]. DSM-5™"de HSDD, kadin cinsel
uyarilma bozuklugu (FSAD) ile birlestirilir ve durumsal FSAD’a kars1 edinilmis ve
genellestirilmis, yasam boyu olarak ayrilan kadin cinsel ilgi ve uyarilma bozuklugu
(FSIAD) olarak teshis edilir [1].

S6z konusu hastaligin semptomlar1 kadin cinsel ilgisi/uyarilma bozuklugu i¢in bir
kriter olarak belirlenmistir. Ancak Amerikan Kadin Dogum Uzmanlar1 ve Jinekologlar
Koleji HSDD’yi ayr1 bir durum olarak tanimlar [7]. Dahast HSDD, erkeklerde bu
bozuklugun bir agiklamasi olarak DSM-5™"te ayn1 sekilde kalmaya devam etmektedir
[6]. Ek olarak, hem genel HSDD hem de FSAD i¢in tami Olgiitleri, cinsel islev
bozukluklarini iliski i¢indeki sorunlara, ilaglarin etkilerine veya diger tibbi durumlara
baglayabilen kadinlar1 igermez [1].

Mevcut durumda, kadin cinsel islev bozuklugunun (FSD) tedavisi i¢in mevcut

terapdtik miidahalelerin yetersiz oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir. Kadinlar
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icin cinsel deneyimi gelistirmeye odaklanan bazi arastirmacilar, tim mesleki yagamlarini
kadin cinsiyet tepkisini incelemeye adamislardir. Kadinlarin cinsel tepkisini anlamak,
cinsel deneyimi gelistirmek, tibbilestirme stratejilerinin temelini olusturacagi yadsinamaz
bir gercektir [8]. 2000 yilinda yapilan bir ¢alismada kadin cinsel tepkisinin daha g¢ok
yakinlik gereksinimlerinden (fizyolojik uyarilma icin bir “ihtiyagtan ziyade temasla
aktive”) kaynaklandigi gii¢lii bir sekilde vurgulanmustir [9]. Ardindan da FSD’nin
milyonlarca dolarlik bir is haline geldigine dikkat c¢ekilmistir [10]. Popiilerligi bir
dereceye kadar ekonomik motivasyon tarafindan yonlendirilse de biiyiik dlgiide vajinal
orgazm fikrine dayanir (bugiine kadar anatomik kanitlarla desteklenmemistir). Bu
durumu tetikleyen en Onemli faktorlerden birisi de kadinlarin cinsel performans ve
motivasyonunun partner beklenti ve yonlendirmesinin etkisinde olmasidir. HSDD’nin,
spesifik bir tedaviye hazirlanmak i¢in gelistirilen endiistri destekli bir durumun 6rnegini
temsil ettigi yoniinde oneriler de mevcuttur [11-13].

Cinsel isteksizlik, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Kadin Cinsel
Islev Bozuklugu (FSD) bashig1 altinda dort konudan en yaygin olarak kabul edilmistir.
Aslinda, 2015 yilina kadar HSDD artik cinsel islev bozuklugu kategorisi olarak mevcut
degildi; HSDD ile FSAD birlestiren bir durum olan FSIAD tarafindan DSM-5™
birlestirilmesi ve 6ncekilerden biraz daha titiz bir dizi tan1 6l¢iitiine sahip olmasi ile daha
da netlestirilmistir. Hem HSDD hem de FSIAD, flibanserin (FLB) klinik ¢alismalarinin
terimleriyle, seks yapmak istemedigi erkeklerle uzun siireli iligkide olan, genellikle
beyaz, heteroseksiiel trans olmayan kadinlar1 etkileyen bir sorunu indekslemektedir [13].

Baslangigta bir antidepresan olarak sentezlenen ve potansiyel olarak hizli bir etki
baslangict olan FLB, HSDD’nin DSM-5™"den ¢ikarilmasina ragmen Agustos 2015°te
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan ilacin 6zel bir risk yonetimi programi araciligiyla
dagitilma uyarisi ile onaylanmustir [14]. Bu siire¢ FDA ’nin tarihinde 6nemli bir yere sahip
olacak kadar uzun ve tartismali ge¢mistir [15]. Ilag, edinilmis, genellestirilmis HSDD’si
olan premenopozal kadinlarin tedavisi i¢in kayda deger ilk FDA onayl1 ilagtir. Hastaligin
diger mevcut tedavileri, genellikle onaylanmamis dozajlarda, yan etki riskini artiran
cesitli ilaglarin psikolojik yaklasimlarina veya “etiket dis1” kullanimina dayanmaktadir
[1].

FLB ile ilgili tiim arastirmalar, DSM-IV’te tarif edildigi gibi edinilmis,
genellestirilmis HSDD tanist konmus hastalar tizerinde yapilmistir; FLB, edinsel,

jeneralize HSDD diginda bir tan1 olan hastalar i¢in 6énerilmez. HSDD’ nin ger¢ek nedeni



bilinmemekle birlikte, normal kadinlara kiyasla HSDD erotik materyali goriintiileyen
kadinlarin fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme ve pozitron emisyon tomografisi
taramalari, beynin limbik ve belirli kortikal bolgelerinde daha az aktivite gosterir, bu da
kaynagin HSDD’nin kismen beyindeki biyolojik bir islev bozuklugu oldugunu
gostermektedir. HSDD’nin cinsel istegi engelleyen asir1 serotonin (5-HT) aktivitesinin
bir sonucu oldugu varsayilmistir. Asir1 serotonin aktivitesine ek olarak, HSDD kismen
subnormal dopaminerjik ve noradrenerjik reseptor fonksiyonundan veya aktivitesinden
kaynaklanabilir, ¢linkii dopamin (DA) ve norepinefrin (NE) cinsel uyarilmada ‘ana
vericiler’ olarak diisiiniilen cinsel heyecan modiilatorlerindendir [4]. Ozetlemek
gerekirse, asirt serotonin ve yetersiz dopaminerjik aktivitenin bir kombinasyonunun
kadinlarda HSDD i¢in temel olusturmasi miimkiindiir; bu kanit hayvanlar {izerindeki
calismalardan ve beyindeki dopaminerjik ve serotonerjik sistemleri etkileyen ilaglarin
bilinen cinsel yan etkilerinden elde edilir. Kadinlarda en yaygin cinsel istek
rahatsizliklarindan biri olan diisiik cinsel istek sikayetleri su anda tek FDA onayli FLB
ile tedavi edilmektedir [1]. FLB, hipoaktif cinsel istek bozuklugunu tedavi etmek igin
kullanilan bir serotonerjik bir ilagtir. Tedavi sirasinda diisiik oranda mindr serum
aminotransferaz yiikselmeleri ile iligkilendirilmistir, ancak klinik olarak belirgin akut
karaciger hasar1 vakalariyla iligkili degildir.

Flibanserin hem eczacilik tarihinde 6nemli doniim noktalarindan biri olan etken
madde olmasi hem de alaninda onciiliigii nedeniyle {lizerinde yapilan farmakolojik ve
farmakokinetik c¢aligmalar glinden giine artmaktadir. Bunun yaninda yapilan analitik
caligmalara da FDA onayindan itibaren baslandig1 gozlenmistir. Ancak yapilan ¢calismalar
farmakokinetik analizleri karsilama amacli plazma analizleri ya da metabolit tayinleri
olup analitik hedeflerin bir kismini karsilamaktadir. Bu nedenle bu tez kapsaminda
yapilan ¢aligmada hedefimiz FLB’nin farmasotik preparatlardan analizi i¢in bozunma
tiriinleri varliginda tam olarak metot gecerliligi saglanmis, hizli, yiiksek dogruluga sahip
rutin analizlerde kullanima sunulacak sivi kromatografisi metodu gelistirmektir. Ayrica
etken maddenin zorlu bozma kosullarina maruziyeti sonucu elde edilen bozunma
tirtinlerinin LCMS-IT-TOF ile kalitatif olarak tayin edilmesidir. Gelistirilen yontem rutin
analiz ve kalite kontrol i¢in uygun olacaktir. Yontemin validasyonu Uluslararast Uyum

Konferansi (ICH) yonergelerine gore yapilmustir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Flibanserinin Gelisimi

FLB aslen Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Almanya) tarafindan antidepresan
ilag olarak sentezlenmis olup klinik ¢alismalarda etkisini kanitlayamamasi sebebiyle
calismalar durdurulmustur. Cinsel aktivitedeki etkileri sayesinde, ilag 2000’li yillarin
basinda bu endikasyon i¢in tekrar denenmistir. Sprout Pharmaceuticals (Raleigh, NC,
ABD) tarafindan 2013’te FLB’nin yeniden uygulanmasi ile “cinsel arzunun eszamanli bir
son nokta olarak degerlendirilmesi” ¢alismasindan yeni veriler FDA’ya sunulmustur.
Giivenlik endiseleri (hipotansiyon, senkop, uyku hali, yorgunluk, kanserojenik riski),
kanitlarin dayandigi ¢alismalarin kisa dogast ve siipheli dogrulugu ve marjinal etkililik
temelinde onay reddedilmistir [12].

Onceki danisma komiteleri oy birligiyle FLB’yi reddetmis olmasina ve herhangi bir
ek etkinlik verisi olmamasina ragmen, FDA danigma komitesi, FLB’yi Agustos 2015°te
6 olumsuz oya karst 18 olumlu oy ile HSDD i¢in onay vermistir. Bunda elbetteki kadin
destekli sivil toplum kuruluslarinin baskisi ¢ok 6nemli roller oynamustir [16]. Bununla
birlikte, onaylandiktan sonra, 18 olumlu oyun 15°i ilacin onayini kabul etmekte isteksiz
olduklarini belirtmistir. Bu kayda deger g¢ekincelere ragmen, FLB, tartismali FDA
onayindan sonraki 48 saat i¢cinde Valeant Pharmaceuticals’a (Laval, QC, Kanada) 1
milyar dolara yakin bir fiyata satilmis olup ve premenopozal kadinlarda HSDD i¢in bir
tedavi olarak regete edilmeye devam etmektedir [12, 15].

FDA toplantisinda danigma kurulu iiyeleri, bunun bilim, politika ve savunuculuk
kesisiminde alinan tartismali diizenleyici kararlardan biri olduguna dikkat ¢ekmistir [14].

FLB bir ilag olmaktan ¢ok; esitlik savunuculugu kampanyasi, degisen etkinlik son
noktalar1 ve hasta tarafindan bildirilen sonug¢ oOlg¢iisliniin  kullanimi, incelenen
popiilasyondaki siirekli risk-fayda dengesi ve yaygin etiket dist kullanim potansiyeli ve
karsilanmamis bir tibbi ihtiyag anlamlarina da gelmektedir [17]. FDA i¢in tamamen
yabanci bir bolge degil, ayn1 anda ortaya ¢iktiklarinda bir meydan okumay1 temsil
etmektedir. FLB i¢in onay siirecini daha da benzersiz kilan sey ise FDA’nin tim bu degis
tokuslarin en iyi nasil yonetilmesi gerektigine karar verecegi politik olarak yiiklii

atmosfer ve diinyanin her gegen giin her alanda daha da farkli bir yer oldugudur.



2.2. Flibanserinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

FLB (Sekil 2.1.), IUPAC adlandirmasi 3-[2-[4-[3-(trifluorometil)fenil]piperazin-1-
il]etil]-1H-benzimidazol-2-on olan amino protonun bir 3- (triflorometil) fenil grubu ile
degistirildigi 1- [2- (1,3-dihidro-2-oksobenzimidazol-1-il) etil] piperazin olan bir N-
alkilpiperazindir. Benzimidazolonlarin bir tiyesi, bir N-arilpiperazin, bir N-alkilpiperazin
ve bir organoflorin bilesigidir. CAS numaras1 167933-07-5 olup molekiil formiilii
C20H21F3N40 seklinde ve molekiil agirligi 390,04 g/mol’diir.
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Sekil 2.1. Flibanserinin molekiil yapisi

FLB oda sicakligi kosullarinda toz halinde, kokusuz, beyaz renkte olup kati
formdadir. Suda ¢6ziiniirligi ¢cok diistik 4,312 mg/L 25 °C’de olup asidik ortamda
¢Oziiniirliigli daha yiiksektir (0.001 N HCI ¢ozeltisinde 2,7 mg/mL). Ancak bazik ortama
dogru gidildik¢e ¢oziiniirliiglinde siddetli azalmalar meydana gelir (pH 7,4 tamponunda
0,002 mg/mL). Metanol, etanol, asetonitril, toluen gibi organik ¢oziiciilerde ise az
miktarda ¢oziiniir; asetonda ¢oziilebilir; kloroform icinde serbest¢ce ¢oziiniir; metilen
kloriirde ¢ok ¢oziiniir. Bilesik yapisindan dolay:1 zayif asidik olup pKa degeri 5,9; Log
Kow degeri 3,4; Log P degeri 4,3 olarak belirlenmistir [18, 19].

2.3. Flibanserinin Etki Mekanizmasi

FLB yeni bir, ¢ok fonksiyonlu serotonin agonisti ve antagonistidir. Libido, sinaptik
dopamin ve ayrica norepineftin, testosteron ve dstrojenin etki ettigi diger mikro devrelerle
pozitif olarak diizenlenir. Libido, prolaktin ve serotoninin etki ettigi mikro devrelerle
negatif olarak modiile edilir. Mikro devre dopamin ve norepinefrinin goreceli eksikligini
veya mikro devre serotoninin goreceli olarak fazlaligi cinsel ilgi ve arzu bozukluguna yol

acabilir [19, 20].
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Sekil 2.2. Flibanserinin énerilen hareket mekanizmasi [12]

FLB, noral mikro devrelerde iki temel farmakolojik etkiye sahiptir: postsinaptik
5HT1A reseptorlerinde tam bir agonist ve postsinaptik SHT2a reseptorlerinde antagonist
olarak davranir. Prefrontal korteksteki bu eylem Sekil 2.2.’de goriildiigii gibi dopamin ve
norepinefrinin asag1 yonde salinmasina ve serotoninin azalmasina neden olur, beyin sapi
S5HT noronlar1 ayn1 zamanda segici olarak beyin sap1 norepinefrin ve dopamin néronlarini
inhibe eden piramidal noronlar iizerinde, cinsel ilgisi ve arzusu azalmis hastalarda

aciklanan anormal n6ro goriintiileme alanlariyla uyumludur [21].

2.4. Flibanserinin Farmakokinetik Ozellikleri

FLB, tek bir oral doz (5-150 mg) ve ¢oklu oral dozlar (60 ila 300 mg arasinda
degisen toplam giinliikk doz) sonrasinda lineer ve dozla orantili kinetik gosterir [22]. %90
emilir ve ortalama yar1 6mrii ~11 saattir. Hafif karaciger yetmezIligi ile yarilanma 6mrii
26 saate ¢ikar. Ilacin yiyecekle alinmasi emilimini arttirir. Basta albiimin olmak iizere
%098 protein baglanmasi vardir. Oral biyoyararlanimi %33’tiir [20]. FLB’nin kararli
durumuna sadece 3 giinlilk dozlamadan sonra ulasilir ve bu nedenle bu ilaca "kadin
Viagrasi" demek yanlistir ¢iinkii Viagra gerektiginde kullanilir [20, 23].

FLB, CYP3A4 ile ve daha az oranda CYP2D6 sitokrom P450 izoenzimleri ile
oksidatif metabolizmaya ugrar. Eszamanli CYP3A4 inhibitérleri FLB maruziyetini
artirabilir ve kontrendikedir. FLB, orta veya giiclii bir CYP3A4 inhibitoriiniin son
dozundan 2 hafta sonra kullanilabilir. Son FLB dozundan 2 giin sonra orta veya gii¢lii bir
CYP3A4 inhibitorii baglatilabilir. Giicli CYP3A4 inhibitorleri arasinda ketokonazol,

itrakonazol, Kklaritromisin, nefazodon, ritonavir, indinavir ve konivaptan bulunur. Orta
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CYP3A4 inhibitorleri arasinda atazanavir, siprofloksasin, diltiazem, verapamil,
eritromisin, flukonazol ve greyfurt suyu bulunur. Oral kontraseptif haplar, simetidin,
fluoksetin, Ginkgo biloba ve ranitidin gibi zayif CYP3A4 inhibitorleri, hipotansiyon,
senkop ve merkezi sinir sistemi (CNS) depresyonu riskinde artig ile iligkili olabilir.
Ayrica, CYP3A4 indiikleyicileri FLB konsantrasyonlarini énemli dl¢iide azaltabilir ve
bununla birlikte Onerilmez. Bunlar etravirin, karbamazepin, fenobarbital, fenitoin,
rifampin ve St.John’s wort’u igerir [20].

Faz 3 ¢aligmalarina dahil edilen premenopozal kadinlarin yarisindan fazlasi (% 58)
eszamanli alkol tliketimi bildirmistir, ancak klinik olarak hipotansiyon ag¢isindan anlamli
bir risk gozlenmemistir [24].

CYP2C19 zayif metabolizorleri olan hastalarda FLB kullanimi, FLB
konsantrasyonlarinin artmasina neden olur ve hipotansiyon ve senkop riskini artirabilir.
Bu hastalar advers reaksiyonlar agisindan yakindan izlenmelidir. Bunlar, proton pompasi
inhibitorleri, segici serotonin geri alim inhibitorleri, benzodiazepinler ve antifungaller
gibi ilaglar1 igerir [25].

FLB, P-glikoproteini inhibe eder. Digoksin ve sirolimus gibi dar bir terapotik
endekse sahip P-glikoprotein tarafindan tasinan ilag konsantrasyonlarmin artmis etki
yarattigi belirtilmistir [25]. FLB c¢ogunlukla safra ve bobrekler yoluyla inaktif

metabolitler olarak atilir [26].

2.5. Flibanserinin Farmakolojik Ozellikleri

Flibanserinin farmakolojik etki mekanizmasi Sekil 2.3’de sematik olarak
verilmigtir. Buna gore FLB, klonlanmis insan serotonin 5-HTia reseptorleri igin
Klonlanmig insan Das (izoformlar 4,2; 4,4 ve 4,7) ve 5-HT2a reseptorlerine kiyasla en
yiiksek afiniteyi gosterir. 5-HTia ve 5-HT2a reseptorlerine yonelik afinite, beyin
dokusunda degerlendirildiginde, bu afinite degerleri sirastyla korunur. Bununla birlikte,
FLB, klonlanmig hiicrelerde 5-HT1a ve 5-HT2a reseptorleri i¢in serebral dokudan daha
yiiksek afinite gosterir. FLB ayrica insan D21 ve D3 reseptorleri ve sigan NE-alfal ve 5-
HT7 reseptdrleri icin bir miktar afinite gosterir. FLB sigan (>10.000 nM) ve insan (305-
785 nM) D2 reseptorlerine farkli afiniteye sahiptir. 5-HT tastyici dahil olmak tizere diger
tim reseptorlerin afinitesi, diisiik ya da ¢ok diisiik arasinda degismektedir [27]. FLB

monoamin oksidaz aktivitesini inhibe etmez [28, 29].
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Sekil 2.3. FLB 'nin etki mekanizmasinin grafiksel gosterimi

FLB, klonlanmis hiicrelerde ve insan ve sican beyninin korteks ve hipokampusunda
5-HT1a agonisti olarak davranir. Dorsal raphe’de FLB, atesleme orani si¢anlarda bir
aktivite indeksi olarak alindiginda bir agonist olarak davranir. Ancak insan dokusunda
forskolin ile uyarilan cAMP 6l¢iildiigiinde agonist aktiviteden yoksundur [29, 30].

FLB, dopamin Da reseptor yogunlugu <450 fmol/mg protein oldugunda forskolin
ile uyarilan cAMP’nin bir antagonisti veya FLB konsantrasyonlari ¢ok yiiksek oldugunda
(>30 uM) tam bir agonist olarak davranir. FLB, dopamin D4 Reseptdr yogunlugu >750
fmol/mg protein oldugunda kismi bir agonist (mikrofizyometri ve GTP kaymasi) olarak
ele alinmalidir ki bu, insan beynindekinden (0.2-50 fmol/protein) daha yiiksek demektir.
Dopamin D4 ligand nemonapridin baglanmasi insan postmortem korteks ve striatumda
arastirildiginda psikiyatri disi deneklerin korteks ve kaudatumunda dopamin Da
reseptorleri saptanmamustir [27].

FLB, 5-HT2a reseptor antagonisti olarak davranir. Aslinda, fare korteksinde kendi
basina PI devir hizin1 ve antagonize 5-HT ile uyarilmis devir hizim arttirmaz. 5-HT2a
reseptorleri (115-133 nM) ve Ki’nin 5-HT ile uyarilmis kism1 (113 nM) azaltmadaki
afinite degerleri iyi bir uyum igindedir [31].

FLB (1 uM’ye kadar) ileum iginde 5-HT7 agonisti 5-karboksamidotriptamin
tarafindan indiiklenen ve P maddesinin uygulanmasiyla kasilan gevsemeyi degistirmez.

Yiiksek konsantrasyonlarda FLB, madde P kasilmalarini azaltir [27, 32].



2.6. Flibanserin Analizleri ile Tlgili Calismalar

FLB terapotik endikasyonunda oncii bir etken madde olmasi nedeniyle oldukga
dikkat ¢cekmekte ve iimit vaat etmektedir. Ancak madde olduk¢a yeni FDA onay1 almasi
nedeniyle analizi hakkinda gelistirilen metotlar sinirli sayidadir. Bugiine kadar literatiire
sunulmus tim metotlarin genel kapsamlari ve numune uygulamalari Tablo 2.1’de
verilmistir.

Tabloya bakildiginda FLB analizi i¢in gelistirilen metotlar amaclarina gore; FLB
hakkinda yapilan ¢esitli klinik ¢alismalarin analizleri [33-37], gelistirilen yeni analiz
metotlarinin performansinin gosterilmesi [38] ve FLB analizi hakkinda metot gegerliligi
saglanmig analitik metot gelistirilmesi [34, 39, 40] olarak {i¢ gruba ayrilabilir. Klinik
caligsmalarin analitik metotlarina yakindan bakildiginda ayrintili bilgi verilmedigi ayrica
metot kosullarinin ayrintili incelenmedigi izlenimi olusmaktadir. Yiizeyi gelistirilmis
Raman spektroskopisi gibi yeni bir analiz yontemi gelistirme amaciyla yapilan ¢alismalar ise
umut verici olmakla birlikte rutin analizlerde kullanima su an i¢in uygun olmadig
goriinmektedir. Odaklandigi nokta FLB analizi olan analitik metot gegerliligi saglanmis
yontemlere bakildiginda ise baskin teknigin LC-MS/MS oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu
calismalarda analiz yonteminin tiim parametreleri verilmis olup yontem etki eden faktorler
aciklanmustir.

S6z konusu gelistirilen metotlarda baskin teknik LC-MS/MS, en ¢ok kullanilan
sabit faz silika bazli tanecikli yapida Cis fonksiyonel gruba sahip kolonlardir. Kullanilan
kolonlarin hepsi giiniimiiz teknoloji ile iiretilmis kisa, dar i¢ ¢cap1 olan ve kiiciik tanecikli
yapida kolonlardir. Kromatografik ayrim i¢in kullanilan hareketli faz bilesenleri ise bir
makale hari¢ [34] izokratik eliisyon modunda se¢ilmistir. Analiz tekniklerin hemen hepsi
kiitle dedektoriinde oldugu icin formik asit, amonyum asetat ve amonyum format gibi bir
iyonlastirma ajani kullanilmigtir. Hareketli fazlarin pH se¢iminde ise herhangi bir nokta
saptanmamistir. LC-MS/MS yontemlerin bir tanesi hari¢ [40] digerlerinde i¢ standart
kullanilmistir. I¢ standart seciminde dikkat ¢eken nokta sadece iki yontemde doteryum
formunda FLB se¢ilmis [33, 35], digerlerinde ise analit ile ortak 6zelligi bulunmayan

bilesikler kullanilmis olup se¢cim amaci hakkinda da herhangi bir agiklama verilmemistir.



Tablo 2.1. Flibanserin analizi igin gelistirilen yontemlere ait veriler

Enjeksiyon
Analitik . Kolon Hareketli faz tr hacmi Mod Dogrusal
I¢ standart LOD LOQ Numune Kaynak
yontem Kolon sicakhig Akis iz (dk) Dedektor, m/z aralik
Dalga boyu
0,08-500 0,025
. 0,08 pg/mL
. Izokratik eliisyon 10 pL pg/mL pg/mL
Hypersil GOLD Cig . .
LC-DAD | (100 - Su:asetonitril:formi DAD* MRM ESI+ Bitkisel
- - column mm X 2, 1tKise
- k asit (73:27:0,1, 37 202-247 nm  391,1739—161 0,025-75 0,007 [39]
CAD-MS-TOF mm, 1,9 pum) 0,025 pg/mL firiin
25 vIviv) MS* ,0712 ug/mL ug/mL
0,6 mL/dk CAD*
0,500
2-500 pg/mL 2,000 pg/mL
pg/mL
[zokratik eliisyon
. 20 mM amonyum
Kinetex Cig (2,6 pum, .
asetat tampon MRM ESI+ Insan
UPLC-MS/MS FLB d4 2,1 x 50 mm) o 1,09 3uL 5-1000 ng/mL VE* 5 ng/mL [33]
10°C (pH 4,5):asetonitril 391,1-161,1 plazmasi
(50:50, v/v)
0,3mLdk?
Gradient eliisyon
(%0,1 formik asit
iceren su ve
asetonitril ile)
_ Agilent RRHD Eclipse Plus Lineer artig 0-1,0
Karbamazepi . m/z 100-120,000 Sigan
UPLC-MS/MS Cis (2,1 x 50 mm, 1,8 pm) dk 90% asetonitril, 2,51 2 uL VE* 100 ng/mL [34]
391,3 > 161,3 ng/mL plazmasi

35°C

1,0-2,6 dk 90%
asetonitril, 2,6-3 dk
lineer 20%
asetonitrile azalis
0,4 mL/dk
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Tablo 2.1. Flibanserin analizi icin gelistirilen yontemlere ait veriler (devam)

Yiizeyi Likor,
gelistirilmis 730 cm?, 1-100 pg bira ve
- VE* VE* VE* - 1 pgmL? VE* [38]
Raman 993 cm*ve mL? liziim
spektroskopisi 1013 cm™® sarabi
HPLC-MS/MS FLB [D8] ) 50 puL 1-1000 ng/mL 1 ng/mL insan
Ters faz Cyg Izokratik eliisyon VE* VE* VE* [35]
HPLC FLB analogu 210 nm 2-1000 ng/mL 2 ng/mL plazmasi
] Izokratik eliisyon
Waters Acquity UPLC
10 mM amonyum
o BEH (2,1 x 100 mm, 1,7 - m/z 391,13 — 0,22-555 Sigan
UPLC-MS/MS Ketiapin format:asetonitril 1,20 SuL VE* 0,22 ng/ml [36]
um) 161,04 ng/mL plazmasi
(30:70, viv)
40 °C
0,3 mL/dk
Ugiincii  tiirev
. Veroxese
emisyon L
- VE* VE* VE* 329,2 nm - 0,1-3 pg/mL 0,04 ng/mL 0,12 ng/mL rin® [41]
spektrofloromet
tablet
rik yontem
Asetonitril:10 mM 2,5-600 Ve — Sigan
ng/m
Poroshell 120 SB Cy5 (4,6 amonyum ESI-SIM ng/mL ~Ng plazmas
UPLC-MS/MS Aripiprazol mm x 100 mm, 2,7 pm) 40 asetat:asetik asit 3,60 5uL 391,1741—161 [37]
10 Sican
°C (90:10:0,1, viviv) ,0704 5-500 ng/mL VE* 5 ng/mL _
0,4 mL/dk beyni
Zorbax Cy5(4,6 mm x 500 Asetonitril:su, Market
ESI-MRM
LC-MS/MS - mm, 5 pm) (15:85, viv) 1,41 10 pL 1-25 ng/mL 0,5 ng/mL 1 ng/mL formiilas [40]
390,95—161,0
Ortam sicaklig 0,5 mL/dk yonlari

* Yiiklii aerosol dedektorii (CAD), diyot dizi dedektorii (DAD) ve kiitle spektrometresi (MS), yiizey destekli Raman spektroskopisi (SERS), Veri eksikligi (VE)
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3. GERECLER
3.1. Kullamilan Maddeler ve Reaktifler

Analitik dereceli kimyasallar; sodyum hidrojen fosfat (%99,8, a/a), fosforik asit
(%86, a/a), sodyum hidroksit, hidroklorik asit, hidrojen peroksit, formik asit,
trifloroasetik asit ve HPLC sinifi ¢oziiciiler; asetonitril ve su Sigma-Aldrich’ten (Amerika
Birlesik Devletleri) satin alinmistir. %99,9 (a/a) saflikta FLB hidrokloriir referans
standardi TRC Company’den (Kanada) satin alinmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

HPLC analizleri i¢cin Shimadzu (Japonya) firmasina ait Nexera-i LC-2040C 3D
cihazt kullanilmigtir. Sistemin yazilimi yine Shimadzu (Japonya) firmasina ait
LabSolutions 5.81 yazilimidir. Sistem ayrica Windows 10 ile donatilmistir.

Kiitle detektorii calismalar igin LC-MS/MS 8040: Nexera XR serisi Shimadzu
(Japonya) marka cihaz kullanilmigtir. Cihaz DGU-20A3R gaz giderici, LC-20AD
gradyan pompa, SIL-20AC otomatik 6rnekleyici, CTO-10ASVP kolon firini, SPD-M20A
PDA dedektoriine sahip olup pargalar arasi baglantt CBM-20A iletisim modiili ile
saglanmaktadir. Cihaz Windows 7 ve LabSolutions 5.86 SP1 yazilimina sahiptir.

LCMS-IT-TOF Shimadzu (Japonya) cihazi ise DGU-20A3 gaz giderici, LC-20AD
gradyan pompa, SIL-20A otomatik &rnekleyici, CTO-10ASVP kolon firini, CBM-20A
iletisim modiilii ve IT-TOF kiitle spektrometresinden olugsmaktadir. Cihaz Windows 7 ve
LCMSsolutions 3.80 yazilimina sahiptir.

NMR spektrumlar1 (1H ve 13C), sirastyla 300 MHz ve 75 MHz’de Bruker dijital
FT-NMR spektrometresi (Bruker Bioscience, ABD) ile DMSO-ds’da alinmisgtir. IR
spektrumlari, IRAffinity-1S Fourier doniisiimii IR (FTIR) spektrometresi (Shimadzu,
Tokyo, Japonya) ile kaydedilmistir.

Kullanilan diger yardime cihazlar ise Mettler Toledo (isvigre) firmasina ait XSE
105 Dual Range model analitik terazi ve SevenMulti model pH metre, Bandelin
(Almanya) firmasma ait RK 100 H model ultrasonik banyo, Heidolph (Almanya)
firmasina ait reax top model karistirici ve Hettich (Almanya) firmasina ait Rotina 380 R
santrifiij cihazi, KRC Laboratory (Tiirkiye) firmasina ait stabilite kabini ve ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda 20-100 pL ve 100-1000 pL araliginda ¢alisabilen Eppendorf (Almanya)

firmasina ait Research model pipetorlerdir.

12



3.3. Kullanilan Sabit Fazlar

(Calismalarda kromatografik ayrim i¢in 6 adet sabit faz kullanilmistir. Bu kullanilan

sabit fazlardan iicii Sigma Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri) firmasina ait Supelco

Ascentis® Express model fenil hekzil, Cis ve pentaflorofenil (Fs) fonksiyonel gruplarina

sahip (100x4,6 mm, ID, 2,7um) 6l¢iilerinde kolonlardir. Kullanilan diger ti¢ sabit faz ise

Merck (Amerika Birlesik Devletleri) firmasma ait Chromolith® Performans RP-18e
100x4,6 mm, Chromolith® HR RP-18e 100x4,6 mm ve Chromolith® Performans RP-18e

100x2 mm kolonlardir. Bu ¢aligmalarda kullanilan sabit fazlarin 6zellikleri Tablo 3.1’de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan sabit fazlarin ozellikleri

Chromolith® Chromolith® ) ]
) Ascentis® ) Ascentis®
Performans Chromolith® Performans Ascentis®
Express Express
RP-18e HR RP-18e RP-18e 100x2 Express Fs . .
Cis fenil hekzil
100%4,6 mm mm
Partikiil
) . - 2.7 2,7 2,7
Boyutu
Makropor/
Mezopor 2 um/13 nm 1,15 ym/15nm 1,5 um/13 nm - - -
Biiyiikliigii
Yiizey Alam
300 250 300 150 135 135
(m?lg)
Karbon
18 18 18 25 55 7,1
Yiizdesi (%)
Toplam
Gecirgenlik >80 >80 >80 - - -
(%)
Por
1,0 mL/g 1,0 mL/g 1,0 mL/g 90 A 90 A 90 A
Hacmi/Cap1
pH Arahg 2,0-7,5 2,0-75 2,0-75 2-9 2-9 2-9
USP Kodu L1 L1 L1 L1 L11 L43
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4. YONTEMLER
4.1. Deneysel Parametreler
4.1.1. Enstriimental parametreler

HPLC analizlerinde sisteme gonderilen hareketli fazin akis hiz1 0,5 mL/dk olup
kolon firin sicakligr 35,0+0,1 °C olarak secilmistir. Otomatik 6rnekleyici termostat
sicaklig1 numune ve standart ¢ozeltilerin stabilitesinin korunmasi amaciyla 15+0,1 °C’ye
sabitlenmis olup enjeksiyon hacmi ise 1 pL olarak belirlenmistir. Hazirlanan tiim
hareketli faz ¢ozeltileri 0,22 pm CA filtre ile stiziilmistiir.

FLB’nin maksimum absorbans1 204 nm’de tespit edildigi i¢in HPLC sisteminde
foto diyot dizisi dedektorii bu dalga boyuna ayarlanmistir. Ayrica dedektorde spektrumlar
190 ve 380 nm arasinda 1,5625 Hz veri Ornekleme frekansinda ve 0,640 sn zaman
sabitinde izlenmistir.

Analizlerde kullanilan optimize LC-MS/MS kosullar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Optimize LC-MS/MS kosullar:

Kurutucu gaz akis hiz1 (azot) 15 L/dk

Nebiilize edici gaz akis hiz1 (azot) 3,0 L/dk

Arayiiz akimi 0,1 pA

DL sicaklig1 250 °C

Is1 blogu sicaklig 450 °C

Iyon tarama sekli Coklu Reaksiyon Izleme Modu (MRM)
Iyon kaynag1 Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)

Kolon sicakligi 35,0+0,1 °C

Enjeksiyon hacmi 1uL

Iyon Tuzakli- Ugus Zamanh (IT-TOF) kiitle spektrometresi analizi, ESI arayiizlii
(Shimadzu, Japonya) hibrit bir IT-TOF kiitle spektrometresi kullanilarak yapilmstir.
Analiz kosullari; nebiilize edici gaz akis1 1,5 L/dk; yiiksek gerilim probu -3,5 kV; kurutma
gaz1 basic1 200 KPa, 1s1 blogu sicakligi ve CDL sicakligi 200 °C olarak ayarlanmigtir.
CID parametreleri carpigsma gazi parametresi i¢in %50, CID enerjisi i¢in %50 ve CID igin
argon gazi segilmistir. Ayrica, TOF un dedektor voltaji 1,6 KV’a ayarlanmustir. IT-TOF

sisteminin kalibrasyonu ise sodyum trifloroasetat ¢ozeltisi ile yapilmistir.
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4.1.2. Standart ¢ozeltilerinin hazirlamsi

Referans standartlarin tim stok c¢ozeltileri ve c¢alisma ¢ozeltileri, FLB’nin
¢oziinlirliik sorunu nedeniyle metanol ile hazirlanmistir. FLB nin stok ¢6zeltileri, HPLC
icin 50 pg/mL ve LC-MS/MS ¢ozeltisi i¢in 35,0 pg/mL elde etmek iizere ilk olarak
metanol i¢inde 2,5 mg ve 3,5 mg FLB ¢oziindiiriilerek hazirlandi. Kalibrasyon, LOD,
LOQ ve QC c¢ozeltileri igin diger dilisyonlar LC-PDA ve LC-MS/MS ig¢in bu stok

cozeltilerden gerekli seyreltmeler yine metanolde yapilarak hazirlanmistir.

4.1.3. Geri kazamim ¢alismalari i¢in ¢o6zeltilerin hazirlamsi

FLB’nin geri kazamim c¢alismalar1 farmasotik preparati olan Addyi® (100
mg/tablet FLB igerir) igerisinde yapilmasi hedeflenmistir. Ancak deneysel galismalar
esnasinda elde olmayan sebepler (liriiniin {ilkeye girisin yasak olmasi) nedeniyle piyasada
onayli tek farmasotik preparati olan Addyi® satin almamamustir. Bu yiizden farmasotik
formiilasyonu hazirlanmistir ve geri kazanim calismalari bu c¢ozelti kullanilarak

yapilmistir.

Tablo 4.2. Addyi® formiilasyonu [42]

Tablet Formiilasyonu Agirhik (mg)
FLB Hidrokloriir 50,00
Laktoz monohidrat 143,4
Mikrokristalin seliiloz 47,81
HPMC (Hidroksipropil metil seliiloz) 2,500
Karboksi metil seliiloz sodyum 5,000
Magnezyum stearat 1,250
Makrogol 5,500
Toplam 2555

Bu amagla Tablo 4.2°de verilen ticari {irliniin patentine dahil edilen yardimci
maddeler ultra hassas teraziyle tartilmis ve 100 mL hacme sahip balon jojeye ilave
edilerek metanolde ¢oziilmiistiir. Ardindan vortekste 5 dakika karistirilmis ve ultrasonik
banyoda ¢oziinmesi i¢in 15 dakika bekletilmistir. C6ziinmenin tamalanmasindan sonra
heterojen ¢ozelti siringa ucu filtrelerden siiziilmiistiir. Siizme islemi i¢in naylon, PES,
PTFE ve PVDF tipte siringa filtrelerinin hepsi denenmis ve en yiiksek pik alan1t PTFE
(22/25 mm, 0,22 um gozenek boyutu, Isolab, Almanya) ile elde edildigi i¢in numune
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hazirlamada kullanilmistir. Bu homojen ¢6zelti 1/10 oraninda ara stok olarak seyreltilip
geri kazanim cozeltileri bu ara stogun gerekli oranlarda seyreltilmesi ile kalibrasyon
coOzeltileri serisinde hem PDA hem de MS dedektdr i¢in %80, %100 ve %120 oranlarina

gelecek sekilde hazirlanmustir.

4.1.4. Hareketli faz ¢ozeltilerinin hazirlanisi

HPLC calismalarinda kromatografik ayrim izokratik eliisyon modunda yapilmistir.
Hareketli faz karisimi asetonitril: asetat tamponu (0,010 M, pH 5,4) olup (50:50, h/h)
oraninda kullanilmistir. Tampon ¢6zeltisi, 770,0 mg amonyum asetatin 1 L su igerisinde
¢Oziindiiriilmesi ile elde edilmistir. Hazirlanan ¢6zelti ¢Oziinmesi i¢in 15 dakika
ultrasonik banyoda bekletilmis ve ardindan Sartorius firmasina steril olmayan seliiloz
asetat membran filtrelerden (47 mm ID, 0,45 um gozenek boyutu, Almanya) stiziilmiistiir.
Optimum kolon sicaklig1 40,0+0,1 °C, otomatik 6rnekleyici termostat sicakligi ise 15+0,1
°C olarak se¢ilmistir. Numune enjeksiyon hacmi 1 pL olarak optimize edilmistir. Ayrica,
HPLC’deki optimize edilmis yontem kosullari tam olarak laboratuvarlar arasi
karsilastirmalar i¢in LC-MS/MS sisteminde ki PDA dedektore aktarilmastir.

FLB’nin LC-MS/MS ¢alismalarinda kromatografik ayrim da ayni sekilde izokratik
eliisyon modunda yapilmistir. Hareketli faz karisimi asetonitril: amonyum format (0,020
M, pH 6,0) olup (60:40, h/h) oraninda kullanilmistir. Tampon ¢6zeltisi, 1260,0 mg
amonyum formatin 1 L su igerisinde ¢oOziindiiriilmesi ile elde edilmistir. Hazirlanan
¢Ozelti ¢ozlinmesi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmis ve ardindan Sartorius
firmasina steril olmayan seliiloz asetat membran filtrelerden (47 mm ID, 0,22 um gézenek
boyutu, Almanya) siizilmiistiir. Optimum kolon sicakligi 40.0+0.1 °C, otomatik
ornekleyici termostat sicakligi ise 15+0.1 °C olarak secilmistir. Numune enjeksiyon

hacmi 1 pL olarak optimize edilmistir.

4.1.5. Bozunma ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Etken maddenin HPLC igin se¢icilik ¢alismalari ve bozunma tiriinlerinin LCMS-
IT-TOF cihazinda kalitatif analizi amaciyla etken madde zorlu bozma kosullarina maruz
birakilmistir. Etken maddesinin maruz birakildigi zorlu bozma kosullar1 ICH Q2(R1)
kilavuzunda belirtilen sunulan termolitik, asidik/bazik, hidrolitik ve oksidatif stres

kosullar1 altinda yapilmistir [43]. Bozunma ¢o6zeltileri metanol iginde ¢oziinmiis stok
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etken madde ¢ozeltisinin 17,5 ug/mL derisimde olacak sekilde farkli stres ortamlarinda

hazirlanmistir. Bu ¢aligmalarda incelenen parametreler Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Zorlu bozma kosullar

Bozunma kosulu  Uygulamis bicimi  Ac¢iklama

Sicaklik Cozelti 60 °C sabit sicaklikta analit ¢ozeltisi 10 °C’lik artiglarla 1
saat siire ile bekletilip analizi yapilmustir.

Nem Kati %75 oranindaki nemde 1 saat siire ile bekletilip maddenin
¢Ozeltisi hazirlanarak analiz edilmistir.

Isik Cozelti Gin 1s18inda 6 saat bekletilen numunenin ¢ozeltisi
hazirlanarak analiz edilmistir.

Asit hidrolizi Cozelti 1,0 N HCI ¢ozeltisinde hazirlanan madde belirli siirelerle
analiz edilerek kontrol edilmistir.

Baz hidrolizi Cozelti 1,0 N NaOH ¢ozeltisinde hazirlanan madde belirli siirelerle
analiz edilerek kontrol edilmistir.

Yiikseltgenme Cozelti %3 (h/h) oraninda H»O, ¢ozeltisinde hazirlanan madde

belirli siirelerle analiz edilerek kontrol edilmistir.

4.1.6. Sonuglarin degerlendirilmesi

Hem MS dedektorii hem de PDA dedektor sistemi igin analitik yanit, elde edilen
kromatogramda etken maddenin sinyalinin alani olarak alinmistir. Elde edilen sonuglarin
gruplar aras1 uyumu, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Istatistiksel

hesaplamalar GraphPad Prism v6.0 programui ile yapilmistir.

4.1.7. Yontem Qgecerliliginin tespiti

Gelistirilen her iki yontem de ICH kilavuzunun tavsiye ettigi sekilde metot
gecerliligi saglanmis ve analitik kriterleri sagladigi gosterilmistir [44]. Yontem gecerliligi
icin spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tayin alt siniri, saptama sinir1 ve sistem

uygunluk testleri tam olarak yapilmistir [44-46].

4.1.8. Sistem uygunluk testleri

Analizler esnasinda mevcut sistemin metot gegerliligi saglanmig Sisteme
aktarilabilirligini ve sistemin diizgiin ¢aligmasini saglayacak ayrica lizumlu olmayan

kromatografik verimlilik gerekliligini onleyecek sistem uygunluk kriterleri
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olusturulmustur. Bu kriterler genel olarak; teorik tabaka sayist (N), ayirim giicii (Rs),
kuyruklanma (T) ve asimetri faktorii (As), kapasite (k’) ve segicilik faktorii (o) gibi
parametreler sistem uygunluk parametreleridir. Bu parametrelerin hesaplanmasi ve kabul
edilebilirlik sinirlart igerisinde olmas1 gereklidir. Bu kabul edilebilirlik siirlar1 Tablo

4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4. SUT parametrelerinin sinirlar

SUT parametresi Kabul edilebilirlik smir1 (USP)
Bagil alikonulma -

Teorik plaka sayist N>2000

Kapasite faktorii 1<k<10

Secicilik o>1

Kuyruklanma faktorii 2<T

Ayrim giicli Rs>1,5

Pik asimetrisi 0,95<A:2

Pik alaninin tekrar edilebilirligi %BSS<1,5 Genel ayrimlar
%BSS<5 Biyolojik numuneler
%BSS 5-15 Eser element analizleri

Metot gelistirme siirecinde bu parametrelerin her biri Tablo 4.5’de verildigi gibi

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) metoduna gore hesaplanmustir.
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Tablo 4.5. USP 'ye SUT parametrelerinin formiilleri

Parametre Esitlik

Teorik tabaka say1s1 N: teorik tabaka sayis1

]
tr: alikonulma zamani
W: pik genisligi
Kuyruklanma faktorii T = Yoos T: kuyruklanma faktorii
Fdoos Woos: pikin %5 yiiksekligindeki pik
genisligi
oo,05: pikin %5 yiiksekligindeki ilk
yarisinin genisligi
Asimetri faktori As Boio As: asimetri faktorii
Boto: pikin %10 yiiksekligindeki
ikinci yarisinin genisligi
ag,10: Pikin %10 yiiksekligindeki ilk
yarisinin genisligi
Ayirim giicii _ 1,18(t, — t;) t1: 6nceki pikin alikonulma zamani
o Wos + Weos tp: pikin alikonulma zamani
Wos: pik genisligi
Whos: 0nceki pikin genisligi
Kapasite faktorii K tg tg —tm k: kapasite faktorii

tm tu tr: alikonulma zamani

tm: Ol zaman

4.1.9. Secicilik ve spesifiklik

Segicilik; bir yontemde hedeflenen bilesigin sinyalinin, matrislerdeki girisim
yapabilecek maddelerin varliginda tayin edilebilme yetenegidir. Bir analit veya analit
grubu i¢in miikemmel secgici olan bir yontem spesifiktir. Spesifiklik ise validasyon
prosediiriidiir ve yontemin mevcut olabilecek diger bilesenler (6rnegin safsizliklar,
bozunma iirlinleri ve matris bilesenleri) varliginda analiti kesin olarak degerlendirme
yetenegini teyit etmektir [47]. Bu amagla etken madde FLB derisimi bilinen miktarda
zorlu bozma kosullarina tabi tutularak bozunma iiriinleri elde edilmis, kromatografik
ayrim bu bilesenlerin varliginda yapilmis ve elde edilen sonuglar standart FLB ¢ozeltisi
ile karsilagtirllmistir. Ayrica elde edilen bozunma iiriinlerinin kalitatif tayini LCMS-IT-

TOF ile yapilmis ve mekanizmasi1 MS" ¢alismasi yapilarak ayrintili incelenmistir.
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4.1.10. Kararhhk

FLB’nin stok ¢ozeltisi, metanolde (50,0 ug/mL) uygun sekilde seyreltilmis ve
periyodik olarak (6, 12, 18, 24, 48 saat, ti¢ hafta boyunca -20 °C ve ii¢ donma-¢6ziilme
dongiisii) olmak tizere ¢ozelti ve hareketli faz kararliligini incelemek igin analizleri

yapilmistir.

4.1.11. Dogrusalhik

Bir yontemin dogrusalligi, analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olan veya bir
tiir matematiksel donilisimden sonra dogrudan orantili olan 6l¢im sonuglar1 saglama
yetenegi olarak tanimlanir. Dogrusallik genellikle, artan analit konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak olgiilen enstriimental tepkilerin (pik alan veya yiikseklik) normal en
kiictik kareler egrisi veya sadece dogrusal regresyon egrisi olarak ifade edilir. Kalibrasyon
egrisinin yapilmasi i¢in pik ytiksekliklerin kullanimina kiyasla pik alanlarin kullanilmasi
tercih edilir [48].

Gelistirilen HPLC yonteminin dogrusalliginin belirlenmesi i¢in FLB standart
cozeltileri %10-200’1ine karsilik gelen (2,50; 6,25; 12,5; 20,0; 25,0; 30,0; 37,5; 12,1; ve
50,0 pg/mL) 8 konsantrasyon seviyesinde metanolde hazirlanmig ve analizleri
yapilmistir. LC-MS/MS i¢in ise FLB c¢ozeltileri %5-200’tine karsilik gelen 9
konsantrasyon seviyesini kapsayacak sekilde (2,625; 5,250; 13,125; 26,25; 42,0; 52,5;
63,0; 78,75, ve 105,0 ng/mL) seviyelerde ¢ozeltiler hazirlanmis ve analizleri yapilmistir.
Her iki dedektor sisteminde analizler en az ii¢ tekrarli olmak tizere yapilmis ve hesaplama
elde edilen alanlarin ortalamasi ile yapilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler aras1 olmak

tizere li¢ tekrar ile ¢alisilmis ve elde edilen lineer regresyon analizleri incelenmistir.

4.1.12. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, elde edilen degerin gercek degerden sapma
derecesi ile verilir. Bir yontemin dogruluguna iliskin bir tahmin yontemlerinden birisi de
bilinen bir konsantrasyonda bir numunenin analiz edilmesini ve daha sonra sonuglarin
olgiilen ve gergek deger arasinda karsilastirilmasini igerir [48]. Bu amagla geri kazanim
calismalar1 yapilmistir. Her iki metot i¢in elde hazirlanmis FLB tablet ¢ozeltilerinden
diisiik seviyede (HPLC i¢in 20,0 pg/mL; LC-MS/MS igin 42 ng/mL) orta seviyede
(HPLC igin 25,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 52,5 ng/mL) ve yiiksek seviyede (HPLC i¢in
30,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 63 ng/mL) olmak lizere 3 farkli seviyede (%80, %100 ve
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%120) hazirlanarak analizleri yapilmistir. Her seviye i¢in 3 paralel set hazirlanmis, elde
edilen sonuglarin standart sapma (S), bagil standart sapma (%BSS) ve %95 giiven

seviyesinde giiven sinirlar1 ile ortalama geri kazanim hesaplanmustir.

4.1.13. Kesinlik

Kesinligin belirlenmesi tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrarlanabilirlik olmak
tizere Ui¢ kategoriye ayrilir. Tekrarlanabilirlik veya giin i¢i kesinlik ¢aligsmast; belirli bir
ekipman kullanilarak analizin, bir laboratuvarda bir analist tarafindan ve bir is giinii
icinde gerceklestirildiginde belirlenir. Ara kesinlik calismasi ise, analiz farkli analistler
tarafindan birkag giin veya hafta boyunca tek bir laboratuvarda farkli ekipman, reaktifler
ve kolonlar kullanilarak gerceklestirildiginde elde edilir [48].

Her iki metot i¢in standart ve psddo formiilasyon ¢ozeltilerin %100 noktasina denk
gelen (HPLC igin 25,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 52,5 ng/mL) konsantrasyonlarda
¢ozeltiler hazirlanarak ii¢ giin sirasi ile 5, 3 ve 3 tekrarli olmak iizere analiz edilmistir.
Ayrica HPLC metodu i¢in ara kesinlik ¢aligsmalar1 yapilmis ve sonuglar varyans analizi
ile yorumlanmistir. Sonuglar, ortalama, ortalama standart hata, standart sapma, %BSS ve

%95 giiven seviyesi dahil olmak iizere istatistiksel olarak hesaplanmistir.

4.1.14. Teshis ve tayin alt sinir1

Teshis alt sinir1 (LOD), kullanilacak analitik kosullar altinda saptanabilen en diisiik
analit konsantrasyonu olarak tanimlanir. Analitlerin varligi1 LOD ile goriilebilir; bununla
birlikte, bunlarin konsantrasyonlari kantitatif olarak 6l¢iilemez. Tayin alt sinir1 (LOQ) ise
analitik kosullar altinda kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilen en diisiik
konsantrasyondur. Genel olarak LOQ, LOD’nin ii¢ kat1 olarak tahmin edilebilir [48]. Bu
amagla her bir metot i¢in dedektorde elde edilen giiriiltii sinyalinin 3,3 katin1 veren
konsantrasyon belirlenmis ve ¢ozeltisi hazirlanarak analizi yapilmistir (n=6). Buna gore
tayin sinir1 i¢in ¢alisilan her bir sivi kromatografisi cihazinda elde edilen giiriiltiiniin 10

katini veren konsantrasyon belirlenmis ve ¢ozeltisi hazirlanarak analizi yapilmistir (n=6).

4.1.15. Saglamhk

Analitik  bir yontemin saglamligi, yoOntemin, metot parametrelerindeki
degisikliklerden etkilenmemesi yeteneginin bir 6l¢iisii olarak tanimlanabilir. Metodun

saglamligi yapilan kontrollii degisikliklerden anlamli olarak etkilenmemesiyle

21



gosterilmis olur. Bu nedenle parametre, normal kullanim sirasinda yontem
giivenilirliginin bir gostergesini saglar. Bir yontemin saglamligi, farkli laboratuvarlar,
farkli analistler, farkli aletler, farkli reaktifler, farkli giinler, vb. gibi ¢esitli kosullar
altinda ayni numunelerin analizi ile elde edilen test sonuc¢larinin tekrarlanabilirlik
derecesidir [48]. Bu amagla HPLC ve LC-MS/MS igin konsantrasyon seviyesinde %100
karsilik gelen standart FLB ¢ozeltileri hazirlanmis ve akis hizi (+%10), kolon sicakligi
(x%10), ve hareketli fazin apolar bilesen yiizdesi (+%10) ve c¢alisilan dalga boyunda

degisiklik yapilarak cesitli sistem uygunluk parametrelerindeki sapmalar hesaplanmustir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

S6z konusu ¢aligmanin amact FLB farmasdtik preparatlarda analizi i¢in otoritelerin
onerdigi gereklilikleri saglayan metot gelistirmektir. Giinlimiizde s1v1 kromatografisi iyi
bir ayrim giicii saglayarak hedef bilesigin analizinin yiiksek dogruluk, tekrarlanabilirlik
ve uygulanabilirlik sunmas1 avantajiyla en tercih edilen tekniklerden birisidir. Gelisen
teknolojik degisimler, yatirimlar ve detektorlerle saglanmaya calisilan yiiksek hassasiyet
ile bu yaygin kullanimin daha da siirecegi asikardir.

Calismada FLB’nin PDA ve MS dedektorlerde sivi kromatografisi ile ayrimi
saglanarak analizi i¢in uluslararasi gegerlilige sahip metot gelistirilmistir. PDA
dedektorde metodun secgici olmasi i¢in etken madde zorlu bozma kosullarina maruz
birakilarak analizlerde karsilasilabilecek tiim bozunma iriinleri elde edilmeye
calistlmistir.  Ardindan dedektérde bu bozunma iriinleri varhiginda FLB’nin
kromatografik ayrimi ve analizi yapilmistir. Elde edilen bozunma firiinlerinin ytiksek
¢ozinirlikli kiitle spektrometre (HRMS) 6zelligine sahip LC/MS-IT-TOF cihaz1 ile
kalitatif tayini yapilarak olasi olusum mekanizmasi tahmin edilmeye ¢aligilmistir.
Metodun tekrarlanabilirliginin kanitlanmasi1 amaciyla laboratuvarlar arasi karsilastirma
caligmasi yapilmistir. Bu amagla elde bulunan ikinci s1vi kromatografisi cihazi olan ve
bir PDA dedektore sahip olan ve ayni zamanda kiitle dedektor ile analiz ¢alismalarinin
yapildigi LC-MS/MS cihazi kullanilmustir.

Calismada gelistirilen diger FLB analiz metodu ise LC-MS/MS metodudur. HPLC
metodundan bagimsiz olarak gelistirilen bu ikinci metot ile her tiirlii laboratuvarlarin var
olan imkanlarina hitap edilmeye c¢alisilmistir. Her iki yonteminde tam olarak metot
gecerliligi saglanmigtir. Ayrica gelistirilen iki metot ile Tiirkiye piyasasinda olmayan
fakat diinyada onayli tek farmasotik preparat olan Addyi®’nin analizi yapilmak
istenmistir. Ancak preparat bahsedilen sebeplerden dolay1 elde edilemeyince var olan

formiilasyona gore elde hazirlanmis ve analizi yapilmistir.

5.1. FLB’nin UV-Goriiniir Alan Bolgedeki Spektral Ozelliklerinin incelenmesi

HPLC c¢alismalarinin ilk adimi analitin UV-Vis spektroskopisi davraniglarinin
incelenmesidir. Bu amagla FLB’nin UV-Vis spektrometresinde maksimum absorbans
yaptig1 dalga boyu tespit edilmistir. Bunun igin 17,5 pg/mL derisimde metanolde
hazirlanmis FLB ¢o6zeltisinin 190-400 nm araliginda okumasi yapilmistir. Elde edilen
spektrum Sekil 5.1°de verildigi gibidir.
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Sekil 5.1. FLB 'nin UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=17,5 ug/mL)

Molekiillerin UV absorbanslar1 yapilarindaki elektronik gegislerin enerjisinden
kaynaklanir. Bu elektronik gecislere en biiylik etken yapida var olan fonksiyonel grup
tiiri ve ortamin ¢oziiciisiidiir. FLB’nin yapisina bakildiginda kromoforik gruplar benzen,
piperazin, etilen diamin ve imidazolon olarak goze carpmaktadir. Bu yapilardan
kaynaklanan ¢esitli dalga boylarindaki absorbanslar1 Sekil 5.1°de verilmistir. Buna gore
yapinin géze ¢arpan yiiksek siddette ki absorbanslari 204 nm, 250 nm ve 281 nm olmak
tizere Ui¢c tanedir. Piperazin ve etilendiamin kromofor gruplarinin maksimum
absorbanslar yaklasik olarak 195 nm- 200 nm civarinda, imidazol grubunun ise 200-205
nm dalga boylarinda gézlenir. Ortam ¢dziiciisii olan metanol ise polar 6zellikte oldugu
icin genellikle kromofor gruplarin orbitallerinin enerjisini diislirerek batokromik
kaymalara neden olmaktadir. Kaymanin asil sebebi ¢6ziicliniin n orbitalinin enerjisini 7*
orbitalinden daha fazla diisiirmesi olup 6zellikle kromofor gruplarin n orbitalleriyle
yaptig1 H-baginin enerjisi ile kontrol edilmektedir. FLB yapisinda ise etilendiamin ile
piperazin grubunun bir arada bulunmasi ile batokromik etkiye karst bir diren¢ ortaya
¢ikarak 204 nm de maksimum absorbans gozlenmis ve siddeti de diger dalga boylarina
kars1 oldukga yiiksektir. Her iki kromofor grubun bir arada bulunmasi ve FLB’nin orta
kisminda yer almalar1 korunakli bir bolgede absorbans yapmalarini ve bu absorbans

siddetlerinin bir araya toplanmasini saglamistir. Boylelikle metanol c¢oziiciisiiniin
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batokromik etkisinden kurtulmus oldukga siddetli 204 nm de absorbans gozlenmistir. Bu
absorbansin siddetine katki yapan diger kromofor grubu ise yapi rijitligi ile etkilesimleri
smirlandirilan imidazolon grubudur. Diger daha diisiik dalga boylarinda ve siddetteki
absorbanslarin ise yapidaki karbonilin n—n* elektronik gecisiyle ortaya ¢ikan 274 nm
dalga boyundaki absorbansin hipsokromik kaymaya ugrayarak 281 nm gelmesidir.
Bunun disinda yapida bulunan benzen gibi sahip oldugu diger kromofor gruplarinin

yaptig1 elektronik gegislerden kaynaklanmaktadir.

5.2. NMR spektroskopisi teknigi ile FLB’nin tHNMR spektrumlarinin tespiti

FLB etken maddesinin standardinin spektroskopik ozelliklerinin incelenmesi
amactyla 'H-NMR ve elde bulunan imkanlar dahilinde *C-NMR spektrumlar1 alinmis ve
yapinin iskeleti gibi belirlenmistir. Elde edilen *H-NMR spektrumu Sekil 5.2°de ve *C-
NMR spektrumu Sekil 5.3°de verilmistir. Proton spektrumu incelendiginde 3 ppm
dolaylarinda 2 tane 4’er hidrojenlik yayvan piklerin piperazin halkasindaki CH2
gruplarina ait oldugu sdylenebilir. Yine yapidaki diger alifatik protonlar iki tane triplet
pik vererek piperazin ve imidazolonu baglayan etil kopriisiine aittir. Aromatik bolgede
toplam 7 hidrojenlik pikler mevcut olup, 11 ppm’de benzimidazolon azotu iizerindeki
protondan kaynakli singlet pik gozlenmistir. Karbon NMR’da ise alifatik bolgede 4
aromatik bolgede 14 adet pik gdézlenmistir. Triflorometil varligindan dolay1 baz1 pikler

kuartet olarak gozlenmistir.
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5.3. IR spektroskopisi teknigi ile karakterizasyonu

FLB etken maddesinin standardinin spektroskopik o6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla IR spektrofotometresi ile analiz yapilmis ve yapiya 6zgii fonksiyonel gruplar
Sekil 5.4’deki gibi belirlenmistir. Yapidaki benzimidazolon NH’indan kaynak bant 3678
cm™’de yine aym gruptaki karbonil ise 1670 cm™’de gdzlenmistir. Bunlar disindaki

parmak izi bolgesi bantlar beklendigi gibi gelmistir.
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Sekil 5.4. FLB i¢in IR Spektrumu

5.4. Sivi Kromatografisinde Yontem Gelistirme

Ilag endiistrisinde ilag analizlerinin yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte analizi
icin Onerilen ylintemlerin basinda s1vi kromatografisi gelmektedir. Sivi kromatografinin
basarisinin iki kismi vardir: sabit faz ve uygun dedektdr. Ozellikle bozunma iiriinlerinin
etken maddenin yapisina ¢ok benzer olmalari nedeniyle bu tiir bilesiklerin varliginda
kromatografik ayrim olduk¢a zordur. Bu nedenle ¢alismada yap1 olarak tamamen farkl

Ascentis Express® ve Chromolith® olmak iizere iki tip kolon tiirii denenmistir. Ascentis
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Express® tiir kolonlar tamamen tanecik yapili silikaya sahip iken Chromolith® serisi ise
yekpare silikadan olugan monolitik yapidadir.

Kaynasmis ¢ekirdek teknolojisi ile yiizeysel olarak gozenekli silika jel
gelistirilmesiyle kolon teknolojisi oldukga farkli bir noktaya yonelmistir. Bu yapilar genel
olarak, bu parcaciklar 0,5 ym kalmlhiginda dis gézenekli tabaka, 90 A gézenek boyutu ve
150 m?/g yiizey alanina sahip toplam 2,7 ve 1,7 um ve i¢ kat1 ¢ekirdek caplarina sahiptir.
Yiizeysel olarak gozenekli pargaciklar Cs, Cis, RP Amid ve Hilic tipte mevcutturlar.
Partikiiller {izerindeki dis tabaka, toplam hacmin %75’ini temsil eder ve bdylece numune
kapasitesi problemlerini smirlar. Genel olarak, gozenekli pargaciklar, Cis
(oktadesildimetilsilan) veya Cs (oktildimetilsilan) ile maksimum kapama ile yogun
baglanmus bir fazda, 150 m?/g yiizey alanina sahip ultra saf tip B silikaya sahiptir. Normal
kosullarda maksimum 400 barlik maksimum basingta 2,0-9,0 genis bir pH araliginda
calisabilirler. Gozenekli pargaciklarda pargacik boyutu kii¢iildiik¢e daha iyi bir difiizyon
yoluna sahip olup ve bu da daha iyi bir performans demektir. Karakteristik 6zellikleri iyi
ayirma, ¢oziiniirliik, hassasiyet, saglamlik ve rekabetci seciciliklerdir. Asidik ve bazik
bilesikler, aromatikler, boyalar, hormonlar, profenler, B-blokerler, peptitler, fenoller,
antidepresanlar, dogal tiriinler, fenolikler, bazlar, metabolitler ve polar bilesikler gibi bazi
molekiillerin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir [49].

2001 yilinda Holloway tarafindan icat edilmelerinden ve patentlenmesinden bu
yana, monolitik silika kolonlar siirekli olarak gelistirilmis ve kullanilmistir. Monolitik
silika terimi, kiiciik silika pargacigi ile paketlenmemis siinger gibi tek parga gozenekli
silika materyali i¢in kullanilir ve bu materyal, reaksiyon kosullar1 ve 6n islem siirecleri
sayesinde poli (eter keton) ve kontrollii morfoloji gibi kaplanmis ¢esitli karbon zincirleri
ile kolayca islevsellestirilebilir. Bu tip kolonlar1 daha ¢ok; gecirgenlik, diisiik basing, daha
yiiksek verim, segicilik ve saglamlik 6zellikleri vb. nedeniyle dikkat ¢gekmektedir. Arz
talebi dengesizligi nedeniyle, monolitik silika kolonlarin iiretimi ve gelisimi devrimsel
olarak devam etmistir ve simdi piyasadaki ikinci nesilleri Kiral analiz, amino asitler,
ayrica viriis ayrimlar1 ve 6zellikle kirli numuneler igin etkili ve hiz ayirma 6zelliklerine
sahiptir. Bugiin, nispeten daha kiigiik gdzenekler (1,1-1,2 pm) ve iskelet boyutlart (0,7-
0,8 um) ve azaltilmig dis gézeneklilik (0,56) nedeniyle, ikinci nesil C1s monolitik silika
kolonlar1, yani Chromolith Yiiksek Coziiniirlik serisi (Merck) 5-6 pum partikiillere
esdeger bir geri basing ile 2,0-2,5 um partikiillere esdeger daha yiiksek verim saglar.
Chromolith Yiiksek Coziiniirliik serisi (Merck) i¢in kullanilan Phenomenex Onyx (100 x
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4.6 mm) ile daha da yiiksek verimlilik N = 190,720 ve pik kapasite = 210 (gradyan siiresi
dakika basina pik kapasite birimi) elde edilmistir. Daha az alikonan ¢6ziinen maddeler
icin daha yiiksek gegirgenlik ve daha yiiksek verim ile ilgili olarak; monolitik silika
kolonlar, 6zellikle ¢ok kiiciik ekstra kolon etkileri olan cihazlarda, diisiik basingta yiiksek
hizli ayrimlara izin verilmistir. Monolitik silika kolonlar, kimyasal modifikasyon i¢in bir
kolondaki partikiil kolonlardan ve sabit destek yapilarindan daha yiiksek (gdzenek
boyutu)/(iskelet boyutu) oranlarina sahiptir, bu da yiiksek verimli kolonlar ve sabit fazlar
ile sonuglanir. Ayrica, benzersiz bimodal yapisi sayesinde monolitik sorbentlerle dolu
kolonlarin verimliligi azaltmadan basing problemleri zahmetsizce yenerek gelecegin

teknolojisini karsiliyor ve sorun yaratmiyor gibi goriinmektedir [50].

Tablo 5.1. Deneysel olarak sabit fazlardan elde edilen SUT verileri

Alikonulma Pik Kuyruklanma USP
Kolon tiirii Pik alam

zamani (dk) Yiiksekligi faktorii Genislik
Ascentis® Express fenil
heksil (100x4,6 mm, 3,84 30631189 455294 1,53 0,25
2,7um)
Ascentis® Express Cig

4,44 2859677 434600 1,43 0,25
(100x4,6 mm, 2,7pum)
Ascentis® Express Fs

4,73 2748839 435701 1,23 0,26
(100x4,6 mm, 2,7um)
Chromolith® Performans

5,36 3071014 315193 1,53 0,36
RP-18¢ (100x4,6 mm)
Chromolith® High
Resolution RP-18e (100x4,6 5,46 2026313 227225 1,34 0,32
mm)
Chromolith® Performans

1,16 1751577 316352 1,70 0,22

RP-18e (100x2 mm)

Yukarida her iki kolon tiiriiniin kendi i¢inde avantajlar1 ortaya konulmus olup
deneysel olarak denenmistir. Calismada kolon se¢imi bozunma {iriinleri varliginda
yapilmis olup en kompleks kromatograma sahip olan ortam oksidatif bozunma
kosullarmin oldugu gozlenmistir. Ancak bu ortamda bile FLB pikinin ayrilmasinda

herhangi bir zorluk ¢ikartacak bozunma iirlinii tespit edilmemistir. Bu nedenle
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degerlendirilen 6 c¢esit kolon tiirliniin kiyaslamalar1 asetonitril:su (60:40, %h/h)
kosullarinda ve 0,5 mL/dk akis hizinda kiitle dedektoriinde FLB analizi ile hesaplanan

SUT parametrelerine gore yapilmis elde edilen veriler Tablo 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.5. Standart FLB ¢ozeltisinin farkli kolonlardan elde edilen LC-MS/MS kromatogramlar

Elde edilen verilere kiitle dedektoriinde FLB analizi ile alinmig ve bunlara gore
sabit fazlar monolitik ve tanecikli dolgu maddelerine gore iki kisimda degerlendirilebilir.
Monolitik yapidaki ayni boyuta sahip performans ve yiiksek rezoliisyon model kolonlara
bakildiginda alikonulma zamanlar1 arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen
kuyruklanma faktorii, pik alan ve yiiksekliklerindeki fark dikkat c¢ekicidir. High
resolution modelde kuyruklanma faktorii diisiik olmasina ragmen pik alan ve
yiiksekligindeki ayn1 derisime sahip FLB i¢in daha diisiik elde edilmistir. Daha ince olan
monolitik kolonda ise FLB ¢ok erken eliisyon edilirken kuyruklanma olduk¢a fazladir.
Genelde ise kolonda eliientlerin tutunma zamani arttik¢a kuyruklanma faktoriiniin arttig1
gbzlenir. Bu sonuclarda goriiliiyor ki 2 mm i¢ ¢apa sahip monolitik kolondaki eliient

etkilesimleri kromatografik ayrim saglayacak yeterlilikte degildir. Diger taraftan high
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resolution 4 mm i¢ ¢apa sahip olan kolonda ise FLB pik alan1 daha diisiik ¢ikmasi
nedeniyle kuyruklanma faktorii fazlaligi goz ardi edilmistir. Aslinda 4 mm her iki
monolitik kolonda karbon yiikleme ~%18 civarinda ve benzer teknik 6zelliklere sahip
olmasina ragmen high resolution, performans modelinin bir {ist serisidir. Ote yandan
deginmekte yarar vardir ki monolitik kolonlar kromatografik ayrimda partikiillii
kolonlara gore daha rijit ve tahmin edilebilir performans gosterirler. Ayrim basarilari
hareketli fazla pek degismez. Bu oOzellikleri ile metot saglamligt ve ylksek
tekrarlanabilirlik ile avantaj ayrim etkinliginde hareketli faz destegini pek saglamamalari
ile de dezavantaji beraberinde getirmektedir. Tanecik yapili olan Ascentis® Express
serisinden elde edilen sonuglara bakildiginda ise FLB eliisyonu her bir farkli fonksiyonel
gruba sahip kolon i¢in olduk¢a farkli SUT verileri bulunmaktadir. En yiiksek pik alani ve
diisiik kuyruklanma faktorii Fs fonksiyonel grubu ile elde edilmesine ragmen alikonulma
stiresi de diger kolonlara gore en fazla olandir. FLB yapisinda serbest fenil gruplari, polar
triflorometil igeren apolar bir bilesiktir. Bu nedenle fenil hekzil fonksiyonel grubuna
sahip kolonda aromatik ve delokalize elektronlarin etkilesimleri nedeniyle en hizli
eliisyona ugrar. Cis fonksiyonel gruba sahip kolonda ise apolar etkilesimler daha baskin
ve molekiiliin logP degerinin fazla olmasi nedeniyle eliisyon daha yavastir. Ancak FLB
yapisindaki triflorometil grubuyla Fs kolonunda ayrica polar etkilesimlere ugramasi
nedeniyle en gec¢ ellisyonu goriiliir. Sonug olarak yapilan sabit faz denemelerin de en
yiiksek pik alam ve uygun hizda eliisyon sagladigi igin Ascentis® Express fenil hekzil
sabit faz olarak sec¢ilmigtir. Ayrica tiim kolon tiplerinde bu veriler i¢in elde edilen
kromatogramlarin kiyaslamasi da Sekil 5.5’de verilmistir.

Sivi kromatografisi ¢alismalari da metot gelistirme g¢alismalarinda sabit fazin
secimi yapildiktan sonra ayrintili olarak hareketli faz se¢imi ¢alismalarina gegilmistir.
Kromatografik ayrimda en 6nemli nokta kolon olmasina ragmen, oldukga kii¢iik tanecik
boyutuna ve gbzenege sahip Sabit faz teknolojisi ile hareketli faz degiskenlerinden
sasirtict sonuglar elde edilebilmektedir. Yukarida da deginildigi gibi 6zellikle partikiillii
yapida kolonlar kullanildiginda bu inceleme daha da gereklidir. Bu nedenle hareketli
fazin bilesenlerinin tiirlerinde ve oranlarindaki degisikliklerin ayrintili olarak
incelenmesinde yarar goriilmiistiir. Calismada organik faz olarak asetonitril ve metanol
tizerinde durulmustur. Metanoliin yapisinda H-bag etkilesimleri ve viskozite nedeniyle
oldukga yiiksek basing elde edilmesinden dolay1 asetonitril segilmistir. Ayrica FLB’nin

zay1f asidik olmas1 nedeniyle eliisyonu i¢in tampon olarak amonyum format ve asetat
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tamponlar1 ile iyonlagmasinin kontrolii saglanmaya calisilmistir. Amonyum format
konsantrasyonu arttik¢a iyonlasmada arttirdigi icin FLB pik alaninin arttig1 gozlenmistir.
Ancak bu artis kiitle dedektoriine 6nerilen smirlar i¢inde birakilarak 20 mM olarak
secilmistir. Ayn1 derisime sahip yani 20 mM amonyum format (pH 6,1) ile 20 mM
amonyum asetat (pH 5,1) kiyaslandiginda ise pik alaninda ~10 kat artig gozlendigi i¢in
amonyum format tercih edilmistir. Ayrica 0,5 mL/dk akis hizi ve 1 uL enjeksiyon hacmi
de en uygun kosul olarak tespit edilmistir.

HPLC caligmalarinda ise LC-MS/MS metot optimizasyon denemelerinde sabit faz
tiirii ayrintili olarak incelendigi i¢in tekrar incelenmemis ayni kolon ile devam edilmistir.
Ancak hareketli fazin bileseni, ylizdesi ve akis hizi ise ayrintili olarak bozunma iirtinleri
varliginda optimize edilmistir. Bozunma tiriinii sadece oksidatif ortam kosullarinda elde
edildigi i¢in HPLC metot optimizasyonu bu kosullar altinda yapilmistir. Buna gore
hareketli fazin organik faz bileseni yukarida bahsedilen benzer basing sorunlar1 nedeniyle
asetonitril olarak secilmistir. Tampon sec¢imi i¢in ise yukarida bahsedilen sebeplerden
dolayi kiitle dedektdriindeki gibi amonyum format ve amonyum asetat ¢esitli derisimlerde
ve pH’larda denenmis ve SUT parametreleri hesaplanmistir. Buna gore alikonulma
zamani ve pik yiiksekliginin pH ve tampon derigiminden fazla etkilendigi pik alaninin ise
ayni kaldigi goriilmistiir. Bu etkilenme amonyum formatin her 10 mM derisiminde ya da
1 birim pH artisinda alikonulma zamaninda ~0,6 dk ve pik yiiksekliginde ise ~2000 Abs
olmaktadir. Ancak amonyum asetatin derisim ve pH degisimlerin de ise zamaninda ~0,07
dk ve pik yiiksekliginde ise ~1000 Abs olmaktadir. Sonug olarak kiitle dedektdriinden
farkli olarak SUT parametlerinin en uygun oldugu ve degisimine direncin daha iyi oldugu
amonyum asetat 10 mM (pH 5,1) olarak belirlenmistir.

Yukarida belirtilen 6n ¢alismalardan sonra metot gecerliligi calismalarinin ilk adimi
olan SUT parametreleri her ii¢ cihaz i¢cin USP metoduna gore hesaplanmistir. Elde edilen

SUT analiz sonuglar1 Tablo 5.2°de verilmistir.

32



Tablo 5.2. FLB analizi icin elde edilen SUT verileri

Hesaplanan Deger Tavsiye Edilen Deger
Parametre HPLC LC-PDA LC-MS\MS
Alikonulma zamam (dk)+GA” 5,90+0,006 6,350,017 3,83+0,0071 -
Alikonulma zamani i¢in %BSS 0,13 0,34 0,19 BSS <%l
Pik alam kesinligi icin %BSS (n=6) 0,28 0,78 0,13 BSS <%l
Alikonulma zamani icin enjeksiyon kesinligi %0BSS (n=6) 0,006 0,010 0,012 BSS <%1
Kuyruklanma faktorii (T) 1,13 1,13 151 T<2
Kapasite faktorii (k) 2,45 2,47 - 2<k<10
Teorik tabaka sayis1 (N) 15688 15255 9267 N > 2000
USP Genislik 0,21 0,21 0,159 <1
HETP (USP) 11,99 9,85 16,20 -

*%95 giiven seviyesinde
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5.5. Kiitle Dedektoriinde FLB Iyonlasma Karakteristigi

(Calismada FLB analizi i¢in metot gelistirilen diger bir sivi kromatografisi tiirii ise
LC-MS/MS teknigidir. Sistem gilinlimiizde nispeten daha pahali olmasi, kullanilan ¢oziicii
ve sarf malzemelerin yliksek saflik gerektirmesi gibi dezavantajlari olsa da segilen
kiitleye 0zgii sinyal yetenegi, disik LOD ve LOQ gibi avantajlar1 sayesinde
vazgecilmezdir. Ayrica matris etkilerinin bozucu etkileri giderildigi takdirde sistem
analizcilerin ¢aligma alaninin ¢ok biiyiik bir kismini kapsayacaktir.

Kiitle dedektoriinde FLB analizi icin daha yiiksek secicilik sunmasi nedeniyle
tandem (MS/MS) teknigi tercih edilmistir. Bu amagla FLB 1 ug/mL derisimde metanolde
hazirlanmis ve hangi iyonizasyona daha yatkin oldugu belirlenmistir. Bilesik yapisindaki
piperazin ve benzimidazol yapilar1 nedeniyle pozitif iyonlasma beklenmistir.
Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile ¢oklu reakiyon goriintiileme pozitif modda daha
yiiksek siddette sinyal elde edilmistir. FLB ¢oklu reaksiyon izleme kosullarinda elde
edilen yavru iyonlar ve uygulanan enerjiler Tablo 5.3’de verilmistir. Her bir iyon igin

tutma siiresi 100 ms olarak secilmistir.

Tablo 5.3. FLB nin pozitif modda ¢oklu reaksiyon izlemede ESI kosullari

Bilesik  Ana iyon Yavru Iyon QlPreBias(V)  CE(V) Q3 Pre Bias (V)
161,10 -19,0 -31,0 -16,0

FLB 391,40
119,10 -27,0 -52,0 -21,0

Tandem bagh kiitle dedektorlerinde hedef molekiiliin parcalanmasinda temelde
McLafferty yarisi, yiik gogii ve yiik tutma olmak iizere {i¢ tip mekanizma s6z konusudur.
Amerikali kimyager Fred W. McLafferty, karbonil bilesikleri {izerinde gama
pozisyonunda bir hidrojen bulundugunda, bu karbonil bilesiklerinin, karbonilin nétr bir
alken ve radikal katyona doniistligli spesifik bir yeniden diizenlemeye tabi tutuldugunu
fark etmistir ve bu McLafferty diizenlemesi olarak bilinir [51]. Bu diizenleme aslinda
molekiil i¢cinde yeniden kararli hale gelme yarisidir ve 6zellikle karbonil grubu iceren
nispeten biiylik molekiillii yapilarin kiitle dedektorii parcalanmalarinda siklikla
karsilagilir. Ancak protonlanmis veya protonu giderilmis molekiillerin (sirasiyla pozitif
ve negatif modlar) parcalanmasi ise daha ¢ok iki ana reaksiyon grubuna ayrilabilir: yiik

tutma parcalanmalar1 ve ylik-go¢ parcalanmalari. Yk tutma parcalanmalari 6ncili iyonuna
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0zdes ylik bulunan yavru iyonlarin olusmasi ile sonuglanan reaksiyonlardir. Genellikle
yiikiin bulundugu yerden fiziksel olarak uzak ve mekanizmaya dogrudan katilimi
olmayan yerde meydana gelen uzak alan par¢alanmalaridir. Diger bir ifade ile reaksiyona
etkisi ya ¢ok az ya da hi¢ yoktur. Spesifik 6zelligi ise yiikiin bulundugu yerde sabit olmasi
ve reaksiyon bolgesine tasinmamasidir. Yiik gogii parcalanmalari ise baslangicta notr
olarak bulunan bélgenin kaybidir. Bu kayip genellikle eliminasyon reaksiyonu ile olur ve

ayrilan grubun stabilitesi reaksiyonun sonlanmasi igin 6nemli bir parametredir [52].

© NH

FsC N \) Heterolitik parcalanma F3C\©/ N J + @ N/EO
H

m/z: 161.07

N// McLafferty cevrilmesi N
L0 e /
N Hidroksil ¢ikisi ”
H
m/z: 119.06

Sekil 5.6. FLB i¢in ana iyon ve baskin par¢alanma yollart.

FLB yapisinda piperazin ve benzimidazolon iceren flor, oksijen ve azot hetero
atomlarina sahip bir organik molekiildiir. Yapinin molekiiler agirligt 390 olup pozitif
modda iyonlasarak m/z degeri 391 olarak tespit edilmistir. Ana iyonun en diisiik enerjili
pargalanmasinin kararsizlig1 en fazla olan piperazin ile imidazol gruplarinin arasindan
yiik gocii ile pargalanmadir. Bu pargalanma basit indiiktif yarilmadir ve birbirine 3
konumunda olan iki grubun N atomlar1 sayesinde kolaylikla pargalanan iyonlarin

kararlig1 saglanir. Boylece m/z 161,07 elde edilir. Diger bir parcalanma ise daha yiiksek
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enerjili olan ve yavru iyonun stabilitesinin birka¢ adimda yarigmali bir sekilde
saglanabildigi McLafferty yeniden diizenlenmesidir. Par¢alanma ilk kisimda elde edilen
yavru iyon basamagimin devami seklindedir. McLafferty ¢evrilmesiyle ilk olarak eten
cikist olmaktadir. Cevrilme sonrasinda geride kalan benzimidazolon ise 2-
hidroksibenzimidazole ¢evrilmektedir. Buradan da ikinci konumdaki hidroksil ¢ikisi ile
benzimidazol bilesigi elde edilmektedir. [39]. Olusan yavru iyon m/z 119,06 sahiptir. m/z
119, yavru iyon olusumu daha zor oldugu i¢in spektrumda yiizdesi m/z 161,07 gore 10
kat daha diisiiktiir. Onerilen s6z konusu ana iyon pargalanma mekanizmalar1 Sekil 5.6’da
ayrintili olarak verilmistir. FLB nin elde edilen kiitle spektrumuna gore yapisinda yer alan
diger bir hetero grup ise triflorometil olup yap1 ¢cok kararli ve bagli oldugu fenil grubu ile
elektronegativite desteklendigi i¢in herhangi bir par¢alanma reaksiyonuna maruz

kalmadig1 tahmin edilmektedir.

5.6. LCMS-IT-TOF Metot Gelistirme

Giinlimiize gelene kadar molekiillerin kalitatif analizinde kullanilan iki yontem
mevcuttu: NMR ve IR spektroskopisi. Ancak gelisen kiitle spektroskopisi teknolojisi
bilim camiasina yeni tandem kiitle analizérlerini sunarak Iyon tuzakli (IT)- ugus zamanl
(TOF) kiitle spektrometresini kullanima almistir. Mevcut cihaz sundugu yiiksek
¢Oziintirlikli kiitle spekrometresi (HRMS) ile 0,0000 6lgeginde kiitle vermektedir.
Ayrica MS" teknigi ile secilen yavru iyonlar dedektor tarafindan tutulup daha kiigiik yavru
iyonlar parcalanarak biiyiikk molekiillerin agik formiilleri yiiksek dogrulukta ortaya
konulabilmektedir. Bu kalitatif analiz i¢in devrim niteliginde yenilik anlamina gelir.
Boylelikle kalitatif analiz saflastirma ya da mg seviyesinde numune gerektiren geleneksel
spektroskopik yontemlerin etkisinden kurtulmustur. Elbette ki geleneksel yontemlerin
yapi tayinindeki kesinlikleri yadsinamazdir.

S6z konusu ¢alismada HPLC analizleri FLB bozunma iiriinleri varliginda yapilmis
ve oksidatif kosullarda bir adet bozunma iiriinii tespit edilmistir. Elde edilen bozunma
tirtinii HPLC kosullarinin birebir LCMS-IT-TOF sistemine tasinmast ile tespit edilmis ve

karakterize edilmistir.

5.6.1. Bozunma davramislari

FLB’nin bozunma davranislarinin incelenmesi igin ¢esitli ortamlarda ¢ozeltileri

hazirlanmig ve bozunma siirecini hizlandirmak amaciyla ayni zamanda 60 °C’de
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kontrollii 1s1 uygulamasi yapilmistir. Etken maddenin sadece sicaklik uygulamasi yapilan
¢ozeltisinin elde edilen kromatogrami Sekil 5.7 incelendiginde maddede herhangi bir

bozunma gozlenmemistir.
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Sekil 5.7. FLB Sicaklik uygulandiginda elde edilen kromatogrami

FLB 15182 olan hassasiyetinin incelenmesi amaciyla metanolde hazirlanan ¢ozeltisi
24 saat UV 15181a maruz birakilmis ve HPLC ile analizi yapildiginda olduk¢a kararli
oldugu goriilmiis herhangi bir bozunma fiiriinii gézlenmemistir. Elde edilen s6z konusu

kromatogram Sekil 5.8’de verildigi gibidir.
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Sekil 5.8. UV ws1ginda elde edilen FLB kromatogrami
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Etken maddenin zorlu bozma kosullarindan asidik strese maruziyeti sonucu HPLC
ile elde edilen kromatogrami (Sekil 5.9 a-b) incelendiginde dayaniklilig1 goriilmektedir.

Yap1 herhangi bir bozunma {iriinii vermemistir.
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Sekil 5.9. Asidik kosullarda kor ¢ozelti (a) ve FLB ¢ozeltisi (b) ile elde edilen kromatogram

Bilesigi icermeyen alkali ortamda HPLC cihazi ile elde edilen kromatogram (Sekil
5.10a) ve bilesigin alkali ortama maruz kalmis kromatogrami (Sekil 5.10b) ayrintili
olarak incelenmis, FLB’nin olduk¢a dayanakli oldugu ve herhangi bir ayrisma

reaksiyonuna girmedigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.10. Alkali kosulda kér ¢ézelti (a) ve FLB kromatogrami (b)

Yapilan zorlu bozma kosullar1 analizinde FLB nin oksidasyon kosullarinda oldukca
dayaniksiz oldugu goriilmiistiir. Calismada maddenin sicaklik uygulamasinda herhangi
bir reaksiyon vermeyip oksidasyon kosullarinda ayrismasi ise bu ongoriiyii destekler
niteliktedir. Dikkate deger bir nokta ise, FLB oda sicakliginda oksidasyon kosullarinda
da ayni1 bozunma iirlinline ayrismistir. Ancak oda sicakliginda oksidatif kosullarda elde
edilen bozunma iiriinii miktar1 sicaklik uygulamasina gore yaklasik 2 kat daha az olup, 2
saatlik maruziyet siiresinde FLB ancak ~%20 oraninda kayb1 ugramistir. Sekil 5.11a’da
goriiliigi gibi oksidasyon kosullarin kor ¢ozeltisinin kromatograminda herhangi bir pik
gozlenemistir. Ancak Sekil 5.11b’deki etken maddenin 60 °C sicaklik uygulanarak
yapilan oksidatif ortamdaki zorlu bozma kosullarinda maruziyetinden elde edilen

kromatogramda bozunma {iriinii agik¢a goériinmektedir.
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Sekil 5.11. Oksidasyon kosullarinda kor (a) ve FLB ¢ozeltisinden (b) elde edilen kromatogram

Oksidatif kosullarinda elde edilen bozunma iirliniiniin olusum kinetigi ayrintili
olarak analiz edilmistir. Bu amacgla FLB oksidatif bozunma ¢6zeltisinden ikiser saat
zaman araliklarinda numune alinmis uygun seyreltme yapilarak HPLC sistemine enjekte
edilmistir. Elde edilen kromatogramdan FLB ve bozunma iiriiniiniin pik alanlarinin

¢Ozeltinin bozunma siiresine gore degisimi Sekil 5.12°de verilmistir. Bu grafige gore
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FLB’nin oksidatif kosullarda 0-2 saat arasinda %43,1’i ve 0-5 saat araliginda ise %64,6’s1
bozunmustur. Ardindan FLB’nin bozunma hizi1 azalmaya baslamig ve 46 saatin sonunda

ise ortamda sadece %1,8 oraninda FLB kalmustir.
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Sekil 5.12. FLB/B bozunma kinetigi

FLB zorlu bozma ¢alismalarinda oksidatif kosullarda bozunma tiriinii tespit edildigi
icin yukarida bahsedildigi gibi HPLC metot kosullar1 tam olarak LCMS-IT-TOF cihazina
transfer edilerek yiiksek ¢oziiniirliikklii kiitle spektrometresi (HRMS) ile kalitatif tayin
yapilmistir. “Yiiksek ¢oziniirlik” ve “yiiksek kiitle dogrulugu” terimleri, sirasi ile
>20.000 tam genislikte yar1 maksimum ve sirasiyla 5 ppm’in altindaki kiitle dogrulugu
elde edildiginde kullanilir. C6zme giicii bir kiitle spektrometresinin iki farkli m/z degeri
olan iyonlar1 ayirma yetenegidir. Tam genislikte yar1t maksimum (FWHM) tanimi FT-
ICR, Orbitrap, quadrapol, iyon tuzagi ve ugus zamanli analizorlere uygulanir. Bitisik
tepeleri birbirinden ayirmak ve Ol¢lime yalnizca bir tiir iyonun katkida bulunmasini
saglamak i¢in yiiksek MS ¢dzme giicii gereklidir. Tyi hassasiyetle yiiksek kiitle dogrulugu
elde etmek icin cesitli anahtar faktorler optimize edilmeli ve dikkate alinmalidir. Bu
faktorler arasinda pik sekli, iyon bollugu, ¢6zme giicii ve kalibrasyon bulunmaktadir.
Dogru kiitle 6l¢iimii elde etmek icin pik sentroidin m/z 6l¢eginde uygun sekilde atanmasi
gerekir ve bu nedenle simetrik pikler gereklidir. Tepe seklini etkileyen faktorlerden biri
iyon bollugudur, bu nedenle ¢ok yogun bir sinyal dedektorii doyurabilir; sinyal yeterince
yogun degilse zayif tepe sekli olusabilir. Matris ve ortak eliit analitlerinin karigsmasini

Oonlemek i¢in iyon kromatogramlarinin ekstraksiyonuna yeterince dar bir kiitle penceresi

41



uygulanmalidir. Bununla birlikte, yiiksek ¢oziiniirliikk dogru kiitle 6l¢iimii igin bir 6n kosul
degildir ve uygun kosullar ve yazilimla daha 6nce bu amag i¢in uygun olmadig1 diisiiniilen
aletlerle yiiksek kiitle dogrulugu saglanabilir (6rnegin li¢li dortlii MS-MS). Yiiksek
¢ozililme giicii, tepe sentroidin atamasini gelistiren ve belirsizligi azaltan daha dar tepeler
tiretir. m/z dlgeginin kalibrasyonu, iyi kiitle dogrulugu ve giivenilir kiitle spektrumlari
elde etmek icin hayati bir adimdir. Analitlerin tim m/z aralig1, en azindan analizden 6nce
harici kalibrasyon ile kaplanmalidir. Ancak, ¢ogu durumda optimum kiitle dogrulugunu
elde etmek i¢in dahili kalibrasyon gereklidir. Dogru kiitle 6l¢iimii daha popiiler olmasina
ragmen giiniimiizde halen bu terminoloji standartlastirilmamistir [53].

Ugus zamanli analizorlerin dogru kiitle 6l¢timlerine sagladig1 avantajlar, harici bir
siirekli kaynaktan, 6rnegin elektrosprey ve atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon kapi
iyonlarinda yiiksek verimliliginin, aym1 anda hizin diizeltilmesi, uzamsal dagilim ve
gelistirilmis kiitle cozme giiclidiir. Kiitle dogrulugunu etkileyen en 6énemli faktorler iyon
bollugu, stabilite ve kiitle 6l¢egi kalibrasyonudur. Modern TOF analizorleriyle elde edilen
kiitle dogrulugu en iyi ihtimalle 1-2 ppm’in altindadir. Dahasi1 1 ppm’in altindaki kiitle
dogrulugunun rutin olarak elde edilebilen ¢alismalarda mevcuttur. Ticari tezgah istii
cihazlarla elde edilebilen standart ¢oziimleme giicii 10.000-20.000’dir (tam genislikte
yart maksimum). Son zamanlarda yeni enstriimantal tasarimlar 40.000-50.000 arasinda
yiiksek ¢cozme giicli saglamistir. Sivi kromatografisinde gelisen kolon teknolojisi ile
birlestirilmesi daha dar kromatografik zirvelerden ve artan kromatografik ¢oziiniirliikkten
kaynaklanan ek secicilik, hassasiyet ve hiz nedeniyle ilgi uyandirmistir [54].

S6z konusu sistem kiitle spektral enstriimantasyon ve iyonizasyon tekniklerine ek
olarak, dogru kiitle 6l¢timleri, izotop-bolluk 6l¢iimleri ve izotopik Oriintii hesaplamalari,
elementel kompozisyon belirleme, yliksek ¢oziintirliiklii MS/MS verilerinden formiil
hesaplama algoritmalari, kiitle spektral kiitiiphane arastirmasi, kiitle spektrumlarinin
yorumlanmasi, tirelenmis tekniklere yaklasimlar ve kiitle spektrumlarinin elektronik
verilerinin paylasilmasi1 ve verilere bagl kazanimlar1 kapsar. Dogru kiitle dl¢timleri
sirasinda elektron kiitlesinin dahil edilmesinin veya hari¢ tutulmasmin énemi otuz yil
once tartistlmistir ve elektron kiitlesinin MS-IT-TOF kiitle dogrulugu tizerindeki etkisi
son zamanlarda daha fazla vurgulanmustir. Elektron kiitlesi hesaplamalara dahil
edilmezse, 3 ppm’e kadar bir kiitle hatasi bildirilmistir. Bu hesaplama hatasindan
kaynaklanan kiitle hatas1, m/z 100°de 5 ppm kadar yiiksek olabilir. Tek basina ¢ok yiiksek

kiitle dogrulugu (<1 ppm) bile, karmasik elementel kompozisyonlara sahip ihtimalleri
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elemek icin yeterli degildir. izotopik bolluk kaliplarinin tek bir kisitlama olarak
kullanilmasi, yanlig ihtimallerin %95’inden fazlasimi ortadan kaldirir. Bu dikey filtre
binlerce ihtimali az sayida molekiiler formiile yogunlastirabilir. Iyon tiirlerinin tamamen
¢oziildiigl varsayilarak, 3 ppm kiitle dogrulugu ve izotopik bolluk paternleri i¢in %2 hata
yapabilen bir kiitle spektrometresinin, 1 ppm’den az kiitle dogruluguna ve hatta 0,1 ppm
kiitle dogruluguna sahip varsayimsal kiitle spektrometrelerinden daha iyi performans
gosterdigi hesaplanmistir. Molekiiler formiillerin hesaplanmasinda izotop bilgilerini
icermez. Temel bilesimi belirledikten sonra, en olas1 ve kimyasal olarak dogru molekiiler
formiilleri segcmek i¢in kurallar gelistirilmelidir. Bu amagla ya yanlis olan ya da ¢ok
yuksek ya da diisiik sayida element iceren molekiiler formiillerin otomatik olarak harig¢
tutulmasin1 saglayan yedi sezgisel kural gelistirilmistir. Ozel hedef veri tabanlari
kullanildiginda, 6rnegin ilaglar, bozunma iiriinleri, metabolitler veya toksik maddeler igin
dogru tanimlama %98 kadar yiiksek olabilir. Bu veri tabanlarina dahil edilmeyen yeni
formiiller i¢in, dogru elementel kompozisyonun %65 olasilikla ilk {i¢ esleme arasinda
oldugu bulunmustur [54, 55].

Oksidatif zorlu bozma kosullarinin LCMS-IT-TOF ile elde edilen Kkiitle
spektrumuna dayanarak, 406,41 g/mol molekiiler agirliga sahip yeni bozunma iiriinii m/z
407,1689 ile ana iyon iirlinii olarak CID pargalanmasi ile tanimlanmustir. Elde edilen kiitle

atlas1 Sekil 5.13’de verilmistir.
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Error Margin (ppm}): 3 DEE Rangs: 3.0-16.0 Electron lons: bath

HC Ratio: unbmit=d Apply M Rule: yes Use M3n Info: yes
Max Isotopes: 3 Isaotope RI (%) 1.00 sotope Res: 9000
M5n Iso RI (%) 10.00 M5n Logic Made: AMD Max Results: 100
Event¥: 1 MS(E+} Ret Time: 3.440 Scan#: 317
3.300=5
3.000=5H
2.500=5
2.000=5 absi7
1.300=5
] 7 J685
1.000=5] TS
] 408.1741
o Il ) e g |

“100.0 1500 2000 250.0 3000 3500 4000 4500 S00.0 5500 6000 6504

Measured region for 407.1689 miz
407.1688

100.04

4081741
o0.04

P e B B B LI B i SN B [ S i e AL S S e e

4053 4070 4072 4074 4076 4078 4080 4062 4084 4086 4088 4090 4092 4084 4085

C20 H21 M4 02 F2 [M+H]+ : Predicted region for 407.1683 miz

40718889
100.0+
50.04 ‘
|| 403.171%
0 i { j .]‘ v v v ' | T . v T | '
4068 4070 4072 4074 4076 4073 4080 4082 4054 4086 4083 4050 4052 4054 4086
Rank__Score_Formuta (M) lon Meas. miz__ Pred. mfz_Df. (mD=)__Df (ppm) ko DBE
1 4288 C20H21M4 O2F3 [M+H} 407.16859 407.1685 -0.0 0.00 4288 11.0

Sekil 5.13. Yeni bozunma iirtinii icin kiitle atlast
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Sekil 5.14. Yeni bozunma tiriiniiniin bozunma yolag: ve MS" karakterizasyonu

Temel bilesimin tayininde dogru kiitle iyonlart (MS") kullanilabilir. Uriin iyonunun
temel bilesiminin, diisiik molekiil fragmanlarindan miimkiin olmayan molekiiler
formiilleri hari¢ tutarak tiim molekiiliin uygulanabilir temel bilesimlerini liretmek icin
birlestirilip birlestirilemeyecegini analiz etmek i¢in bir algoritma gelistirilmistir. Bir
bilesigin yapisina dayali fragmanlar olusturmak i¢in genel fragmantasyon kurallarmi

kullanan yazilim iriinleri fragmenter kullanarak HRMS ila¢ taramasi ile igindeki
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karakteristik yavru iyonlar tanimlanir. Caligsma, biiyiik bir tam kiitle veri tabaninda 6n
standart tanimlama igin, referans standartlara sahip olmaya gerek kalmayan pratik bir
yaklagimdir. Yapilan cgesitli kiitle spektrometresinin metabolit ve safsizlik iiriinlerini
tarama Ozelligi; tespit, yapisal bilgiler, zaman tiikketimi ve veri isleme dikkate aliarak
yapilan karsilastirmalarda MS-IT-TOF’in bu tip bilesiklerin tespitinde tek yaklagim
oldugu ve olusum profillerini aydinlatmak i¢inse en uygun ara¢ oldugu ve hibrit orbitrap
teknolojisi ile de en diisik zaman tiikketimine yol ac¢tig1 gosterilmistir. Ancak; hibrit
orbitrap yaklagimi daha diisiik algilama hassasiyeti ve yanlis negatiflerden muzdariptir;
yavas veri toplama nedeniyle daha yavas kromatografi gerektirir. Uglii dortlii ve hibrit
dogrusal iyon tuzag1 MS® ya da MS* en yiiksek miktarda yavru iyonu verisi saglar, ancak
bircok yanlis negatif ve ozellikle MS® ya da MS* ile ¢ok yiiksek toplam zaman
tiketiminden muzdariptir. Birim ¢oziiniirliik kiitle spektrometrelerinde, metilasyon,
asetilasyon ve glukuronidasyon dahil olmak {izere yaygin nétr kayiplar izlemek ve
tanimlamak i¢in kullanilabilir. Ortak biyotransformasyonlar ve buna karsilik gelen dogru
kiitleler cesitli kaynaklarda gruplandirilmistir. HRMS’de, kiitle kusur filtresi kurali
uygulanabilir. Nominal kiitle kaymasi ve birkag mDa genisliginde kiitle kusur filtresinin
kullanilmastyla, matristen gelen sinyal, 6ngoriilen ve deneysel MS/MS verileri ile yapiya
dayali mekanizma tahminindeki ilgili analitlerden ayrilabilir [56].

Buna gore oksidatif zorlu bozma kosullarinda karakterize edilen bozunma {irtiniine
ait tahmin edilen olusum mekanizmasi ve yapilan MS" karakterizasyonu Sekil 5.14’de
verilmigtir. LCMS-IT-TOF’da bozunma iirlinii incelendiginde yapidaki bir oksijenlik
kiitle fazlalig1 dikkat ¢ekicidir. Cihazin 6nerdigi kapali formiil beklenilen hidroksilli
tirtinii kargilamaktadir. FLB peroksit varliginda, aromatik halka tizerinden hidroksilasyon
olmasi genel organik kimya bilgisi ile beklenmektedir. Hidroksilasyonun muhtemel iki
aromatik halkanin hangisinin tizerinden gergeklestigini tespit etmek i¢in MS" ¢aligsmasi
yapilmistir. FLB standardi ve bozunma iiriinii ayn1 sartlarda analiz edilmistir. Buna gore
her ikisinde de molekiiler iyonlar ve bunlardan elde edilen yavru iyonlar lizerinde yapilan
calismada maddenin olas1 par¢alanma yolagi 6nerilmistir. Parcalanma yolaklari bozunma
tirtinii ve etken madde i¢in ayn1 olmas1 sebebiyle hidroksilin triflorometilbenzen halkas1
iizerinde oldugunu tespit edilmistir. MSY’de piperazin azotu ile etilen karbonu arasindaki
bag heterolitik olarak kirilipp m/z 161 kiitleli iiriin elde edilmistir. MS?’de McLafferty
yeniden diizenlenmesi ve bir hidroksil ¢ikisi ile benzimidazol bilesigi m/z 119 kiitlesi elde

edilmistir. Son olarak MS¥te ise halkanin agilmasi ile anilin bilesigi elde edilmis ve
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bozunma liriinii i¢in tahmin edilen yap1 desteklenmistir. Béylece IUPAC ad1 1-(2-(4-(3-
hidroksi-5-(triflorometil)fenil)piperazin-1-il)etil)-1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-

on ve kapal1 formiilii C20H21F3N4O2 olan 0,00 ppm hata pay1 ile 407,1695 kiitleli yeni bir
bozunma iiriinii olarak oOnerilmistir. Onerilen bozunma {iriinii hakkinda literatiire
bakildiginda FLB’nin aktivitesi tespit edildiginde benzer aktiviteler gosterebilecegi
diisiiniilerek bilesigin sentezlendigi ve patentinin alindigi bulunmustur. Ancak bilesik
FLB’nin bozunma iiriinii olarak heniiz kayitlara ge¢memis olup tespiti ilk kez bu

calismada yapilmistir.

5.7. Yontem Gecerliliginin Tayini

Gelistirilen her iki yontemde analit derisimine karsi dedektérden elde edilen
sinyaller hesaba katilmistir. Kalibrasyon grafigi her bir standart ¢6zelti derisimine karsilik
gelen pik alanina gore olusturulmustur. Hem HPLC yontemi hem de LC-MS/MS
yonteminin tiim metot gegerliligi parametreleri tam olarak analiz edilmistir. Ayrica HPLC
yontemi laboratuvarlar arasi karsilastirma amaciyla LC-PDA-MS/MS cihazina taginmis
ve gerekli tiim dogrulama parametreleri calisilmistir.

Her iki metodun hesaplanan dogrusallik ve kesinlik verileri Tablo 5.5°de
verilmigtir. Metotlarin c¢alisma aralig1 icin inilebilecek en diisik FLB derisimleri
hedeflenmistir. HPLC yo6nteminde analitin sinyaline etki edebilecek muhtemel bozucu
etkiler zorlu bozma kosullarinda kromotografik ayrimin yapilmasi ve yontemin
optimizasyonu ile elimine edilmistir. Ayrica dedektorde pikin safligi da 0,999887 olarak
hesaplanip mevcut piklerin sadece FLB’e ait oldugu tekrar kanitlanmistir. Boylece

yontemin spesifikligi ve sec¢iciligi saglanmistir.
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Tablo 5.4. FLB i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre

HPLC

LC-MS\MS

Dogrusal arahik

Egim+SS? (giin ici, n=8)

Kesim=SS? (giin i¢i, n=8)

Tanimlayicilik katsayisi (intraday, n=8

Teshis sinir1

Tayin sinir1

Egim+SHP (giinler arasi, k=3, n=24)

Kesim+SHP (giinler arasi, k=3, n=24)
Tanimlayicilik katsayisi (giinler arasi, k=3, n=24)

ANOVA

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, ortalama, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, SS?, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin ici, BSS® %, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin i¢ci, OSH¢, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giin ici, GA®, n=6)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, ortalama, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, SS?, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS® %, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, OSHY, n=18)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, GA®, n=18)
ANOVA

2,50-50,0 (ug/mL)
15279,9+84,33
-4955,15+2315,8
0,99982

500 ng/mL

1,50 pg/mL
15219,0+65,04
-5510,0+1786,0
0,99960

F(2,15)=1,437
P=0,268507 (P>0,05)
378364,97

370,42
%1,014
151,23
296,401
378578,90
765,66
2,09
180,47
353,72

F (2,21)=0,000402
P=0,999598 (P>0,05)

2,63-105,0 (ng/mL)
21459,14+194,57
18129,8+10487,4
0,99942

128 pg/mL

384 pg/mL
21343,48+514,79
17221,34+27747,77
0,985665

F(2,15)=0,554
P=0,585997 (P>0,05)
1134121,67

15036,15
%1,33
6138,48
12031,41
1153115,58
33300,72
2,89
13594,96
26646,13

F (2,24)=0,0899
P=0,914251 (P>0,05)

2 Standart sapma, ° Standart hata, ¢ Bagil standart sapma, ¢ Ortalamanin standart hatasi, ¢ %95 giiven

seviyesinde giiven aralig1.

FLB analizi i¢in optimize edilen LC-MS/MS ve HPLC yo6ntemlerinin dogrusallik
ve kesinlik verilerinin hesaplanmasindan sonra dogruluk calismalar1 yapilmistir. Geri
kazanim deneyleri i¢in elde hazirlanan Addyi® tablet formiilasyonu ¢dzeltisine standart
ekleme metodu ile FLB ilavesi yapilmistir. Caligma 3 farkli konsantrasyonda 9 bagimsiz
analiz ile gergeklestirilmistir. Geri kazanim deneylerinden elde edilen veriler Tablo

5.3’de sunulmustur. Sonuglara dikkatle g6z gezdirildiginde seyreltme, siizme gibi
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islemlerin yontem dogruluguna etkisinin kabul edilebilir sinirlar dahilinde oldugu

goriilmektedir.

Tablo 5.5. Geri kazanim verileri

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri kazamm Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL)+GA* (%)
20,00 19, 15+0,12 0,11 0,57 96,10 -3,90
HPLC 25,00 25,10+0,42 0,37 1,47 98,91 -1,09
30,00 29,86+0,15 0,13 0,44 99,64 -0,36
20,00 19,2440,48 0,42 2,16 97,71 -2,29
HPLC-
) 25,00 24,69+0,15 0,13 0,54 98,61 -1,39
30,00 29,20+0,21 0,19 0,65 98,02 -1,98
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri kazanim Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL)+GA* (%)
LC 42,00 39,12+0,03 0,03 0,08 93,10 -6,90
52,50 48,98+0,43 0,38 0,78 93,36 -6,64
MS/MS
63,00 57,88+0,64 0,56 1,97 92,88 -7,12

*%95 Giliven seviyesinde

Gelistirilen HPLC yo6ntemi, Shimadzu marka Nexera XR Serisi LC-PDAcihazi ile
laboratuvarlar arasi karsilastirmasi yapilarak ara kesinlik ¢alismalari ile teyit edilmistir.
Bu amagla kalibrasyon ¢6zeltileri aynm1 metot kosullarinda LC-PDA sisteminde analizi
yapilmis ve aralarinda anlamli bir fark olup olmadigi tek yonlii varyans analizi ile
incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.7’°deki gibidir. Ayrica HPLC metodunun
dogruluk ¢alismalari igin hazirlanmis geri kazanim ¢6zeltilerinin benzer sekilde LC-PDA
sisteminde de analizleri yapilmistir. LC-PDA sisteminde bulunan pik alanlarindan FLB
derisimi ise HPLC metodunun lineer regresyon denkleminden hesaplanmistir. Her bir
konsantrasyon seviyesi i¢in bulunan iki cihazin derisim sonuglarinin varyans analizi
ANOVA tek etken ile hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar ¢alismanin metot gelistirici
tarafindan yapilmasi nedeniyle ara varyansi (Si) degeri yerine tekrarlanabilirlik varyansi
(Sr) olarak verilmistir. Ug konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrarli her iki cihazdan elde
edilen analiz sonuglarindan hesaplanan S ortalamalar1 0,2486 olarak bulunmustur.
Sonuglarin uyumlu olup laboratuvarlar arasi karsilastirma ¢alismasinin basarili oldugu

sOylenebilir.
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Tablo 5.6. Ara kesinlik verileri

Parametre

Dogrusal aralik (ng/mL) 2,50-50,0
Egim=SH (gin i¢i, n=6) 16091,01+166,38
Kesim+SH (giin i¢i, n=6) -9247,23+4568,87
Tanimlayicilik katsayisi (intraday, n=6) 0,99936

ANOVA F (1,14)=0,0128

P=0,911194 (P>0,05)

Yontemin gegerliliginin saglanmasinda diger bir dnemli basamak ise metot
saglamliginin ifade edilmesidir. Metot saglamligi ¢alismalarinin 6nemli iki noktasi
vardir. Bunlardan ilki s6z konusu metodun bilesenlerinde meydana gelen ufak
degisikliklere diren¢ gosterebilmesi digeri de metodun sinirlarinin bilinmesidir. Gelisen
kolon teknolojisi daha iyi ayrim ve segicilik saglarken metotta meydana gelen
degisimlerden daha fazla etkilenir hale gelmistir. Bu nedenle giinlimiizde saglamlik
calismalari metodun dayaniklilik kabiliyetini kanitlamaktan ¢ok sinirlarini ifade etme ve
buna gore analizcinin gereken hassasiyeti gostermesini zorunlu kilma anlami
tasimaktadir. Caligmada gelistirilen her iki metot i¢in saglamlik calismalar1 yapilmis ve
alikonulma siiresi, teorik plakalarin sayis1 ve kuyruklanma faktorii parametrelerindeki
fark olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.7°de sunulmustur.

FLB’nin metanol i¢inde hazirlanmis standart ¢6zeltisinin stabilitesi farkli kosullar
altinda saklandiktan sonra hem HPLC hem de LC-MS/MS metodu ile analiz edilmistir.
Kisa stireli kararlilik i¢in 24 saat ve 48 saat boyunca oda sicakliginda, uzun siireli
kararliligi degerlendirmek i¢in —20 °C’de ii¢ hafta boyunca ve {i¢ donma-¢oziilme
dongiisii yapilarak depolanmis ve ardindan her bir ¢ozeltinin analizleri yapilmistir. Bu
analizler ti¢ kez tekrar edilip sonuglar %95 giiven seviyesinde geri kazanimlar1 ve %BSS
sonuglar1 olarak degerlendirilmistir. Tablo 5.8 bu kosullar altinda FLB ¢d6zeltilerinin

stabil oldugunu gostermektedir.
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Tablo 5.7. Metot saglamlik ¢alismalart (n = 3)

Alikonulma %Fark %Fark %Fark
Degistirilen Parametre
zamam (dk) (ortalama+GA¥) (ortalama+GA*¥) (ortalama+GA*¥)
0,55 5,45 -10,08+0,14 12323 -24,03+1,09 1,14 0,59+0,34
Akis hizi (mL/dk)
0,45 6,65 9,84+0,12 12979 -18,90+0,70 1,15 1,37+0,94
Hareketli faz  organik 55,0 4,50 -28,92+0,18 10288 -41,58+0,78 1,19 4,75+0,91
@)
o cOziieloran (%) 45,0 8,70 36,33+0,08 15976 1,81+0,44 1,12 -1,070,70
38,0 5,90 -2,19+0,06 13508 -14,94+0,29 1,15 0,12+0,04
Kolon sicakligi (°C)
32,0 6,06 0,55+0,09 12729 -20,83+0,14 1,16 1,29+0,41
206 5,99 -0,004+0,02 13564 -14,52+0,15 1,14 1,17+0,64
Dalga boyu (nm)
202 5,99 -0,53+0,12 13551 -14,62+0,27 1,14 1,20+0,90
0,55 3,50 -9,21+0,05 8608 -7,457+0,62 1,49 -1,91+0,18
Akis hiz1 (mL/min)
g 0,45 4,25 10,27+0,09 8703 -6,309+0,53 1,51 -0,14+0,46
%)
@)
- ¢oziicii orant (%) 54,0 5,02 26,90+0,06 11343 20,10+0,93 1,43 -5,86+0,61
44,0 3,84 -0,20+0,09 8671 -5,759+0,31 1,63 7,18+0,10
Kolon sicakligi (°C)
36,0 3,84 0,32+0,03 8751 -6,655+0,378 1,52 0,52+0,02
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Tablo 5.8. FLB standart ¢ozeltisinin kararlilik calismalar: (n=6)

Eklenen Kisa donem kararhhk Kisa donem kararhhk Uzun donem kararhhk Dondurma ¢6zme
derisim (24 s, oda sicakhgr) (48 s, oda sicakhig) (3 hafta, -20°C) kararhhg (3 tekrar)
Bulunan GK (%) Bulunan GK Bulunan GK Bulunan GK
(Ortalama+GA*) (Ortalama+GA*) (%) (Ortalama+GA*)) (%) (Ortalama+GA*) (%)
PDA
(ng/mL) 25,00 25,39+0,26 100,5 25,15+0,21 101,2 25,50+0,37 100,9  25,29+0,07 101,2
MS (ng/mL)
52,50 52,42+0,19 101,9 52,61+0,48 100,1 51,32+0,75 96,58 50,86+0,48 97,61

*%95 Gliven seviyesinde
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5.8. Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Analizciler i¢in metot olusturma siirecinin her basamagi ¢ok biiyiik 6nem tasir ve
kendinden sonra ki asamada daha az soru isaretinin olmasini saglar. Metot optimizasyonu
aslinda metot gecerliliginin daha kolay saglanmasina zemin olustururken yontemin zayif
noktalarinin da kesfini saglar. Metodun tam olarak gegerliliginin saglanmasi ise yontemin
tekrarlanabilir ve uygulanabilirliginin daha kolay olmasi anlamina gelir. Ancak tiim bu
sliregten sonra metot gelistiricinin elindeki imkanlar dahilinde numune uygulama
calismalar1 yapmasi ise kullanima sunulan yontemin kendini bir kez daha ispatlamasi
demektir. Bu ¢alismada bu anlayis benimsenerek imkanlar dahilinde FLB’nin ticari
farmasotik tablet formiilasyonu olan Addyi® psédo formiilasyonu sadece geri kazanim
caligmalari i¢in degil ayn1 zamanda numune uygulamalari i¢inde hazirlanmis ve analizleri
yapilmistir. Bu analizler ile gelistirilen tam valide her iki metodunda uygulanabilirligi
gosterilmistir. Elde edilen analiz sonuglari ise Tablo 5.8°de verildigi gibidir. Ayrica Sekil

5.15’de her iki metot ile elde edilen kromatogramlar verilmistir.

Tablo 5.9. Elde hazirlanmis Addyi® formiilasyonu sonuglar: (n=6)

HPLC LC-MS/MS
Ortalama (mg) 99,98 99,96
Minumum (mg) 98,99 98,75
Maksimum (mg) 100,1 100,2
Standart sapma (mg) 0,202 0,296
%BSS 0,202 0,296
OSH (mg) 0,308 0,295
%Bias -0,020 -0,040
Giiven aralig1 +0,161 +0,237
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Sekil 5.15. Addyi® LC-MS/MS (a) ve HPLC (b) ile alinan psédo formiilasyon kromatogramlar
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6. SONUCLAR VE ONERILER

S1v1 kromatografisi ilag endiistrisinde en baskin tekniktir. Bu sadece ilag endiistrisi
ile sinirli kalmayip tip, gevre, gida ve tarim gibi daha bir¢ok alanda kalitatif ve kantitatif
amaclar i¢in yogun olarak kullanilmaktadir. Bu ayirma tekniginin yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlikte analiz yapilabilmesi i¢in kullanilan sarf malzemelerin yiiksek saflikta
olmas1 gerekmekte ve ayrica sabit faz se¢imi de biliylik onem tasimaktadir. Teknigi
giiniimiizde bu kadar basarili ve vazgecilmez yapan en 6nemli unsurlarindan birisi stirekli
gelisen kolon teknolojisidir. Diger bir teknolojik degisim ve yeniligin noktasi
dedeksiyonun gergeklestigi dedektor sistemidir. Dedektor sistemini belirleyen 6nemli
unsur ise hedef bilesigin kimyasal ozellikleridir. Ozellikle ¢ogu ilag molekiillerinin
kromofor gruplara sahip olmalart nedeniyle HPLC teknigine basvuru ¢ok fazladir. Ancak
LC-MS/MS sistemlerinin sagladigi yiiksek segicilik, hassasiyet ve bunun sonucu olarak
cok diisiik tayin ve dedeksiyon limitlerine inebilme imkani1 sunmasi da her iki cihazi
birbiri ile yarisir hale getirmistir. Ancak bu yarigsa yakindan bakildiginda goriliir Ki ikisi
birbirini tamamlayan ve ihtiya¢ ile imkanlar dahilinde bagvurulan enstriimantasyon
sistemleridir. Ayrica her ikisinin kullanimi sinirlayan diger bir 6nemli faktor ise hedef
bilesigin sahip oldugu kromofor grup ya da iyonlagma kabiliyetidir.

Sivi kromatografisi bilindigi lizere temelde ayrim teknigi olsa da tarihte ¢ikis
noktasi kalitatif analiz ile olmug ve hala ilk olusturulan diizeneginde yapilan ¢ok ufak
degisiklikler 6zellikle sentez kimyasinin bir parcasit haline gelmistir. Ancak bu teknigin
giinlimiizde yaptig1 en 6nemli atilim ise yiiksek ¢Oziiniirliikli kiitle spektrometresi ile
kalitatif analize kantitatif boyutu getirerek kizil 6tesi ve niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi ile ayni diizeye gegmesidir. Teknik kismiyla tamamlanan analiz sonrasi
veri isleme yazilimi ile 0,0000 basamaginda molekiil kiitlesi ile kalitatif veri sunar. Ayrica
secilen bir iyonu daha alt yavru iyonlarina parcalayarak hedef molekiiliin ac¢ik formiilii
elde edile bilinmektedir. Bu elbette diger iki spektroskopi tekniginin su an igin rakibi
oldugu anlamina gelmez. Ancak bu iki teknigin zayif yonii olan saflagtirma
zorunlulugunu ortadan kaldirarak kalitatif analiz tekniklerine yeni bir bakis agis1 ve
kolaylik getirdigi inkar edilemezdir. Teknigin su an igin benzer parcalanmis iyonlar
ireten hidrokarbonlar1 agik formiillerinin tespiti, optik ve geometrik izomerlerin tayini,
aromatik halkadaki o-, m- ve p- dallanma pozisyonlarini birbirinden ayrilmasi ve analitin

iyonlagabilmesi gibi zayif noktalar1 vardir. Ancak kalitatif analizlerde analizcinin
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deneysel is yikiinii ¢ok azaltip operasyonel uzmanliga ihtiyacini ¢ok arttirmasi ile iki
binli yillarin analitik kimyasina yeni bir bakis acis1 getirmistir.

Calisma hedef bilesik olan FLB bakildiginda kromofor gruplarinin absorbansinin
cok siddetli olmamasi nedeniyle HPLC ile elde tayin sinirlari nispeten yiiksektir. Ancak
kiitle dedektoriindeki iyonlasma karakteristikleri olduk¢a siddetli olmus ve ng/mL
seviyesinde tayin smirlarina imkan vermistir. Ayrica kiitle dedektoriinde iyonlagsma
Ozelligi trettigi bozunma tiriinlerine karakterize olup kalitatif analizi basarili sekilde
yapilabilmistir. S6z konusu ¢alisma gilinlimiizdeki formiilasyonlarin analizleri i¢in gerekli
bir farmasdétik analiz metodunun sahip olmasi gereken 6zelliklere ve gerekliliklere giizel
bir drnektir.

Hedeflenen bir analiz i¢in analizcinin her zaman aklinda tutmasi gereken iki onemli
nokta vardir: Analitin kimyasal 6zellikleri ve analizin yapilacagi matris ortami. Bu iki
nokta analiz yonteminin tiiriinii ve uygulanacak prosediirlerin yol haritasini ¢izecektir. Bu
iki nokta ayn1 zamanda analizcinin hem 6zgiirliigiinii hem de sinirlarini belirleyecektir.
Bunlara istinaden analize baslamadan 6nce hedef bilesige ve matrise daha yakindan
bakmakta ve gergeklesen kimyasal olaylar1 az ya da ¢cok dngoérebilmek analizcinin isini

kolaylastiracaktir.
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