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OZET
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OLARAK OPTIMIZE EDILMIS YENI BIR HPLC YONTEMININ
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Danisman: Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

Vortioksetin (VOR) yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide diisiiren zihinsel bir hastalik
olan major depresyon bozuklugunun tedavisinde kullanilmaktadir. Hem seratonin
tastyicisinin inhibisyonu, hem de reseptdr aktivitesinin modiilasyonu olacak sekilde ¢ift
etkiye sahip olmas1 nedeniyle ilgi odagi olmaktadir. Bu tez ¢aligmasi sirasinda deneysel
tasarim yontemi kullanilarak, VOR’in insan plazmasindaki tayini i¢in yeni bir HPLC
yontemi gelistirilmistir. Yontem sirasinda Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 50
mm, 3,5um partikiil ¢ap1) kolonu kullanilmistir. On islemlerden sonra i¢ standart (IS)
olarak Klorpromazin (CLP) sec¢ilmistir. Hareketli faz olarak 30 mM fosfat tamponu
(pH=3) ve ACN (65:35, h/h) karisimi kullanilmis, akis hiz1 0,9 mL/dak , enjeksiyon hacmi
5 puL ve kolon sicakligi 35°C 'ye ayarlanmistir. 230 nm dalga boyunda saptama
yapilmistir. VOR ve CLP i¢in alikonma zamanlari sirasiyla 4,60 ve 3,63 dakika olarak
bulunmustur. Yontemin dogrusallik araligr 0,05-10 pg/mL, saptama ve tayin sinirlar
strastyla 0,004 pg/mL ve 0,013 pg/mL bulunmustur. VOR insan plazmasindaki tayini i¢in
gelistirilen HPLC-DAD yo6ntemi ile % 100,1-103,9 araligindaki geri kazanim ve %4'ten
diisik bagil standart sapma degerleri, yontemin kesinligini ve dogrulugunu

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Vortioksetin; HPLC; insan plazmas1; Deneysel tasarim; Validasyon.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW CHEMOMETRICALLY OPTIMIZED HPLC
METHOD FOR DETERMINATION OF VORTIOXETINE INHUMAN PLASMA

Nurana RASHIDOVA
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2020

Supervisor: Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

Vortioxetine (VOR) is used to treat major depression, a mental illness that causes
significant reductions in quality of life. It is of interest as it has two effects both as
inhibition of the serotonin transporter and modulation of receptor activity. During this
thesis, using the experimental design method, HPLC method was developed for the
determination of VOR in human plasma. During the method, the Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 (4.6 mm x 50 mm, 3.5um particles) column was used. Chlorpromazine (CLP)
was chosen as the internal standard (1S) after pretreatment. As a mobile phase, a mixture
of 30 mM phosphate buffer (pH=3) and ACN (65:35, h/h) was used. The flow rate of 0.9
mL/min, injection volume of 5 pL and column temperature set at 35° C were used. The
detection was made at 230 nm. Retention times for VOR and CLP were 4.60 and 3.63
minutes, respectively. The linearity range of the method was 0.05-10 ug/mL, the limits of
detection and quantification were 0.004 pg/mL and 0.013 pg/mL, respectively. With the
HPLC-DAD method developed for the determination of VOR in human plasma, 100.1 to
103.9% recovery and less than 4% relative standard deviation values show the precision

and accuracy of the method.

Keywords: Vortioxetine; HPLC; Human plasma; Experimental design; Validation
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ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde Major Depresif Bozukluk (MDB) 6nemli 6l¢lide yasam kalitesine zarar
vermektedir. Bu zihinsel hastalik Amerika Birlesik Devletleri niifusunun %13-16’sin1
etkilemektedir (Grace vd., 2018). Tedavi sirasinda ¢ok fazla ila¢ kullanilmasina ragmen,
bunlar tedavinin ihtiyaglarini karsilamamistir (Atul, Paula and Yinzhong, 2013; Neven,
2012). Vortioksetin (VOR) ABD ve Kanada’da Trintellix®, diinya ¢apinda Britellix® adi
altinda onaylanan yeni bir antidepresan ila¢ olup, MDB tedavisindeki etkinligi
gosterilmistir (Atul, Paula and Yinzhong, 2013). Seratonin tasiyicisinin inhibisyonu ve
reseptdr aktivitesinin modiilasyonu olarak 2 farkli multimodal farmakolojik etkiye

sahiptir (Grace, Wencan and Michael, 2015; Grace vd., 2013; Grace vd., 2018).

Literatiire gore, biyolojik numunelerde VOR miktarinin belirlenmesi ig¢in
gelistirilen yontemlerin ¢ogunlugu kiitle spektrometrisi (MS) detektorleri ile birlestirilmis
HPLC'yi icermektedir (Kall, Rohde and Jgrgensen, 2015; Qin vd., 2018; Huang vd., 2016;
Gu vd., 2015). Biyolojik numunelerde VOR tayini i¢in gelistirilmis iki adet HPLC-DAD
yontemi vardir. Bunlardan birincisi; Wroblewski vd., (2017) tarafindan gergeklestirilen
VOR miktarinin insan serumu ve tiikiirik orneklerinde diyot dizisi detektorii ile
birlestirilmis bir HPLC yontemi ile belirlenmesi, digeri ise Chen vd., (2019) tarafindan
gelistirilmis olan HPLC ydntemi ile VOR'un tavsan plazmasindaki tayinidir. Wroblewski
vd., (2017) nin gelistirdigi yontemde dar derisim araligi, yiiksek tayin sinirt ile uzun
caligma siiresi (10 dakika) gibi dezavantajlar gézlenmektedir. Ve her iki ¢alismada
geleneksel tek degiskenli optimizasyon yaklasimi kullanilmistir (Wroblewski vd., 2017;
Chen vd., 2019).

Bu tezin amaci, tek degiskenli optimizasyon yerine deneysel tasarim yaklagimi
kullanarak insan serumundaki VOR miktarimin belirlenmesi i¢in yeni, basit ve hizli bir
HPLC yoOntemi gelistirmektir. Deneysel tasarim yontemleri uygulanarak, gecerli ve
guvenilir verilerin elde edilmesi ve ayn1 zamanda emek, zaman tasarrufu gibi avantajlar
saglanmas1 hedeflenmistir. Validasyon ICH kilavuzuna gore gergeklestirilmistir (ICH,

2005).



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Vortioksetin
2.1.1. Fizikokimyasal dzellikleri

VOR kimyasal adi 1-[2-(2,4-dimetilfenil)stlfanilfenil]piperazin hidrobromur,
kapali formiilii C1g8H23BrN2SBr ve molekiil agirligi 379,35762 g/mol olan bir ilag etkin
maddesidir.
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Sekil 2.1. VOR’in molekiil formiilii

Toz seklinde olup, rengi beyazdan hafif bej-kreme kadar degismektedir. 25°C’de saklanir

ve suda az ¢ozinmektedir (Andrew, Clayton and Jose, 2015).

2.1.2. Farmakolojik ozellikleri

Depresyon Diinya Saglik Orgiitii raporlarina gore giderek daha da artmaktadir ve
bu nedenle terminal asamadaki kanser hastasi ile ayn1 engellilik kategorisindedir. MDB
degersizlik, umutsuzluk, karamsarlik dehsete diisme gibi olumsuzluklari i¢inde barindiran
depresyon tipidir (Andrew and Emma, 2014; Sanil and James, 2017). Depresyon diinya
niifusunun yaklasik %21 ni etkileyen kronik bir hastalik olup, kelime anlami (“depres™)
cokkiinliik, islevsel ve yasam aktivitesinin azalmasi anlamima gelmektedir (Grace,
Wencan and Michael, 2015). Hastalarda ise baslamakta giicliilk ¢cekme, 6zel ajitasyon
hissi, irritabilite, parkinsonizm, gastointestinal, cinsel islev bozukluklari, alerjik
durumlar, viicut agirhiginin degismesi, istah artis1 veya azalmasi gibi bulgulara
rastlanmaktadir (Andrew and Emma, 2014; Filippo and Guido, 2013). Intihar diisiinceleri
major depresyonun yan etkileri olarak insan hayati i¢in en giiglii risk faktoridiir (Enric,
Victor, and Francesc, 2014). Bu yiizden kisa zamanda depresyonun belirlenmesi dnem
tasimaktadir (Grace vd., 2013).

MDB sirasinda c¢evresel olaylara tepkisizlik, haraketsizlik gibi bulgular

gozlenmektedir, ayrica uyku bozuklugu ve kronik agrilar ortaya ¢ikmaktadir. Dogru

2
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kullanilan antidepresan ilaglarla depresyon belirtilerini azaltmak miimkiindiir (Grace,
Wencan and Michael, 2015). Hastalarin %50’sinde MDB belirtilerinde azalma
goriiliirken, hastalarin %15°1 antidepresan ilaca hi¢ yanit vermemekte; %25-301 ise
yetersiz yanit vermektedir (Grace, 2018). Depresyon tedavisinde klinik yanitin alinmasi
icin 2-8 hafta gerekmektedir. Bu da umutsuz ve karamsar hasta icin ¢ok zor olmakla
birlikte akrabalar1 i¢in doktora olan giiven kaybi demektir. VOR ¢ift etkiye sahip bir
antidepresan oldugundan MDB tedavisinde kullanimi olduk¢a avantajlidir (Estela vd.,
2018; Atul, Paula and Yinzhong, 2013).

2.1.3. Farmakokinetik ozellikleri

Seratoninin hem modiilatorii hem de stimiilatorii olan VOR, oral uygulama ile yavas
emilmektedir (Estela vd., 2018). Ila¢ kullaniminin baslangi¢c dozu olarak 10 mg/giin
uygulanmaktadir. Bir haftalik tedaviden sonra dozu 20 mg/giin’e kadar artirmak veya 5
mg/giin’e kadar azaltmak mimkundur (Enric, Victor, and Francesc, 2014).

Yogun ekstravaskiiler dagilim gostererek 5 mg/giin, 10mg/gilin, 20 mg/gilin i¢in
dagilim hacmi 2500-3400 L arasinda degismektedir. Plazma proteinlerine baglanma orani
plazma derisimlerinden bagimsiz olup, %98-99 degerindedir (Filippo and Guido, 2013;
Sanil and James, 2017).

2.1.4. Farmakodinamik ozellikleri

Multimodal antidepresan olan VOR, genis profilli klinik etkiye sahip bir ilag¢ olarak
yalmiz MDB tedavisinde degil, idrak disfonksiyonlarinda da kullanilmaktadir. VOR
baglanmasi sigan ve insan beyninde aynidir (Enric, Victor, and Francesc, 2014).

5HT1B nin reseptdr agonisti gibi otoreseptorleri bloke ederek dopamin (DA),
noradrenalin (NA), asetilkolin (Ach), histamin (HA) salinimin1 SHT1A reseptor agonisti
gibi presinaptik otoreseptdrleri uyararak duyarsizlasmasini saglamaktadir ve gerialimi
kesmektedir. DA, NA, HA ve seratonin salimini artirmaktadir. Seratonin ihibitorii gibi
SERT"i bloke ederek SHT artisina neden olmaktadir (Bang-Andersen vd., 2011). Guglu
seratonin gerialim inhibitérii olan VOR sicanlarda DA, NA, seratonin seviyelerini
artirmaktadir. NA ve DA tasiyicilarina diisiik afiniteli, seratonin tasiyicisina yiiksek
afiniteli baglanan VOR atipik bir antidepresandir. 6-8 hafta boyunca iyi tolere edilir fakat

giin iginde 15-20 mg VOR kullanan hastalarin aniden tedaviyi kesmesi durumunda kas


tel:2530
tel:25003400
https://www.researchgate.net/profile/Filippo_Caraci2
https://www.researchgate.net/profile/Guido_Di_Sciascio2

gerginligi ve ani 6fke patlamasi gibi semptomlar yasanmaktadir (Mork vd., 2013;

Hvenegaard vd., 2012).

2.2. Vortioksetin Tayini ile lgili Calismalar

Kall, Rohde and Jargensen (2015) plazmada antidepresan VOR ve baslica insan
metabolitinin tayini icin C8-SPE numune ekstraktlarinin kullanildig1 bir izokratik katyon
degisim HPLC-MS/MS yoOntemi ve gradient elisyonlu UPLC-MS/MS yontemi
gelistirmislerdir. HPLC yonteminde %80 asetonitril ve %20 amonyum asetat (20 mM, pH
3) (h/h) dan olusan bir hareketli faz karisimi kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL ve
akis hiz1 0,3 mL/dak olarak ayarlanmistir. VOR'in alikonma zamani 4 dakika olarak
gozlenmistir. UPLC yonteminde ise A Waters BEH C18 (2.1 mm, 50 mm, 1.7 pm) kolonu
kullanilmistir. Hareketli faz olarak, A (%0,01 formik asit / asetonitril) ve B (%0,01 formik
asit [h/h] / asetonitril [5/95]) iceren dogrusal bir gradient kullanilarak, enjeksiyon hacmi
4 pnL olacak sekilde 60 °C'de ve 0,60 mL/dak akis hizinda ¢alisilmistir. Yontemlerin
dogrusalligt HPLC-MS/MS i¢in 0,400-100 ng/mL, UPLC-MS/MS i¢in 0,200-50,0
ng/mL araliginda olup; yontemlerin tayin siirlart HPLC-MS/MS igin 0,400 ng/mL,
UPLC-MS/MS i¢in 0,200 ng/mL olarak bulunmustur.

Diger bir ¢alismada Qin vd., (2018) sican plazmasinda deuvortioksetin, VOR ve
karboksilik asit metabolitinin eszamanli tayini i¢in Waters Xterra C18 (2,1 mm, 150 mm,
5 um) kolonunun kullanildig1 bir LC-MS/MS yontemi gelistirmiglerdir. Metanol ve su
icinde %0,1 formik asit ve 10 mmol/L amonyum format karigimindan olusan hareketli faz
kullanilmigtir. Akis hiz1 0,2 mL/dak olarak ayarlanmistir. VOR"in alikonma zamani 3,57
dakika olarak gozlenmistir. Yontem 5-1000 ng/mL araliginda dogrusaldir.

Huang vd., (2016) UPLC-MS/MS yontemi ile sigan plazmasinda VOR, karvedilol
ve aktif metaboliti 4-hidroksifenil karvediloliin eszamanli miktar tayini ig¢in hizli ve
hassas bir UPLC-MS/MS yo6ntemi gelistirmislerdir. Calisma sirasinda Acquity UPLC
BEH C18 kolonu ile hareketli faz olarak; asetonitril, su ve %0,1 formik asit karisimi
gradient eliisyon seklinde kullanilarak yeni bir yontem gelistirilmistir. Akis hizinin 0,4
mL/dak olarak ayarlandigi ¢alisjmada VOR alikonma zamani 1,61 dakika olarak
bulunmustur. Gelistirilen bu yontem VOR igin 0,5-100 ng/mL araliginda dogrusaldir.

Gu vd., (2015) sican plazmasinda VOR tayini i¢in UPLC-MS/MS yoOntemi
gelistirmiglerdir. Tayin, Acquity UPLC BEH C18 kolon kullanilarak, su ve asetonitril
icinde % 0,1 formik asit iceren bir hareketli faz ile yapilmistir. Yontem, 0,05-20 ng/mL



araliginda miikemmel bir dogrusalliga sahiptir. Ekstraksiyon geri kazanimi1 VOR i¢in %
78,3-88,4 ve karbamazepin i¢in %80,3 araliginda olmustur.

Wroéblewski vd., (2017) insan tiikiirigii ve serumunda VOR’in hizli miktar tayini
icin diyot dizi detektorii (HPLC-DAD) ile hassas ve segici bir yiiksek performansl sivi
kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. %70 metanol, %30 asetat tamponu (pH 3,5),
iceren hareketli faz kullanilarak gergeklestirilmis metodla %100,22- 104,73 oraninda geri
kazanim elde edilmistir.

Chen vd., (2019) ¢alismasinda i¢ standart (IS) olarak dapoksetin kullanarak tavsan
plazma oOrneklerinde VOR’in belirlenmesi i¢in bir HPLC yoéntemi gelistirmislerdir.
Numune hazirlama, etil asetat ile tek asamali sivi-sivi ekstraksiyonu ile yapilmis ve
kromatografik ayirma, 35°C’de bir Agilent ZORBAX SB-C18 (4,6 mm x 125 mm, 5 pum)
kolon iizerinde gergeklestirilmistir. Gelistirilen HPLC yontemi ile VOR'in alikonma

siiresi 6,08 dakika olarak bulunmustur.

2.3. Ornek Hazirlama
2.3.1. Plazma proteinlerini ¢oktiirme islemi
Biyoanalizlerde kiiciik molekiiller, metabolik yan iirlinler, tuzlar ve ayn1 zamanda
bir miktar protein igeren matriksler kullanilmaktadir. Proteinler sisteme enjekte
edilmeden 6nce matriksden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Analiz ncesi bu bilesiklerin
uzaklastirilmasi gibi on islem yapilmadigi zaman kromatografik sistem ig¢ine enjekte
edilen proteinler hareketli fazlarda kullanilan organik ¢oziiciiler ve tampon tuzlar ile
temas ederek kolon Omriiniin kisalmasina neden olmaktadir. Ayni zamanda sistem
basincinin artmasina neden olacak sekilde kolon girisinde birikmektedir (Wells, 2003).
Ornekten proteinin uzaklastirilmasi i¢in uygulanan en yaygin ydntem proteinlerin
¢oktiirtilmesi islemidir. Bunun i¢in organik ¢oziiciler, iyonik tuzlar ve inorganik asitler
kullanilmaktadir. Coken kiitle, santrifiijle veya filtrasyon ile ayrilmaktadir. Daha sonra

stiziintli kullanilarak analizi yapilmaktadir.

2.3.2. Kullanmilan ¢oktiiriicii ajanlar

Proteinlerin, trikloroasetik asit (TCA; %10, a/h), perklorik asit (%6, a/h) ve
metafosforik asit (%5, a/a) gibi giiglii asitlere maruz kaldiklarinda ¢oktiikleri
bilinmektedir. Ve bu asitler belirtilen derisimlerde protein tizerindeki temel bolgeleri

protonlu hale getirir ve daha sonra izoelektrik noktalarinin altinda bir pH'da ¢6ziinmez



tuzlar olusturur. izoelektrik nokta protein molekiiliiniin yiiksiiz oldugu pH’dir. Izoelektrik
noktasindan daha yiiksek bir pH degerinde, protein bir baz olarak; izoelektrik noktasindan
daha diisiik bir pH degerinde, bir asit olarak islev gérmektedir. Bir proteinin izoelektrik
noktasinda minimum viskozitesi vardir ve bu degerde proteinler daha kolay
topaklasabilir. Fakat trikloroasetik, perklorik ve metafosforik asitler bazi1 dayaniksiz
molekdller icin ¢ok sert olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda diisiik hacim oranlarindaki
biiyiik verimlilik, 6zellikle TCA’nin ¢ok yaygin tercih edilme nedenidir.

Ayn1 zamanda proteinlerin asitlerden daha az etkili metanol, etanol, asetonitril ve
aseton gibi organik c¢o6zicllerle c¢oktlrilmesi ve bu coziculerin dielektrik sabitini
diisiirdiigii, protein-protein etkilesimlerini arttirdig1 bilinmektedir. Bu organik ¢oziiciiler
ayrica LC hareketli fazlarla daha uyumludur ve dogrudan enjekte edilebilmektedir.
Karigtirma isleminden sonra, tiipiin iist faz1 dogrudan enjeksiyon icin uygundur (Wells,
2003).

2.3.3. Coktiiriicii maddelerin miktarlari

Coktiirtici madde miktarinin numune matriksine (6rn., Plazma) orani, proteinlerin
verimli bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in 6nemlidir. Cizelge 2.1'de goriildiigii gibi asitler
organik ¢oziiciilerden daha etkili ¢oktiiriicli ajanlardir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi igin, 1
hacim plazma ile 0,6 hacim %10 HCIO4 veya %5 HPO4 kullanildiginda %98’den daha
yliksek verim saglanmaktadir. Coktiirme islemi organik ¢oziiciilerle yapildiginda daha
yiksek hacimler gerektirir. 1 hacim plazmaya karsi 3 hacim asetonitril ile %99,8; 3 hacim
metanol kullanildiginda ise %98.9 diizeyinde verim elde etmek miimkiindiir. Maksimum
verim elde etmek i¢in 1 hacim plazmaya kars1 3 hacim asetonitril veya 4 hacim metanol

kullanilmas1 gerekmektedir (Wells, 2003).



Cizelge 2.1. Coktiiriicii ajanlarin, ¢oktiiriilen plazma proteini oranminda % bagil etkinlikleri (Wells, 2003)

Coktirtcu Suzuntandn 0,6 hacim 1 hacim 2 hacim 3 hacim 4 hacim
pH's1

Asetonitril 8,5-9,5 45,8 97,2 99,7 99,8 99,8
Aseton 9,0-10 33,6 96,2 99,4 99,2 99,1
Metanol 8,5-9,5 32,2 73,4 98,7 98,9 99,2
Etanol 9,0-10 41,7 91,4 98,3 99,1 99,3
%10 TCA 1,4-2,0 99,6 99,5 99,8 99,8 99,8
%10 HCIO4 <1,5 98,9 99,1 99,1 99,1 99,0
%5 HPO, 1,6-2,7 98,1 98,3 98,4 98,2 98,1

2.3.4. Avantajlan ve dezavantajlar

Protein ¢oktiirme en yaygin kullanilan 6rnek hazirlama yonteminden biridir, ¢linkii
plazmadaki kiiciik ilag molekiilleri igin basit ve neredeyse evrensel bir prosediirdiir. Diger
tekniklerde oldugu gibi pH modifikasyonu yoktur, bu nedenle analitin iyonize olmasi,
veya olmamasi yontemin sonucu i¢in onemli degildir. Hiz1 gercek bir avantajdir ve
yontem validasyonuna ge¢meden Once zaman israfini  Onlemektedir. Numune
hazirlamaya yonelik bu yaklasim maddi olarak ucuzdur ve analite hicbir sekilde zarar
vermez. Protein baglanma derecesi %99'u assa bile yiiksek oranda analit geri kazanimi
(>%095) elde edilebilir. Cogu zaman, protein ¢okelmesi baska bir teknik ic¢in bir 6n-
muamele basamagi olarak gergeklestirilir ve prosedire ¢ok az caba ile kolayca
eklenebilir. Cok kiigiik numune hacimleri (6rn., 20-50 puL plazma) kullanilarak proteini
etkin bir sekilde elimine edilebilir, ¢iinkii bu ¢okeltme teknigi minimum numune transfer
ve izolasyon adimlarina sahiptir.

Bu hizli numune hazirlama yaklasimiyla tatmin edici sonuclar elde edilmektedir,
ancak birka¢ dezavantaji vardir. Protein ¢okeltmesi tipik olarak numuneyi ii¢ veya daha
fazla oranda seyreltir. Bu nedenle, sadece analit derigimi yiiksek oldugunda (1-10 ng/mL)
ve saptama sinirlart yeterli miktar tayinine izin verdiginde faydali bir tekniktir. Bununla
birlikte, bu seyreltme etkisini onlemek i¢in siliziintiiniin azot ve 1s1 kullanilarak
buharlastirilmast miimkiindiir. Analizlerde bu yontem kullanilmasiyla protein
uzaklastirilmast yeterince iyi sonu¢ vermedigi durumlarda diger Ornek hazirlama
yontemlerine bagvurulmaktadir. Buradan da anlasildigi gibi ¢oktiiriicli ajan se¢imi ¢ok

onemlidir ve bu calismada organik ¢oktiiriicli olan asetonitril kullanilmistir.



3.GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Kimyasal Maddeler

Vortioksetin

Klorpromazin

Su

Asetonitril

Metanol

Potasyum dihidrojen fosfat

Fosforik asit

3.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

HPLC

HPLC kolonu

Santrifiij cihaz1

Ultra saf su cihazi

Vorteks karistirici

Ultrasonik banyo

Su banyosu

: Santa Cruz Biotechnology, ABD

: Sigma Aldrich, Cin

: Sartorious Stedim Biotech, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

- Agilent 1290 Infinity binary (ikili
pompa, degazor, otosampler ve
termostatli kolon béliimlerinden olusan)
LC Sistemi, Almanya

- Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6
mm, 5,0 mm, 3,5 mm)

: Eppendorf, Centrifuge 5810 R,

Almanya

: Millipore Ultrapure Water System,

Fransa
: Jeio Tech, VM 96 B, Kore

: Bandelin Electronic, RK510 H, Almanya

: Memmert, WNB 14, Almanya



pH metre : Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion
meter S220, Isvicre

Hassas terazi : Mettler Toledo, XP205, isvicre

Buzdolab1 - Argelik, No Frost & Electronic, Turkiye

3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

I mg/mL derisimdeki VOR stok c¢ozeltisi, VOR standart maddesi metanolde
coziilerek hazirlanmigtir. Bu stok VOR ¢ozeltisinden metanol ile gerekli seyreltmeler
yapilarak, calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. I¢ standart olarak klorpromazin (CLP)
standart maddesi kullanilmistir. CLP’nin stok ¢ozeltisi 1 mg/mL derisimde metanol
icerisinde hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler metanol ile yapilmis ve analiz edilen biitiin

cozeltiler 10 pg/mL CLP igerecek sekilde eklemeler yapilmistir.

3.4. Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

100 uL VOR, 100 uLL CLP ve 100 pL plazma vorteks cihaz ile karistirilmis, daha
sonra 200 pL.. ACN eklenerek yeniden vorteksle karistirilmistir. Ve ardindan 15 dakika
25°C’de 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra berrak siipernatant ayrilmis ve

analizden Once siiziilmiistiir.

3.5. Kromatografik Kosullar

Calismada Zorbax Eclipse Plus CI18 (4,6 mm x 50 mm; 3,5 um) kolon
kullanilmistir. Hareketli faz olarak 30 mM fosfat tamponu ve ACN (65:35, h/h) karigimi
kullanilmis; akis hiz1 0,9 mL/dak, enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon sicakligi 35°C'ye

ayarlanmistir. 230 nm dalga boyunda saptama yapilmustir.



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Yontem Optimizasyon Calismalari

Optimizasyon ¢alismasi i¢in, Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Her biri ii¢
seviyede degisen iic faktor (bagimsiz degisenler), yapilan 6n deneylerin yanitlari
sonucunda secilmistir. Bu faktorler tampon derisimi (x1), asetonitril igerigi (x2) ve akis

hiz1 (x3) olarak ayarlanmis, faktor ve seviyeleri Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Optimizasyonda kullanilan faktorler ve seviyeleri

Seviyeler
Faktorler -1 0 +1
Tampon derisimi, mM (x1) 10 20 30
Asetonitril icerigi, % (x2) 30 35 40
Akis iz, mL/dk (x3) 0,8 0,9 1

Hareketli fazin pH’1 ve kolon sicakligi dngoriilebilir oldugu igin ¢alisma sirasinda
optimize edilmistir. Optimizasyon sirasinda i¢ standart olarak CLP ve karbamazepin
denenmis, sonug olarak CLP, uygun pik sekli ve alikonma zamaninin VOR"e daha yakin
olmasindan dolay:1 tercih edilmistir. VOR ve CLP alikonma faktorii yanit olarak
tanimlanmigtir. 20 pg/mL VOR ve 20 pg/mL CLP igeren ¢ozelti kullanilarak Box-
Behnken tasarimina gore 15 analiz rastgele sirada yapilmistir. Deneysel tasarimin plani

ve gozlenen yanitlar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Deneysel tasarvmin plani ve gézlenen yanitlar.

Faktor seviyeleri Yamtlar
Deney no X1 X2 X3 Tere Kvor R
1 -1 -1 0 1,53 24,45 5,80
2 1 -1 0 1,24 25,93 5,92
3 -1 1 0 1,66 3,78 2,66
4 1 1 0 1,39 3,89 2,68
5 -1 0 -1 1,63 9,24 4,33
6 1 0 -1 1,31 9,40 4,40
7 -1 0 1 1,65 8,30 4,12
8 1 0 1 1,32 9,04 4,32
9 0 -1 -1 1,30 28,43 5,96
10 0 1 -1 1,46 3,94 2,76
11 0 -1 1 1,33 25,53 6,02
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Cizelge 4.2. Deneysel tasarvmin plani ve gozlenen yanitlar (devam)

12 0 1 1 1,46 3,64 2,57
13 0 0 0 1,41 8,86 4,33
14 0 0 0 1,41 9,04 4,35
15 0 0 0 1,40 9,09 4,37

X1: tampon derisimi; X2: asetonitril igerigi; xa: akis hizi; Teep: CLP nin kuyruklanma faktori; kvor: VOR'in

alikonma faktorii; R: rezoliisyon.

Her kosul icin 3 tekrarl analizler yapilarak veriler toplanmis ve Esitlik 1°deki gibi
ikinci dereceden yanit modelleri olusturulmustur:
Y = by + byxq + byxy + byxs + by x? + bypx% + byzx2 + byyxixy + byzxixs +
byzxax3 (1)
burada Y yanit; x1, X, X3 faktor; b ise katsayilardir. Yanitlarin hesaplanan katsayilari ve p
degeri Cizelge 4.3°de verilmistir. p degerinin 0,05 den kiiciik olmasi1 faktoriin yanit ile
anlamli sekilde etkilesime girdigini gosterir. Katsayinin pozitif bir say1 olmasi, faktoriin
degerinin artmasi ile yanitin da arttigini, negatif bir say1 olmasi ise faktoriin degerinin
artmasi ile yanitin azaldigini ifade eder. Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi li¢ faktor de
yanitlar tizerinde etkili bulunmustur. Ancak faktorlerin birden ¢ok yanit {izerindeki farkli

etkilerinin olmasi tiim yanitlarin es zamanli olarak optimizasyonunu zorlagtirmigtir.

Cizelge 4.3. Modelin hesaplanan katsayilart ve onlarin p degerleri.

Sabitler  Tecip p K vor p R p D p
b0 1,407 0,000" 8,995 0,000" 4,347 0,000 0,750 0,001"
bl -0,153  0,000" 0,313 0,242 0,052 0,046" 0,180 0,031"
b2 0,072 0,000 -11,136 0,000  -1,630 0,000  -0,012 0,848
b3 0,006 0,312 -0,563 0,063 -0,052 0,046  -0,034 0,598

b1l 0,068 0,000  -0,435 0,266 -0,058 0,102 -0,029 0,754
b22 -0,021  0,039" 5,953 0,000°  -0,025 0,424 -0,539  0,002"

b33 0,003 0,746 0,435 0,266 0,004 0,902 -0,158 0,136
b12 0,004 0,627 -0,342 0,353 -0,024 0,434 0,040 0,658
b13 0,000 0,975 0,145 0,682 0,031 0,316 0,015 0,865
b23 -0,006 0,429 0,651 0,109 -0,064 0,069 -0,053 0,561
R% 0,9960 0,9980 0,9933 0,9312

Adj, R  0,9988 0,9945 0,9980 0,074

Kcip: CLP'in alikonma faktorii; Tcip: CLPTin kuyruklanma faktori; kvor: VOR "in alikonma faktérii; Tvor:

VOR'in kuyruklanma faktori; R: Rezolusyon; D: Genel isteklilik; R%>: Tayin katsayisi; Adj, R%p:

Diizeltilmis tayin katsayisi.
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R?p degerlerinin yiiksek olmasi kurulan modellerin denkleme iyi uydugu anlamia
gelmektedir. i1k basta kcip, TcLp, Kvor, Tvor, R ve D degerlerinin hepsi degerlendirilmis;
fakat R?p degerinin diisiik olmas1 kurulan denklemin modeli iyi yansitmadig1 anlamina
gelmistir. Tvor, iki maddenin tutunma 6zelliklerinin birbirine benzedigi i¢in yani hem
kcir hem de kvor degerine gerek duyulmadigi i¢in kcip degeri elenmistir.

Birden fazla yanit1 optimize etmek i¢in yaygin olan bir yontem, isteklilik
fonksiyonu yaklasimi oldugundan bu calismada Derringer’in isteklilik islevi, ayn1 anda
dort yaniti optimize etmek icin kullanilmustir. Ilgili denklemler (Denklem 1-3)
kullanilarak her bir bireysel yamt, bir bireysel isteklilik fonksiyonuna (d;)
doniistiiriilmiistiir. Isteklilik fonksiyonu (di), tamamen istenmeyen deger i¢in 0, tamamen
istenen deger icin 1 degerine sahiptir. Isteklilik fonksiyonu hesaplanirken yanitin en
yliksek degerini almasi isteniyorsa Esitlik 1, en diisiikk degerini almasi isteniyorsa Esitlik

2, diistik ve yiiksek deger arasinda bir hedef degerde olmasi isteniyorsa Esitlik 3 kullanilir.

r 0 Y, < L;
Yi-Li1°
d =1 [ﬁ] Li<Y,<T, (1)
1 Y, <T,=1L;
Y;-U; $
0 Y, > U,
( Yi—L; S
[H] LiSY,<T,
d = A Y;-U; S 3
[m] T, <Y <U; 3)
L0 v, <L, Y, >U,

Denklemde Lj, en diisiik deger; Ui, en yiiksek deger ve Ti, Yi yaniti i¢in istenen
hedef degerdir. s ve t agirlik olup, istenen islevin dogrusalligi i¢in s ve t’nin 1’e esit olmasi
gerekir ve bu degerler 1°den fazla hedef deger oldugunda secilebilir. Yanitlar ve alt, {ist
hedef degerler Cizelge 4.4’de verilmistir. Genel istekliligi hesaplamak i¢in, ayr1 ayr
isteklilik fonksiyonlarinin (Denklem 4) geometrik ortalamasi hesaplanmaktadir.

D = (d; xd, x..x d, )™ (4)

Her kosul i¢in hesaplanan yanitlarin bireysel isteklilik degerleri ve genel isteklilik

degerleri, Cizelge 4.5 de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Optimizasyondaki her bir yanit i¢in alt, iist ve hedef degerler.

Yamt Li degeri Ti degeri Ui degeri S t
K vor 3,64 8,5 28,43 1 1
Tere 1,24 1,24 1,66 1 1

R 2,57 4,0 6,02 1 1

kvor: VOR'in alikonma faktorii; T cop: CLPTIn kuyruklanma faktorl; Li: en kiigiik deger; Ti: hedef deger;
Ui: en yiiksek deger; s ve t: agirlik.

Cizelge 4.5. Bireysel ve genel isteklilik fonksiyonlart.

Deney no d (Tcrp) d (kvor) d(R) D
1 0,32 0,20 0,11 0,24
2 1,00 0,13 0,05 0,28
3 0,00 0,03 0,06 0,00
4 0,65 0,05 0,08 0,21
5 0,07 0,96 0,84 0,30
6 0,84 0,95 0,80 0,86
7 0,04 0,96 0,94 0,24
8 0,81 0,97 0,84 0,86
9 0,85 0,00 0,03 0,00
10 0,47 0,06 0,13 0,21
11 0,80 0,15 0,00 0,00
12 0,48 0,00 0,00 0,00
13 0,60 0,98 0,84 0,75
14 0,60 0,97 0,83 0,75
15 0,62 0,97 0,82 0,75

d (Tcue): CLP’nin kuyruklanma faktorii igin bireysel isteklilik fonksiyonu; d (kvor): VOR'in alikonma
faktoru igin bireysel isteklilik fonksiyonu; d (R ): Rezoliisyon icin isteklilik fonksiyonu; D: Genel isteklilik

Ikinci dereceden genel isteklilik (D) denklemi, Minitab 17 yanit optimize edici
kullanilarak ¢oziilmiis, ¢6ziim ylizey ve kontur grafikleri ile tutarli bulunmustur. En
yiiksek D degerine (0,86) sahip olan optimum kosullar fosfat tamponu (pH:3, 30 mM) ve
asetonitril karisimi (65:35, h:h) olup, akis hiz1 0,9 mL/dk dir. Optimum ¢alisma kosullari
Cizelge 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Optimum ¢alisma kosullar

Sabit faz: Zorbax Eclipse Plus-C18 (4.6 mmx50 mm, 3.5 um)
Hareketli faz: 30 mM fosfat tamponu (pH: 3) : ACN (65:35, h/h)
Kolon sicakhigi: 35°C

Akis hizi: 0,9 mL/dk

Calisma dalga boyu: 230 nm

Enjeksiyon hacmi: 5puL

i¢ standart: CLP

0.0
0.2
04
0.6
0.8
0.8

.0
.2
.4
.6

| 1] ]
oo oo
vitiilaog

Sabit deferler
x1 0
x2 0
x3 0

Sabit degerler
x1 0
x2 0
x3 0

075
p 050
025
0.00

Sekil 4.1. Kontur ve yiizey grafikleri
Kontur ve yuzey grafikleri: (a ve d), D (isteklilik) = f [tampon derigimi (x2), hareketli fazin pH’1 (x1)); (b
ve e) (D isteklilik) = f (asetonitrilin ilk yiizdesi (x3), hareketli fazin pH’1 (x1)] (c ve ) (D isteklilik) = f

[(asetonitrilin ilk ylizdesi (x3), tampon derigimi (x2)]

Optimum ¢alisma kosullarinda analizler yapilmis ve bulunan sistem uygunluk testi

sonuglar1 Cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Cizelge 4.7. Sistem uygunluk parametreleri

Parametre (n=7, 10 pg/mL) Gozlenen deger Onerilen deger (ICH, 2005)
Alikonma zamani (dakika) 4,60
Kapasite faktori (k”) 7,30 2-10
Kuyruklanma faktori (T) 1,16 <2
Rezolisyon (R) 4,57 >2
Teorik tabaka sayist (N) 6103 >2000
Alikonma zamanimnin % BSS’si 0,60 <1

4.2. Yontem Validasyonu

VOR i¢in gelistirilen HPLC yontemi, Uluslararast Uyumluluk Konferansi’na gore
kesinlik, dogrusallik, gbzlenebilme sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ), 6zgiinliik, saglamlik,
stabilite parametreleri arastirilarak valide edilmistir (ICH, 2005). Deneylerde
standartlarin ve i¢ standardin pik normalizasyon oranlar1 (PNO; PNO = PN Std / PN IS,
PN= pik alani/pik alikonma zamani) kullanilarak hesaplamalar yapilmustir. Istatistiksel

hesaplamalar Microsoft Excel programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.2.1. Kesinlik

Yontemin kesinligi, gilinler 1¢i ve gilinler aras1 tekraredilebilirlik ile
degerlendirilmistir. Bu amagla 0,6; 4 ve 9 pg/mL derisimlerde ¢ozeltiler hazirlanmis, 3
giin ve 7’ser kez (n=7) enjeksiyonlar1 yapilmistir. Kesinlik, ylizde bagil standart sapma
(%BSS) ile verilmistir. Kesinlik ile ilgili sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir. Cizelge 4.8
incelendiginde giin i¢i ve giinler arasi deneylerden elde edilen %BSS degerlerinin

%1,07’den kii¢iik oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Plazmaya eklenen VOR'in 0,6; 4 ve 9 pg/mL derisimlerinde dogruluk ve kesinlik sonuglar

(n=7)
Parametre Giin lci Giinler Arasi
(0,6 pg/mL)
1 Gln (n=7) Il Gun (n=7) 111 Gun (n=7) (n=21)
Bulunan VOR derisimi 0,6236% 0,6195+ 0,6268+ 0,6233+
(ortalamazstandart 0,0032 0,0016 0,0017 0,0038
sapma) (png/mL)
%BSS 0,5178 0,2508 0,2763 0,6068
% Geri Kazanim 103,94 103,24 101,52 103,88
%Hata 3,94 3,24 4,47 3,88
Parametre Giin ici Giinler Arasi
(4 pg/mL)
I Gln (n=7) I1 Gin (n=7) I Giin (n=7) (n=21)
Bulunan VOR derisimi 4,0026+ 4,0140+ 4,0143+ 4,0101+
(ortalama+standart 0,0426 0,0018 0,0025 0,0240
sapma) (ug/mL)
%BSS 1,0636 0,0447 0,0619 0,5989
% Geri Kazanim 100,07 100,34 103,36 100,25
%Hata 0,07 0,34 0,36 0,25
Parametre Giin lci Giinler Arasi
(9 pg/mL)
I Gln (n=7) Il Gin (n=7) I Gilin (n=7) (n=21)
Bulunan VOR derisimi 9,1173+ 9,1345+ 9,1180+ 9,1233+
(ortalama+standart 0,0150 0,0257 0,0570 0,0361
sapma) (ug/mL)
%BSS 0,1641 0,0256 0,6247 0,3957
% Geri Kazanim 101,30 101,49 101,31 101,37
%Hata 1,30 1,49 1,31 1,37

4.2.2. Dogrusallik

Y ontemin dogrusalligi, 7 nokta iceren 3 kalibrasyon setinin analizi ile gosterilmistir.

0,05-10 pg/mL derisim araligindaki VOR ¢ozeltilerinin {i¢ ayr1 giinde ve 7’ser kez

enjeksiyonlar1 yapilmistir. Dogrusallik sonuglar1 Cizelge 4.9°da belirtilmistir.
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Cizelge 4.9. Plazmaya eklenen VORin 0,05-10 pg/mL derisim araliginda dogrusallik sonuglart (n=7)

Parametre Giin ici Giinler Arasi
(0,05-10 pg/mL) 1.Gin 2.Gin 3.Gin Tim gunler
(n=7) (n=7) (n=7) (n=21)
Egim+standart sapma 0,3589+0,0022 0,3477+0,0013 0,3509+0,0008 0,3525+0,0014
Kesim+standart sapma  -0,0005+0,0095 0,0230+0,0032 0,0094+0,0060 0,0106+0,0062
Tayin katsayis1 (%) 0,9994 0,9990 0,9994 0,9994
LOD (ug/mL) 0,004
LOQ (ug/mL) 0,013

4.2.3. Saptama sinir1 ve tayin sinir1
Y ontemin saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ) asagida verilen esitlikler
ile hesaplanmustir.
LOD = 3,3 x standart sapma (ss)/egim (m)
LOQ = 10 x standart sapma (ss)/egim (m)
Bu formiillerde yer alan SS= diisiik derisimdeki madde ¢ozeltisinin standart sapma
degeri ve m= kalibrasyon esitliginin egim degeridir. Gelistirilen yontemle VOR tayini

icin LOD degeri 0,004 pg/mL, LOQ degeri ise 0,013 pg/mL olarak bulunmustur.

4.2.4. Ozgunluk

Yontemin 6zginliigli, bos plazma ve plazmaya eklenen VOR c¢d6zeltilerinin
kromatogramlar1 karsilastirilarak degerlendirilmis ve bos plazma kromatograminda
analitlerin tutulma siiresinde herhangi bir girisim gézlenmemistir.

Bos plazma, standart ¢6zelti ve kalite kontrol ¢ozeltisi kromatogramlar: Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Bos plazma (a), standart ¢ozelti (9 pg/mL VOR ve 10 pg/mL CLP igeren) (b), kalite kontrol
¢ozeltisi (9 pg/mL VOR ve 10 pg/mL CLP igeren) kromatogramlari (c).

4.2.5. Saglamhk
Gelistirilen yontem parametrelerinde kiiclik degisiklikler yapilmig; VOR alikonma

zamani, %geri kazanimi, sistem uygunluk parametreleri hesaplanmis ve sonuglar normal
kosullarda elde edilen parametrelerle karsilastirilmistir. Karsilagtirilan sonuglarin

birbirine yakinlig1 belirtilmistir. Sonuglar Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. Plazmaya eklenen VOR ‘in saglamlik sonuglar

Parametre % Geri Alikonma Teorik Kuyruklanma  Rezoliisyon
Kazanim faktoru tabaka sayisi faktori
Hareketli faz
pH degeri
2,9 101,79+0,09 7,66+0,05 6356+201,49 1,13+0,00 4,67+0,02
31 101,75+0,09 7,92+0,04 6221+77,26 1,13+0,00 4,72+0,02
Organik faz
ylzdesi (%)
33 99,44+0,21 10,4540,13 6003+69,95 1,13+0,00 5,15+0,01
37 101,57+0,38 5,27+0,02 5870+99,23 1,16+0,01 3,83+0,02
Tampon
derisimi
(mM)
28 99,74+0,59 7,59+0,03 6054+105,72 1,15+0,00 4,55+0,01
32 101,69+0,09 7,52+0,08 6352+40,27 1,13+0,01 4,63+0,02
Dedektor
dalga boyu
(nm)
228 101,16+0,03 7,33+0,01 6108+77,31 1,14+0,01 4,51+0,01
232 100,49+0,48 7,34+0,00 5935+29,69 1,15+0,00 4,55+0,01
Akis iz
(mL/dk)
0,8 98,16+0,11 7,18+0,01 6131+89,09 1,14+0,01 4,44+0,00
1 101,24+0,24 7,29+0,03 5904+42,78 1,14+0,00 4,41+0,00
Kolon
sicakhg
33 99,93+0,90 7,37+0,01 5991+80,85 1,14+0,01 4,37+0,02
37 100,80+0,01 7,18+0,00 6044+81,98 1,15+0,00 4,56+0,02

19



4.2.6. Stabilite

Gelistirilen yontemin stabilitesini hesaplamak i¢in 3 farkli kosulda (kisa donem i¢in
oda sicakliginda 24 saat bekletilerek, uzun dénem igin -20°C 1s1da 2 hafta bekletilerek ve
uc¢ donguli dondurma-eritme isleminden sonra) analiz yapilmis, %geri kazanim ve %BSS
degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.11°de sunulmustur. %Geri kazanim degerinin %100-
102 araliginda bulunmasi, VOR stabilitesinin her 3 kosulda da uygun oldugunu
gOstermektedir.

Cizelge 4.11. Plazmaya eklenen VOR'in ii¢ farkll kosulda stabilite sonuglart

Teorik Kisa donem kararhg: Uzun dénem kararhg Dondurma-eritme
derisim (24 saat, oda sicakhiginda) (2 hafta,-20 °C) kararhhgi
(Hg/mL) (tic dongd)
% Geri Kazanim BSS % Geri Kazanim BSS % Geri Kazanim BSS
(ort.+ss) (%) (ort.+ss) (%) (ort.+ss) (%)

0,6 101,13+0,0002 0,08 101,43+0,0004 0,18 101,62+0,005 0,25
4 100,88+0,0042 0,29 101,63+0,0052 0,36 100,88+0,0027 0,19
9 100,92+0,0080 0,25 101,63+0,0011 0,03 101,34+0,0013 0,04
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5. SONUC VE ONERILER

VOR, depresyon tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu kapsamda VOR’in insan
plazmasindaki tayini i¢in kemometrik olarak optimize edilmis yeni bir HPLC yontemi
gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontem; kesinlik, dogrusallik, LOD, LOQ, 6zgunlik,
saglamlik, stabilite parametreleri ile degerlendirilerek ICH (2005)’e gore valide

edilmistir.

Deneysel tasarim yaklasiminin kullanimi gegerli ve giivenilir verilerin kazanilmast;
kaynak, zaman ve emek tasarrufu gibi avantajlar saglamigtir. Box-Behnken tasarimu ile,
normal teknikten az c¢alisma yapilarak kesinligi daha yiiksek sonuglar elde edilmistir.
Genel olarak, iirlinii veya siireci etkileyen bagimsiz degiskenler veya faktorler
tanimlanmis ve daha sonra bunlarin bagiml bir degisken veya yanit iizerindeki etkileri

incelenmistir.

Literatiirde genellikle biyolojik 6rneklerde VOR tayini icin HPLC-MS/MS veya
UPLC-MS/MS gibi yontemler kullanilmistir (Kall, Rohde and Jergensen, 2015; Qin vd.,
2018; Huang vd., 2016; Gu vd., 2015). Fakat aralarinda HPLC-DAD ile yapilan
caligmalar da bulunmaktadir (Wroblewski vd., 2017; Chen vd., 2019). Bu yontemlerle
diisiikk derisimlerde tayin miimkiindiir. Wroblewski vd., (2017) ve Chen vd., (2019)
tarafindan gelistirilen yontemler sirasiyla 10-60 ng/mL ve 2-200 ng/mL derisim
araliklarinda dogrusallik gostermektedir (Cizelge 5.1).

Kall, Rohde and Jargensen (2015) tarafindan yapilan ¢alismada 0,400—100 ng/mL,
Huang vd., (2016), ve Gu vd., (2015) nin yaptiklar1 calismalarda ise sirasiyla 0,5-100
ng/mL ve 0,05-20 ng/mL araliklart VOR’in ¢ok diisiik derisimlerde tayinine olanak
saglamaktadir. Ayrica LOQ degerleri sirasi ile 0,400 ng/mL; 0,5 ng/mL ve 0,05 ng/mL
olarak hesaplanmistir. Qin vd., (2018), Huang vd., (2016) ve Gu vd., (2015) nin
gelistirdigi yontemlerle sirastyla 3,57 dakika, 1,61 dakika, 1,31 dakika gibi kisa siirede
VOR tayini yapilmigtir. Wroblewski vd., (2017) ve Chen vd., (2019) nin ¢aligmalarinda
ise bu siire 7 dakika ve 6,1 dakikadir.

Wréblewski vd., (2017) 6rnek hazirlamak igin kati faz ekstraksiyon, Chen vd.,
(2019) sivi-sivi ekstraksiyon kullanmistir. Yeni yontem sirasinda ise ornek hazirlama

metodu olarak zaman tasarrufu saglayan, maddi taraftan ucuz ve daha basit bir islem olan
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protein ¢oktiirme gergeklestirilmistir. Wroblewski vd., (2017) ve Chen vd., (2019)
yaptiklar1 ¢aligmalardaki VOR alikonma zamani mevcut yontemdeki degere kiyasla daha
yiiksektir. LOQ degeri Wroblewski vd., (2017) calismasi ile karsilastirilabilir diizeyde
olmasina ragmen Chen vd., (2019) ¢alismasindaki deger daha diisiikdiir. Bu ¢alismalar

klasik yontemler kullanilarak optimize edilmistir.

Sonug olarak, tez kapsaminda, plazmada VOR tayinine yonelik gelistirilmis olan

HPLC yonteminin literatiire katki saglayacagi sdylenebilir.
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