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OZET

ALEKTINIB TAYINI iCIN SIVI KROMATOGRAFIK METOT GELISTIRILMESI,
VALIDASYONU VE BOZUNMA URUNLERININ KARAKTERIZASYONU

Serkan LEVENT
Analitik Kimya Anabilim Dalt
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Subat 2024

Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

[lag iiriinlerinde kalite dogrudan iiriin ile iliskili olup kaliteyi belirleyen en dnemli
faktor ¢esitli iiretim basamaklarinda yapilan analizlerdir. Kalite zincir halkalarinin
birlesmesi gibidir ve herhangi bir zayif halka kalitede yetersizlik anlamimna gelir.
Literatiirde ila¢ analizleri ve yontemleri ile ilgili bir¢gok veri ve Oneri mevcuttur. S6z
konusu bu calismada gelisen analiz tekniklerine ayak uydurulamaya ¢alisilarak 6nemli
bir ila¢ etkin maddesi icin analiz yoOntemi Onerilmistir. Alektinibin farmasotik
formiilasyonlarda analizi i¢in bir sivi kromatografisi teknigi olusturulmustur. Analitik
yontemi optimize etmek i¢in ii¢ seviyeli Box-Behnken yanit ylizeyi tasarimi
kullanilmistir. Optimize edilmis analitik yontem, dogrusallik, hassasiyet, dogruluk ve
kesinlik ve saglamlik iceren ICH kilavuzlarina gore dogrulanmistir. Ayrica, valide
edilmis yontemin etkin maddenin bozunma iiriinlerine kars1 duyarliligi, stres kaynakli
bozunma c¢alismalar1 ile dogrulanmistir. LCMS-IT-TOF c¢alismalar1 ile bozunma
tirtinlerinin tamam karakterize edilmistir. Ayrica, onaylanmis yontem, Alecense®
formiilasyon miktarini tahmin etmek i¢in basariyla uygulanmistir. Ayrica gelistirilen
yontemlerin yesillik degerlendirmesi NEMI, Analitik Eko-6lcek, AGREE ve GAPI
kullanilarak degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin icerik maddelerinin etkin maddenin

alikonma siirelerine herhangi bir miidahalesi gdzlenmemistir.

Anahtar Soézciikler: Alektinib, Bozunma iriini, LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF,
Farmasotik uygulama, HPLC.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT, VALIDATION OF LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR
DETERMINATION OF ALECTINIB AND CHARACTERIZATION OF ITS
DEGRADATION PRODUCTS
Serkan LEVENT
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institute of Graduate Schools, February 2024
Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Quality in pharmaceutical products is directly related to the product, and the most
important factor determining quality is the analyses performed at various production
stages. Quality is similar to the joining of chain links, and any weak link means lack of
quality. There are numerous data and recommendations in the literature regarding drug
analyses and methods. In this study, an analysis method was proposed for a significant
pharmaceutical active ingredient by trying to keep up with the developing analysis
techniques. A robust liquid chromatography technique has been established for the
analysis of alectinib in pharmaceutical formulations. A three-level Box-Behnken
response surface design with the highest affinity was used to optimize the analytical
method. The optimized analytical method was validated against ICH guidelines, which
include linearity, sensitivity, accuracy and precision, and robustness. Additionally, the
sensitivity of the validated method to the degradation products of the active ingredient
was confirmed by stress-induced degradation studies. All the degradation products were
characterized by LCMS-IT-TOF studies. Additionally, the validated method has been
successfully applied to estimate the amount of Alecense® formulation. Moreover, the
greenness evaluation of the delevoped method was evaluated using NEMI, Analytical
Eco-scale, AGREE and GAPI. No interference of the ingredients of the formulations with

the retention times of the active ingredient was observed. development.

Keywords: Alectinib, Degradation product, LC-MS/MS, LCMS-IT-TOF,
Pharmaceutical application, HPLC.
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1. GIRIS VE AMAC

Kromatografi, karmagik karisimlardan kimyasallarin saflastirilmasi igin siklikla
kullanilan sofistike bir yontemdir. Kromatografik safligin degerlendirilmesi, herhangi bir
referans standard1 i¢in 6nemli bir kalite gdstergesi olarak belirlenmistir. Amag, gerekli
analitlerin safsizliklardan etkili bir sekilde izole edilmesi amaciyla giivenilir bir yiiksek
performansli sivi kromatografisi teknigi gelistirmektir. Bu safsizliklar ilgili kimyasallari,
dogal kirleticileri ve benzer kimyasal 6zellikleri paylasan ve depolama sirasinda olusma
potansiyeli olan proses veya stres kaynakli safsizliklar1 igerebilir. LC yontemlerinin basit
bir sekilde gelistirilmesinin aksine, kararlilig1 gosteren tahlil yontemlerinin gelistirilmesi
artan karmasiklikla karakterize edilir. Bu karmagiklik, calisma boyunca gesitli stres
kosullar1 altinda olusan bilinmeyen birka¢ bozucunun ortaya ¢ikmasindan
kaynaklanmaktadir. Hedef kimyasal ve kirleticiler arasinda optimum ayirimi elde etmek
icin bircok parametrenin dikkatlice ayarlanmasi ve ¢ok degiskenli istatistiksel
optimizasyon tekniklerinin kullanilmasi gerekir.

Bir olguyu tanimlamak veya yorumlamak i¢in modellemek, insan diislincesinin
Otesinde anlagilma saglar. Genel olarak kullanilan iki temel model tiirii teorik ve
ampiriktir. Ilkinden farkli olarak ampirik modeller herhangi bir teorik temele bagl
olmayip veriye dayalidir. Kimyasal sistemler veya siirecler iizerinde yapilan 6l¢timleri
matematiksel ve istatistiksel modellemenin uygulanmasi yoluyla bunlarin durumlariyla
iliskilendiren bilim olan kemometri ¢agdas analitik kimyada iyi taninan bir alt disiplin
haline geldi. Cesitli degiskenlerin yonlendirdigi sivi kromatografisi analitik
stratejilerindeki ilerlemeler, analitik Ol¢limler sirasinda biiyiik miktarda veri saglar.
HPLC, genis uygulama yelpazesine sahip ¢ok yonlii bir ayirma teknigi olmasina ragmen,
her c¢alistirmadan 6nce uygun sekilde ayarlanmasi gereken ¢ok sayida degisken nedeniyle
stire¢ bazen kritik dneme sahiptir. Sonug olarak bu tiir yontemlerin daha derinlemesine
anlasilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Uygun istatistiksel analize sahip
kemometrik araglar, bir¢ok avantaj sayesinde popiiler hale gelmistir. HPLC
yontemlerinin optimizasyonunda istenen ayirimlarin elde edilmesinde gesitli degiskenler
eszamanli olarak kontrol edilmesi gerektiginden karmagik bir siiregtir. Bu nedenle
degiskenlerin istenen kromatografik yanitlar T{zerindeki etkilerinin istatistiksel
degerlendirme kapasitesi ¢ok dnemli yardimer aragtir.

HPLC yontemlerinin gelistirilmesi, analistin uzmanligi, bilgisi ve bilgeligiyle

desteklenen deneme yanilma yaklasimiyla siirdiiriilmektedir. Yontemin optimizasyonu
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her seferinde bir faktorii degistirirken digerlerini sabit tutmayi icerir. Boylece istenen
ayirim saglanir ancak gercek optimal kosullar hakkinda saglikli bir fikir vermemektedir.
Bu yaklagim yalnizca zaman, para ve is giicli agisindan yiik degil ayn1 zamanda hatalari
diizeltmek i¢in kritik, ongoriilemeyen ve hatta yetersiz olduguna dair Ongoriilerde
mevcuttur (Singh vd., 2005). Tek bir kromatografik kosul, kromatografik siireci etkileyen
tiim faktorlere iligkin yeterli bilgiyi karsilayamaz. Bu zorlugun iistesinden gelmek i¢in
cok sayida degiskenin dikkatle tanimlanmasi, arastirilmasi ve kontrol edilmesi gereklidir.
Deneysel degiskenlerin birbirine kenetlenmesi ve her birinin teker teker ayarlanmasi ¢ok
fazla ham veri tliretmektedir. Bu da gergek bir optimal sisteme ulagmada daha sabit ve
kisitlanmis bir bakis agist sunar. Kemometrik bir deney tasarimi, deneyleri sinirli sayida
deneyle verimli bir sekilde modellenecegi sekilde planlayarak bu sorunun {iistesinden
gelebilir. Tasarimin temel amaci genellikle faktorlerin ve bunlarin etkilesimlerinin
kromatografik ayirma tizerindeki etkisini tahmin etmektir (Otto, 2016).

Stabilite, ila¢ sektoriinde {irlinlerin kalitesini dogrudan etkileyen onemli bir
husustur. Dr. Janet Woodcock’a gore kalite, etikette belirtildigi gibi kontaminasyonun
olmamasi ve kullanictya vaat edilen terapdtik faydanin tutarli bir sekilde saglanmasi
anlamina gelir. Stabilite, bir maddenin farkli ¢cevresel kosullara maruz kaldiginda bile raf
omrii boyunca tutarl kalite ve tedavi edici faydalarini koruyabilme yetenegini ifade eder.
Terapotik tirlinlin etkinligi tiiketilen {iriiniin stabilitesine ve dogru dozajda alinmasina
bagldir. Istikrarsizliklar iiriiniin geri ¢agrilmasina ve mali kayiplara ugramasina neden
olabilir. Uriiniin stabilitesini saglama yiikiimliiliigii hem saglik otoritelerine hem de
iireticilere aittir. Yirmi birinci yiizyllda ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) veya Tiirkiye
[lag ve Tibbi Cihaz Kurumu gibi saglik otoriteleri, ilag {iriinlerinin kalitesini tiim raf dmrii
boyunca garanti etmek amaglama karar1 almig ve bir dizi uygulama getirmistir. Burada
en 6nemli nokta ise iiretimin her bir basamaginda siirdiiriilebilir kalite anlayist ve kritik
noktalarda kontroldiir. Kontrol ise dogru ve kesin sonuglar veren analiz ile saglanabilir.
Bu nedenle ilag analizleri literatiirde 6nemli bir yere sahiptir. Ancak analizin kapsami ve
hedefi asil konudur. Ihtiyaci karsilayan, uygulanabilir, hizli ve verimli metotlar analiz
yiikiinii alacak 6zelliklerin basinda gelir.

Literatiirde etkin madde analizi i¢in yapilan ¢alismalar farmakokinetik analizleri
kargilama amagli plazma analizleri ya da metabolit tayinleri olup analitik hedeflerin bir
kismin1 karsilamaktadir. Bu nedenle bu tez kapsaminda yapilan calismada hedef

ALEK’in farmasotik preparatlardan analizi i¢in bozunma firiinleri varliginda tam olarak



metot gecerliligi saglanmisg, hizl, yiiksek dogruluga sahip rutin analizlerde kullanima
sunulacak sivi kromatografisi metodu gelistirmektir. Ayrica etkin maddenin zorlu bozma
kosullarina maruziyeti sonucu elde edilen bozunma firiinlerinin LCMS-IT-TOF ile
kalitatif olarak tayin edilmesidir. Gelistirilen yontem rutin analiz ve kalite kontrol i¢in
uygun olacaktir. Yontemin validasyonu Uluslararasi Uyum Konferansi (ICH)

yonergelerine gore yapilmustir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, hem kiictik hiicreli akciger kanseri (KHAK) hem de kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK), diinya capinda yilda 1,8 milyon Oliimle kanser
Olimlerinin 6nde gelen nedenidir (Thandra vd., 2021). Erkeklerde prostat kanserinden
sonra ve kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci en yaygin kanser olarak kabul edilir
ve 2018’de bu patolojiden kaynaklanan dliimler, diinya ¢apindaki tiim kanser 6liimlerinin
%18,4’linli olusturmaktadir (Global Cancer Observatory, https://gco.iarc.fr/today, Erisim
tarihi; Aralik 2023). KHDAK, tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik %85’ini olusturan
bir akciger kanseri tiiriidiir ve hiicrelerin tiiriine gore {i¢ ana tipte siniflandirilir (Ramos-
Esquivel, 2022):

Adenokarsinom: Bu en yaygin KHDAK tiirlidiir ve genellikle akcigerlerin dis
kisimlarinda gelisir. Genellikle sigara i¢meyenlerde bulunur ve kadinlarda daha
yaygindir.

Skuamoz hiicreli karsinom: Bu tip KHDAK tipik olarak akcigerlerin merkezi hava
yollarinda ortaya ¢ikar. Sigara ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir.

Biiyiik hiicreli karsinom: Bu daha az yaygin bir KHDAK tiiriidiir ve akcigerlerin
herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilir. Hizli biiyiime ve yayilma egilimindedir. Klinik alt
tiplerin ¢esitli kombinasyonlar1 ve varyantlari da vardir.

KHDAK i¢in birincil risk faktori sigara igcmektir. Diger risk faktorleri arasinda
pasif icicilie maruz kalma, belirli kimyasallara ve maddelere (asbest, krom, berilyum,
agir metaller ve radon gibi) maruz kalma, ailede akciger kanseri dykiisii ve belirli genetik
mutasyonlar yer alir. KHDAK ’nin yaygin semptomlar1 arasinda inatc1 okstirtik, okstirtikle
kan tiikiirme, nefes darligi, gogiis agrisi, ses kisikligi, aciklanamayan kilo kaybi ve
tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari yer alir (Alduais vd., 2023).

Genellikle, KHDAK ileri bir duruma gelene kadar saptanamaz. Oksiiriik, hastalarin
%50 ila 75’inde ortaya ¢ikan en yaygin semptomdur, bunu hemoptizi, dispepsi ve gogiis
agrist izler (Kocher vd., 2015). Pozitron emisyon tomografisi ve bilgisayarli tomografi
(BT), N-evreli taninin daha dogru bir sekilde siniflandirilmasini saglar. BT ve manyetik
rezonans goriintilleme taramalari, kiiratif tedavi goren veya beyin metastazi
belirtileri/semptomlar1 sergileyen bireylerin beyinlerini goriintiilemek icin siklikla
uygulanmaktadir (Darling vd., 2011). Uluslararas1 Akciger Kanseri Caligmalar1 Dernegi,

Amerikan Toraks Dernegi ve Avrupa Solunum Dernegi’nin yeni akciger kanseri
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simiflandirmasina gore yeterli doku materyali toplamak da hayati 6nem tagimaktadir
(Travis vd., 2010). Mutasyonlar1 belirleme olasilig1 ve kisiye 6zel tedavi, ilk muayene
sirasinda stlipheli tiim akciger tiimorleri i¢in sonuglar dogurur. Su anda, pozitif prediktif
deger (%2,4-7,5), akciger kanserinin ana semptomlarindan biri olan hemoptiziyi tahmin
etmede en iyi tekniktir (Shim vd., 2014). Bunun disinda tiimoér DNA’s1, mikroRNA ve
dolagimdaki tiimor hiicreleri gibi kanser biyobelirteglerini saptamak i¢in bir sivi biyopsi
de kullanilir. Daha az miidahaleci bir yaklagim olan dolagimdaki tiimor DNA testi ile tek
basina doku analizine kiyasla biyobelirteg kesif oranlarini %48 artirmistir (Alduais vd.,
2023, Tokunaga vd., 2019). Kisaca; KHDAK tipik olarak goriintiileme testleri (gogiis
rontgenleri ve BT taramalar1 gibi), biyopsiler (inceleme i¢in kiigiik bir doku 6rneginin
alindig1) ve molekiiler testlerin bir kombinasyonu ile teshis edilir.

KHDAK ig¢in tedavi secenekleri kanserin evresine baglidir ve cerrahi, radyasyon
tedavisi, kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapiyi icermektedir. Hastanin
genel sagligina ve hastalik evresine bagl olarak, KHDAK nin I, II ve IITA evreleri olan
tibbi olarak stabil hastalarin kiiratif cerrahi eksizyonu kabul etmesi gerekir. 5 yil sonra,
yiiksek niiks ve toksisite oranlartyla ilgili biiyiik endiselere ragmen, evre II ila IIIA’daki
hastalar i¢in adjuvan platin bazli kemoterapi onerilmektedir. Ayrica evre III KHDAK
hastalarinin tedavisinde kemoterapi ve immiinoterapi kullanilmaktadir. KHDAK igin
tedavi yaklasiminin, yeni arastirmalar ve klinik deneyler daha etkili tedavilere iliskin
icgoriiler sagladik¢a siirekli olarak gelismekte oldugunu unutmamak Onemlidir. Bu
duruma en iyi Orneklerden birisi KHDAK’li hastalarda sagkalimi iyilestirmek igin
molekiiler hedefli tedavilerin sunulmasidir. Son yillarda, hedefe yonelik tedaviler ve

immiinoterapi, hizlica 6nemli gelismeler elde etmektedir (Alduais vd., 2023).



2.2. Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK)

Anaplastik biiytik hiicreli lenfoma i¢indeki kromozomal translokasyonda bir fiizyon
partneri olarak Anaplastik Lenfoma Kinazin (ALK) ilk kez tanimlanmasi, Morris vd.
tarafindan 1994 yilinda yapilmigtir (Morris vd., 1994). ALK, ALK geni tarafindan
kodlanan ve 2. kromozomda bulunan bir transmembran tirozin kinazdir. Insiilin
reseptorleri st ailesinin bir iiyesidir. ALK ekspresyonunun sinir sisteminin gelisiminde
rolii oldugu kabul edilmektedir (Ando vd., 2023). ALK, hiicrenin hayatta kalmasi,
cogalmasit ve hiicre dongiisii ilerlemesi ile 1ilgili ¢esitli hiicresel siireglerin
diizenlenmesinden sorumludur (Soda vd., 2007). EML4-ALK fiizyon geninden iiretilen
EML4-ALK fiizyon proteini, dogal bir tirozin kinazin aktivasyonunu indiikleyerek
karsinojenez siirecini kolaylastirir. ALK-TKI’lerin antineoplastik etkinligi, hiicre ici
tirozin kinaz alani iginde yer alan ATP baglama bolgesi ile etkilesimlerine, dolayisiyla
sinyal iletim yollarin1 modiile etmelerine baglanir. KHDAK vakalarinin yaklasik %70-
80’inde siiriicli mutasyonunun varligi tespit edilmistir (Chu, 2020). ALK yeniden
diizenlemesinin meydana gelmesinin, KHDAK vakalarinin kabaca %3-8’iyle baglantili
oldugunu gosterilmistir (Lucken vd., 2022, Zhuang vd., 2019). Bulgulara goére, ALK
yeniden diizenlemesine sahip olma olasilig1 daha yiiksek olan kisiler genellikle daha geng
yastadir, hi¢ sigara igmemis veya hafif sigara i¢mistir, adenokarsinom sergilemistir ve
merkezi sinir sisteminde metastaz yasamaya daha yatkindir (Desai ve Lovly, 2023,
Schneider vd., 2023).

ALK’nin kromozomal yeniden diizenlemesinin tanimlanmasi, KHDAK teshisi
konan bireylerin yaklasik %35’ini igeren ayr1 bir alt grubu karakterize eder (Soda vd.,
2007). Yapilan calismalar hedefli bir ALK inhibitérii olan krizotinibin kullanimi,
geleneksel kemoterapiye kiyasla progresyonsuz sagkalimda Onemli bir iyilesme
gdstermistir (Solomon vd., 2014). ilag, 2012°de ikinci basamak tedavi olarak ve 2016’da
birinci basamak tedavi olarak FDA’dan izin almistir. O zamandan beri, ALK pozitif
KHDAK hastalarin ilk tedavisi i¢in yerlesik bir bakim standardi haline gelmistir (Herden
ve Waller, 2018). Tedavinin kayda deger etkinligine ragmen, hastalarin énemli bir
kisminda bir yillik zaman gergevesi i¢inde niiks goriiliir. Tedaviye direng, ALK genindeki
edinilmis mutasyonlar veya alternatif sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla ortaya
cikabilir (Herden ve Waller, 2018, Muller vd., 2016). Krizotinibin kan-beyin bariyerini
etkili bir sekilde gegme yeteneginin sinirli olmasina baglanmaktadir (Yoshida vd., 2016).

Gogiis dist  ilerlemenin, oOzellikle merkezi sinir sisteminde meydana gelmesi



ALK+KHDAK’de yaygindir. Bu nedenle, ikinci ve ti¢lincii nesil ALK inhibitérlerinin
arastirilmasi, ¢cagdas arastirmalarda 6dnemli bir 6neme sahiptir. Seritinib, brigatinib ve
alektinib (ALEK), ikinci nesil ALK inhibitorleri olarak siiflandirilir. Ek olarak, artik
erisilebilen lorlatinib gibi {i¢lincii nesil ALK inhibitorleri de vardir (Sullivan ve

Planchard, 2016).
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Sekil 2.1. ALK 'nin kesfi ve ALK-TKI'larin ABD FDA onayt zaman ¢izelgesi. ALCL: anaplastik biiyiik
hiicreli lenfoma, NSCLC: kiigiik hiicreli disi akciger kanseri (Fukui vd., 2022).

KHDAK’de ALK yeniden diizenlemeleri ile tedavisinde Onemli ilerlemeler
saglanmigtir. Cagdas zamanlarda, ALK+KHDAK hastalarinin prognozu, bes yillik bir
sagkalim oranimi gostermektedir. Su anda FDA, toplam bes anaplastik lenfoma kinaz
tirozin kinaz inhibitoriine (ALK-TKI’lar) Sekil 2.1°de zaman ¢izelgesinde goriildiigii gibi
onay verilmistir. Ayrica, bilesik ALK mutasyonlarini hedeflemek i¢in 6zel olarak
tasarlanmis ensartinib ve dordiincii nesil ALK-TKI gibi yeni ALK-TKI’larin etkinligini
ve glivenligini degerlendirmek i¢in gilincel klinik aragtirmalar yiiriitiilmektedir (Fukui vd.,

2022).

2.3. Alektinibin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

ALEK, hepatik metabolizma yoluyla diisiik sistemik klirensi, genis dagilim hacmi
ve orta derecede biyoyararlanimi olan lipofilik bazik bir bilesiktir (Morcos vd., 2017b).
ALEK’in kimyasal yapist (Sekil 2.2), 9-Etil-6,6-dimetil-8-(4-morfolin-4-ilpiperidin-1-
il)-11-okso-5H-benzo[b]karbazol-3-karbonitril olup kimyasal formiilii CsoH34N4O2
seklindedir. 482,628 g/mol olan nispeten yiiksek bir molekiil kiitlesine sahiptir. Suda
¢oziiniirligli 0,0105 mg/mL olup ¢ok diisiiktiir. Yine pH aralifinda sulu tamponlarda

diisik ¢Oziiniirliige sahiptir. Dimetilsiilfoksit i¢cinde 2 mg/mL ¢oziiniirliige sahip olup



organik c¢oziiciilerde ¢oziintirliigii daha yiiksektir (Tomar vd., 2019). Bu nedenle
cozlinmeyi ve klinik biyoyararlanimi en iist diizeye ¢ikarmak icin ALEK, inaktif madde
olarak fonksiyonel yardimcit madde sodyum lauril siilfat iceren 150 mg’lik giiglii sert
kapsiiller olarak formiile edilmistir (Parrott vd., 2016). Bu kapsiillerde etkin madde olarak
ALEK’in HCI tuz formu kullanilmistir. Beyaz veya sarimsi beyaz toz olarak bulunan

maddenin pKa degeri 7,05 olarak bildirilmistir.
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Sekil 2.2. ALEK ’in molekiil yapisi

2.4. Alektinibin Etki Mekanizmasi
CH5424602 olarak bilinen ve ALK ikinci nesil bir inhibitorii olan ALEK, ALK’yi

krizotinibe kiyasla daha etkili ve segici bir sekilde inhibe etmek amaciyla gelistirilmistir.
ALEK oral olarak aktif olan ve ATP ile rekabet eden kiiciik bir molekiildiir. Reseptor
tirozin kinazlara baglanan ATP secici rekabetci bir inhibitorii olarak gorev yapar. ATP
baglama bdlgesinin inhibisyonunun neden oldugu fosforilasyonun bozulmasi, asagi akis
yollarinda, yani STAT3 ve PI3K/AKT’de aktivasyonun olmamasiyla sonuglanir. Bu
sonucta hiicresel Oliimiin tetiklenmesine yol acar. Preklinik arastirma, farelerin
plazmasindaki konsantrasyonuna kiyasla beyindeki ALEK konsantrasyonunun énemli bir
oranin1 gostermistir (Herden ve Waller, 2018, Kodama vd., 2014a). Kan-beyin
bariyerinin gecisi in vitro aragtirmalarla kanitlanmistir. Krizotinib ile karsilastirildiginda
ALEK, MET ve ROS1’de etki eksikligi gostermektedir. ALEK’in hem plazma hem de
beyin omurilik sivisinda benzer konsantrasyonlarda bulunmasi, merkezi sinir sistemi
metastazlari lizerindeki 6nemli etkisini agiklayabilir (Kinoshita vd., 2012, Sakamoto vd.,

2011).
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Sekil 2.3. KHDAK 'de ALK yeniden diizenleme hedefli kanser tedavisi (Ando vd., 2023).

Sekil 2.3’de onerildigi gibi EML4-ALK translokasyonu, PI3K-AKT, RAS ve
JAK/STAT sinyal kaskadlarini aktive ederek tlimoriin ilerlemesini, hayatta kalmasini ve
biiytimesini etkiler. Krizotinib, ALEK ve brigatinib gibi ALK inhibitorleri, ELM4-ALK
gibi mutasyona ugramig ALK’ler iizerinde etki gosterir ve ALK yeniden
diizenlemesinden kaynaklanan ALK fiizyon proteininin iiretimini baskilar (Shim vd.,
2014). Faz caligmalarinda ikinci basamak tedavide krizotinibin basarisiz olmasindan
sonra PFS bir iyilesmeyi ALEK gostermistir. Ayrica, birinci basamak tedavi olarak
ylriitiilen bir calismada, krizotinib ile karsilastirildiginda PFS, genel yanit orani ve
merkezi sinir sistemi progresyonuna kadar gegen siirenin arttigini gostermistir (Peters vd.,
2017). ALEK, ALK+KHDAK hastalarinda krizotinibin basarisiz olmasinin ardindan
ikinci basamak tedavi segcenegi olarak kullanilmak iizere ruhsat onay1 almistir. Birinci
basamak tedavi i¢in FDA onay1 Kasim 2017°de, Avrupa’daki onay1 ise Aralik 2017°de
alimmistir (Herden ve Waller, 2018).

2.5. Alektinibin Farmakokinetik Ozellikleri
Onerilen ALEK dozu oldukga yiiksektir (giinde iki kez 150 mg’lik 4 kapsiil) ve
klinik etkinligi karsilamak igin tok karnina alinmalidir. Bunun nedeni diisiik oral

biyoyararlanim (%37) ve aclik kosullarindaki biyoyararlanimin, tokluk kosullarindakinin

ticte birine daha da diisiik olmasidir (Morcos vd., 2017a). Bu, biyo-ilgili ortamlar ALEK



coziiniirligi ile iligkilidir. ALEK, A¢ Kalmis Durum Simiile Bagirsak Sivisinda (FaSSIF)
Federal Durum Simiile Bagirsak Sivisi (FeSSIF) ile karsilastirildiginda nispeten daha
diisiik ¢oziintirlikk sergilemistir (Parrott vd., 2016). Bu nedenle, ALEK’in diisiik
cozlinlirliigl, klinik biyo-elverislilik i¢in zorluklar ortaya koymakta olup bununla ilgili
cesitli calismalar ve Oneriler devam etmektedir (Saha vd., 2023). Zaten kararli durum
konsantrasyonuna giinde iki kez 600 mg’lik yedi giinliik siirekli uygulamadan sonra
ulagilir ve birikim orani kabaca alt1 kattir (Hsu vd., 2016).

Saglikli bireylerde, tek doz 600 mg ALEK’in yag ve kalori bakimindan zengin bir
yemekle birlikte alinmasi, a¢ karnina alinmasina kiyasla ALEK’in maruziyetinde {i¢ kat
artisa neden olmustur. Atilimi ise ¢ogunlukla digkida goriilmiis ve radyoaktif dozajin
%97,8’ini olustururken, idrarla atilim %0,46 ile ihmal edilebilir diizeyde kalmigtir
(Agency, 2018, information, 2017).

ALEK’in farmakokinetigi yas, 1rk, cinsiyet, viicut agirlig1 ve hafif ila orta derecede
bobrek yetmezligi (kreatinin klirensi 30-89 mL/dak) gibi birgok demografik
parametreden etkilenmez. Sonug olarak, bu faktorlere dayali olarak ALEK i¢in herhangi
bir doz modifikasyonu yapmaya gerek yoktur. Siddetli bobrek yetmezligi, son evre
bobrek hastaligi veya orta ila siddetli karaciger yetmezligi olan hastalarda ALEK’in
farmakokinetigini degerlendiren ¢alisma eksikligi vardir. Bununla birlikte, ALEK’in
sadece minimal bir miktar1 idrar yoluyla elimine edildiginden, Avrupa Birligi’nde siddetli
bobrek yetmezligi olan hastalar icin ALEK dozajinin ayarlanmasi Onerilmemektedir

(Agency, 2018, information, 2017).

2.6. Alektinibin Farmakodinamik Ozellikleri

ALEK, ALK (ICs0=1,9 nM) ve RET e (ICs0 =4,8 nM) kars1 belirgin segiciligi ve
potensi olan bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (Kodama vd., 2014b, Sakamoto vd., 2011).
ALEK’in M4 olarak anilan birincil metabolitlerinden biri, ALK ’ye (IC50 = 1,2 nM) kars1
karsilagtirilabilir etkiye ve orijinal molekiiliinkiyle in vitro aktiviteye sahip olup M4’iin
ALEK’in terapétik etkinliginde rol oynadig1 varsayilmaktadir (Agency, 2018). ALEK,
ALK+KHDAK hiicrelerinde ALK’nin otofosforilasyonunu engelleme ve STAT3 ve
ALK’nin (ERK\/; hari¢) fosforilasyonunu azaltma yetenegini géstermistir. ALEK hem in
vitro hem de in vivo preklinik ¢aligmalarda ALK flizyon pozitif (EML4-ALK gibi) ve
RET fiizyon pozitif (CCDC6-RET gibi) tiimor hiicreleri lizerinde dnemli inhibitor etkiler

sergilemistir. ALEK, krizotinib tedavisinin ardindan devam eden tiimdrlerin boyutunda
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istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p <0.001) gostermistir. Bu etki sadece primer
ALK diren¢ mutasyonlari olan kanserlerde degil, sekonder ALK diren¢ mutasyonlari olan
timorlerde de goriilmiistiir (Kodama vd., 2014a). ALEK, ALK gen degisiklikleri
sergileyen hiicrelere karsi, bu tiir genetik anormallikleri olmayan hiicrelere kiyasla daha
yiiksek derecede antitiimor etkinligi gostermistir (Paik ve Dhillon, 2018, Sakamoto vd.,
2011).

ALEK, merkezi sinir sistemine ALEK’in serbest sistemik konsantrasyonuyla
karsilagtirilabilir penetrasyon seviyelerine sahiptir. Bilesik, muhtemelen akis tasiyicilari
P-gp ve BCRP tarafindan taginamamasi nedeniyle merkezi sinir sistemi boyunca dagilir
ve i¢inde kalir. ALEK, KHDAK ksenogreft modellerinde intrakraniyal EML4-ALK-
pozitif tiimorlerin tedavisinde giiclii etkinlik sergilemistir. ALEK’in hem sistemik
hastalikta hem de beyin metastazlarinda kanser biiyiimesini 6nlemedeki etkinligi, faz I-
III klinik deneylerinde kanitlanmistir (Kodama vd., 2014a, Paik ve Dhillon, 2018).

ALEK terapotik avantajlar gostermis olsa da hastalarin biliylik ¢ogunlugunun
sonunda bu ilaca kars1 direng gelistirdigi gézlemlenmistir. ALEK tedavisini takiben in
vitro, ksenogreft modellerinde ve insanlarda ¢esitli diren¢ mekanizmalar1 gbézlenmistir.
Spesifik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi gibi, direng mutasyonlarinin olusumuna katkida
bulunan cesitli mekanizmalar tanimlanmigtir. Ek olarak, TGF-a-EGFR sinyal yolu gibi
baypas sinyal yollarinin aktivasyonu ve MET aktivasyonu gibi kurtarma sinyal yollarinin
aktivasyonu da bu siirecte yer almistir (Agency, 2018, information, 2017, Paik ve Dhillon,
2018).

2.7. Alektinib Analizi icin Gelistirilmis Kromatografik Yontemler

ALEK’in miktarimin belirlenmesine yonelik mevcut metodolojiler olduk¢a kisitlt
olup HPLC (Almutairi vd., 2023, Kolasani vd., 2022, Kumar vd., 2020, Lee vd., 2020,
Prashanthi vd., 2018, Saha vd., 2023) ve LC-MS/MS (Aikawa vd., 2016, Cheruku ve
Bhikshapathi, 2021, Heinig vd., 2017, Huang vd., 2017, Kumar vd., 2023, Maher vd.,
2021, Morcos vd., 2017b, Ryu vd., 2018, Sparidans vd., 2018, van Veelen vd., 2021)
yontemlerini kapsamaktadir. HPLC yontemleri y1gin ve formiilasyon analizleri amaciyla
geligtirilirken LC-MS/MS  yontemleri biyoanalitik yontemler olup o6zellikle
farmakokinetik caligmalarda kullanilmak amaciyla gelistirilmistir. Biyoanalitik
caligmalarda numune matrisleri ise sican, fare ve insan plazmasi; idrar ve doku

homejanatlarindan olusmaktadir. Her iki teknik icin de gelistirilen yontemlerde
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dogrulama calismalar1 ya ICH’ye gore yapilmis ya da herhangi bir kilavuzdan
bahsedilmemistir. LC-MS/MS olagantistii segicilik ve hassasiyete sahip bit tekniktir.
Bununla birlikte, kullanimi 6nemli maliyetleri beraberinde getirmekte ve ekonomik
olarak dezavantajli iilkelerdeki laboratuvarlarin ¢ogu i¢in hazir veya uygun fiyath
olmayabilecek 6zel teknik yeterlilik gerektirmektedir. HPLC ise iyi bir segicilige sahiptir;
ancak sinirl hassasiyet sergilemektedir. Ayrica, bu metodolojilerin ister kalite kontrol
amaciyla ister klinik laboratuvarlar baglaminda olsun, biiyliik miktarlarda numunenin
incelenmesinde diizenli uygulama i¢in smirli  bir kapasiteye sahip oldugu
unutulmamalidir. Gelistirilen yontemler hakkinda genel analitiksel bilgiler asagida
ayrintili olarak deginilmistir.

Saha vd. ALEK’in ¢0ziiniirliikk ¢alismalar1 i¢in, HPLC metodu gelistirmistir (Saha
vd., 2023). Enjeksiyon hacmi 10 pL secilerek C18 kolonunda (250 x 4,6 mm, 5 pum,
Waters) analizler gergeklestirilmistir. Mobil faz, pH’1 7 olan bir tampon ¢ozeltisi ve iki
farkli oranda asetonitrilden olusmustur: 90:10 (mobil faz A) ve 30:70 (mobil faz B). Bu
iki mobil faz arasinda gecis yapmak i¢in bir gradyan programi kullanilmistir. Diger
parametreler su sekilde ayarlanmistir: akis hizi 1,5 mL/dk ve kolon sicakligi 40 °C’de
sabit tutulmustur. 230 nm dalga boyuna ayarlanmigs PDA dedektorde anlizler yapilmigtir.

Kumar vd. ALEK’in hem aktif farmasotik bilesen (API) hem de tablet
formiilasyonlarinda kantitatif tayini i¢in UPLC metot gelistirmislerdir (Kumar vd., 2020).
Kromatografik ayirma, 0,05 M fosfat tamponu ve 45:55 oraninda metanolden olusan bir
mobil faz ile bir DIKMA Endoversil kolon (2,1 x 50 mm, 1,7 pm) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mobil fazin akis hiz1 0,4 mL/dk olarak ayarlanmis ve 265 nm dalga
boyunda tespit yapilmistir. ALEK’in alikonulma zamani 0,418 dk olup 1-100 pg/mL
derisim araliklarinda dogrusallik sergilemistir. LOD 0,015 pg/mL iken, LOQ 0,07 pug/mL
oldugu goriilmiistiir. Piyasada bulunan dozaj formunun test yiizdesi %97,80 olarak
belirlenmistir. Ayrica, ALEK’in zorlu bozunma kosullar1 altinda analiz edilmesinde etkili
oldugunu gostermislerdir.

Prashanthi vd. ALEK’in kantitatif analizi icin HPLC metodu gelistirmis ve metot
gegerliligini sunmuglardir (Prashanthi vd., 2018). Kromatografik ayirim izokratik ayirim
modunda Inertia ODS C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) analitik kolon kullanilarak yapilmistir.
Analizde kullanilan mobil faz, %70:30 (h/h) olan pH 3 fosfat tamponu ve metanol
karisimindan olusmustur. Akis hiz1 1 mL/dak olarak ayarlanmis ve kolon firin sicakligt

ortam sicakligidir. PDA dedektorii 265 nm’lik dalga boyuna ayarlanmistir. Kalibrasyon
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egrisi 10-50 ppm konsantrasyon araliginda dogrusallik sergilemis olup LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 0,77 pg/mL ve 2,35 ng/mL olarak belirlenmistir.

Lee vd., insan plazmasinda ALEK miktarinin belirlenmesi i¢in izokratik HPLC-
PDA kullanan analitik bir yontemin tanimint sunmuslardir (Lee vd., 2020).
Kromatografik ayirim ters faz C18 (250 mm x4,6 mm) kolon ile 4,6 dakikalik bir siirede
yaptlmistir. Hareketli faz 35:65 (h/h) oraninda %0,1 sulu formik asit ve metanol
karisgtmindan olusur. Eliisyon 1 mL/dak akis hizinda ve dalga boyu 339 nm olarak
secilmigtir. 0,1-20 pg/mL konsantrasyon araligi boyunca dogrusal olup tespit ve miktar
belirleme sinirlari sirastyla 0,05 ve 0,1 pg/mL olarak belirlenmistir.

Kolasani vd. biyo-iligkili ortam HPLC teknigi kullanilarak gastrointestinal pH’da
ALEK miktarmi belirlemislerdir (Kolasani vd., 2022). Metot Box-behnken tasarimina
gore gelistirilmis ve optimize edilmistir. Kromatografik ayirim i¢in Phenomenex C8 (150
mmx4.6 mm, 5 pM) kolon kullanilmis olup alikonma zamani 9,7 dk’dir. Calisilan dalga
boyu ve validasyon parametreleri hakkinda bilgi verilmemistir.

Almutairi vd. 96-mikrowell tabanli spektroflorimetrik (MW-SFL) ve HPLC ile
olmak iizere ALEK’in bulk ve idrarda analiz i¢in iki metot gelistirmislerdir (Almutairi
vd., 2023). HPLC tekniginde diger kromatografik yontemlerden farkli olarak floresans
dedektor (FD) kullanmiglardir. MW-SFL’de, sulu bir ortamda yiizey aktif madde ile
arttirllan ALEK’in dogal floresansi kullanilarak gelistirilmistir. Floresan yogunlugu 280
nm’de uyarildiktan sonra 450 nm dalga boyunda bir floresan plaka okuyucu kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. HPLC-FD yonteminde ise ALEK ve ponatinibi (IS) ayirmak i¢in Eclipse
plus Cig HPLC kolon (5 um, 250 x 4,6 mm i.d.) ve 80:20 (A/h) metanol ve potasyum
dihidrojen fosfat (pH 7) karisimindan olusan bir mobil faz kullanilarak
gerceklestirilmistir. Floresan dedektorii, 365 nm’de uyarma ve 450 nm’de emisyon ile
elie edilen ALEK ve IS’yi tespit etmek icin kullanilmistir. ICH tarafindan saglanan
kilavuzlar kullanilarak dogrulanmistir. MW-SFL yontemi 30-500 ng/mL araliginda,
HPLC yontemi ise 5-1000 ng/mL araliginda dogrusaldir. MW-SFL ve HPLC
tekniklerden sirasiyla 6,46 ve 2,60 ng/mL LOD degerleri ve 19,60 ve 7,81 ng/mL LOQ
degerleri elde edilmistir. Her iki teknik de ALEK’in hem saf formunda hem de ALEK
eklenmis idrar 6rneklerinde miktar tayini i¢in ortalama geri kazanim degerleri MW-SFL
ve HPLC-FD prosediirleri i¢in sirasiyla %86,90 ve %95,45’e esit veya daha yiiksek

bulunmugtur.
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Zhao vd. ALEK ve aktif metaboliti M4’{in idrarda es zamanl analizi i¢in HPLC
metot gelistirmiglerdir (Zhao vd., 2023). Calismanin odak noktasi ise numune hazirlama
icin petek regine bazli kati1 faz ekstraksiyon yontemi gelistirmeleridir. Kromatografik
ayirim kosullarini, Accucore Cis kolon (2,6 pm, 4,6 mm x 100 mm i.d.) sabit fazi,
asetonitril-su (30:70, A/h, %0,3 TFA) hareketli fazi ve 1,0 mL/dakika akis hizi
olarakbildirmislerdir. Ayrica enjeksiyon hacmi 20 pL ve ¢alisma dalga boyu 339 nm’dir.
Dogrusal aralik 0,0200 pg/mL-5,00 pg/mL ve LOD 3,39 ng/mL ve LOQ 11,3 ng/mL
olarak tespit edilmistir.

Ryu vd. ALEK’in matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle
spektrometresi goriintiilemeyle ortaya c¢ikan ndroblastoma ksenograftlari incelemesini
yapmiglardir. Yontemde kromatografik ayirim, 2,1 x 50,0 mm boyutlarinda ve 3,5 pm
partikiil boyutunda bir Waters Xbridge C18 HPLC kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir (Ryu vd., 2018). Kolon sicakligi 40°C’de tutulmustur. Mobil fazlar A
ve B sirasiyla suda %0,1 formik asit (FA) ve metanolde %0,1 FA olugmustur. Ayirma
islemi 0,2 mL/dk akis hizinda %50 B izokratik eliisyon kullanilarak gerceklestirilmistir.
Dedektor pozitif modda elektrosprey iyonizasyonu (ESIY) kullanilmustir. Kullanilan
reaksiyon izleme gecisi (MRM) m/z 483,2 — 396,0 olarak secilmistir. Matris etkisini
hesaba katmak icin standart ekleme yaklasimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ancak
hedef ALEK’in kantitasyonu degil goriintiilenmesidir.

Kumar vd. tavsan plazmasinda ALEK’in farmakokinetik caligmalarini yapmak
amaciyla sivi-sivi ekstraksiyon teknigi kullanarak numune hazirlamis ve ardindan C18
(4.6mm id x 50mm) analitik kolon kullanarak kromatografik ayirimini yapmislardir
(Kumar vd., 2023). Ayirma i¢in kullanilan mobil faz, hacim oran1 75:25 olan asetonitril
ve %0,1 formik asit igeren sudan olugmustur. MRM+ kullanilarak ana iyon m/z
483,2—396,1 ve i¢ standart balbosiklik m/z 447,5—380,3 degerlerinde c¢alisilmistir.
Gelistirilen metot i¢in kalibrasyon egrisinin dogrusallig1 0,5 ila 600 ng/mL arasinda olup
LLOQ i¢in 0,5 ng/mL ve LQC i¢in 10 ng/mL derisimlerine sahiptir.

Sparidans vd. etilen kopriilii oktadesil silika kolonda ALEK, brigatinib ve
lorlatinibin es zamanli analizi i¢in kromatografik metot gelistirmislerdir (Sparidans vd.,
2018). Ayirma iglemi, su ve asetonitril icinde %1 (h/h) formik asitten olusan bir mobil
faz ile 600 uL/dk akis hizinda gradyan eliisyonda yapilmistir. Tesbit edilen kiitle se¢ilmis
reaksiyon izleme (SRM) modunda 483,3—396,2 seklindedir. Dogrulama siireci ALEK
icin 2-2000 ng/mL konsantrasyon araliginda ve LLOQ degeri 2 ng/mL olarak tespit
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edilmistir. insan ve fare plazmasi ile karaciger, beyin bobrek ve dalak homojenatlart
numune matirisi olarak secilmis ve geri kazanim ¢alismalar1 yapilmis olup geri kazanim
%108,4-%87,2 araliginda elde etmislerdir.

Aikawa vd. ALEK’in plazma, beyin omurilik sivis1t (BOS) ve doku kesitlerinde
farmakokinetik analizi igin LC-MS/MS metodu Onermislerdir (Aikawa vd., 2016).
Analizlerde 100 ng/mL derisiminde erlotinib-d6 i¢ standart olarak kullanilmistir. XBridge
C18 (2,1 x 5,0 mm, 3,5 pm) kolonu kullanilarak kromatografik ayirim yapilmistir. Kolon
sicaklig1 40 °C olup A ve B mobil fazlari sirasiyla %0,1 sulu formik asit ¢ozeltisi ve %0, 1
formik asit iceren metanolden olusmustur. Ayirma islemi 0,2 mL/dak akis hiziyla
izokratik eliisyon kullanilarak gergeklestirilmistir. Coziicii A’nin ¢oziicli B’ye eliisyon
oran1 1:1’de tutulmustur. Analiz siiresi 6 dk olup enjeksiyon hacmi 2 pL olarak
secilmistir. Ancak bu ¢caligmada da Ryu v ark. ¢alismasina benzer sekilde ALEK’in BOS
gecisini goriintiilemektir (Ryu vd., 2018).

Huang vd. sican plazmasinda ALEK miktar tayini i¢cin UHPLC-MS/MS metodu
gelistirmistir (Huang vd., 2017). IS olarak diazepam se¢misler ve kromatografik ayirma
da RRHD Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm, 1,8 um) kolon kullanmiglardir. Ayirma islemi
icin %0,1 formik asit iceren asetonitril ve sudan olusan bir gradyan mobil faz
kullanilmistir. ESI+ MRM ile ALEK m/z 483,2 — 396,1 iken diazepam (IS) i¢in m/z
285,0 — 192,9 elde edilmistir. Yontem 1-500 ng/mL araliginda dogrusal olup LLOQ 2
ng/mL olarak bulunmustur. Sigan plazmasindaki ALEK icin gozlenen geri kazanimlari
%84,2 ile %92,2 arasinda degistigi goriilmiistiir.

Cheruku vd. LC-MS/MS ile biyoanalitik yaklagim gelistirmis ve valide etmiglerdir.
Kromatografik ayirim Phenomenex C18 (50mm x 4.6 mm, 2.4 pum) ters faz kolonunda
yapilmistir (Cheruku ve Bhikshapathi, 2021). Ayirma islemi, %15:85 hacimsel oranda
%0,1 formik asit ve metanolden olusan izokratik modda gergeklestirilmistir. Akis hiz1 0,7
mL/dk olup efavirenz IS olarak secilmistir. ESI+MRM ile ALEK i¢in m/z 483.27—
145.10 ve efavirenz (IS) i¢in 316.00— 273.00 se¢ilmistir. Plazma numunelerinde 37,5-
1500 ng/ml konsantrasyon araliginda ve gozlenen ortalama geri kazanim sonuglari
%96,006 ile %102,68 arasinda degismektedir.

Heinig vd. ALEK analizi i¢in farkli bir ¢alisma ger¢eklestirmislerdir (Heinig vd.,
2017). Buna gore arastirmaci ve ekibi, ALEK ve aktif metaboliti M4 iin kantitatif tayini
icin iki farkl laboratuvarda LC-MS/MS yontemi gelistirmis ve dogrulama g¢aligmasi
yapmuglardir. Gelistirilen yontemin birisinde Pompa A, su/formik asit 1000:1 (4/h) iceren
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mobil faz A ve metanolden olusan mobil faz B’dir. ALEK m/z 483,3 — 396,4 MS/MS
gegisinde ve IS ALEK-d® m/z 491.4 — 396.2 degerinde izlenmistir. Diger analit M4 ise,
m/z 457.3 — 396. MS/MS gegisinde ve IS M4-d* m/z 461,2 — 400,3 degerinde
izlenmistir. Alikonma siiresi ALEK i¢in yaklasik 2,1 dk ve M4 i¢in 2,2 dk ve analiz siiresi
3,5 dakikadir. Diger yontemde ise 0,6 mL/dak akis hizinda mobil faz A (suda %0, 1 formik
asit) ve mobil faz B (asetonitrilde aseton/0,1 formik asit 5:95, 4/h) verilmistir. Analitlerin
ve IS’nin tespiti ve miktar tayini icin SRM modu kullanilmistir. izlenen gecis m/z
483,3—396,2, ALEK-dS8 i¢in 491,3—396,2 seklindedir. ALEK ve IS nin alikonma siiresi
0,8 dakika ve M4 ve IS’nin 0,6 dakika, toplam analiz siiresi 3,5 dk ve otomatik drnekleyici
yikama dahil toplam dongii siiresi 4,5 dakika olmustur. Yontem 0,5-500 ng/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal ve LLOQ degeri 0,5 ng/mL derisimindedir. Dogruluk
%92,0 ila 112,2 arasinda degismektedir. Ayrica ¢apraz dogrulama degerlendirmesi, iki
biyoanalitik laboratuvar arasinda bir yanllik ortaya ¢ikarmis ve bu, farkli biyoanalitik
yontemler kullanan her iki pivotal ¢aligma arasindaki klinik verileriyle dogrulamiglardir.

Morcos vd. ALEK’in emilim, dagitim, metabolizma ve bosaltim mekanizmasini
ortaya koymak amactyla LC-MS/MS metodu gelistirmiglerdir (Morcos vd., 2017b).
Kromatografik ayirim Waters XBridge™ Shield RP18 analitik kolon (2,1 x 50 mm, 5
um) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan ayirma teknigi gradyan eliisyonudur. Bu
calismada mobil faz A 9%0,1 formik asit iceren su ve mobil faz B %5 aseton, %95
asetonitril ve %0,1 formik asitten olusan bir karisimdir. MRM+ modunda secilen gegisler
ALEK igin 483.3 — 396.2, ALEK-d® i¢in 491.3 — 396.2 seklindedir. Plazmada analit
icin kalibrasyon araligr 1,50-1500 ng/mL, idrarda ise 0,5-500 ng/mL olup LLOQ
0,874 pg/mL olarak sunulmustur.

Mabher vd. sican plazmasinda ALEK ve diger iki ALK inhibitorii olan seritinib ve
krizotinibin es zamanli analizi i¢in UPLC-MS/MS biyoanalitik yontem gelistirmislerdir
(Maher vd., 2021). Kromatografik analiz, mobil faz olarak %0,1 formik asit (70:30, 4/h)
iceren asetonitril/su karigimi ile Waters BEH™ C18 (100 x 1,0 mm, 1,7 pum) kolonunda
gergeklestirilmistir. Kantitasyon, SRM ile [M+H]", m/z 482,26—395,23 degerinde
gerceklestirilmistir, Yontem, ALEK ic¢in 2-200 ng/mL konsantrasyon araliklarinda
dogrusal olup LLOQ derisimi 2 ng/mL olarak verilmistir.

Veelen vd. insan plazmasinda ALEK’in, krizotinib, erlotinib ve gefitinibin ile es
zamanl miktar tayini LC-MS/MS yo6ntemi gelistirmis ve dogrulamistir (van Veelen vd.,

2021). Kromatografik ayirma, HyPurity® C18 (50 x2,1 mm, 3 pm) analitik kolon
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iizerinde, her ikisi de %0,1 formik asit ile asitlendirilmis su ve metanol icinde amonyum
asetat eliisyon gradyani kullanilarak gergeklestirilmistir. ESI+ modda 483,3—396,2 tespit
yapimistir. Yontem 100-2000 ng/mL aralikta dogrusal ve LLOQ 572 ng/mL olarak
belirlenmistir.

Literatiirde s6z konusu tez ¢alismasina en yakin dogrultuda ¢alisma Parmar vd. ne
ait oldugu goriilmektedir (Parmar vd., 2021). Bu ¢alismada ALEK’e hizli bozundurma
kosullart uygulayarak bozunma fiiriinlerinin eldesi ve preparatif HPLC ile saflagtirma
yaparak LC-MS/MS, Fourier Doniigiimli Kizilotesi (FTIR) ve Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) spektroskopisi ile kalitatif tayinlerini yapmislardir. Ayrica ALEK’in
bozunma mekanizmalar1 i¢inde Onerilerde bulunmuslardir. ALEK’in hidrokloriirii
formunun oksidatif stres durumunda dort bozunma {iriinii tirettigini ve tigliniin molekiiler
kiitleye (498 Da) sahip olsalar da sirastyla N-oksit, epoksit ve N-hidroksi safsizlig1 olarak
tanimlanan farkli molekiiller oldugunu kesfetmislerdir. Dordiincii bozunma {iriinii ise
epoksit safsizligr olup onceki ligiinden farkli bir molekiiler kiitleye sahip ve amid
safsizlig1 oldugu dogrulanmistir. Caligmada ALEK ya da herhangi bir bozunma {iriinii

icin tayin yontemi Onerilmemistir.

2.8. Deneysel Tasarim

Deneysel tasarimlar, ¢esitli proseslerdeki ¢aligma parametrelerini optimize etmek,
kromatografik ayirma performansini artirmak ve ayni zamanda yiiksek ekstraksiyon
verimliligi elde etmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Food and Administration, 2004).
Ideal olarak, birden fazla unsur belirli bir siire¢ iizerinde es zamanl etki gosterir. Bununla
birlikte, daha az deneysel denemeyle yetkin bir sonu¢ elde etmek icin en basaril
yaklasim, deneysel tasarim kullanilarak ilgili bilesenlerin belirlenmesi ve optimize
edilmesidir. Bu nedenle deneysel tasarim, zorluklari ¢6zmeyi ve bol miktarda bilgi iceren
sonuglar elde etmeyi amaglayan metodik bir strateji olarak dogru bir sekilde
nitelendirilebilir. Analitik siirecte deneysel tasarim kullanmanin temel amaci, gerekli is,
zaman ve kaynaklari en aza indirirken optimum ve gecerli sonuclar elde etmektir. Bir
deneysel tasarim baglaminda, 6nceden belirlenmis bir veya daha fazla parametre, deneyin
sonucu lizerindeki etkilerini gézlemlemek amaciyla kasitli olarak manipiile edilir (Food

and Administration, 2021, Holm vd., 2017).
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DENEY TASARIMI

AYIRMA

2-4 5 ya da daha fazla
Degiskenler Degiskenler

Tam faktériyel Plackett-

tasarim Burman

Deneysel tasarimlarin kategorizasyonu, Sekil 2.4’de gosterildigi gibi genel olarak
Tarama Tasarimlar1 ve Yanit Yiizeyi Tasarimlari (optimizasyon tasarimi olarak da bilinir)
olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Tablo 2.1 ise ¢esitli deneysel tasarimlara ve

bunlara karsilik gelen deneysel alanlara iliskin kapsamli bir genel bakis sunmaktadir

Kesirli Faktériyel
Tasarim

2-4
Degiskenler

OPTIMIZASYON

5 ya da daha fazla
Degiskenler

Merkezi Kompozit

Tasarim

Box-Bhenken
Tasarim

Taguchi Tasarim

Optimizasyondan 6nce degisken sayisini
sinirlamak igin kullanilan ayirma tasarimlari

Sekil 2.4. Deneysel tasarimlarin simiflandrilmast (Sahu vd., 2018).

(Sahu vd., 2018).
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Tablo 2.1. Stvi kromatografisinde deneysel tasarimlar ve alanlar (Sahu vd., 2018)

Deneysel .
Tasarim Seviye  Uzay Tasarim
Tarama
(a) ! (+) (b) | ( 2 rh
f ) 2 3 % v-»‘
Tam Faktoriyel 2yada3 - Variable 2
T FFD iyeli L e
asanm(FED) seviyel (a) Iki faktorli, iki seviyeli (22),
(b) iig faktorli, iki seviyeli (2%),
(c) iki faktorli, tig seviyeli (3%) nokta sayisini gdsteren tam
faktoriyel tasarimlar (deneysel ¢aligmalar).
4
Kesir Faktoriyelli 2 seviveli 15
Tasarim(FrFD) 4 d
Variable 2 .
Kesirli faktoriyel tasarim (231).
Tasarim iki seviyeli FrFD’ye benzer. Bir deneyde N (4’iin kat1)
Plackett— Burman 2 seviveli calistirmayla maksimum N-1 faktor incelenebilir. Deneysel
iyeli . .
Tasarim(PBD) SVIEL hatalant belirlemek i¢in tekrarlanan deneyler ve kukla faktorler
kullanilabilir.

Yamt yiizeyi (optimizasyon)

3 @ cute poins
g QO Axial points
Merkezi Kompozit 3 seviveli @ eenn
Tasarim(CCD) 4
(a) 2 degisken ve (b) ¢alisma sayisini1 gosteren 3 degisken icin
ii¢ seviyeli ¢cevrelenmis merkezi kompozit tasarimlar.
Box Bhenken 3 dii
iize
Tasarim (BBD) Y

Variable |

3 degisken i¢cin Box-Behnken tasarimi.

19



Tablo 2.1. (Devam) Sivi kromatografisinde deneysel tasarimlar ve alanlar (Sahu vd.,
2018)

Variable 3

Box Bhenken 3 diize
Tasarim (BBD) Y
Variable |
3 degisken i¢cin Box-Behnken tasarimi.
Taguchi
2 dii
Tasarim diizey
Taguchi tasanimina gore L16 ortogonal dizisi (2') igin
dogrusal takma ad modeli.
‘.—
A P4
ale @ e
©
Dochlert Coklu ] \ /
Tasarim diizey = 9 ¢
Variable 1
7 calistirmay1 gosteren 2 degisken i¢in Doehlert tasarimi.
o~
o
mal S
D-optima =
2 dii =
Tasarim ey -
Variable 1
Iki faktor igin 9 calistirmay1 gosteren D-optimal tasarim
Component 1
100"/7 0%
Hibrit Coklu /o\ \
Tasarim diizey 0% l o100%

100% 0%
Component 2 Component 3

Deger toplami1 %100 olan {i¢ bilesen i¢in hibrit tasarim.
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2.8.1. Tarama tasarimlari

HPLC siirecini etkileyen ¢ok sayida faktor géz oniine alindiginda, bu siireg iizerinde
onemli bir etkisi olmayanlarin elenmesi zorunludur. HPLC deneysel tasarim
uygulamanin temel amaci, en etkili unsurlar1 taramaktir. Bu tasarimlar, tiim olast
faktorlerden olusan bir havuzdan en Onemli bilesenleri ve bunlarin etkilesimlerini
belirlemek amaciyla kullanilir. Niteliksel, niceliksel ve karistirict ile ilgili yonlerin es
zamanl olarak incelenmesi oldukga degerlidir. Iki seviyeli tasarimlar, daha az sayida test
kullanarak c¢ok sayida parametrenin verimli bir sekilde taranmasim saglar. incelenen
faktorlerin belirli bir yanit iizerindeki etkisinin hesaplanmasi, varyans analizi (ANOVA)
veya regresyon analizi kullanilarak kolaylagtirilabilir. Bu yontemlerin uygulanmasi
genellikle ayirma tekniklerinin, formiilasyonlarin, {irlinlerin ve kalite kontrolle ilgili
stireclerin  gelistirilmesinde ~ goriiliir. Ayrica, bu yontemlerin saglamligini  ve
dayanikliligimi test etmek icin de kullanilmaktadirlar. Bu tasarimlarda yer alan
prosediirler saglamlik veya dayaniklilik testlerine benzemektedir; tek fark degiskenlerin
iki seviyesi arasindaki araliklarin degismesidir. Cesitli tarama tasarimlarinin avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo 2.2’de kisaca 6zetlenmistir (Sahu vd., 2018).

Tablo 2.2. Tarama tasarimlarinin avantaj ve dezavantajlart (Sahu vd., 2018)

Tasarmm

Amag

Sonug

FFD (2-4 faktorii optimize etme)

FrFD (4’den fazla faktorii

optimize etme)

PBD (Optimizasyonun daha

fazla dogrulanmasi igin ¢ok
sayida deneysel faktdrden az

sayida 6nemli faktorii belirleme)

Bagimsiz faktorlerin etkilerini

ve etkilesimlerini belirlemektir.

Esit sayida faktor icin daha az
deneysel

duyuldugundan FFD’den daha

denemeye  ihtiyag

verimlidir.

Cok sinirl deneysel
calismalarda ¢ok sayida faktor

degerlendirilebilir.

Faktor sayisinin artmasi deneme
sayisinda aritmetik artiga yol
actigl icin on altidan fazla

faktoriin taranmasi imkansizdir.

Yetersiz etkilesim etkileri ve
deneysel bir hata olmadig1 i¢in

tedbirsiz olabilir.

Tasarim, Onemli ana etkilerin
belirlenmesine kesinlikle uygun
olup ve herhangi bir etkilesim

etkisi dikkate alinmamaktadir.

21



2.8.2. Yanit yiizey tasarimlari

Yanit yiizeyi tasarimlari, aragtirma ve istatistiksel analizlerde yaygin olarak
kullanilan bir deneysel tasarim tiiriidiir. Bu tasarimlar, bagimsiz degiskenlerin sistematik
olarak manipiile edilmesini ve buna karsilik gelen sonuglarin gdzlemlenip analiz
edilmesini igerir.

Optimizasyon, kemometri alaninda belirli bir siire¢ i¢in en uygun kosullarin veya
ayarlarin belirlenmesini kolaylastiran tamamlayici bir tekniktir. Bu strateji genellikle
olas faktorleri belirlemek igin bir tarama tasariminin uygulanmasini igerir. iki ana tip
yanit yiizeyi tasarimi vardir: simetrik tasarimlar ve asimetrik modeller. Ug seviyeli FFD,
Merkezi Kompozit tasarim (CCD), Box-Behnken tasarimi (BBD), Taguchi tasarimi (TD)
ve Doehlert tasarimlarmin kullanimi akademik arastirmalarda yaygindir. Bu tasarimlar,
deneysel hatanin tahmin edilmesine olanak tanityan bir merkez noktasi iceren simetrik
alan1 kapsamak icin kullanilir. Asimetrik Ozelliklere sahip bir deneysel alan analiz
edildiginde, D-optimal tasarim gibi tasarimlar asimetrik sekiller sergiler. Ayrica, bu
tasarimlar simetrik bir baglamda simetrik konfigiirasyonlar sergileme potansiyeline
sahiptir. Karigim tasarimlart yalnizca karisim faktorlerinin incelenmesi i¢in, 6zellikle de
belirli bir karigimin bilesimini optimize etmek amaciyla kullanilir. Yanit yiizeyi
tasarimlari icin istatistiksel analiz yaklasimlart ANOVA, sinyal-giiriiltii oran1 ve aralik
analizi iizerine kuruludur. Aralik analizi, bireysel bilesenlerin etkisini degerlendirmek ve
cesitli faktorlerin en uygun seviyelerini belirlemek igin kullanilan istatistiksel bir
tekniktir. Belirli bir faktor icin ortalama araligi, bu faktoriin tiim seviyelerinde
gbézlemlenen maksimum ve minimum ortalamalar arasindaki mutlak fark olarak
hesaplanabilir. Belirli bir sistemde, en genis ortalama araligim1 sergileyen faktor,
performans iizerinde en belirgin etkiyi gosterir. Aralik analizi, cesitli unsurlarin ideal
degerlerini belirlemek i¢in kullanilabilecek bir tekniktir. Ancak, bu yontemin bu
unsurlarin goreceli onemine iligkin net ve nicel bir degerlendirme saglamadigina dikkat
etmek onemlidir. ANOVA, verileri incelemek i¢in bir F-testinin kullanilmasini igerir. Her
bir bilesenle iliskili F degeri, bu faktore atfedilen varyansin deneysel hataya atfedilen
varyansa oranidir. Her bir unsurun yiizde katkisi, s6z konusu faktore atfedilebilecek genel
kare sapma toplaminin oranini ifade eder. Yukarida belirtilen ifade, s6z konusu faktor
tarafindan uygulanan etkinin bir gostergesi olarak hizmet etmektedir. Regresyon analizi,
bir regresyon fonksiyonunun kullanilmasi yoluyla degiskenler arasindaki iliskilerin

tahmin edilmesini saglar. Dogrusal birinci dereceden ve ikinci dereceden modellere
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akademik arastirmalarda ve pratik uygulamalarda siklikla rastlanir. HPLC deneysel
tasarimin basarilt bir sekilde yiiriitiilmesi uygun bir tasarimin se¢ilmesi, ilgili yazilimin
kullanilmasi, deneysel denemelerin yapilmasi ve elde edilen verilerin analiz edilmesi ile

bulgularin yorumlanmasi olmak tizere dort temel unsura gerek vardir (Sahu vd., 2018).

2.9. Kemometride Matematiksel Modelleme

Model terimi genellikle bir yanit degiskeni ile bagimsiz degiskenler arasindaki
iligkiyi tanimlamak i¢in kullanilir. Matematiksel modeller iki ana kategoride
siiflandirilabilir: ampirik modeller ve teorik modeller (Singh vd., 2005). Ampirik bir
model, belirli bir bilesen ile buna karsilik gelen yanit arasindaki iliskiyi ifade etmek igin
bir ara¢ sunar. Her zaman tutarli olmasa da belirli bir diizendeki polinomlar kiimesi
yaygin olarak gozlemlenir. En sik kullanilan dogrusal modeller (2.1)’den (2.3)’e kadar
olan denklemlerle temsil edilir (Sahu vd., 2018).

E(y) = Bo + B1X; + B2X; (2.1)
E(y) = Bo + B1Xy + B2X; + B12X1X; (2.2)
E(y) = Bo + B1Xy + B2Xy + B12X1 X5 + 12X X, + B11X% + Bszg (2.3)

Yukaridaki denklemde E(y) Olgiilen yanit degiskenidir. X; ve X secilen
faktorlerdir, Bo ise kesisme noktasini temsil etmektedir. f1 ve P2 birinci dereceden
parametreler, P12 etkilesim parametresi ve P11 ve P22 ikinci dereceden parametrelerdir.
Katsayilar ya c¢oklu dogrusal regresyon analizi ya da karsitliklar yontemi kullanilarak
hesaplanir. Denklem (2.1) ve (2.2) degiskenler acisindan dogrusallik sergilemekte ve
strastyla {i¢ boyutlu uzayda diizlemsel bir ylizeyi ve diizlemsel olmayan bir yiizeyi ifade
etmektedir. Denklem (2.3), ikinci dereceden terimlerin varligt nedeniyle egrilik
sergileyen carpik bir diizlemi karakterize eden dogrusal bir ikinci dereceden model
vermektedir. Ug boyutlu yanit yiizeyi grafiklerinin kullanilmasi, bagimsiz faktdrlerin
etkisini gorsel olarak gostererek sistem davranisinin anlasilmasini kolaylagtirir. Kontur
grafikleri yanit yiizeyinin kesitlerini gostermektedir. Normallestirilmis grafikler,
normallestirilmis faktor degerlerine (N) karsi ¢izilen bir yanit degiskeninin grafiksel
tasvirini gostermektedir. Tipik olarak, bu grafikler yalnizca unsurlarin seviyelerinin esit
uzaklikta olmadigi, yani orta seviyenin yliksek ve diisiik seviyelerin ortalamasina karsilik

gelmedigi durumlarda olusturulur. Bu durumlarda, normallestirme siireci genellikle
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verileri daha sonraki 0©zel matematiksel analizler i¢in uygun hale getirir.
Normallestirilmis faktor seviyelerinin hesaplanmasi Denklem (2.4) kullanilarak

gerceklestirilebilir (Sahu vd., 2018).

N = (X—L)/(H-L) x 100 (2.4)

X normalize edilmemis bir faktor seviyesini, L. ve H ise sirastyla en diisiik ve en
yiiksek faktor seviyelerini temsil etmektedir (Sahu vd., 2018).

Faktoriyel Kesirli Tasarimlar (FFD) baglaminda, 6nemli sayida bilesen s6z konusu
oldugunda, en yiliksek mertebedeki etkilesimlerin istatistiksel olarak anlamli bir etki
gostermeyebilecegi diisiiniilebilir. Bu tiir durumlarda, deney sayisini sistematik olarak
azaltmak miimkiindiir ve bu da FrFD olarak bilinen bir tasarimin gelistirilmesine yol agar.
FrFD (1/XP)’nin kesri olarak tanimlanabilir; burada p, kesir derecesini temsil eder. FrFD
tasarimlar1 i¢in gereken toplam deney sayist X"P ile belirlenebilir. Bir 2° faktoriyel
tasarim i¢in polinom denkleminin agilimi, Denklem (2.5)’de goriildiigii gibi genel form

kullanilarak elde edilir (Sahu vd., 2018).

Y = By + X'BiXj + XY By XiXj + X1 X Yk BijXiX Xi (2.5)
1=1 1=1 1=1
j=it1 j=it1
k=j+2

Yukaridaki denklemde, n eleman sayisini (6zellikle 2.3) temsil ederken, X kodlama
kurallarina gore +1 veya -1’dir. Doniistim formiilii Denklem (2.6) olarak gosterilir (Sahu

vd., 2018).

kullanilan miktar — (maks lmum;— mmumum)

Donlstirilmiis orantt = - -
maksimum — minumum

( . )

Bi, Bij ve Bijk katsayilarinin Olciilen yanit1 Y olarak gosterilir. Bu katsayilar,
deneysel tasarimlar i¢in 6zel olarak uyarlanmig RSM kullanilarak yanitlardan tiiretilir

(Sahu vd., 2018).
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FFD veya FrFD ozellikle iki seviye goz Oniinde bulunduruldugunda, yanit
denklemlerinde dogrusallik onciilii altinda ¢alisan matematiksel modellerdir. Potansiyel
egrilik varligin1 belirlemek i¢in ikinci derece modellerin kullanilmasi gerekir. Merkezi
kompozit tasarimlar olarak da bilinen CCD’ler, FFD veya FrFD ve yildiz tasariminin
avantajli 6zelliklerini bir araya getiren etkili ikinci dereceden deneysel tasarimlar olarak
kabul edilmektedir. Genellikle Box-Wilson tasarimlari olarak adlandirilan bu tasarimlar,
kapsamli deney ihtiyacini en aza indirirken yiiksek derecede bilgi sunar. S6z konusu
tasarim, iki seviyeli faktoriyel tasarimi (2") takip eden merkezi bir c¢ekirdekten
olusmaktadir. Ayrica, +ai, *oao,...+0x koordinat eksenleri boyunca ciftler halinde
diizenlenmis bir merkezi nokta ve 2" dis nokta icerir. Bu baglamda a, eksenel noktalar ile
merkez arasindaki mesafeyi temsil eder ve bdylece bir yildiz tasarimini andirir (Singh
vd., 2005). Etkiler ve etkilesimler, denklem katsayilar1 ve katsayilarin istatistiksel
anlamlilig1 icin hesaplamalar yapmak iizere ¢esitli yaklagimlar kullanilabilir. Kontrastlar
yontemi ve Yates algoritmasinin uygulanmasi, etkilerin ve etkilesimlerin hesaplanmasini
saglar. Katsayilar regresyon analizi ya da Davies tarafindan Onerilen yaklasimla
hesaplanabilir. Katsayilarin anlamliliginin belirlenmesi, Yates’in yontemi kullanilarak
ANOVA’nin  uygulanmast veya Student’s t-testinin  kullanilmasi  yoluyla
gerceklestirilebilir. CCD temsil eden polinom denklemi, Denklem (2.7)’de verilen genel
formun genisletilmesiyle elde edilebilir (Sahu vd., 2018).

Y = By + XI'BiX; + XY ByXiX; + XY BX? (2.7)
=1 =1 =1
j=it1 j=it1

Bi ve Bjj katsayilart ampirik yanit degiskeni Y’ den tiiretilir. Belirtilen CCD’ye gore,
X i¢in potansiyel degerler 0, =1 veya +a’dir (Sahu vd., 2018).

Matematiksel optimizasyon hem esitlik hem de esitsizlik kisitlamalarmi dikkate
alirken, denklemi (amag fonksiyonu olarak adlandirilir) maksimum veya minimum bir
deger icin ¢ozerek en uygun ¢oziimii bulmak i¢in kullanilir (Singh vd., 2005). Amag
fonksiyonu matematiksel olarak Denklem (2.8) ile gosterilebilirken, esitsizlik ve esitlik
kisitlamalar1 matematiksel olarak sirastyla Denklem (2.9) ve (2.10) ile tanimlanir (Sahu

vd., 2018).
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Y = f(XiX>) (2.8)
G(X) = fi(Xi, X2) > 0, yani esitsizlik kisit1 (2.9)

H(X) = £2(Xi1, X2) = 0, yani esitlik kisit1 (2.10)

Klasik optimizasyon yaklagimlari, amag¢ fonksiyonu Y = f(X) olarak gosterilen tek
bir degiskenin fonksiyonu olarak temsil edildiginde kullanilabilir. Bu teknikler, bir
fonksiyonun maksimum veya minimumunu belirleme temel problemini ¢ézmek igin
hesaplama uygulanmasini igerir. Fonksiyonun birinci tiirevi hesaplanabilir ve sifira
esitlenerek maksimum veya minimum degeri verecek X degeri belirlenebilir. Yanit
degiskeni Y (amag fonksiyonu olarak da bilinir) arasindaki iligki, X; ve Xz i¢in Denklem
(2.11)’de oldugu gibi iki veya daha fazla bagimsiz degiskenin bir fonksiyonu olarak ifade
edildiginde, sorun daha karmagsik hale gelir. Matematiksel olarak, kismi tiirevlerin
fonksiyona uygulanmasi, optimum X degerleri ¢iftinin bulunabilecegi kritik noktalarin

tanimlanmasini saglar (Sahu vd., 2018).

Y = F(X1, X) 2.11)

Cok sayida yanut siirecinin varhigiyla karsi karsiya kalindiginda optimize etmek i¢in
isteklilik fonksiyonu teknigini kullanmak gerekli hale gelir. Bu metodoloji, en ¢ok
istenildigi  diisiiniilen yanit degerlerini  veren isletim ayarlarin1  belirlemeyi
amaclamaktadir. Bu baglamda, bir yanitla iliskili degerleri [0,1] sayisal araligina
doniistiirmek i¢in bir istenebilirlik fonksiyonunun kullanildigini belirtmek énemlidir. Bu
aralikta, 0 degeri tamamen istenmeyen bir yaniti temsil ederken, 1 degeri tamamen
istenen veya ideal olarak kabul edilen bir yanit1 ifade eder. Bireysel arzu edilebilirlikler
daha sonra geometrik ortalama kullanilarak toplanir ve sonugta genel isteklilik belirlenir

(Candioti vd., 2014).

2.10. Kemometrik Tasarimin Uygulamalar

Kemometrinin birincil amaci, problem modlarint belirleyerek 6nemli sistem
uygunluk kriterlerine bagl kalan ve kesintisiz dongii yonetimi saglayan giivenilir bir

tasarim alanmi olusturmaktir. Amag, ampirik ve geleneksel tek degiskenli veya her
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seferinde bir faktor tekniklerine giivenmek yerine, mantiksal ¢ok degiskenli denemeler
kullanarak esnek bir tasarim alani elde etmektir (Molnar vd., 2010). Kemometrinin
geleneksel yaklasimlara kiyasla sayisiz avantaji Tablo 2.3’te kapsamli bir sekilde
listelenmistir. Kemometrik yaklagim degiskenlerin daha iyi anlasilmasi ve yonetilmesi
icin matematiksel veri sunar. Bu veri sayesinde sorunsuz metot transferi, farmakope

sinirlarinin daha net rotaya konmasina ve hedefe daha rasyonel yaklagim saglar.

Tablo 2.3. Kemometrinin geleneksel yaklasimlara gére avantajlart

Bilgi Geleneksel yaklasim Kemometrik yaklasim
Hedef/amag Deneme yanilma yaklagimi Isteklilik fonksiyonu

Performans Dogrulama Hedefe yonelik deneme

Yontem degiskenlerini anlama Degiskenler goz ardi r Lineer ve kuadratik denklemlerle

rasyonel degerlendirme

Kalite Yontem validasyonuna dayali  Performans kalifikasyonu
Yeterlilik, dogrulama ve transfer ~ Ayri ayr1 uygulama Siirekli uygulanabilirlik
Mevzuat esnekligi Yok Daha az

Gelistirme Daha az Siirekli

Kemometrinin kullanilmasi, arastirmacilarin 6nemli sonuglar {izerinde etkisi olan
bir¢ok yontem faktorii ve degisken hakkinda bilgi edinmesini saglarken, ayn1 zamanda
etkilesimlerin varligin1 aydinlatir ve karmasikliklar1 azaltir. Kemometrik bir ¢alismay1
etkin bir sekilde yiiriitmek icin yanit degiskenleri, onemli yontem degiskenleri, bunlarin
ilgili araliklar1 ve kullanilacak uygun matematiksel model(ler) hakkinda kapsamli bir
anlayisa sahip olmak ¢ok onemlidir. RSM degiskenler ve yanitlar arasinda 6nemli bir
iligki kurmak icin c¢esitli kemometrik tasarimlar kullandigindan analitik yontemlerin
sistematik olarak olusturulmasinda degerli bir yaklasimdir (Bhoop vd., 2013). Deneysel
tasarimlar, ¢alismanin belirli hedeflerine dayali olarak yanitlar1 sistematik olarak analiz
etmek ve yorumlamak i¢in kullanilir. Bu tasarimlar, yiiksek (+1), orta (0) veya diistik (-
1) olarak kategorize edilen ¢esitli degisken seviyelerinde kritik yanitlarin incelenmesine
olanak tanir (Sahu vd., 2018). Arastirmada resimsel ve grafiksel araglarin kullanilmasi,
faktorler ve bunlara karsilik gelen yanitlar arasindaki iligkinin mekanik anlayiginin yani
sira bunlarla iliskili etkilesimlerin aydinlatilmasina yardimci olur. Yanit yiizeyi grafikleri,
kontur grafikleri, pertiirbasyon grafikleri, dogrusal korelasyon grafikleri, aykir1 deger
grafikleri ve hem 3D hem de 2D Box-Cox grafiklerinin bu baglamda olduk¢a degerli

araglar oldugu goriilmistiir. Secilen arastirma tasarimiyla elde edilen verilerin
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toplanmasindan sonra, verileri analiz etmek i¢in MLR analizi gibi istatistiksel teknikler
kullanilabilir. Bu, nesnel sonuglarin tiiretilmesine olanak tanir (Abba vd., 2020). Sekil
2.5, yontem gelistirme ve veri analizi amaciyla kullanilan geleneksel bir kemometrik

tabanli regresyon modelinin akis diizenini gostermektedir (Sahu vd., 2018).

/ Modellemek Modellememek \

Deneysel analiz Muhtemel potansiyel Kritik Varyans Analizi ile B
' degiskenler degiskenler dogrulama (ANOVA) Kalints analizi Model se¢

Eleme tasarimi
Degiskenleri ekleyin ¢
veya gikarin

N J

Sekil 2.5. Deneysel tasarimlarda MLR modelleme semasi (Sahu vd., 2018)

Yukaridaki sekilde bircok etkileyici yone ve sonuglarin deneysel tasarim yoluyla
degerlendirilmesine odaklanilmaktadir. Balik kilgig1 diyagrami, kontrol degiskenleri ve
giiriiltiilii degiskenler de dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerin, yontem arzu edilebilirligi
kriterlerinde (yanit degiskenleri) gdézlemlenen degiskenlige katkida bulunabilecegini
gostermektedir. DoE araglarinin uygulanmasi yoluyla ¢ok degiskenli bir yaklagimin
kullanilmasi, tiim kontrol degiskenlerinde ayni anda mantiksal ayarlamalar yaparak belirli
bir numunenin (karisimin) yanit degiskenlerini optimize etmeyi saglar. Ote yandan,
geleneksel tek degiskenli strateji istekliligi tam olarak sunmada yetersi kalir ya da hig
yapamaz. HPLC i¢in deneysel tasarim se¢imi, caligmanin hedefleri, arastirmacilarin
odaklandig1 alanlar, deneyin yiiriitiilmesinin pratikligi, secilen tasarimin maliyet etkinligi
ve tamamlanmasi i¢in gereken siire dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere baglhidir. Belirli
bir deneydeki en 6nemli bilesenleri belirlemek i¢in arastirmacilar genellikle iki seviyeli

faktoriyel tasarimlar kullanirlar (Del Castillo, 2007).

2.10.1. Kemometri ve DoE

Kromatografide DoE yaklagiminin benimsenmesi arzu edilen ayirma sonuglarini

vermesine ragmen yontemin daha da gelistirilmesi inkar edilemez. Ayrica DoE tek basina
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memnuniyeti saglamak i¢in yeterli degildir. Tasarimla Kalite (QbD) projesinin FDA ve
ICH tarafindan QS ile Q11 kilavuzlar1 seklinde uygulanmasi, ila¢ endiistrisi iizerinde
doniistiiriicti bir etki yaratmigtir (Rathore, 2016). Testlerin tasarimi (DoE), QbD
yaklagimina dogru bir doniisiim gecirmistir. ICH QS8 kilavuzunda tanimlandig: sekliyle
QbD kavrami, dnceden belirlenmis hedeflerle baslayan gelistirmeye yonelik metodik bir
yaklagimi ifade etmektedir. Hem {irliniin hem de siirecin anlagilmasina ve siire¢ iizerinde
kontrol uygulanmasina biiyiik 6nem verir. Bu yaklasim, iyi bilim ve kalite risk yonetimi
ilkelerine dayanmaktadir (Holm vd., 2017). QbD uygulamasinin hayata gecirilmesi, DoE
kavramu ile belirlenen kapsamli bir tasarim alaninin olusturulmasini gerektirir. Bu tasarim
alani, bir HPLC yontemi i¢in istenen performans diizeyine ulasmak iizere ideal global
kosulun belirlenebilecegi bir dizi 6n kosulu kapsar.

Bu tasarim alani, HPLC y6ntemi i¢in istenen performans diizeyine ulasmak tizere
ideal global kosulun belirlenebilecegi bir dizi kosulu kapsar. QbD ilkelerinin
uygulanmasi, saglam analitik tekniklerin olusturulmasi i¢in uygun ayirma kosullarinin
belirlenmesini  kolaylagtirir  ve bdylece yoOntem aktarim zorluklarmin ve
basarisizliklarinin olusumunu azaltir (Rozet vd., 2013). QbD konsepti, sivi kromatografi
teknolojilerinin olugturulmasinda kullanilmaktadar.

"Farmasotik" terimi, tibbi amaglarla kullanilan madde veya iirlinleri ifade eder
QbD, dnceden belirlenmis hedeflerle baglayan ve kalite risk yonetimi yoluyla hem {iriinii
hem de siireci anlamaya ve kontrol etmeye biiylik dnem veren yenilik¢i bir gelistirme
metodolojisidir. QbD paradigmasinda, bir metodoloji, performans isteklilik kriterlerini
stirekli olarak kargilamak amaciyla gelistirilir. Bu durum, hem diizenleyici ve farmakope
gerekliliklerine bagl kalirken hem de analitlerin daha verimli bir sekilde ayrilmasina
sebebiyet verir. Siire¢ ve iiriin gelistirme sirasinda QbD benimsenmesi, Rathore ve
Winkle tarafindan 6zetlendigi gibi bes farkli agamadan olusan sirali bir dongiiyii takip
eder. Bu asamalar sunlardir: i) tanimlama, ii) tasarim, iii) karakterizasyon, iv) dogrulama

v) izleme ve kontrol (Rathore ve Winkle, 2009, Sahu vd., 2018).
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i Potensiyel yontemin istenebilirlik kriterleri : . Regiilatif ve farmakope
i (6rnegin; ayirma, alikonma, SST limitleri) ATP’y' tanimla ) A .
gereksinimleri

:r Risk degerlendirmesi yoluyla 6zellikleri \\ ‘I'
! belirleyin (8rnegin; kritik céziiniirliik, alikonma, > CQA’y1 tanimla > 4= Risk degerlendirmesi

asimetri, analiz siiresi vb.)

DOE’nin, CQAlari etkileyen gesitli CMP’ lerin  * 3 l M

! risk analizi igin uygulanmasi (6rnegin; Ayirma > Tasarim alani tanimla > ¢ | YONtem uygulama ve
karakterizasyonu

E ve Yanit yiizey tasarimlan
1

:rKritik Kalite Atf Noktalarinin (CQA) énemliligini‘n\
i risk degerlendirmesi yoluyla yontem performansm\lj.
1 saglayan planlanmig kontrol kiimesi 4

N

: Siire¢ anlayisi ve genisletilmis tasarim alani, \\\
> Yontem

| validasyon kabul kriterlerine dayal olarak validasyonu >— Tasarim alani tanimla
E kaliteyi garanti eder

r - - \,
EOnay sonrasi CQA izlemesi, siirekli iyilegtirme igifsg
igenisletilmis tasarim alani iginde yéntem > Siireg izlemesi
Eperformanslm saglamak amaciyla yapilir

Sekil 2.6. ObD odakli kromatografik yontem gelistirmede onemli adimlar

Sekil 2.6, siireclerin veya yontemlerin gelistirilmesinde QbD uygulamasinin
kapsadigi temel asamalar1 gostermektedir. QbD uygulamasinin ilk asamasinda Analitik
Hedef Profilinin (AHP) belirlenmesi yer alir. Analitik yontemin AHP’si, gerekli
ayristirmanin siirekli olarak elde edilmesini saglamak i¢in ideal olarak ulagilmasi gereken
performans veya siire¢ kabiliyeti gibi kalite niteliklerini ifade eder. Bu, yontemin ayirma
verimliligi, analitlerin alikonma 6zellikleri ve kat1 faz ekstraksiyon tekniginin sinirlari
gibi faktorleri kapsar. Yaklagimin kritik kalite 6zelliklerinin (KKO) belirlenmesi, AHP
hedefine dayanmaktadir. Sonraki arastirma, analistin kritik yontem parametrelerini
(KYP’ler) belirlemesine ve bunlarin kritik kalite nitelikleri (KKN’ler) tizerindeki
etkilerini degerlendirmesine olanak tanityan risk analizi i¢in tasarim alanlarinin
kullanilmasimi igerir. HPLC yOntemleri, bilgisayar modelleme yazilimi kullanarak
tasarim yoluyla kalite cercevesinde KYP’leri yaygin olarak degerlendirir. Tasarim
uzayinda dikkate alinan bu KYP’ler tipik olarak kolon sicakligi, gradyan siiresi, sulu
eluent pH’1 ve sabit fazi kapsar. DoE tarafindan onerilen testlerin yiiriitiilmesi, tasarim
alan1 i¢indeki ideal kosullarin belirlenmesine yardimci olan Kritik Malzeme Siireci

(KMS) kontrol stratejisinin tanimlanmasini saglar. Bu yaklagim ayni zamanda siireg
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dogrulama asamasinda esneklik saglar. Bu, metodolojinin performansinda siirekli izleme
ve yinelemeli iyilestirme i¢in bir temel olusturulmasini saglar.

Bilgisayar destekli sivi kromatografik teknik gelistirmede QbD ilkelerinin
uygulanmasi, analitlerin yiiksek verimli taranmasin1 kolaylastirma kabiliyeti nedeniyle
onemli Ol¢lide uluslararasi kabul gormiistiir. Analitik karakterizasyon ic¢in g¢esitli
kromatografik modlarin kritik degerlendirmesi, en 6nemli kritik degiskenlerle (K'YP’leri)
iligkili olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir (Tyteca vd., 2016). Cok sayida ornek,
HPLC yontemlerinin olusturulmast ve dogrulanmasimin QbD ilkelerinin yoklugunda
yetersiz kaldigini gostermistir (Sahu vd., 2018).

Modeller gozlemlenebilir gerceklerden anlam ¢ikarmada ¢ok Onemli bir rol
oynadigindan, ham deneysel verilerin yorumlanmasi anlamli 6ngoriiler elde etmek i¢in
gereklidir. Bir kromatografik yontemin gelistirilmesinde optimum deneysel kosullarin
rasyonel se¢imi, pH, katki maddelerinin tiirii ve lipofilikligi, organik degistiricilerin
konsantrasyonlari, iyonik gli¢ ve sabit faz paketleme gibi faktorleri iceren genisletilmis
optimizasyon parametre alani nedeniyle onemli bir zorluk olabilir. Ayrica, iyonik
olmayan, iyonize olabilen ve iyonik ¢6ziinenler dahil olmak iizere farkli analit tiirlerinin
varlig1 siireci daha da karmagsik hale getirmektedir. Yerlesik teorik kanunlardan veya
ilkelerden tiiretilen ve tahmin yetenekleri igeren teorik modellerin aksine, kemometrik
modeller dogas1 geregi ampiriktir. Bununla birlikte, biiyiik bir ¢ok yonliiliik sergilerler ve

bir sistemin tepkisini tanimlamada oldukg¢a degerlidirler (Kalinowska vd., 2021).

2.11. Farmasotik Analizlerde Molekiiler Docking

API’deki safsizliklarin etkilerinin erken tanimlanmasi, ilag kesfinde biiylik 6nem
arz etmektedir. Aslinda safsizliklarin ¢ogunun, hedef dis1 etkilesimlerden kaynaklanan
yan etkiler nedeniyle klinik denemelerde basarisiz oldugu iyi bilinmektedir. Ayrica,
onaylanmis ilaglara iligkin pazarlama sonrasi safsizlik etki analizleri (6rn.
farmakovijilans) da onemlidir. Ciinkii bunlar, klinik ve toksikolojik arastirmalarda
siklikla tespit edilemeyen potansiyel gilivenlik risklerinin ortaya cikarilmasia olanak
tanir (de Oliveira Melo vd., 2014). Bunun i¢in ¢esitli hesaplamali yaklagimlar mevcuttur
(Parenti ve Rastelli, 2012). Ancak bunlarin ¢ogu, model egitimi i¢in bir girdi olarak
tatmin edici miktarda biyoaktivite verisine veya halihazirda rapor edilmis olumsuz
etkilere ihtiyac duyar (Daoud vd., 2021). Ote yandan, molekiiler kenetlenme tahminlerini

gerceklestirmek icin ise yalnizca hedeflerin yapisal bilgisine ihtiya¢ duymaktadir. Bu
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nedenle, bilesiklerin potansiyel yan etkilerini klinik ve klinik 6ncesi gelismelerin erken
asamalarinda veya heniiz kapsamli ilag etiketleri ve biyoaktivite kayitlari rapor edilmemis
olan pazarlanan ilaglar {izerinde tahmin etmek icin degerli bir yaklasim olacaktir
(Ganorkar ve Vander Heyden, 2022, Pinzi ve Rastelli, 2019).

Molekiiler docking, proteinlerin aktif bolgelerindeki bir veya daha fazla molekiiliin
tercih edilen yoOnelimini bulan bir yontemdir (Lengauer ve Rarey, 1996). En iyi
konformasyon, puanlama islevleriyle se¢cmek, yerlestirme ise bir dizi olast kompleks
olusturmak ve ayn1 zamanda tercih edilen yonelim de baglanma afinitesini tahmin etmek
icin kullanilir. Molekiiler docking, kiigiik molekiiller ile proteinin baglanma bolgeleri
arasindaki optimal konformasyonu tahmin etme yetenegine sahip oldugu icin ilag
tasariminda siklikla kullanilmaktadir. Baglanma yapisinin karakterizasyonu, ilaglarin
makul tasariminda ve biyokimyasal siireglerin esaslarmin acikliga kavusturulmasinda
biiyiik rol oynar. Docking yani tamamlayicilik, molekiiler kenetlenmenin ana ilkesidir.
Yerlestirme siirecinde geometri ve enerji olmak iizere iki dnemli par¢a vardir. Geometrik
tamamlayici goriisii, uygun konfigiirasyon olusturmak i¢in protein ve ligandin topografik
ozelliklerin tanimlayicilariyla eslestigine isaret eder (Liu vd., 2018).

Kiigiik bir molekiiliin bir proteine kenetlenmesine yonelik algoritma, ligand-protein
esnek kenetlemede kullanilana benzer bir yaklasima dayanmaktadir. Bu yaklasimda, tekli
veya ¢oklu konformasyonlardaki tekli veya ¢oklu kiigiik molekiiller, potansiyel ligandlar1
bulmak i¢in bir reseptér bolgesine baglanmaya calisilir. Ligandlart ve baglanma
konformasyonlarin1 tanimlama yetenekleri nedeniyle, bu algoritmalarin, kiigiik bir
molekiiliin baglanabilecegi veya zayif bir sekilde baglanabilecegi birden fazla protein
hedefini bulmak i¢in ters yerlestirme islemine esit derecede uygulanabilir olmasi
beklenir.

Bu yontem, reseptor bazli bir yaklagim olmasi agisindan benzersizdir. Bir ilag
molekiillinlin potansiyel toksisitesi ve yan etkisi, toksisite ve yan etkilerle ilgili potansiyel
protein hedeflerinin arastirilmasiyla arastirilir. Bu potansiyel hedefler iki kriterden segilir:
birincisi, bu molekiiliin bu proteinlerin her birine baglanip baglanamayacagi, ikincisi ise
baglanan molekiiliin reseptoriine baglanmasinin, mekanik ligand-protein etkilesim
enerjisi ile bir molekiiler analiz tarafindan degerlendirilecek kadar giiglii olup
olmadigidir.

Son yillarda tartisilan metodolojilerin her birinde, Baglanti Haritasina (CMap)

dayanan transkripsiyon yontemlerinin bazi etkileyici in vivo dogrulamalar1 da dahil
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olmak {iizere gelismeler olmustur. Ayrica, verileri platformlar arasinda birlestiren diger
yontemleri ve elektronik saglik kayitlar gibi ek veri kaynaklarini ve son derece umut
verici olan ancak heniiz yeniden konumlandirma i¢in dogrudan uygulanmamis tarama
verileri mevcuttur.

Yeniden konumlandirma yontemlerinin standart ilag kesfi yontemleriyle ortak
ozellikleri vardir; varliklar arasindaki yeni baglantilari tespit ederler ve alan uzmanligin
kullanarak ilag-hastalik baglantisin1 tamamlarlar. Geleneksel hedefe dayali ilag kesfi, bir
hedefi bir hastaliga baglar ve hedefe baglanan ilaca benzer molekiilleri bulmak i¢in bir
tarama siireci kullanilir. Fenotipik tarama hedefi atlar ve dogru fenotipik davranisi
sergileyecek ila¢ benzeri bir molekiil bulmak i¢in dogrudan girisimde bulunur. Yeniden
konumlandirma yontemlerinin ¢ogu benzer yaklagimlar kullanir ancak farkli kavramlari
birbirine baglar. Bu yontemlerden ti¢linii daha ayrmtili olarak ele aliyoruz:

1. CMap gibi transkriptomik ydntemler, ilac1 bir hastaligin belirli bir yonii ile
iliskilendirir (6rnegin, genom ¢apinda gen ekspresyonuna dayali yeni bir fenotip) ve daha
sonra bu bilgiyi hastaligin kendisine tahmin eder.

2. Yan etki yontemleri, bir hastalig1 tedavisiyle iliskili bir dizi yan etki temelinde
temsil ederek ve ardindan benzer yan etkilere sahip diger ilaglar1 belirleyerek ilaglar1 yeni
hastalik belirtileriyle iliskilendirir.

3. Genetige dayali yontemler, hedefi, hastalifin kendisi veya hastalikla ilgili bir
fenotip olabilen genetik bir fenotipe baglar.

Substrat ve enzim arasinda iyonik etkilesimler, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim
ve Van der Waals kuvveti vb. igeren bir¢ok afinite vardir. Genellikle hidrojen bagi,
oksijen gibi yiiksek elektronegatif bir atoma baglanan hidrojen atomu tarafindan
olusturulur ve nitrojen, etkilesimlerin istikrarmi1 korumada hayati bir rol oynar. Iyonik
etkilesimler, zit yiiklii iyonlarin veya molekiillerin ¢ekilmesini igerir ve elektrostatik
etkilesimlerde molekiiller arasinda giiclii bir kuvvettir. Ornegin iyonik etkilesimler
proteindeki termostabiliteyi koruyabilir. Van der Waals, iyonik baglarin veya kovalent
baglarin olusumundan farkli molekiiler varliklar arasindaki itici veya ¢ekici kuvvetlere
aittir. Hidrofoblar ve su arasindaki iliskileri temsil eden hidrofobik etkilesimler, i¢
molekiiller veya molekiiller sirasindaki daha zayif etkilesimlerdir. Genellikle su
molekiilleriyle etkilesime girmeyen uzun karbon zincirlerinden olusan hidrofoblar, polar

olmayan molekiillerdir. Hidrofobik etkilesimler ayni zamanda uzaysal yapmin ve
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biyolojik aktivitenin stabilitesi agisindan da Onemlidir, ¢linkii proteinlerin hidrofilik

yiizeyi kiiciilecek ve azalacaktir (Liu vd., 2018).

2.12. Yesil Kimya

Sitirdiiriilebilir biiytimenin tegvik edilmesi, yesil kimyanin hem laboratuvar hem de
endiistriyel ortamlarda merkezi bir itici gii¢ olarak yaygin bir sekilde benimsenmesine yol
acmustir. Yesil kimyanin on iki ilkesi, yesil kimyanin benimsenmesini ilerletmek isteyen
herkes i¢in temel bir ¢ergeve gorevi gormektedir (Anastas ve Eghbali, 2010). Bu bulgular,
kimyasal malzemelerin ve siireglerin ¢evresel siirdiiriilebilirligini artirmay1 amaglayan
stratejilerin uygulanmasi i¢in bir temel saglar (Anastas ve Kirchhoff, 2002). Organik
sentez, kimya miihendisligi ve analitik kimya dahil olmak tizere kimya alanindaki ¢esitli
disiplinlerden kimyagerler bu prosediirlerin formiile edilmesinden sorumludur. Kimyasal
proseslerin cevresel siirdiiriilebilirligini artirmaya yonelik ¢abalarin ¢ogunun odak
noktast daha temiz, daha az zararli ve daha c¢evre dostu ¢oziiciilerin kullanilmast,
coziiciilerin azaltilmasi veya tamamen ortadan kaldirilmasi ve ayni1 zamanda reaktiflerin
ve yardimci maddelerin kullanimimin en aza indirilmesidir. Diger stratejiler, daha az
siddetli reaksiyon kosullarinin kullanilmasi, tiirevlendirmeden kagmilmasi ve
yenilenebilir kaynaklardan elde edilen substratlarin arastirilmast yoluyla enerji
tilketiminin azaltilmasin1 kapsamaktadir (Wardencki vd., 2005). Yukarida bahsedilen
cozlimler 1998 yilindan itibaren agik¢a tanimlanmis ve amaca yonelik olarak uygulanmig
olup, varliklar1 uygulamalarindan ¢ok dnce kabul edilmistir (Paul, 2008).

Yesil kimya alaninda, kimyasal siireglerin ¢evresel siirdiiriilebilirliginin
degerlendirilmesi ve dlglilmesi kayda deger bir zorluktur (Ptotka-Wasylka vd., 2021).
Olgiilebilirlikten yoksun siireglerin dogas: geregi kontrol dist oldugu yaygin olarak kabul
edilmektedir. Yesil kimyasal yonetim kavrami, en ¢evre dostu secenegin segilmesini
tesvik eden bir mekanizma olarak anlagilabilir. Gelistirme ve uygulama siirecinde
Olgiitlerin ~ kullanilmasi, mevcut ve yeni gelistirilen ¢Ozlimlerin ¢evresel
stirdiiriilebilirliginin degerlendirilmesini ve karsilagtirilmasini kolaylastirir. Halihazirda
kimyasal siireglerin ¢evresel etkilerini degerlendirmek i¢in farkli karmagiklik diizeylerine
sahip farkli olgiitler kullanilmaktadir (Tobiszewski vd., 2015).

Endiistriyel siireclerin ¢ogunda birincil amag belirli bir iiriin elde etmektir. Bu
nedenle, nihai bir ¢iktiya doniismeyen herhangi bir girdi, siirecte atik olarak siniflandirilir.

Kimyasal reaksiyonlarin, ilgili {irlinlerin ve atiklarin etkisinin ol¢iimii, yesil kimya
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kavramlar1 uygulanarak gerceklestirilebilir (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022). Bununla
birlikte, tipik sentetik kimya veya endiistriyel prosediirlerle kiyaslandiginda analitik
kimyanin sonuglarinda belirgin farkliliklar vardir. Sonug, analitik 6l¢iim siireci sirasinda
elde edilen nihai sonucu ifade eder (Tobiszewski vd., 2015). Endiistriyel prosediirlerin
aksine, coziiciilerin ve reaktiflerin kullanimi 6nemli OGlgiide azaltilmis bir Olgekte
gerceklesir ve bu da atik maddelerin {iretiminde orantili bir azalmaya neden olur. Daha
once de belirtildigi gibi, analitik bir siire¢ veya teknigin doruk noktasi analitik sonuglar
verir; burada ¢oziiciiler, reaktifler ve diger girdiler toplu olarak atik olusumuna katkida
bulunur. Daha kiiclik 6lgekte olsa da, analitik atiklar yine de daginik kontaminasyona
katkida bulunur ve bu nedenle miktarini miimkiin oldugunca en aza indirmek icin ¢aba
gosterilmelidir (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022). Bu da solvent, reaktif ve diger girdilerin
miktarinin azaltilmasiyla saglanabilir. Ayrica, ¢evre dostu alternatiflerin uygulanmasi
etkin bir sekilde organize edilebilir (Tobiszewski, 2016). Analitik prosediiriin ¢evresel
etkisi, tiiketilen enerji miktarindan da etkilenebilir (Tobiszewski vd., 2015). Tiim yesil
kimya ilkelerinin analitik kimya alanina sinirli uygulanabilirligi nedeniyle, 2013 yilinda
yesil analitik kimyaya (GAC) 6zel olarak uyarlanmis on iki ilkeden olusan bir dizi
olusturulmustur (Gatuszka vd., 2013). GAC, analitik prosediirlerin ¢evresel
stirdiiriilebilirligini degerlendirmede farkli hedeflere ve amaglara sahiptir (Tobiszewski

vd., 2015).
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GAC’n 12 Ilkesi

1. Minimum 6rneklem buy(kIigi ve minimum
sayida 6rnek hedeftir.

2. Numune muamelesinden kaginmak icin
dogrudan analitik teknikler uygulanmalidir.

3. Yerinde dlglimler yapilmalidir.

4, Analitik streclerin ve operasyonlarin entegrasyonu
enerji tasarrufu saglar ve reaktif kullanimini azaltir.

5.  Otomatik ve minyatir yontemler secilmelidir.

6.  Tlrevlendirmeden kaginiimaldir.

7. Buylk miktarda analitik atik olusmasindan kaginiimali ve
analitik atiklarin uygun sekilde yénetilmesi saglanmalidir.

8.  Cok analitli veya ¢ok parametreli yontemler, ayni
anda tek bir analitin kullanildigi ydntemlere gére tercih

edilir.

9. Enerji kullanimi en aza indirilmelidir.

10. Yenilenebilirkaynaklardan elde edilen
reaktifler tercih edilmelidir.

11. Toksik reaktifler ortadan kaldiriimal
veya degistiriimelidir.

12.[0paratériin glivenligi arttinimalidir.

Sekil 2.7. Yesil Analitik Kimyamn 12 ilkesi (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022)

GAC’1n on iki ilkesi analitik teknigin bir¢ok yoniinii kapsamakta ve her bir yon i¢in
en cevre dostu ¢oOziimi Onermektedir (Sekil 2.7). Analitik yoOntemlerin ¢evresel

stirdiiriilebilirligini degerlendirmek i¢in cesitli Olgiitler gelistirilmistir (Sajid ve Plotka-

Wasylka, 2022).

2.12.1. Yesil analitik kimya icin metrikler

Zaman i¢inde, analitik tekniklerin ¢evresel siirdiiriilebilirligini degerlendirmek icin

cok sayida oOlgiit gelistirilmistir (Sekil 2.8). Bazi araglar belirli analitik prosediir tiirleri

icin Ozel olarak tasarlanirken, digerleri daha genel bir yapiya sahiptir ve ¢ok ¢esitli

analitik tekniklere uygulanabilir. Bu secenekler arasinda sinirli sayida ara¢ son

zamanlarda onemli Ol¢lide popiilerlik kazanmistir. Yesil analitik kimya alaninda

36



kullanilabilecek gesitli metrikler arasinda; Analitik Yontem Hacim Yogunlugu (AMVI),
Yonetim Stratejileri icin Kimyasal Tehlike Degerlendirmesi (CHEMS-1), Yesil Analitik
Prosediir Endeksi (GAPI), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi - ¢evresel
degerlendirme araglar1 (HPLC-EAT), Yasam Dongiisii Degerlendirmesi (LCA), Ulusal
Cevre Yontemleri Endeksi (NEMI), Analitik Yesillik Hesaplama Metrigi (AGREE)
seklinde tercih siralamasi bulunmaktadir (Sajid ve Ptotka-Wasylka, 2022).

NEMI
|
1
1
TOPSIS GAPI
\
HEXAGON  — e JE— PROMETHEE
Olgiitleri
/,// / \ \\
CHEMS-1 HPLC-EAT

Yesil sertifika-
modifiye edilmis
Ekoloji olgcegi

Analitik
Ekoloji Olgegi

Sekil 2.8. Yesil analitik kimyada kullamilabilecek se¢ilmis metrikler (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022)

Ancak; Analitik Eko Olgek, GAPI ve AGREE o&lgiitleri, cok cesitli analitik
tekniklere uygulanabilirlikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekil 2.8’de
atifta bulunulan Sl¢timlerden bazilar1 belirli analitik teknik tiirleriyle sinirhidir Analitik
Eko-Olgek, GAPI ve AGREE metrikleri, Scopus’taki énemli atif sayilar1 nedeniyle
akademik arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sajid ve Plotka-Wasylka,
2022).
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2.12.2. Ulusal Cevresel Yontem Endeksi: NEMI

NEMI etiketleme sistemi, analitik yontemlerin g¢evresel siirdiiriilebilirliginin
degerlendirilmesine yonelik en eski ve en koklii mekanizmalardan biri olarak kabul
edilmektedir. NEMI etiketi, dort farkli alana boliinmiis dairesel bir sekil ile karakterize
edilir. Baglam icindeki her bir alan analitik yaklasgimin farkli bir yoniini temsil
etmektedir. Belirli kriterler karsilandiginda alan "yesil" olarak belirlenir (Keith vd.,
2005). ilk kategorinin "yesil" olarak tanimlanabilmesi i¢in, analitik siirecte kullanilan
maddelerin higbirinin kalic1, biyo-birikimli ve tehlikeli bilesikler listesinde yer almamasi
gerekmektedir. Tkinci alanin yesil renk gdstermesi igin, siirecte kullanilan kimyasallarin
higbirinin D, F, P veya U listelerine gore tehlikeli atik olarak siniflandirilmamis olmasi
zorunludur. Ugiincii alan, numunenin pH’1 2 ila 12 araliginda oldugunda yesil olarak
belirlenebilir, bdylece ¢cok asindirict kosullar riski azaltilmis olur. Dérdiincii alan, iiretilen
¢6p miktar1 50 grami1 gegmediginde yesil olarak belirlenir. Ilgili alanlara kirmizi, sar1 ve
yesilden olusan bir renk semasi ekleyerek NEMI aracinin anlamliligini ve 6lgiilebilirligini
artirmak i¢in bir 6neride bulunulmustur. Kirmizi renk ¢evre dostu olmayan bir analitik
teknigi gosterirken, sar1 renk orta diizeyde bir gevresel etkiyi ifade etmektedir. Ote
yandan, yesil renk iyi huylu ve ¢evre dostu bir analitik prosediirii temsil etmektedir (Sajid
ve Plotka-Wasylka, 2022).

Bir yesillik degerlendirme yontemi olarak NEMI'nin baglica faydalarindan biri,
altta yatan siirecin anlasilmasini kolaylastiran kullanici dostu dogasidir. NEMI
semboliiniin istiinkorii bir incelemesi, ¢evre lizerindeki operasyonel sonuglar hakkinda
temel bilgi saglamak i¢in yeterlidir. NEMI sembolii ile ilgili iki temel sinirlama
bulunmaktadir. i1k olarak, bu sembolle elde edilen veriler genis ve genellestirilmis bir
yapiya sahip olma egilimindedir. ikinci olarak, NEMI semboliinii tamamlama siireci
zaman alicidir. NEMI sembolii, her bir tehlikenin belirli bir esik degerine gore
konumlandirilmasi i¢in bir gosterge gorevi gérmektedir. Sonug olarak, yar1 niceliksel
olarak siniflandirilmast miimkiin degildir. Bir diger dezavantaj ise, 6zellikle prosediir
sirasinda birden fazla atipik bilesik kullanildiginda, isaretlemenin hazirlanmasindaki

zorluktur (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022).

2.12.3. Analitik Eko Olcek

2012°de  gelistirilen  Analitik Eko-Olgek, analitik prosediirlerin  cevresel

stirdiiriilebilirligini  degerlendirmek icin kullanilan yaygin bir ara¢ olarak kabul
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edilmektedir (Gatluszka vd., 2012). Analitik Eko-Olgek, 100°liik kiimiilatif bir puandan
ceza puanlar diiserek c¢alisir. Arag, "ideal yesil analiz" kavramina 100 puan vermistir.
Ceza puanlari, kullanilan ¢oziiciilerin ve reaktiflerin tiirleri ve miktarlari, enerji tiiketimi,
mesleki riskler, atik iiretimi ve atik yonetimi uygulamalar1 dahil olmak iizere cesitli
faktorlere bagli olarak belirli bir siirece tahsis edilir. Analitik eko-6l¢ek tarafindan
iiretilen sayisal sonug, kiimiilatif ceza puanlarinin 100 degerinden ¢ikarilmasiyla elde
edilir. Puan 100’e yaklastikca analiz daha yiiksek bir yesillik derecesi sergileyecektir
(Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022).

Analitik Eko Olgege gore, bir teknik asagidaki kriterleri karsiliyorsa "ideal yesil
analiz" olarak siniflandirilabilir:

i.  Coziicliler veya reaktifler herhangi bir fiziksel, cevresel veya saglik riski

olusturmaz.

ii. ~ Numune basina enerji kullanimi 0,1 kilowatt-saatten (kWh) azdir.

iii.  Atik iretimi yoktur.

Bu kosul yalnizca dogrudan dlgiimleri iceren ve numune seyahati, muhafazasi,
islenmesi veya hazirlanmasini igermeyen sinirli sayida prosediirle karsilanabilir (Sajid ve
Ptotka-Wasylka, 2022).

Kimyasallarin en eksiksiz ve giincel kategorizasyonu olan Kiiresel Uyumlastirilmis
Kimyasallarin Siniflandirilmasi ve Etiketlenmesi Sistemi (GHS) c¢oziiclilerin veya
reaktiflerin fiziksel, ¢evresel ve saglik tehlikelerine erismek i¢in kullanilir (Nations,
2011).

Reaktiflere veya solventlere ceza puani atama yOntemi oldukg¢a basittir. Bu,
kimyasal bir kap veya sise lizerinde etiketlenmis tehlike piktogramlari ile bagslar. Her
tehlike piktogrami bir ceza puani kazandirir. Ayrica, kimyasal "tehlike" kelimesiyle
tanimlanmigsa, tehlike piktogramlarinin sayis1 iki ile ¢arpilirken, kimyasal "uyar1"
kelimesiyle tanimlandiginda, tehlike piktogramlarinin sayisi bir ile ¢arpilir. Tablo 2.4,
yaygin olarak kullanilan bazi solventler ve reaktifler i¢in tehlike PP’lerini hesaplamak
icin Ornekler vermektedir. Bu sekilde hesaplanan ceza puanlarinin sayisi ayrica reaktif
veya ¢Oziicli miktariyla ilgili ceza puanlariyla carpilir. Reaktif veya ¢oziicii miktart 10
mL veya 10 g’dan az ise tehlike puani bir ile, miktar 10 ile 100 mL (g) arasinda ise iki ile
ve miktar 100 mL veya 100 g’dan fazla ise ii¢ ile ¢arpilir. Bu hesaplamalar i¢in genel

denklem asagidaki gibi sunulabilir (Tobiszewski vd., 2015):
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Tablo 2.4. Yaygin olarak kullanilan bazi ¢oziiciiler ve reaktifler icin tehlike PP leri (Tobiszewski, 2016)
Sembol etiketi
Kimyasal Piktogram sayisi Tehlike PP’leri
(Uyar1 =1, Tehlike = 2)

2

Asetonitril
Metanol
Etil asetat
Dietil eter
Aseton
Benzen
Izooktan
[zopropanol
Toluen
Kloroform
Etanol
Diklorometan
n-hekzan
Karbon tetrakloriir

Nitrik asit (%65)

NN R NN W W N R WD DD WD
NS S e S O R " (S (S S I "I (S S R S
~ b 0 A A S BB O SN B B B~ B

—
—
—

Benzoik asit

(oziicii veya reaktif PP’leri = Tehlike piktogramlarinin sayist x Risk etiketi (Uyar1
= 1 veya Tehlike = 2) x Kimyasal miktar1 (<10 mL veya 10 g =1, 10-100 mL veya g =
2,>100 mL veya 100 g = 3).

(Coziiciilerin veya reaktiflerin toplam PP’lerini hesaplamak i¢in, Tablo 2.4’de
verilen tehlike PP’leri kimyasalin veya reaktifin hacmi/miktar1 ile iliskili PP’lerle
carpilacaktir (<10 mL veya 10 g=1, 10-100 mL veya g = 2,>100 mL veya 100 g = 3).

Enerji tiiketimi i¢in PP’ler asagidaki kriterlere gore atanir:

Numune basina <0,1 kWh enerji tiiketimi = 0, Numune basina <1,5 kWh enerji
tiikketimi = 1, Numune basina >1,5 kWh enerji tiiketimi = 2.

Yaygin olarak kullanilan bazi alet ve proseslerin listesi, enerji tiiketimi agisindan
karakterizasyonu ve ilgili ceza puanlari ile ilgili bilgiler Tablo 2.5’te verilmistir (Sajid ve

Ptotka-Wasylka, 2022).
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Tablo 2.5. Yaygin olarak kullanilan bazi alet ve proseslerin listesi, enerji tiiketimleri ve ilgili ceza

puanlart (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022)

Enstriiman/Proses Kullanilan enerji PP’ler

FTIR, Immiinoassay,
Spektroflorometri, Titrasyon,
UPLC, UV-VIS spektrometresi,

Ni <0,1 kWh
sicak plaka ¢oziicli buharlagtirma umune basina <0,1 kW 0
(<10 dakika), igneli
buharlastirici, sonikator
AAS, GC, ICP-MS, LC Ornek basma <1,5 kWh 1
NMR, GC-MS, LC-MS, XRD,
sicak plaka ¢oziicli buharlagtirma Ornek basma >1,5 kWh 2

(>2,5 saat)

Analitik prosediir sirasinda havaya herhangi bir gaz veya buhar salinirsa, buna ti¢
PP atanir. Bununla birlikte, analitik siire¢ hermitize edilmisse, hi¢gbir PP diisiilmez.
Analitik prosediir atik olusumuyla sonuglanirsa, bu atiga asagida verildigi gibi miktarina
gore PP’ler atanir:

<ImLveyal g=1,1-10 mL veya 1-10 g=3,>10 mL veya 10 g=5.

Atigin iiretilmesi durumunda, islenmesine de asagidaki kriterlere gore bir puan
verilir:

Geri doniisiim = 0, Bozunma = 1, Pasivasyon = 2, Islem yok = 3.

Nihai puan, toplam PP’lerin 100°den ¢ikarilmasiyla elde edilir. 75’in {izerindeki bir
puan "miikemmel yesil analiz" olarak kabul edilir. 50-75 araligindaki bir puan "kabul
edilebilir yesil analiz" olarak kabul edilir. 50’den diislik bir puan "yetersiz yesil analiz"

olarak kabul edilir (Sajid ve Ptotka-Wasylka, 2022).

2.12.4. Yesil Analitik Prosediir Endeksi: GAPI

GAPI ilk olarak 2018 yilinda, analitik teknigin tamaminin c¢evresel
stirdiiriilebilirligini degerlendirmenin bir yolu olarak olusturulmustur (Ptotka-Wasylka,
2018). GAPI gercevesi, bes pentagram igeren bir piktogram lizerine kurulmustur. Her bir
pentagram, analitik teknikteki her bir asama ile iliskili cevresel zarar1 temsil etmektedir.
Pentagramin bilesenlerine, etkinin ciddiyetinin degisen derecelerini belirtmek iizere yesil,

sar1 ve kirmizi gibi farkli renkler atanmistir. GAPI, okuyuculara analitik teknikteki gesitli
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asamalarin cevresel siirdiiriilebilirliginin kisa ve eksiksiz bir degerlendirmesini

sunmaktadir (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022).

Kullanilan reaktifler ve
Numune hazirlanmasi kimyasallar

Ornek toplama,
koruma, tagima ve
depolama

Olgiim cihazlan

Miktar tespiti

Genel yontem tiirii

Sekil 2.9. GAPI piktogranmindaki farkli pentagramlarin agiklamasi (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022)

GAPI sembolii bes adet bes koseli yildizdan olusmaktadir (Sekil 2.9). Bes
pentagram, analitik metodoloji ¢ercevesinde farkli asamalarla ilgilidir.

Ik pentagram 6rnekleme ile ilgilidir ve 1, 2, 3 ve 4 numaralar1 ile gdsterilen dort
alana sahiptir. Alan 1 numune toplama ile ilgilidir. Bu alan, numune hat ic¢inde
toplanmissa yesil, numune hat lizerinde veya hatta toplanmigsa sar1 ve numune hat diginda
toplanmigsa kirmizi olarak etiketlenir. Alan 2 numunenin muhafazasi ile ilgilidir.
Numune, biitiinliigiinii korumak i¢in korunur. Numunenin korunmast gerekmiyorsa 2.
alan yesil olarak etiketlenir. Fiziksel veya kimyasal koruma gerektiginde sar1 olarak
etiketlenir. Hem fiziksel hem de kimyasal korumanin gerekli oldugu durumlarda 2. alan
kirmizi renkte etiketlenir. Alan 3 numunenin tasinmasi ile ilgilidir ve tasima
gerekmiyorsa yesil, tasinmasi gerekiyorsa sart renkte etiketlenir. Alan 4 numunenin
depolanmasi ile ilgilidir. Numunenin herhangi bir depolama gerektirmemesi durumunda,
alan 4 yesil olarak etiketlenir. Ancak numune normal kosullarda saklaniyorsa sar1 renkte

olacaktir. Numunenin saklanmasi icin 6zel kosullar gerekiyorsa 4. alan kirmizi olarak
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etiketlenmelidir. Ozetle, pentagram 1’in farkli alanlarmin renklerine baktiktan sonra,
farkli numune alma adimlarinin ¢evresel etkileri hakkinda bir fikir sahibi olunabilir (Sajid
ve Plotka-Wasylka, 2022).

Ikinci pentagram ydntemin tiiriiyle ilgilidir. Sadece bir alani vardir ve bu alan 5
rakami ile gosterilir. Yontem herhangi bir numune hazirlig: gerektirmiyorsa Alan 5 yesil
olarak etiketlenir. Filtrasyon, dekantasyon gibi bazi basit adimlarin gerekli olmasi
durumunda sar1 renkte olacaktir. Numune hazirliginin bir ekstraksiyon adimi gerektirmesi
durumunda, 5 numarali alan kirmiz1 olarak etiketlenecektir. (Sajid ve Ptotka-Wasylka,
2022)

Uciincii pentagram, ekstraksiyon olcegi, kullanilan ¢oziiciiler/reaktifler ve ek
islemler gibi farkli numune hazirlama adimlariyla ilgilidir. Bu pentagramin 6, 7 ve 8
numaralariyla etiketlenmis {i¢ alan1 vardir. Alan 6 ekstraksiyon oOlcegi ile ilgilidir ve
ekstraksiyon nano olgekte gergeklestiriliyorsa yesil, mikro 6l¢ekte gerceklestiriliyorsa
sar1 ve makro Ol¢ekte gergeklestiriliyorsa kirmizi olarak etiketlenir. Alan 7, ekstraksiyon
adiminda kullanilan ¢6ziiciilerin dogast ile ilgilidir. Yontem solventsiz veya ¢oziiciisiiz
oldugunda yesil olarak etiketlenir. Yesil c¢oziiciiler/reaktifler kullanilmigsa sar1 olarak
etiketlenir. Ekstraksiyon i¢in yesil olmayan ¢oziiciiler/reaktifler kullanildiginda kirmizi
renklidir. Alan 8 bir yontemin ekstraksiyona ek olarak gerektirebilecegi ek islemlerle
ilgilidir. Ek bir islem gerekmediginde bu alan yesil renklidir. Bir yontemin ¢oziicii
giderme veya temizleme gibi basit bir islem gerektirmesi durumunda sari1 olarak
etiketlenir. Ancak, tiirevlendirme veya mineralizasyon gibi ileri islemlerde 8 numarali
alan kirmizi olarak etiketlenecektir (Sajid ve Plotka-Wasylka, 2022).

Doérdiincli  pentagram ¢oziiciilerin/reaktiflerin miktar1 ve bunlarin saglik ve
giivenlik tehlikeleriyle ilgilidir. Bu pentagram 9, 10 ve 11 rakamlariyla gosterilen ii¢ alan
icerir. Alan 9 c¢oziiciilerin/reaktiflerin hacmi/miktar1 ile ilgilidir. Hacim/miktar 10
mL’den (10 g) az ise 9 numarali alan yesil renklidir. Hacim/miktar 10-100 mL (g)
oldugunda sar1 renkle etiketlenir. Coziicii hacmi/miktart 100 mL’yi (g) astyorsa kirmizi
olarak etiketlenir. Alan 10 kullanilan solventlerin/reaktiflerin saglik tehlikesi ile ilgilidir.
Eger solventler/reaktifler gozle goriillir derecede toksikse ve NFPA saglik tehlikesi skoru
0 veya 1 ise, alan 10 yesil olarak etiketlenir. Solventler/reaktifler orta derecede toksikse
ve NFPA saglik tehlikesi puani 2 veya 3 ise, 10 numarali alan sar1 olarak etiketlenir.
Ancak, kullanilan ¢oziiciiler/reaktifler yliksek derecede toksikse ve NFPA saglik tehlike

puan1 4 ise, 10 numarali alan kirmizi olarak etiketlenecektir. Alan 11 kullanilan
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solventlerin/reaktiflerin giivenlik tehlikesi ile ilgilidir. NFPA yanicilik veya kararsizlik
puan1 0 veya 1 ise yesil, NFPA yanicilik veya kararsizlik puan1 2 veya 3 ise sar1 ve NFPA
yanicilik veya kararsizlik puani 4 ise kirmizi olarak isaretlenir (Sajid ve Plotka-Wasylka,
2022).

Besinci pentagram, alet tarafindan tliketilen enerji, mesleki tehlikeler, iiretilen
atiklar ve bunlarin islenme bicimiyle ilgilidir. 12, 13, 14 ve 15 sayilar1 ile gosterilen dort
alana sahiptir. Alan 12, cihazin numune basina enerji tikketimi ile ilgilidir. Numune basina
enerji tiiketimi 0,1 kWh’den az ise, 12 numarali alan yesil olarak etiketlenecektir. Eger
1,5 kWh’e esit veya daha az ise, bu alan sar1 renkte olacaktir. Numune basina enerji
tiketimi 1,5 kWh’den fazlaysa, alan 12 kirmizi renkte olacaktir. Alan 13 mesleki
tehlikelerle iligkilidir. Yesil veya kirmizi olarak etiketlenir. Analitik siirecin hermetik
sizdirmazlig1 varsa, yesil renklidir. Atmosfere buhar veya gaz yayilmasi durumunda, alan
13 kirmizi olarak etiketlenir. Alan 14 analitik prosediir sirasinda ortaya ¢ikan atik miktari
ile iligkilidir. Bu miktar 1 mL’den (g) az ise 14 numarali alan yesil olarak etiketlenecektir.
Bu miktar 1 ila 10 mL (g) arasinda degisiyorsa sar1 olarak isaretlenecektir. Atik miktari
10 mL’yi (g) asiyorsa, alan 14 kirmizi olarak etiketlenecektir. Alan 15 atigin islenmesi
ile ilgilidir. Atigin geri doniistiiriilmesi durumunda yesil olarak isaretlenecektir. Atigin
bozunma veya pasiflestirme yoluyla aritilmasi durumunda sar1 olarak isaretlenecektir.
Ancak, atigin hi¢ islenmemesi durumunda 15. alan kirmiz1 olarak isaretlenecektir (Sajid
ve Plotka-Wasylka, 2022).

Ikinci pentagramin igindeki daire, yontemin sadece kalifikasyon i¢in mi yoksa hem
kalifikasyon hem de miktar tayini i¢in mi kullanildigini belirtmek i¢in kullanilir. Yontem
hem kalifikasyon hem de miktar belirleme icin kullaniliyorsa bir daire yerlestirilir.
Yontem sadece kalifikasyon i¢in kullaniliyorsa daire yerlestirilmez (Sajid ve Ptotka-

Wasylka, 2022).

2.12.5. Analitik Yesillik Hesaplayici: AGREE
AGREE 2020 yilinda gelistirilmis olup AGREE’nin tiim fikri, GAC’nin 12 ilkesi

etrafinda donmektedir (Pena-Pereira vd., 2020). Daha g¢evreci analitik metodolojiler
gelistirmek i¢in bu 12 ilkeye miimkiin oldugunca uyulmalidir. AGREE metrigi, girdinin
kapsamliligina, girdi oneminin esnekligine (her ilke i¢in farkli agirliklar), ¢iktinin
basitligine ve ¢iktinin netligine izin vermek amaciyla gelistirilmistir. Her bir girdi ilkesi

0-1 arasinda bir puan araligina doniisiir. Nihai puan tiim ilkelerin degerlendirilmesinden
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elde edilir. Cikt1, nihai puan ve rengin ortada gosterildigi saat benzeri bir piktogramdir.
12 ilke orta kismin etrafinda segmentler halinde gosterilir ve her bir ilkenin agirligi
segmentin genisligi ile temsil edilir. Her segment yesil karakterine gore 0’dan 1’e kadar
bir renk skalasinda renklendirilir, 1 ¢ok yesil ve 0 en az yesildir (renk 1’den 0’a koyu
yesilden kirmiziya degisir). Bu sekilde, bir yontemin 12 GAC ilkesi ve genel prosediir
acisindan yesilligi kolayca degerlendirilebilir. Farkli GAC ilkelerine puan atama
prosediirii Tablo 2.6’da verilmistir (Sajid ve Ptotka-Wasylka, 2022).

Tablo 2.6. GAC 'nin 12 ilkesine dayali olarak puan atamak i¢in AGREE prosediirii.

;rjnmp GAC Prensip Durum Puan
1 Numune Ornek 6n aritma faaliyetleri Puan
hazirlamadan *Numuneye zarar vermeden uzaktan N
kaginmak i¢in algilama 1.00
dogrudan *Cok az fiziksel hasarla uzaktan algilama,
anali.tik invazif olmayan analiz 095
teknikler *Saha ornekleme ve dogrudan analiz *0.90
uygulanmalidir. *Saha ornekleme ve ¢evrimigi analiz *0.85
*Cevrimigi analiz *0.78
*At-line analiz *0.70
*Cevrimdisi analiz *0.60
*Dis ornek on iglemi ve islem sonrasi
islem ve parti analizi (adim sayisinin *0.48
azaltilmasi)
*Dis 6rnek On islemi ve islem sonrasi £0.30
islem ve toplu analiz (yliksek adim sayisi) '
2 Minimum 6rnek Analiz tiirii (6rnek boyutu mg veya pL.) Puan
bilylikligii ve *Ultramikroanaliz (<1)
minimum 6rnek
sayist hedeflerdir. Mikroanaliz (1-10) 1.00
Yar1 mikroanaliz (10-100)
=-0,142 x
In(6rnek
*Makroanaliz (>100) miktart g veya
mL cinsinden)
+ 0,65
3 Yerinde dlgiimler Enstriimantal pozisyon Puan
yaptlmalidur. In-line analiz 1.00
On-line analiz 0.66
At-line analiz 0.33
Off-line analiz 0.00
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Tablo 2.6. (Devam) GAC 'nin 12 ilkesine dayali olarak puan atamak i¢in AGREE prosediirii.

4

Analitik siireglerin ve
operasyonlarin
entegrasyonu enerji
tasarrufu saglar ve reaktif
kullaniminmi azaltir.

Otomatik ve
minyatiirlestirilmis
yontemler segilmelidir.

Tiirevlendirmeden
kacinilmalidir

Biiyiik miktarda analitik atik
olusturulmamal1 ve analitik
atiklarin uygun bir sekilde
yoOnetilmesi saglanmalidir.

Coklu analitik veya ¢oklu
parametre yontemleri, tek bir
analiti kullanma yontemlerine
tercih edilir.

Analitik siirecteki adim sayisi

*3 ya da daha az
*4

*5

*6

*7

*8 ya da daha fazla

Otomasyon seviyesi ve kiiciiltme

diizeyi

*QOtomatik, miniaturize edilmis

*Yar1 otomatik, miniaturize
edilmis

*Manuel, miniaturize edilmis
*Otomatik, kiiciiltiilmemis

*Yar1 otomatik, kiigtiltiillmemis

*Manuel, kiiciiltilmemis

Tiirev durumu

Tiirevlendirme uygulanmamis

Tiirevlendirme uygulanmis

Atik miktar:
0.1 g(mL)

10 g (mL)

25 g (mL)

100 g (mL)
Bagka bir miktar

Saatteki analit sayisi

10
50

70
Bagska analit say1s1

Puan

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Puan
1.00
0.75

0.50
0.50
0.25
0.00

Puan

1.00

= DA X DAz %
DAsx ........ X
DAn

Burada DA, belirli
tiirevlendirme
islemine karsilik
gelen skoru temsil
eder.

Puan

1.00

0.40

0.25

0.1

=-0.134 x In (atik
miktar1 g veya mL
cinsinden) + 0.6946

Puan

0,0

0,5
0,9

1,0
=0.2429 x In (1 saatte

belirlenen analit
sayist) - 0.0517
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Tablo 2.6. (Devam) GAC 'nin 12 ilkesine dayali olarak puan atamak i¢in AGREE prosediirii.

9 Enerjinin kullanimi minimize Enerji miktar Puan
0.1-1.5 kWh 0,5
>1.5 kWh 0,0
10 Toksik reaktifler elimine Durum Puan
edilmeli veya degistirilmelidir. ~ Toksik reaktifler veya ¢oziiciiler 1,00
kullamilmaz.
Toksik reaktifler veya ¢oziiciiler ~ =-0.156 x In (reaktif
kullanilir. veya ¢0ziicti miktar1 g
veya mL cinsinden) +
0.5898
11 Yenilenebilir Durum Puan
kayn'cllklardan clde edlle.n Higbir reaktif uygulanmiyor veya 1,0
regktlﬂér ) tercih tiim reaktifler biyobazl
edilmelidir. kaynaklardan gelen
Bazilar1 biyobazl kaynaklardan 0,5
tiiretilmisken, digerleri ise degilse
Reaktiflerin higbiri biyobazli 0.0
kaynaklardan gelmeyen
12 Operatoriin giivenligi Tehtitler Puan
artirllmalidir. Kaginilmayan tehditler asagidaki
liste icerisinden segilmelidir:
* Su yasamu i¢in toksik
* Biyobirikimli
« Kalict
* Yiiksek derecede yanici
* Yiiksek derecede oksitlenebilir
* Patlayici
* Korozyon olusturabilen
Tim tehditler 6nlenmis. 1.0
Bir tehdit mevcut 0.8
Iki tehtit meveut 0.6
Ug tehtit meveut 0.4
Daort tehtit meveut 0.2
Bes ya da daha fazla tehtit meveut 0.0

Yesil kimya, tehlikeli maddelerin ve atiklarin kullanimini ve {iretimini azaltan
driinlerin ve silireclerin tasarimina vurgu yapmaktadir. Warner’mm 1998 yilinda Yesil
Kimyanin 12 ilkesini sunmasinin ardindan yesil kimya hareketi biiyiik ilgi gorse de, bu

kavram "yesil kimya" teriminin ortaya atilmasindan uzun yillar 6nce, 6zellikle kimyasal
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kirlilik ve kaynaklarin tilkenmesiyle ilgili endiseler nedeniyle vard: (Ptotka-Wasylka vd.,
2018). Yesil kimya, iireticiyi kimyasallarin ve atiklarin zararli etkilerini géz oniinde
bulundurmaya ve bunlarin insanlar ve ¢evre lizerindeki etkilerini azaltmaya tesvik eder.
Uriinlerin daha yesil dnciiller ve daha verimli reaksiyon kosullar1 (diisiik enerji sistemleri
ve daha az reaksiyon) kullanilarak sentezlenmesini destekler. Yesil kimyanin 12 ilkesi
atik olusumunun 6nlenmesi, atom ekonomisi (reaktiflerin nihai {irline verimli bir sekilde
donitistliriilmesi), daha giivenli kimyasal sentez, daha giivenli kimyasal {irlinler, daha
cevreci ¢oziiciilerin, yenilenebilir hammaddelerin ve katalitik reaktiflerin kullanima,
kimyasal iirlinlerin zararsiz bir sekilde bozunmasi, kirliligi 6nlemek icin gergek zamanl
analiz, kazalardan kac¢inma konularindan bahseder. Yesil kimyanin ¢evre ve genel
ekonomi ile ilgili faydalari, atik depolama ve aritma harcamalarini azaltmasi ve ¢evresel
bozulmalar1 telafi etmesidir (de Marco vd., 2019). Sonug olarak, ¢evreye zarar vermeyen
coziiciilerin sentezlenmesinde, sulu katalizde, kimyasal reaksiyonlarda siiperkritik
stvilarin kullanilmasinda ve enerji tasarruflu kimyasallarin gelistirilmesinde kayda deger

ilerlemeler kaydedilmistir (Gatluszka vd., 2013).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler ve Reaktifler

Analitik saflikta kimyasallar; amonyum format (%99,8, a/a), sodyum hidroksit,
hidroklorik asit, hidrojen peroksit, formik asit, trifloroasetik asit ve HPLC smifi
coziiciiler; asetonitril ve metanol Sigma-Aldrich’ten (Amerika Birlesik Devletleri) satin
almmistir. %99,9 (a/a) saflikta ALEK standardi TRC Company’den (Kanada) satin

alimmustir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Kiitle detektorii ¢alismalart 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 parcalar 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 drnekleyici, CTO-10ASVP kolon firini, CBM-20A
iletisim modiilii ve IT-TOF kiitle spektrometresinden olugmaktadir. Cihaz Windows 7 ve
LCMS solutions 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 alinmistir. IR
spektrumlari, IRAffinity-1S Fourier doniisiimii IR (FTIR) spektrometresi (Shimadzu,
Tokyo, Japonya) ile kaydedilmistir.

Kullanilan diger yardimei cihazlar ise Mettler Toledo (Isvigre) firmasina ait XSE
105 Dual Range model analitik terazi ve SevenMulti model pH metre, Bandelin
(Almanya) firmasina 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 ¢aligabilen Eppendorf (Almanya)

firmasina ait Research model pipetorlerdir.
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3.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Etkin maddenin bozunma iiriinleri varliginda kromatografik ayirimi ve iiriinlerin
kalitatif analizi i¢in 6 farkli sabit faz denenmistir. Bu sabit fazlar iki farkli gruba
ayrilabilir. Sabit fazlardan ii¢li Sigma Aldrich (Amerika Birlesik Devletleri) firmasina ait
Supelco Ascentis® Express model oktadesil silan (Ci3), fenil hekzil ve pentaflorofenil (Fs)
fonksiyonel gruplarina ve olgiilerine (100x4,6 mm, ID, 2,7um) sahiptir. Diger gruptaki
lic sabit faz ise Merck (Amerika Birlesik Devletleri) firmasina ait Chromolith®
Performans RP-18¢ 100x4,6 mm, Chromolith® Performans RP-18¢ 100x2 mm ve
Chromolith® HR RP-18¢ 100x4,6 mm ol¢ii ve fonksiyonel gruplarina sahiptir.

Denemeleri yapilan sabit fazlarin genel 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan sabit fazlarin ézellikleri

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 pm/13 nm 1,15 pm/15 nm 1,5 pm/13 nm - - -
Biiyiikliigii
Yiizey Alam

300 250 300 150 135 135
(m*/g)
Karbon

18 18 18 25 5,5 7,1
Yiizdesi (%)
Toplam
Gegcirgenlik >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 Arahigi 2,0-7,5 2,0-7,5 2,0-7,5 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 analizleri i¢in optimize kromatografik ayirim kosullar1 izokratik modda 5
mM amonyum format:asetonitril (46:54, h/h) oraninda olup akis hiz1 0,45 mL/dk olarak
secilmigtir. Kolon firin sicakligr 40,0+£0,1 °C olarak secilmistir. LC-MS/MS analizleri
icin ise optimize kromatografik kosullar 5 mM amonyum format:asetonitril (25:75, h/h)
oraninda olup akis hizt 0,50 mL/dk olarak tercih edilmistir. Diger kromatografik
parametreler ise HPLC yoOntemi ile ayn1 olup otomatik ornekleyici termostat sicakligi
numune ve standart cozeltilerin stabilitesinin korunmasi amaciyla 15+0,1 °C’ye
sabitlenmis olup enjeksiyon hacmi ise 10 pL olarak belirlenmistir. Hazirlanan tiim
hareketli faz ¢ozeltileri 0,22 um CA filtre ile siizilmustiir.

ALEK’in maksimum absorbanst 232 nm’de tespit edildigi icin HPLC sisteminde
foto diyot dizisi dedektorii bu dalga boyuna ayarlanmistir. Ayrica dedektdrde spektrumlar
190 ve 800 nm arasinda 40 Hz veri 6rnekleme 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

Arayliz akimi 0,1 pA

DL sicaklig 250 °C

Is1 blogu sicakligi 450 °C

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

Kolon sicakligi 35,0+0,1 °C

Enjeksiyon hacmi 1 uL

IT-TOF kiitle spektrometresi de Shimadzu (Japonya) firmasina ait olup analizler,
ESI araytizlii hibrit bir IT-TOF kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. IT-
TOF dedektoriin kalibrasyonu sodyum trifloroasetat ¢ozeltisi ile yapilmistir. Analiz
kosullar; nebiilize edici gaz akist 1,5 L/dk; yiiksek gerilim probu -3,5 kV; kurutma gazi
basinct 200 KPa, 1s1 blogu sicakligi ve CDL sicakligi 200 °C olarak ayarlanmistir. CID
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parametreleri ¢arpisma gazi parametresi i¢cin %50, CID enerjisi i¢in %50 ve CID i¢in
argon gazi se¢ilmistir. Ayrica, TOF’un dedektdr voltaji 1,6 kV’a ayarlanmustir.

HPLC calismalarinda laboratuvarlar arasi karsilastirma yapmak i¢in yine Shimadzu
(Japonya) firmasina ait Nexera-i LC-2040C 3D cihazi kullanilmistir. Cihaz sisteminin
yazilimi da Shimadzu (Japonya) firmasina ait LabSolutions 5.81 yazilimidir. Sistem

ayrica Windows 10 ile donatilmistir.

4.1.2. Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmisi

Referans standartlarin tiim stok c¢ozeltileri ve calisma c¢ozeltileri, ALEK’in
¢oziiniirlik sorunu nedeniyle metanol ve dimetilsiilfoksit karigimi ile hazirlanmistir.
ALEK’in stok ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 6,25 mg ALEK hassas terazi ile tartilmis ve
icerisinde bir miktar metanol olan 10 mL balon jojeye aktarilmistir. Ardindan karigima 3
mL dimetilsiilfoksit ilave edilerek tam ¢oziinme gozlenene kadar vortekste
karistirilmigtir. Son olarak ¢6zelti hacmi metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir.
Kalibrasyon, LOD, LOQ ve QC ¢ozeltileri i¢in diger diliisyonlar LC-PDA ve LC-MS/MS

icin bu stok ¢ozeltilerden gerekli seyreltmeler yine metanolde yapilarak hazirlanmistir.

4.1.3. Geri kazanim calismalari icin ¢ozeltilerin hazirlanisi

ALEK’nin geri kazanim ¢aligmalar1 i¢in ticari kapsiilii olan Alecensa® (Roche,
Isvigre) (150 mg/kapsiil ALEK icerir) ile ¢alisiimistir. Bu amagla 10 adet kapsiil ultra
hassas teraziyle tartilmis ve ortalama bir adet kapsiil agirlig1 hesaplanmistir. Ardindan 10
adet kapsiil porselen havanda toz haline gelene kadar o6giitiilerek ortalama bir adet kapsiil
agirlhigr kadar tartilmistir. Tartilan toz kapsiil 100 mL hacme sahip balon jojeye ilave
edilerek asetonitrilde ¢oziilmiistiir. Ardindan vortekste 5 dk karistirilmig ve ultrasonik
banyoda ¢oziinmesi i¢in 15 dakika bekletilerek tekrar 5 dk daha vorteks ile
karistirilmistir. Coziinmenin tamamlanmasindan sonra heterojen ¢ozelti siringa filtreler
ile sliziilmiistiir. Stizme islemi i¢in naylon, PES, PTFE ve PVDF tipte siringa filtrelerinin
hepsi denenmis ve en yiiksek pik alan1 PTFE (22/25 mm, 0,22 pm gézenek boyutu, Isolab,
Almanya) ile elde edildigi i¢in numune hazirlamada kullanilmistir. Bu stok ¢ozelti 1/10
oraninda ara stok olarak seyreltilip geri kazanim c¢ozeltileri bu ara stogun gerekli
oranlarda seyreltilmesi ile kalibrasyon c¢ozeltileri serisinde hem PDA hem de MS

dedektor icin %80, %100 ve %120 oranlarina gelecek sekilde hazirlanmistir.
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4.1.4. Hareketli faz ¢ozeltilerinin hazirlanisi

HPLC calismalarinda kromatografik ayirim izokratik eliisyon modunda yapilmustir.
Hareketli faz karisimi asetonitril: amonyum format tamponu (5 mM, pH 3,8) olup (53:47,
h/h) oraninda kullanilmistir. Tampon c¢ozeltisi, 1,82 g amonyum formatin 1 L su
icerisinde ¢oziindiiriilmesi ile elde edilmistir. Hazirlanan ¢6zelti ¢oziinmesi i¢in 15 dakika
ultrasonik banyoda bekletilmis ve ardindan Sartorius firmasina ait steril olmayan seliiloz
asetat membran filtrelerden (47 mm ID, 0,2 pm gozenek boyutu, Almanya) siiziilmistiir.
Optimum kolon sicaklig1 40,0+0,1 °C, otomatik drnekleyici termostat sicaklig ise 15+0,1
°C olarak sec¢ilmistir. Numune enjeksiyon hacmi 10 pL olarak optimize edilmistir.
Ayrica, HPLC’deki optimize edilmis yontem kosullar1 tam olarak laboratuvarlar arasi
karsilagtirmalar i¢in LC-MS/MS sistemindeki PDA dedektore aktarilmistir. ALEK’in
LC-MS/MS calismalarinda kromatografik ayirim da ayni sekilde yapilmistir.

4.1.5. Bozunma ¢ozeltilerinin hazirlamisi

Etkin maddenin HPLC i¢in segicilik ¢alismalar1 ve hizli bozundurma iiriinlerinin
LCMS-IT-TOF cihazinda kalitatif analizi amaciyla etkin madde hizli bozundurma
kosullarina maruz birakilmistir. Etkin maddenin maruz birakildigi hizli bozundurma
kosullar1 ICH QIA(R2) kilavuzunda belirtilen termolitik, asidik/bazik, hidrolitik ve
oksidatif stres kosullar1 altinda yapilmistir (2023a). Bozunma ¢ozeltileri stok etkin madde
cozeltisinin 125 pg/mL derisimde olacak sekilde farkli stres ortamlarinda hazirlanmistir.

Bu caligmalarda incelenen parametreler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Hizli bozundurma kosullart

Bozunma kosulu  Uygulams bicimi  Aciklama

Sicaklik Cozelti 60 °C sabit sicaklikta analit ¢ozeltisi 10 °C’lik artislarla 2
saat siire ile bekletilip analizi yapilmistir.

Nem Kat %75 oranindaki nemde 2 saat siire ile bekletilip maddenin
¢oOzeltisi hazirlanarak analiz edilmistir.

Isik Cozelti UV radyasyon 1siginda 2 saat bekletilen numunenin
¢oOzeltisi 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 %15 (h/h) oraninda H20: ¢ozeltisinde hazirlanan madde
belirli siirelerle analiz edilerek kontrol edilmistir.
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4.1.6. Bozunma iiriinleri icin molekiiler docking ¢calismalari

ALEK’in zorlu bozundurma kosullarinda elde edilen bozunma iiriinleri LCMS-
IT-TOF ile karakterize edildikten sonra molekiiler docking calismalar1 etkilesim
analizleri yapilmistir. Bu bozunma tirtinleri arasinda 5XV7 pdb numarali transferaz enzim
kristaline karsi ALEK ve bozunma c¢alismalart sonrasinda elde edilen bozunma
iriinlerinin etkilesimlerini ortaya ¢ikarmak adina, yap1 temelli in silico docking yontemi
uygulanmigtir (Hatcher vd., 2018).

Ik olarak kristal yap1 Schrédinger Suite 2020 Update 2°de (Schrddinger, 2017)
yer alan “Protein Preparation Wizard” protokolii uygulanmis ve kristal yapt docking
caligmalarina hazir hale getirilmistir. Daha sonra bag uzunluklart OPLS 2005 kuvvet alani
kullanilarak diizenlenmis ve yiiklii amino asitlerin iizerindeki atomlarin belirtilen ortam
kosullarindaki olas1 yiikleri otomatik olarak belirlenmistir. LigPrep 3.8 (Schrdodinger,
2016b) modiilii ile molekiiler docking ¢alismalar: yiiriitiilecek bilesikler docking igin
hazirlanmistir. Grid olusturulurken Glide 7.1 (Schrodinger, 2016a) kullanilmig ve yine

ayn1 modiiliin yardimu ile single precision (SP) ile docking ¢aligmalar1 tamamlanmuigtir.

4.1.7. DoE ¢alismalar

Retrospektif literatiir analizi ve baslangic yontem gelistirme denemeleri ile metanol
ve ACN orani, organik faz orani (X1), kolon sicaklig, akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi gibi
farkll proses degiskenlerinin tr, pik alan1 ve ¢oziiniirliik gibi sonuglara etkisi ayrintili
olarak analiz edilmistir. Ayrica, yontem ¢iktilar1 {izerinde dnemli etkiye sahip olanlari
belirlemek amaciyla bu degiskenleri taramak i¢in her seferinde bir faktor ile bir 6n
arastirma yapilmis ve her degisken igin bir ¢aligsma aralig1 olusturulmustur. Tablo 4.3’de

secilen araliklar ve degiskenler verilmistir.

Tablo 4.3. Farmasétik formiilasyonlarda ALEK’i belirlemek i¢in Box-Behnken tasariminda kullanilan

bagimsiz degiskenlerin kodlari, araliklar: ve ilgili seviyeleri

Faktor isim Birim Tir Minimum Maksimum Ifofi }(Od Ortalama Standart
diisiik  yiiksek sapma
. . . -1 & +1
A FR (mL/min) Niimerik 0,4500 0,5500 0.45 0.55 0,5000 0,0354
. -1 & +1 &
o ..
B ACN % Niimerik 45,00 55,00 45,00 55,00 50,00 3,54
C AF mM  Nimerk 5,00 1500 Lo tle 10,00 3,54
m umert : : 500 15,00 : :
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Yontem optimizasyonu, saglam deneysel parametreler elde etmek i¢in belirlenen
kritik degiskenlerin iyilestirilmesini icerir. LC i¢in, faktorler arasindaki kimyalar1 ve
etkilesimleri anlamak, bu kritik degiskenlerin degerlerini ayarlamak agisindan énemlidir.
Bu nedenle DoE gibi sistematik bir yontem, bu degisken karmagikliklar1 anlamak igin
faydalidir. DoE, saglam bir yanit elde etmek i¢in en uygun parametre aralifinin
belirlenmesine yardimeci olan farkli yanit yilizeyi tasarimlarini igerir. Bunu bagarmak i¢in
merkezi kompozit tasarim ve BBD gibi tasarimlar kullanilabilir. Ancak merkezi kompozit
tasarim, pratik araligin diginda olabilecek yildiz noktalarini dikkate alir ve dolayisiyla bu
denemenin gerceklestirilmesi miimkiin olmaz. Bu agilardan BBD, daha az deneysel
caligmayla daha yiiksek dereceli yanit yiizeyi sonuglar1 liretmede etkili bir yanit ylizeyi
tasarimidir. Bireysel degiskenlerin etkilerinin yani1 sira etkilesim etkilerinin de
degerlendirilmesine olanak saglayan ikinci dereceden bir tasarimdir. Bu tasarim
degiskenlerin u¢ degerlerini dikkate almaz ve dolayisiyla daha gergekei bir analiz saglar
(Ferreira vd., 2007). Bu nedenle, Design-Expert® yazilimi (licretsiz deneme version 13
stiriimii) kullanilarak yontem optimizasyonu i¢cin BBD modeli kullanilmistir. Bu ¢ok
degiskenli optimizasyon prosesinde, ii¢ faktor (kromatografik parametreler) akis hizi (A),
organik faz orani (B) ve amonyum format derisimi (C) bagimsiz degiskenler olarak
tanimlanirken ALEK’in i¢in rezoliisyon (yanit 1), kapasite faktori (yanit 2), kuyruklanma

faktorii (yanit 3) ve alikonma zamani (yanit 4) yanit olarak seg¢ilmistir.

4.1.8. Sonuglarin degerlendirilmesi

Hem MS dedektorii hem de PDA dedektor sistemi igin analitik yanit, elde edilen
kromatogramda etkin maddenin sinyalinin alan1 olarak alinmistir. Elde edilen sonuglarin
gruplar aras1 uyumu, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Istatistiksel

hesaplamalar Excel programi ile yapilmigtir.

4.1.9. Yontem gegerliliginin tespiti

Gelistirilen her iki yontem de ICH kilavuzunun tavsiye ettigi sekilde metot
gecerliligi saglanmig ve analitik kriterleri sagladigi gosterilmistir (Guideline, 2005).
Yontem gegerliligi igin spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tayin alt siniri,
saptama sinir1 ve sistem uygunluk testleri tam olarak yapilmistir (Guideline, 2005, Peters

vd., 2007, Swartz ve Krull, 2018).
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4.1.9.1. Sistem uygunluk testleri

Analizler esnasinda mevcut sistemin metot gecerliligi saglanmis sisteme
aktarilabilirligini ve sistemin diizglin ¢aligmasini saglayacak ayrica lizumlu olmayan
kromatografik  verimlilik  gerekliligini  Onleyecek sistem uygunluk kriterleri
olusturulmustur. Bu kriterler genel olarak; teorik tabaka sayisi (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 siirlar igerisinde olmasi gereklidir. Bu kabul edilebilirlik sinirlari Tablo

4.4.’te verilmistir.

Tablo 4.4. SUT parametrelerinin stmirlar

SUT parametresi Kabul edilebilirlik sinir1 (USP)
Bagil alikonulma -

Teorik plaka sayisi N>2000

Kapasite faktori 1<k<10

Secicilik o>1

Kuyruklanma faktori 2<T

Ayirim giicii Rs>1,5

Pik asimetrisi 0,95<A<2

Pik alaninin tekrar edilebilirligi %BSS<1,5 Genel ayirimlar
%BSS<S5 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 goére hesaplanmustir.

Tablo 4.5. USP 'ye SUT parametrelerinin formiilleri

Parametre Esitlik
- 5 - -
Teorik tabaka say1st N =16 [t_R] N: teorik tabaka sayis1
w
tr: alikonulma zamani
W: pik genisligi
Kuyruklanma faktorii T = Woos T: kuyruklanma faktorii
2Xag 05

Wo,05: pikin %5 yiiksekligindeki pik
genisligi
oo,05: pikin %5 yiiksekligindeki ilk

yarisinin genisligi
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Tablo 4.6. (Devam) USP ye SUT parametrelerinin formiilleri

Asimetri faktorii A = % As: asimetri faktorii
' Bo,i0: pikin %10 yiiksekligindeki
ikinci yarisimn genisligi
ao,10: pikin %10 yiiksekligindeki ilk
yarisinin genisligi
Ay1irim giicii _118(5, — ty) t1: Onceki pikin alikonulma zamani
S Wos + Wpos t2: pikin alikonulma zamani
Wos: pik genisligi
Weos: onceki pikin genisligi

Kapasite faktorii tr 1 tg —ty k: kapasite faktorii
tu tu tr: alikonulma zamani

tm: Oli zaman

4.1.9.2. Secicilik ve spesifiklik

Secicilik; bir yontemde hedeflenen bilesigin sinyalinin, matrislerdeki girisim
yapabilecek maddelerin varliginda tayin edilebilme yetenegidir. Bir analit veya analit
grubu icin miikemmel segici olan bir yontem spesifiktir. Spesifiklik ise validasyon
prosediiriidiir ve yontemin mevcut olabilecek diger bilesenler (6rnegin safsizliklar,
bozunma {irlinleri ve matris bilesenleri) varliginda analiti kesin olarak degerlendirme
yetenegini teyit etmektir (Aboul-Enein, 2000). Bu amagla etkin madde ALEK derisimi
bilinen miktarda zorlu bozma kosullarina tabi tutularak bozunma fiiriinleri elde edilmis,
kromatografik ayirim bu bilesenlerin varliginda yapilmis ve elde edilen sonuclar standart
ALEK cozeltisi ile karsilagtirllmigtir. Ayrica elde edilen bozunma firiinlerinin kalitatif
tayini LCMS-IT-TOF ile yapilmis ve mekanizmast MS" ¢aligmas1 yapilarak ayrintili

incelenmistir.

4.1.9.3. Kararlilik

ALEK’in stok ¢ozeltisi, metanolde (PDA dedektor icin 87,10 pg/mL, LC-MS/MS
icin 1,72 pg/mL) uygun sekilde seyreltilmis ve periyodik olarak (6, 12, 18, 24, 48 saat,
ii¢ hafta boyunca -20 °C ve ili¢ donma-¢oziilme dongiisii) olmak iizere ¢ozelti ve hareketli

faz kararliligini incelemek i¢in analizleri yapilmistir.
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4.1.9.4. Dogrusallik

Bir yontemin dogrusalligi, analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olan veya bir
tiir matematiksel doniisimden sonra dogrudan orantili olan Ol¢iim sonuglart saglama
yetenegi olarak tanimlanir. Dogrusallik genellikle, artan analit konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak dlgiilen enstriimental tepkilerin (pik alan veya yiikseklik) normal en
kiigiik kareler egrisi veya sadece dogrusal regresyon egrisi olarak ifade edilir. Kalibrasyon
egrisinin yapilmasi i¢in pik ytiksekliklerin kullanimina kiyasla pik alanlarin kullanilmasi
tercih edilir (Yuwono ve Indrayanto, 2005).

Gelistirilen HPLC yonteminin dogrusalliginin belirlenmesi i¢in ALEK standart
cozeltileri %10-200’tine karsilik gelen (PDA igin 8,71; 21,8; 43,6; 69,8; 87,1; 104,5;
130,7; ve 174,2 ng/mL ve MS/MS i¢in 0,17; 0,43; 0,86; 1,38; 1,72; 2,07; 2,59; ve 3,45
png/mL) 8 konsantrasyon seviyesinde metanolde hazirlanmig ve analizleri yapilmigtir.
Analizler en az {i¢ tekrarli olmak iizere yapilmis ve hesaplama elde edilen alanlarin
ortalamasi ile yapilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere ii¢ tekrar ile

calisilmis ve elde edilen lineer regresyon analizleri incelenmistir.

4.1.9.5. Dogruluk

Dogruluk bir analitik yontemin sonucunun, gercek degerden sapma derecesinin
biiytikliigii ile ifade edilir. Bilinen bir derisimde bir numunenin analiz edilmesini ardindan
sonuclarin, dl¢limle elde edilen biiyiikliigii ve gercek deger arasinda bir karsilastirma
yapilmasi, yontemin dogruluguna iliskin tahmin yontemlerinden biridir. YOntemin
dogrulugunu tahmin etmek amaciyla geri kazanim ¢alismalar1 yapilmigtir. Her bir metot
icin elde hazirlanmis ALEK tablet ¢ozeltilerinden diisiik (HPLC ig¢in 20,0 pg/mL; LC-
MS/MS i¢in 42 ng/mL), orta (HPLC i¢in 25,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 52,5 ng/mL) ve
yiiksek seviyelerde (HPLC i¢in 30,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 63 ng/mL) olmak kosuluyla
3 farkli seviyede (%80, %100 ve %120) hazirlanarak analizleri yapilmistir. Her bir seviye
icin 3 paralel set hazirlanmis ve analizler sonucunda elde edilen degerlerin standart sapma
(S), bagil standart sapma (%BSS) ve %95 giiven seviyesinde giliven sinirlar ile ortalama

geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

4.1.9.6. Kesinlik

Kesinlik, tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve tekrar elde edilebilirlik olmak tizere li¢

farkli sekilde ifade edilir. Giin i¢i kesinlik g¢aligmasi olarak da ifade edilebilen
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tekrarlanabilirlik belli bir ekipman kullanilarak bir analistin bir is giinii i¢erisinde analizi
gerceklestirmesiyle belirlenir. Analizin farkli analistler tarafindan farkli ekipmanlar,
farkl reaktifler veya kolonlar kullanilarak tek bir laboratuvarda birka¢ giin veya hafta
boyunca gerceklestirilmesiyle elde edilen kesinlik de ara kesinlik olarak ifade edilir. Her
iki metot icin standart ve psddo formiilasyon ¢ozeltilerin %100 noktasina denk gelen
(HPLC i¢in 25,0 pg/mL; LC-MS/MS i¢in 52,5 ng/mL) konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
hazirlanarak ii¢ giin sirast ile 5, 3 ve 3 tekrarli olmak iizere analiz edilmistir. Ayrica HPLC
metodu i¢in ara kesinlik calismalar1i yapilmis ve sonuglar varyans analizi ile
yorumlanmistir. Sonuglar, ortalama, ortalama standart hata, standart sapma, %BSS ve

%95 giiven seviyesi dahil olmak tizere istatistiksel olarak hesaplanmustir.

4.1.9.7. Teshis ve tayin alt stnirt

Teshis alt smir1 (LOD) belirlenen analitik kosullar altinda saptanabilen fakat
kantitatif olarak olgiilemeyen en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir ve
analitin varlig1 hakkinda bilgi verir. Tayin alt sinir1 (LOQ) ise belirlenen analitik kogullar
altinda kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle saptanan ve kantitatif olarak 6l¢iilebilen
en diisiik analit konsantrasyonu olarak tanimlanir. Genellikle LOQ, LOD’nin {i¢ kat1i
olarak tahmin edilebilir. Bu amagla her bir metot i¢in dedektorde elde edilen giiriiltii
sinyalinin 3,3 katin1 veren konsantrasyon belirlenmis ve ¢6zeltisi hazirlanarak analizi
yapilmistir (n=6). Buna gore tayin siniri i¢in ¢alisilan her bir sivi kromatografisi cihazinda
elde edilen giiriiltiiniin 10 katin1 veren konsantrasyon belirlenmis ve ¢dzeltisi hazirlanarak

analizi yapilmistir (n=6).

4.1.9.8. Saglamhik

Saglamlik bir analitik yontemin metot parametrelerindeki herhangi bir degisimden
etkilenmeme yeteneginin Olciisiidiir. Metodun saglamligi kontrollii olarak yapilan
degisikliklerden anlamli olarak etkilenmediginin gosterilmesiyle ifade edilir. Bu nedenle
saglamlik normal kullanimda yontemin giivenilirliginin bir gostergesidir. Bir yontemin
saglamlig1 farkli laboratuvarlar, farkli analistler, farkli ekipmanlar, farkli reaktifler, farkl
giinler, vb. gibi farkli kosullarda ayni numunelerin analizi ile elde edilen analiz
sonuclarinin tekrarlanabilirlik derecesidir. Bu amagla HPLC ve LC-MS/MS igin
konsantrasyon seviyesinde %100 karsilik gelen standart ALEK ¢ozeltileri hazirlanmis ve

akis hizi (£%10), kolon sicakligt (+%10), ve hareketli fazin apolar bilesen yiizdesi
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(x%10) ve c¢alisilan dalga boyunda degisiklik yapilarak cesitli sistem uygunluk
yg

parametrelerindeki sapmalar hesaplanmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Stabilite, tretilen farmasotik iriinlerin kalitesini ve kabul edilebilirligini
belirlemede ¢ok 6nemli bir faktérdiir. Uriinlerin kararlilik ¢alismalar1 endiistriyel ticaretin
en 6nemli bilesenlerinden biridir. Imalat sektorleri, formiile edilmis iiriinlerin raf dmriinii
belirlemek ve farmasdtiklerin etkinligini ve gilivenligini saglamak icin stabilite
calismalarma giivenmektedir (Huynh-Ba, 2009). {laglarin stabilite calismalari,
formiilasyon hazirligi, analitik ¢alismalar ve kalite kontrolleri de dahil olmak {izere
arastirma ve gelistirme siireciyle ilgili bir¢ok hususu kapsar. Bu faktorler, ilag
sentezinden formiilasyona, onaya ve pazarlamaya kadar uzanan diizenleyici hususlar1
onemli dlgiide etkiler. Stabilite caligmalari, bir {iriiniin her partisi iizerinde birden fazla
hususu inceleyerek yiiriitiilmelidir. Elde edilen veriler, raf dmriiniin veya son kullanma
stiresinin sonuna kadar tiim parametreleri karsilamali, tatmin edici ve diizenleyici
kurumlar tarafindan onay ve tescile uygun olmalidir. Bir ilacin stabilitesi, tibbi
biitiinliigliniin dogrulanmasinda ¢ok 6nemli bir faktordiir.

Glinlimiizde enstriimental yontemlerde c¢ok hizli degisim ve gelisimler
gozlenmektedir. Ozellikle elektrokimyasal yontemlerde yenilikler ve gelismeler bas
dondiiriicti ve etkileyicidir. Ancak ila¢ analizlerinin dogas1 geregi fazla numune sayisi,
iiretim hatt1 hizina sahip gerekli paralellikte analiz hiz1 ve yliksek dogruluk ve kesinlikte
veri ihtiyact kromatografik yontemlerin bir siire daha baskin ydntem olacagina isaret
etmektedir. Sivi kromatografisine yapilan yatirimlar 6zellikle kolon teknolojisinin
avantajlar1 da bu durumu destekler niteliktedir.

S6z konusu ¢alismada sivi kromatografisi ile ALEK’in PDA ve MS dedektorde es
zamanlt analizi i¢in uluslararasi gegerlilige sahip metot Onerilmistir. Bu amagla ICH
kilavuzunun gereklilikleri kapsaminda QlA(R2) yonergelerine gore bu yeni etkin
maddede stabilite ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan stabilite ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen ¢ozeltiler yiiksek coziiniirliiklii kiitle spektrometre (HRMS) o6zelligine sahip
LC/MS-IT-TOF cihaz ile analiz edilerek yap1 ve olusum mekanizmalar1 aydinlatilmaya
calisilmistir. Bu basamak ayrica ICH Q2(R2) kilavuzunun 6nerdigi segicilik ¢aligsmalarini
da igermektedir. Gelistirilen sivi kromatografisi metodunun optimizasyonu elde edilen
bozunma {iriinleri varliginda yapilmistir. Optimize sivi kromatografisi kosullar1 her iki
dedektor icinde (PDA ve MS) uygun oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle metot tek sivi
kromatografisi kosullar1 ile ALEK hem PDA hem de MS dedektorde analiz edilebilecek

sekilde tasarlanmigtir. Validasyon calismalar1 ise dedektorlerin dogasindan ve
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ozelliklerinden dolay1 ayr1 ayr1 yapilmistir. Boylece her tiirlii imkana sahip laboratuvarlar
uygun ALEK’in farmasotik preparatlarda analizi i¢in hizli, kolay, yliksek dogruluk ve
kesinlige sahip metot sunulmustur. Gelistirilen her iki metot ile diinyada onayl tek

farmasotik preparat olan Alecense®’nin analizi de yapilarak sonuglar ortaya konmustur.

5.1. Alektinibin UV-Gériiniir Alan Bolgedeki Spektral Ozelliklerinin Incelenmesi

Kromatografik ve bitmis iiriinde etkin madde tanima tayini ¢alismalart igin
ALEK’in UV-goriiniir alan bolgedeki spektroskopik 6zellikleri incelenmistir. Bunun igin
ALEK stok c¢ozeltisinden hareketle metanolde hazirlanmis 50,0 pg/mL derisimdeki
cozelti 190-800 nm araliginda taranmistir. Elde edilen UV-goriiniir alan spektrum Sekil
5.1’de verilmistir. Molekiiliin maksimum absorbans yapan dalga boylar1 207 nm, 232 nm,
263 ve 331 nm olarak gozlenmistir. Ortam ¢dziiclisii nispeten polar metanol ve ¢ok az

miktarda apolar dimetilsiilfoksittir.
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Sekil 5.1. ALEK 'in UV-goriiniir bélgedeki spektrumu (50,0 ug/mlL).

Bilindigi lizere molekiillerin UV abrobanslarini saglayan elektronik gecislere en
biiyiik etki ortam ¢oziiclisii ve sahip oldugu fonksiyonel gruplardan gelmektedir.
ALEK’in sahip oldugu fonksiyonel gruplar indol ve benzendir. Elde edilen spektrumda

190-222 nm arliginda merdivene benzer spektrumun benzen yapisinin karakteristigi
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oldugu goriilmektedir. 222 nm dalga boyundan 400 nm’ye dogru kaydigimizda ise molar
absorptivite katsayisi1 daha yiiksek olan ve molekiiler elektronik gegisleri benzene gore
daha diisiik enerjide olan indol yapismnin etkisi goriilmektedir. indol yapis1 220 nm ile
240 nm bolgesinde dalgali spektrumu gozlenmistir. 400 nm’den sonra herhangi bir
absorpsiyon goriilmemesi de yapida sadece indol ve benzen gegislerinin aktif oldugunu
kanitlar niteliktedir.

Benzen yapisinin maksimum UV absorbans boélgesi 220 nm’nin altinda olup
goriinlir bolgeye dogru herhangi bir absorpsiyon bandi yoktur. ALEK’teki benzen
yapisinin piperidin ve karboksil gruplarina komsu olmasindan dolay1 elektronik
gecislerinde batokromik kayma goriilmektedir. Ortam ¢Oziiclisiiniin polar yapidaki
metanol olmasi nedeniyle bu batokromik kaymanin daha da desteklenmekte oldugu
tahmin edilmektedir. Indol absorbsiyonu ise 380 nm ye kadar uzanan bir bolgede devam
eder. Indol fonksiyonel grubu ise yapinin asil UV-gériiniir bélge spektrumunu saglayan
ve 232 nm’de maksimum absorbanst veren oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii indol
yapisinin maksimum molekiiler absorbansi 220 nm civarinda goriilmekte olup, ardindan
270 nm ve 280 nm ile devam eden, yayvan merdivene benzer ardil maksimum bantlar1
gozlenir. Polar ¢oziicii olan metanol varliginda bu spektrumlarin benzen halkasinda
oldugu gibi yine batokromik kayma yaptig1 ongoriilmektedir. Bu kayma sonucunda
ALEK’in maksimum absorbanst indol halkasindan kaynakli olarak 232 nm de

gozlenmektedir.

5.2. NMR Spektroskopisi Teknigi ile ALEK’in 'THNMR Spektrumlarmnin Tespiti

ALEK etkin maddesinin spektroskopik Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla 'H-
NMR ve *C-NMR spektrumlari alinmig ve yapinin iskeleti teorik verilerle uyumlu olarak
belirlenmistir. Sekil 5.2°deki "H-NMR verileri incelendigince alifatik bolgede belirgin
olarak etil grubuna ait triplet pik 1,27 ppm’de goriiliirken, kuartet pik ise 2,69 ppm’de
goriilmiistiir. Ana iskelet tizerindeki iki metil grubu beraber tek singlet igerisinde 1,74
ppm’de  goriilirken, morfolin ve piperidin  halkas1  {izerindeki  protonlar
konformasyonlardan kaynakli olarak daginik olarak 1,53 ppm ila 1,60 ppm arasinda
beklenen hidrojen sayisinda gozlemlenmistir. Ana iskeletin indol kismindaki protonlar
genis singlet, dublet ve dubletin dubleti olarak aromotik bolgede goriiliirken ayn1 bolgede
iskeletin benzen kismina ait protonlar iki farkli singlet olarak beklenildigi gibi

gorilmiistiir. Sekil 5.3”deki *C-NMR spektrumuna bakildiginda alifatik karbonlar, 14,8-
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67,0 ppm arasinda 6zdes karbonlar olmasi sebebiyle dokuz farkli singlet pik seklinde
gbzlenmistir. Aromatik karbonlar ise 105,0 ppm ile 160,5 ppm arasinda 15 adet olarak

kaydedilmistir. Son karbon piki ise karbonil karbonuna ait ve 179,8 ppm’de goriilmiistiir.
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Sekil 5.3. ALEK ’e ait CNMR spektrumu

5.3. IR Spektroskopisi Teknigi ile Karakterizasyonu

ALEK etkin maddesinin spektroskopik o6zelliklerinin incelenmesi amaciyla IR
spektrofotometresi ile analiz yapilmis ve yapiya 6zgii fonksiyonel gruplar Sekil 5.4°deki
gibi belirlenmistir. FTIR spektrumunda sekonder amine ait NH bandi 3453 cm™’de,
siyano grubu igerisinde tiglii bant 2218 cm™’de ve keton grubundaki karbon oksijen ikili
bandi 1628 cm!’de gozlenmistir. Bunlarin disinda kalan alifatik ve aromatik karbon
hidrojen bantlar1 3000 cm™’in etrafinda gelirken parmak izi bolgesine ait bantlarda

beklenildigi gibi gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.4. ALEK e ait IR Spektrumu

5.4. Sivi Kromatografisinde Yontem Gelistirme

Yiiksek ayirma verimliligi ve daha hizli analiz, sivi kromatografisinde her zaman
onemli bir hedef olmustur. ila¢ analizlerindeki is yiikii gdz dniine alindiginda bu daha da
onemli hale gelmektedir. Partikiillii silikadan yekpare (monolitik) silikalara gegis ile
kolon teknolojisi yeni bir donemece gitmistir. Tek bir yapidan olusan bu kolonlar diisiik
basing, yiiksek enjeksiyon hacmi ve dayamikliliklari ile analizcilere kromatografik
ayirimda yeni bir yol olusturmustur. Bu tip kolonlar yiiksek akis hizi olanagi nedeniyle
analiz siiresini kisaltir, mobil faz viskozitesinden daha az etkilenir ancak kiitle transferinin
daha az olmas1 gibi avantaj ve dezavantajlara sahiptirler. Ayrica ylizey alanlar1 daha az
olup kromatografik ayirim etkinlikleri bu nedenle daha zayiftir. Ayrica hareketli faz
degisimlerinin ayirim etkinligine etkisi daha az olup yapilan varyasyonlar ile ¢ok az
degisir. Bu tip kolonlarin ¢ikis noktas: tamamen gozenekli yapidaki sabit fazlara gore
diistik kiitle transferine sahip olarak yiiksek akis hizlar1 saglamasi olmustur (Fekete ve

Fekete, 2011).
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Kromatografik performansi ifade eden ¢oziiniirliik, teorik tabaka sayisi, teorik
tabaka yiiksekligi, pik kapasitesi ve pik genisligi gibi nesnel Ol¢iiler vardir. Bunlardan
coziliniirliik ve pik kapasitesi gradyan sistemlerdeki verimligi ifade eder ve kromatografik
ayirimin bir ol¢iisiidiir (Giddings, 1967). Bu nesnel 6l¢iiler kolon firin sicakligi, hareketli
faz bilesenleri, akis hizi ve analit ile dogrudan iligskili olup bu o&zelliklerin bir
fonksiyonudur (Fekete ve Fekete, 2011).

Cekirdek kolonlarda ise en biiyiikk avantaj kisa diflizyon yolu ile agiklanir ve
parcacik ¢ap1 kolon verimliliginin bir 6l¢iisii olarak ifade edilir. Bunun yani sira pargacik
boyutu dagilimi ve gdzenek capi gibi diger bircok fiziksel 6zellik de kolon verimliligini
etkiler. Hareketli fazin bilesimi ve akis hiz1 ile dogrudan etkilenirler. Kolon performansi
genellikle bu ikisinin uygun sekilde ayarlama yapilmasi ile saglanir. Glinliik pratik
uygulamalar ¢ogu zaman bu iki bilesen dikkate alinarak yapilir. Mobil faz bilesimi kolon
verimliligi lizerinde dogrudan etkiye sahip iken akis hizi, kapasite faktorii ve dolayl
olarak analiz siiresi lizerinde etkilidir.

Kromatografik ayirimda akis hiz1 veya birim zamana diisen basing miktar1 izokratik
ayirimlarda sabit olup, etkisi enstriimentasyon sistemine ve kullanilan sabit fazin
siirlarma baghdir. Ote yandan gradyan ayirimlarda birim zamandaki hareketli faz
yiizdesi degiskenlik gosterdiginden hareketli fazin viskozitesi degisken olmakla birlikte
birim zamana diisen basing, pik kapasitesi verimliligi i¢in gdz Oniine alinmasi gereken
onemli bir faktordiir (Fekete ve Fekete, 2011).

Bu calismada ise izokratik ayirim ile optimize kromatografik kosullar saglandigi
i¢in bu durum sadece enstriimental olarak goz oniine alinmigtir. Ascentis Express® ve
Chromolith® olmak tizere iki farkli kolon serisi yukarida bahsedilen olaylarin gozlenmesi
ve optimum kosullarin saglanmasi amaciyla denenmistir.

ALEK’in kromatografik ayirimi i¢in metot optimizasyon c¢aligmalari bozunma
iirlinii tespit edilen tiim stres ¢ozeltilerinin analizleri ile yapilmistir. ALEK, analit olarak
apolarlig1 yiiksek bir molekiildiir. Yapilan incelemede hareketli fazin apolar bileseni
olarak metanol denendiginde verimli bir ayirim etkinligi elde edilememistir. Bu nedenle
hareketli fazin apolar bileseni olarak dogrudan asetonitrilde karar kilinmigtir.

ALEK’in kromatografik ayiriminda en 6nemli nokta ise gelistirilen metodun kiitle
dedektoriine de uygulanabilir olmast olmustur. Bu nedenle yontem gelistirme
caligmalarinda hareketli faz tamponu secilirken kiitle dedektoriinde iyonlasma ajani

olarak gorev alacak bilesenler denenmistir. Bu bilesenler formik asit, amonyum asetat ve
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amonyum formattir. Tampon denemeleri yapilirken hem ALEK’in hem de tespit edilen
bozunma iiriinlerinin her iki dedektordeki pik morfolojileri ve kiitle dedektoriindeki
iyonlagma verimlilikleri g6z oniine alinmigtir. Amonyum asetat tampon olarak 10 mM
derisimde ve c¢esitli pH’larda (4,5; 5,0 ve 5,5) denendiginde ALEK’in pik morfolojisinin
yetersiz kalitede oldugu goriilmiistiir. Hareketli fazin su bileseni %0,1 oraninda formik
asit ile hazirlandiginda ise ALEK’in iyonlagsma karakteristigi iyi olmakla birlikte
bozunma iiriinlerinin pik morfolojilerinin oldukga kétii oldugu gériilmiistiir. Ote yandan
amonyum format tampon olarak denendiginde hem kiitle dedektoriinde hem de PDA
dedektorde sistem uygunlugu agisindan oldukga iyi sonuglar elde edilmistir; bunun yani
sitra hem bozunma iirlinlerinin hem de ALEK’in iyonlagmasinin yeterli oldugu
goriilmiistiir. Ardindan 10 mM amonyum format derisiminde ¢esitli pH denemeleri (3,5;
3,8 ve 4,1) yapilarak optimum pH degeri belirlenmeye ¢alisilmistir. En yiiksek pik alani
ve en iyi kromatografik ayirim pH 3,8’de elde edilmistir.

Son olarak kromatografik ayirimin en 6nemli unsuru olan kolon se¢imi yapilmistir.
Buraya kadar olan optimizasyon ¢aligmasinda kolon olarak Ascentis® Express fenil heksil
tercih edilmis ve kromatografik ayirim bilesenleri bu kolon ile test edilmistir. Ancak hem
kolon performanslarinin incelenmesi hem de bozunma iiriinlerinin yiiksek ayirim
verimliligi ile elde edilmesi amaci ile 2 farkli kolon iskeletine sahip toplam 6 sabit faz
denenmigtir. Chromolith® kolonlar yekpare silika yapisina sahip iken Ascentis® Express
kolonlar ise tanecikli yapida silika igeren kolonlardir. Yukarida da bahsedildigi gibi
yekpare yapidaki kolonlar diisiik geri basing ve saglamliklari ile fayda saglarken tanecikli
kolonlarda ise hizli ve verimli kromatografik ayirimlar goézlenmistir. Kolon
denemelerinde kromatografik kosullar 0,5 mL/dk akis hizinda hareketli fazin polar
bileseni 10 mM amonyum format ¢ozeltisi olup orani asetonitril:amonyum format
tamponu (50:50, A/h), kolon firin sicakligi 40 °C ve enjeksiyon hacmi 1 pL’dir.
Kromatografik ayirimin sistem uygunluk verileri bu kosullar altinda PDA dedektorde
yeterli oldugu goriildiigii icin ayrintili kiyaslamanin yapilmasi i¢in kiitle dedektorii tercih
edilmistir. Sekil 5.5’de denemesi yapilan tiim sabit fazlardan elde edilen TIC
spektrumlarinin kiyaslamasi goriilmektedir. Chromolith® High Resolution RP-18e ile en
bozuk pik morfolojisi elde edilirken sasirtici sekilde Chromolith® Performans 2 mm
capindaki kolon ile en ge¢ alikonma zamani gézlenmistir. Chromolith® Performans RP-
18e 4,6 mm ¢apindaki kolon ile olduk¢a dik ve yiiksek ALEK piki elde edilmistir.

Ascentis® Express marka kolonlara bakildiginda ise F5 fonksiyonel gruba sahip kolonda
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kuyruklanma faktoriiniin fazla oldugu gozlenirken fenil hekzil ve C18 fonksiyonel gruba
sahip kolonlarda kuyruklanma ICH kabul smurlari igindedir. Ancak CI18 kolon

kullanilirken gdzlenen pikin alan1 ve yiiksekligi fenil hekzil kolona gére daha dusiiktiir.

1.342

- ©
2 ®
¥ o
Ascentis® Express Cig (100x4,6 mm, 2,7um)
8055 5
3
el
(=]
7.0| 3
- . Ascentis® Express Fs (100x4,6 mm, 2,7um)
6.0
50l Ascentis® Express fenil hekzil (100x4,6 mm, 2,7um)
40
. Chromolith® Performans RP-18e (100x2 mm)
3.01

2.04

1.0
] - Chromolith® High Resolution RP-18e (100x4,6 mm)
0.0 25 50 75 10.0 125 ' dk

Chromolith® Performans RP-18e (100x4,6 mm)

—
//—J’s.sss

Sekil 5.5. Standart ALEK ¢ézeltisinin farkli kolonlardan elde edilen LC-MS/MS kromatogramlart

Chromolith® Performans RP-18¢ 4,6 mm ¢apindaki kolon ile Ascentis® Express
fenil hekzil kolonda benzer sistem uygunluk verileri elde edilmesine ragmen daha iyi
kromatografik ayirim elde edildigi i¢in Ascentis® Express kolon tercih edilmistir. 6 farkli

sabit faza ait SUT verileri Tablo 5.1°de detayli olarak sunulmustur.
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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 (100%4,6 mm, 3,79 3600426 421768 1,765 0,215
2,7um)
Ascentis® Express Cis

1,34 4934458 706320 1,404 0,173
(100%4,6 mm, 2,7um)
Ascentis® Express Fs

12,92 5551918 277673 0,861 0,496
(100%4,6 mm, 2,7um)
Chromolith® Performans

3,45 4271890 550090 1,769 0,197
RP-18¢ (100x4,6 mm)
Chromolith® High
Resolution RP-18¢ (100x4,6 5,90 4081866 168975 1,460 0,556
mm)
Chromolith® Performans

1,65 5066782 324086 2,565 0,374

RP-18e¢ (100x2 mm)

5.4.1. DoE Calismalan

Mevcut calismada optimizasyon prosediiriiniin uygulanmasi, kromatografik
ciktilar1 etkileyebilecek kritik yOntem parametrelerinin analizini miimkiin kilmistir.
ALEK’in bozunma {iriinleri varliginda tahmini i¢in mevcut literatiir raporlar1 olmasina
ragmen (Prashanthi vd., 2018), kritik yontem degiskenleri veya organik faz orani veya
akis hiz1 gibi parametrelerin ve bunlarin dahili etkilesimlerinin alikonma siiresi veya pik
alan1 gibi kromatografik o6zellikleri nasil etkiledigine iliskin tartigma eksiktir. Kritik
yontem parametrelerinin tanimlanmasi, yontemin saglamligini saglar ve ayni zamanda
yontemin transferinde basarisizlik sansini azaltir (Tome vd., 2019). Mevcut calismada,
akis hizi (A), asetonitril orani (B) ve amonyum format derisimi (C) gibi secilen bagimsiz
degiskenleri optimize etmek icin ii¢ seviyeli bir BBD kullanilmistir. Ust ve alt limitleri
belirlemek icin bu kritik faktérlerden 6n OFAT calismalar1 uygulanmistir. Organik faz
icin mobil fazdaki oran alt sinir olarak %45, iist sinir olarak %55; akis hiz1 i¢in alt sinir
0,45 mL/dk, tst simir 0,55 mL/dk olarak ayarlanip ve amonyum format derisimi i¢in
strastyla alt sinir ve {ist sinir degerler olarak 5 ve 15 mM se¢ilmistir. Ancak yalnizca

OFAT tabanli yontem gelistirme hem zaman alict hem de optimizasyonun ne derece
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verimli oldugunu anlama konusunda yeteri diizeyde sonu¢ vermemektedir. Boylece
OFAT’1n burada kullanilan yanit yiizeyi tasarimlar1 yani BBD ile birlestirilmesi, hizli
optimizasyona ve saglam ydntem gelistirilmesine yol agacaktir. U¢ merkez noktay1 igeren
toplam 17 deneysel calisma gerceklestirilmistir. Deneysel calismalar ve yanitlar Tablo
5.2°de gosterilmektedir. Varyans analizi (ANOVA) testi, secilen bagimsiz degisken i¢in
modelin P<0,001 ile anlamli oldugunu gdstermistir. Yanit yiizey analizi, bagimsiz
faktorler ile modelde secilen yanitlar arasindaki etkilesimleri ortaya ¢ikarmistir. Etki
analizi, her bagimsiz degiskenin etkisinin ve bunlarin tepkiler iizerindeki etkilesimlerinin
coziiniirlik (yanit 1), kapasite faktorii (yanit 2) ve alikonma zamani (yanit 3) ile

anlasilmasina yardimci olmustur.

Tablo 5.2. U¢ seviyeli Box-Behnken tasarimi (BBD) kullanilarak yéontem optimizasyonuna yonelik
deneysel ¢calismalarin ozeti

Faktor A Faktor B Faktor C Yanmt 1 Yanit 2 Yanmt 3

Analiz
(FR) (ACN) (AF) k’ T Tr

1 0,50 55 15 1,944 1,28 5,33
2 0,45 55 10 2,887 1,325 6,59
3 0,50 50 10 3,58 1,309 8,33
4 0,55 45 10 7,595 1,291 12,10
5 0,50 50 10 4,432 1,309 8,34
6 0,50 45 5 6,515 1,198 13,75
7 0,50 55 5 2,499 1,259 6,36
8 0,55 50 15 3,88 1,188 6,85
9 0,55 50 5 3,873 1,291 8,09
10 0,50 50 10 4,433 1,331 8,33
11 0,45 50 5 3,816 1,265 9,72
12 0,45 50 15 3,095 1,174 8,23
13 0,50 50 10 4,461 1,32 9,28
14 0,45 45 10 7,564 1,131 14,43
15 0,50 45 15 5,045 1,2 11,02
16 0,50 50 10 3,708 1,372 8,57
17 0,55 55 10 2,302 1,351 5,47

ANOVA, bagimsiz degiskenlerin, akis hizinin (A), organik faz oraninin (B) ve
amonyum format derigiminin (C) (li¢ii i¢in de P<0,05) ¢6ziiniirliik {izerinde anlaml1 bir

etkiye sahip oldugunu gostermistir. Her iic bagimsiz degisken i¢cinde denklemler ikinci
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dereceden ve kuadritiktir. Tablo 5.3°de elde edilen denklemler ve modellerin ANOVA
sonuclar1 verilmistir.

Kapasite faktorii pikin kolondan ¢ikis siiresi ile ilgili biiytikliiktiir; maddenin,
kolondan tutunmadan c¢ikan tiirlerden ne kadar siire sonra geldigini oransal olarak
tanimlar. DoE c¢alismalarinda kapasite faktorii denklemine bakildiginda bagimsiz
degiskenler; bagimsiz degisken A’nin yanit 2 iizerindeki etkisi daha anlamliyken, B ve
C’nin etkisinin daha az anlamli oldugu gozlenmistir; ancak li¢ degiskenin de etkisi
negatiftir. ANOVA ile elde edilen 2 faktorlii etkilesim denkleminin gosterdigi gibi akis
hizindaki (A) artisla birlikte kapasite faktoriinde siddetli azalma oldugu ortaya ¢ikmistir.
Teorik olarak akig hizi ile birlikte kapasite faktoriinde de azalma meydana gelir, ¢iinkii
akis hiz1 arttikca piklerin ¢ikis siiresi de kisalir. Diger taraftan akis hizinin kapasite
faktoriine etkisi ise ¢ok az olup negatiftir. Ancak akis hiz1 amonyum format derisimi ile
birlikte arttiginda ya da organik faz yiizdesi ile birlikte arttiginda etki pozitif olup benzer
sekilde yine azdir. Bu sonuglar yanit 2 i¢in bagimsiz degisken amonyum format, akis hizi
ve organik faz yiizdelerinin etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. U¢ bagimsiz degisken

icin de varyans analizinde P<0,05 bulunmustur.

Tablo 5.3. Box-Behnken tasarimimn varyans analizi (ANOVA) sonuglar

Yanit P- F- Yeterli
Denklem R?

tiirii degeri  degeri kesinlik
k’=111,95520-101,65000A-2,80857B-
0,272755C-

Yanit 1 0,0009 2,55 0,9496 13,0239

0,616000AB+0,728000AC+0,009150BC+125,8
9000 A2+0,025979B2-0,030861C?
Tr=-
8,36820+19,07500A+0,172875B+0,047805C+0,
Yanit 2 0,0462 4,95 0,8299 5,1792
134000AB+0,012000AC+0,000190BC+11,6900
0A2+0,000979B2-0,002779C?>
R=8,57-0,8062A-3,45B-
<0,000
Yanit 3 0,8096C+0,3028 AB+0,0617AC+0,4230BC- 81,15  0,9905 29,79
0,0931A%+0,9843B2-0,4382C?

ANOVA ile elde edilen ikinci dereceden denklem bagimsiz degiskenlerin tek tek
ve denklemde temsil edilen etkilesimlerin Y2’yi etkiledigini gosteren iistel faktorlere

sahip degildir. A faktoriiniin etkisi, diger bagimsiz faktorlerin yani sira en yiiksek F
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oraninin (4,95) gosterdigi gibi kuyruklanma faktorii (yanit 2) lizerinde 6nemi etkisiz bile
sayilabilir. Etkilesim etkisi arasinda, ikili kombinasyonlarin etkisi pozitif olmakla beraber
etki oldukga azdir. Etki analizi, A, B ve C’deki artisla yanit 2 nin arttigini gostermektedir.

Yanit 3, bu ¢alismada analiz edilen tiim diger yanitlar arasinda bagimsiz
degiskenlerden en az etkilenen yanittir. Alikonma zamani, eliisyon siiresi ile dogrudan
iligkili bir biiyiiklik olup, kolon i¢i etkilesimlerden onemli o6l¢iide etkilenen bir
parametredir. Ikinci dereceden kuadratik bir denklem ii¢ degiskenin de negatif bir
korelasyona sahip oldugunu gostermektedir. A ve B bagimsiz degiskenlerinde artigin
alikonma zamanini azaltmast beklenen bir durumdur. Ciinkii akis hiz1 ve bu tip kolon-
ellient tiirlerinde organik faz yiizdesi arttik¢a alikonma zaman azalir. Kolonda analit ile
fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesim hareketli fazin apolarlig: arttik¢a azalir ve akis
hiz1 da aym sekilde tiirlerin daha hizli eliie olmasina neden olur. Etki analizine
bakildiginda ise en fazla etkinin faktor B’den geldigi, faktor B ile C’nin benzer degerde
etki ettikleri goriilmektedir. Es zamanli artista B*C etkisi yani asetonitril orani ile
amonyum format derisimdeki artis ile pozitif ve 0,4 kat etkileyecek sekilde kayda
degerdir. Bu etki A*B etkisinden bile daha fazla olup amonyum format derisiminde akis
hiz1 kadar etki degerine sahip oldugu kuadratik denklemde goriilmiistiir.

Model olusturulduktan sonra DoE ¢alismalarinda ele alinan iki 6nemli nokta vardir:
Birincisi, yukarida da bahsedildigi iizere dogru modeli olusturmak, ikincisi ise hedef
yanitlart veren bagimsiz degiskenleri segebilmektir. 1980 yilinda Derringer ve Suich, o
zamandan beri endiistride yaygin olarak kullanilan isteklilik fonksiyonunu gelistirerek
coklu yanitlar1 optimize edecek ¢oziimlerden birini bulmuslardir (Derringer ve Suich,
1980). Bu islev, bircok ozellige sahip bir {iriin veya siirecin kalitesinin, eger bunlardan
biri “isteklilik” smirinin  disindaysa, tamamen kabul edilemez oldugu fikrine
dayanmaktadir. Amaci, ilgili tiim yanitlarin kriterlerine uygunlugu saglayan calisma
kosullarin1 bulmak ve ayn1 zamanda arzu edilen ortak yanitta en iyi uzlagsma degerini
saglamaktir (Lee ve Gilmore, 2005). Bu, ¢oklu yanitlarin tek bir yanita doniistiiriilmesi,
bireysel yanitlarin bilesik bir fonksiyonda birlestirilmesi ve ardindan optimizasyonu
yoluyla elde edilir. Derringer’in isteklilik fonksiyonu, analistin, optimizasyon prosediirii
sirasinda aragtirmacinin dncelikleri de dahil olmak iizere, degerlendirilen tiim degiskenler
icin en uygun degere ayni anda ulagsmak icin deneysel kosullar1 (faktor seviyelerini)
bulmasmna olanak tanir. ilk adimda, her bir yanit yi(k) icin bireysel bir isteklilik

fonksiyonu di(yi), uygun modeller kullanilarak ve optimizasyon kriterleri olusturularak
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saglanmalidir. Isteklilik her zaman 0 ile 1 arasinda degerler alir; burada di(¥i)=0,
istenmeyen bir yanittir ve di(y1)=1 tamamen arzu edilen bir degeri, yani ideal yanit1 temsil
eder. di(y1)’nin ara degerleri az ¢ok arzu edilen yanitlar1 gdsterir. Ui’nin yanit i¢in kabul
edilebilir iist deger ve Li’nin diisiik oldugu, (Ui-Li) tarafindan verilen kabul edilebilir
yanit degerleri aralig1 dahilinde, benimsenen optimizasyon kriterlerine bagl olarak farkli
islevler olusturulabilir. Agirlik parametrelerinin diisiik degerlerinin, yanitin hedef degere
tam olarak yakin olmasimnin gerekmedigini, genis bir yanit araligi i¢in tatmin edici
isteklilik seviyelerine ulagtigin1 gostermek onemlidir. Bunun tersine, yanit hedefe ¢ok
yaklagmadig: siirece arzu edilirligin ¢ok diisiik oldugu anlamina gelir. N sayida degisken
(faktor ve tepki seviyeleri) 1 fonksiyonlarina doniistiiriildiikten sonra, asagidaki denklemi
kullanarak en iyi ortak tepkileri bulmak icin Global Istenebilirlik (D) ad1 verilen benzersiz
bir fonksiyonda birlestirilirler. Design Expert® yaziliminda, analist tarafindan belirlenen
onem, en az dnemli degigken i¢in 1’den en 6nemli degisken i¢in 5’e kadar degisebilir. D
sifirdan farkli bir degere ulastiginda es zamanli olarak optimize edilen tiim degiskenlerin
arzu edilen bir degere sahip oldugu diisiiniilebilir. Ote yandan, yanitlardan biri tamamen
istenmeyen ise di(yi1)=0, D sifir olacaktir. Optimizasyon prosediirii, ¢esitli toplama
semalarinin kullanilabilecegi D’yi maksimuma ¢ikarmay1 gerektirir (Candioti vd., 2014).

Calismada segilen yanit degerleri igin istenirlikler miimkiin olan en kiigiik degerleri
olarak secilmistir. ICH kilavuzunun onerdigi smir degerler tercih edilmistir. Yanit
degerleri analiz siiresini kisa tutulmasina yardimci (kapasite faktorii) ve daha dik pikler
elde edildigini gosteren (kuyruklanma faktorii) sistem uygunluk parametreleri oldugu igin
bu sekilde tercih edilmistir. Program bu siirlar igeren D degerine uygun 12 ¢éziim

sunmugstur. D degeri i¢in kontur ve 3D yiizey grafikleri Sekilde 5.6°da verilmistir.
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Sekil 5.6. A, B ve C’nin bir fonksiyonu olarak genel isteklilik (D) igin kontur, 3D yiizey grafikleri ve

etkilesim grafikleri (c).
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Sekil 5.7. (Devam) A, B ve C’nin bir fonksiyonu olarak genel isteklilik (D) icin kontur, 3D yiizey grafikleri
ve etkilesim grafikleri (c).
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D fonksiyonu yaklagiminin basarisinin tamamen optimizasyon siirecinde kullanilan
modellerin kalitesine bagli oldugunu belirtmek gerekir. Bu yontemi dogru bir sekilde
uygulamak icin, kismi isteklilik fonksiyonlarini olusturmada yalnizca istatistiksel olarak
dogrulanmig modeller kullanilmalidir; bu durumda, bu modellerde uyum testinin
bulunmama olasilig1 0,05’ten biiyiik olmalidir. Diger dikkat edilmesi gereken durum ise
su sekilde agiklanabilir; (a) isteklilik yaklagimi tek boyutlu bir optimizasyondan olusur ki
bu D’nin maksimumlarini aramanin her zaman kolay oldugu anlamina gelmez ve (b) D
tirevlenebilir degildir, dolayisiyla alternatif algoritmalar kullanilmalidir. Bu baglamda,
kabul edilebilirlik ve hedef i¢in kritik degerlerin yani sira islevin sekli ve farkli yanitlarin
goreceli agirligy, kullanici tarafindan keyfi olarak (az ya da cok) “Oncelikli” olarak
tanimlanir. Bu parametrelerden bazilarinin biraz degistirilmesinin bile D’nin tamamen

farkli olacagini dikkate almak gerekir. (Candioti vd., 2014).

Tablo 5.4. Optimizasyon sonucu beklenen ve gozlenen yanit degerleri.

Yamt Beklenen deger  Olgiilen deger
Kapasite faktorii (k”) 3,14 3,44
Kuyruklanma faktorii (Tr) 1,26 1,25
Alikonma zamani (Tr) 7,83 8,95

Yapilan DoE calismalar ile isteklilik Sekil 5.6 ile optimize edilmis organik faz
orani %54, akis hiz1 0,45 mL/dk, amonyum format derisimi 5 mM, enjeksiyon hacmi 10
uL ve kolon firin sicakligi 40 °C olarak elde edilmistir. Optimize edilmis ¢ézlimiin
deneysel caligsmalar1 (n=6) gerceklestirilmistir. Son olarak belirlenen optimum kosullarda
analizler gerceklestirilerek yanit degerlerinin beklenen deger ile yakinliklar1 Tablo 5.4’de
kiyaslanmistir. Her yanitin elde edilen sonuglari, regresyon modelinin tahmin edilen
degerleriyle karsilagtirilmis ve tiim yanitlar i¢in % bagil hatanin, %95 giiven araliklariyla
<%10 oldugu bulunmustur. Bu optimize edilmis kosullar, ICH Q2(R1) yonergelerine
gore optimum kosullar altinda SUT verileri hesaplanarak her {i¢ cihaz sistemi i¢in Tablo

5.5’de verilmistir.
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Tablo 5.5. ALEK analizi icin elde edilen SUT verileri

Hesaplanan Deger Tavsiye Edilen Deger
Parametre HPLC HPLC-2 LC-MS\MS
Alikonulma zamam (dk)+GA” 8,78+0,01 8,94+0,01 3,42+0,02 -
Alikonulma zamam i¢in %BSS 0,13 0,12 0,04 BSS < %1
Pik alam kesinligi icin %BSS (n=6) 0,63 0,82 0,43 BSS <%l
Alikonulma zamanmi icin enjeksiyon kesinligi %BSS (n=6) 0,09 0,08 0,47 BSS < %1
Kuyruklanma faktorii (T) 1,36 1,24 1,38 T<2
Kapasite faktorii (k) 2,89 4,08 - 2<k<10
Teorik tabaka sayis1 (N) 9020 4948 6957 N >2000
USP Genislik 0,26 0,51 0,17 <l
HETP (USP) 16,6 31,32 21,6 -

*9495 giiven seviyesinde
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5.5. Kiitle Dedektériinde ALEK Iyonlagsma Karakteristigi

HPLC ve MS arasindaki ¢atisma, HPLC’nin s1v1 faza dayal1 bir teknik olmasi ve
MS’in dogas1 geregi bir gaz fazi teknigi olmasidir. Bir numunenin sivi fazdan gaz fazina
diizgiin gegcisini saglayacak kanallarin bulunmamasi, bir balik ile bir kus arasindaki
evlilige benzetilen, LC ve MS arasinda arayiiz olusturan biiyiik bir bariyerdir (Lee, 2005).

Elektrosprey bir ylizyili askin siiredir bilinmektedir, ancak MS icin iyonizasyon
yontemi olarak onemi ise ¢ok yenidir. Elektrosprey iyonizasyonun ortaya cikisiyla
birlikte, artitk polar yapidaki ve termal olarak kararsiz biyomedikal numunelerin
iyonizasyon olayindan oOnce buharlastirilmasina gerek kalmamistir. Coziicii
damlaciklardan buharlastik¢a damlaciklarin boyutu azalir, bu da yiik konsantrasyonunun
artmasina neden olur. Yiik konsantrasyonu, yiikler arasindaki Coulomb itme kuvvetinin
damlacik sivisinin ylizey gerilimini astigi Rayleigh siirina ulastiginda, damlaciklar
Coulomb patlamasina ugrayarak daha kiicliik damlaciklar olusturur. Bu islem, analit
iyonlar1 stv1 fazdan sivi faza “buharlagana” kadar gaz fazinda (iyon buharlagsma modeli)
veya damlacikta tek bir ¢dziinen molekiil kalana kadar (yiiklii kalinti modeli) bir¢ok kez
tekrarlanir. Bu nedenle, elektrosprey iyonizasyon (ESI) islemi, kisaca, sivi fazdaki
¢ozlinen analit iyonlarint gaz fazina aktarir. ESI, diisiik ylizey gerilimine sahip metanol,
etanol ve asetonitril gibi organik ¢oziiciilerle iyi ¢alisirken ESI duyarliligi daha yiiksek
yiizey gerilimine sahip suyla diiser.

S1vi kromatografisi ve kiitle spektrometrisinin tek ve iyi entegre bir sistem halinde
birlesimi (LC-MS), karmagsik numunelerdeki organik bilesiklerin nicel analizine yonelik
yaklagimda bir devrim yaratmigtir. Yasam bilimleri, ¢evre, gida gilivenligi ve iilke
giivenligine yonelik yeni uygulamalarla birlikte bu ve benzer alanlardaki ilerlemeler LC-
MS’in kullanilmasiyla biiylik ivme kazanmistir. Tandem kiitle analizorii (LC-ESI-
MS/MS) ile birlestirilmis bir elektrosprey iyon kaynagi kullanan LC-MS sistemleri, orta
ve yliksek iz diizeyindeki kantitatif tayinlerdeki etkinlikleri nedeniyle biiyiik bir
popiilerlik kazanmigtir. Modern MS/MS sistemlerinin yiiksek segiciligi ve hassasiyeti,
cok az veya hi¢ numune hazirlama gerektirmeyen ve minimum kromatografik alikonma
gerektiren yiiksek verimli analizlere yonelik artan bir egilime yol agmistir. Bu 6nemli
yonleri sayesinde LC-ESI-MS/MS, ila¢ endiistrisinde, klinik arastirmada, adli analizde,
cevre biliminde ve karmasik karigimlarda eser miktarda analitin bulundugu diger bir¢ok
alanda koklii bir standart analitik teknik haline gelmistir. Ancak son birka¢ yilda LC-

MS/MS’in yiiksek seciciliginin endojen safsizliklardan kaynaklanan miidahalelerin etkili
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bir sekilde ortadan kaldirilmasini garanti ettigi yoniindeki ortak algi kirilmaya baslamigtir
(Niessen vd., 2006, Taylor, 2005). Bir¢ok arastirmact matris varliginin, ESI ve atmosferik
basingta kimyasal iyonizasyon (APCI) LC-MS yontemlerine dayali 6l¢tim prosediirlerini
ciddi sekilde etkileyebilecegini bildirmistir (Cortese vd., 2020). Bu olguya matris etkileri
(ME) adi verilir ve birlikte eliisyon matrisinin neden oldugu analit tepkisinin
beklenmeyen bir baskilanmasi veya arttirllmasi olarak kabul edilir. YOntemin
tekrarlanabilirligini, dogrusalligim1 ve dogrulugunu biiyiikk oOl¢iide etkileyerek hatali
kantitatif tayinlere neden olabilir. ME’nin kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir.
Birlikte eliie edilen matrisin, mevcut yiikler i¢in olas1 bir rekabette ve gaz fazi emisyonu
icin damlacik yiizeyine erisimde sinyal yogunlugunu etkileyebilecegi varsayilmaktadir
(Cappiello vd., 2008).

ALEK’in farmasdtik formiilasyonlarda analizi i¢in gelistirilen sivi kromatografisi
metodunun diger MS’dir. MS, yukarida bahsedilen zorluklar1 olsa da bir¢ok agidan
avantajlara sahiptir. Ozellikle yiiksek secicilige sahip olmasi ve ¢ok diisiik kantitasyon
limitlerine inilebilmesi bu ydntemin gelecek vaat ettigini gostermektedir. Ozellikle ME
sinyal lizerindeki etkileri ile bas edildiginde yontem kalitatif ve kantitatif tayinlerde
analizcilere ¢ok biiyiik kolayliklar saglayacaktir.

Kiitle dedektoriinde ALEK analizi i¢in yiiksek spesifiklik ve segicilik saglamasi
nedeniyle MS/MS teknigi kullanilmistir. Bunun i¢in stok ALEK ¢6zeltisinden 10 pg/mL
derisimde metanol ile seyreltme yapilarak standart ¢aligma ¢ozeltisi hazirlanmis ve ESI
ile kiitle spektrometresinde karakterize edilmistir. Analitin ESI ¢oklu reaksiyon
goriintiileme pozitif modda (MRM") iyonlagsmaya daha yatkin oldugu yiiksek siddette
elde edilen sinyallerden anlagilmistir. Analitin ¢oklu reaksiyon izleme kosullarinda elde
edilen yavru iyonlar ve uygulanan enerji diizeyleri Tablo 5.6’da verilmistir. Her bir iyon

icin tutma siiresi 100 ms olarak uygulanmastir.

Tablo 5.6. ALEK ’in pozitif modda ¢oklu reaksiyon izlemede ESI kosullari

o ; Yavru Q1 Pre Bias CE Q3 Pre Bias
Bilesik Ana lyon .
$ y fyon v) V) \%)
396,20 -18,0 -28,0 -27,0
ALEK 433,00 381,20 -18,0 -41,0 -17,0
327,20 -24,0 -48,0 -16,0
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Gilintimiizde MS, kii¢iik molekiillerin tanimlanmasinda 6nemli bir teknolojidir. MS,
niikleer manyetik rezonansla (NMR) karsilastirildiginda, kat kat daha yiiksek hassasiyet
sunar. Gaz kromatografisi MS (GC-MS) ve s1vi kromatografisi MS (LC-MS) basta olmak
iizere cesitli analitik kurulumlar gelistirilmistir. Referans spektrumlari uzun yillar
boyunca toplandigindan ve parcalanma mekanizmalar1 farkli cihazlar {izerinde
tekrarlanabildiginden, GC-MS spektrumlar: veri taban1 aramasi yoluyla otomatik olarak
yorumlanabilir. Ancak GC-MS, metabolitin de termal olarak stabil olmasini gerektirir.
Polar lipitler, seker iceren metabolitler, fenolikler, peptitler veya niikleotidler gibi
biyolojik agidan 6nemli birgok bilesik sinifi icin durum bdyle degildir. Bu bilesikler LC-
MS ile analize daha uygundur. Burada, ¢alisilan bilesigin eklenti iyonu (6rnegin, [M +
H]") kiitle olarak segilir ve inert gazla doldurulmus bir ¢arpisma hiicresinde pargalanir
(carpisma kaynakli ayrisma, CID) ve kiitle-ylik oranlar1 (ortaya ¢ikan pargalarin m/z
oranlar1) tandem kiitle spektrumlari olarak kaydedilir (Rasche vd., 2011). Bu tiir verilerin
hesaplamali analizi heniiz emekleme asamasindadir. Kiigiik molekiillerin degisen
parcalanma enerjileri altinda parcalanmasi tam olarak anlagilmadigindan, bu verilerin
zaman alict manuel analizi bile 6nemlidir. CID kiitle spektrumlarinin farkli cihazlar
tizerinde siurli tekrarlanabilirligi nedeniyle, spektral kiitiiphanelerde arama yapmak bile
ciddi bir sorundur. Bu nedenle bu alandaki her bir veri ve mekanistik agiklama ¢ok degerli
olup bu yolda atilan 6nemli bir adimdir. Bu nedenle ALEK’in tandem kiitle

dedektoriindeki fragmantasyonu ayrintili olarak gézlenmis ve agiklanmaya calisilmistir.
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Sekil 5.8. ALEK i¢in ana iyon ve baskin par¢alanma yollart

Protonlanmis [M + H]" molekiillerindeki en 6nemli ¢ift elektron pargalanmasi ya
endiiktif bolinmeyle (ylikiin o-karbona gegisiyle) ya da bir proton yeniden
diizenlenmesiyle (yiiklii) karbon-heteroatom (N, O, S) boliinmelerini (heteroatom da
tutma) icerir. ALEK, yapisinda O ve N heteroatomlar1 igeren, organik yapida, kiiciik bir
molekiildiir. Yapisinda aromatik benzen ve indol gruplart kiitle dedektoriinde
parcalanmaya uygun kisimlardir. Kiitle dedektoriinde organik yapidaki molekiillerde
genelde heterolitik ya da homolitik parcalanmalar goze c¢arpar. Yap: kararli halde
kalabilecegi, iizerindeki yiikii tasiyabilecegi sekilde yiliklenmeye meyillidir. ALEK’in
kiitle dedektoriinde parcalanmasinda baskin olarak 3 adet yavru iyon m/z 396,20; m/z
381,20 ve m/z 327,20 gdzlenmistir. lyonlasma yiizdesi en yiiksek olan m/z 396,20 yavru
iyon ve en diisiik olan ise m/z 327,20 olan yavru iyondur. ALEK yapisi, en u¢ kisim olan
ve hetero atom C ve N iceren bolgesinden pargalanarak, en yiiksek yiizdeye sahip
fragmantasyon gergeklesmistir; yapidan morfolin grubu ayrilmigtir. Morfolini piperidine
baglayan sigma bagi, piperidin halkasi iizerine kirilarak bir @ bag1 olusturarak kararl

forma ge¢mistir. Heterolitik pargalanma bolgedeki sterik etkinin daha az olmasi ve
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piperidinin elektronegativite etkisi nedeniyle, olasilig1 yiiksek bir pargalanma yolagidir.
Cilinkii indiiktif boliinme ya da yeniden dilizenlenme reaksiyonlar: rekabetgi ve
tamamlayici reaksiyonlar olarak diisiiniilmelidir. Iki parcanin géreceli bollugu dncelikle
Field kuraliyla belirlenir. Bu kurala gore, daha yiiksek proton ilgisine sahip pargada yiik
tutulmasinin daha uygun oldugunu ve dolayisiyla diisiikk proton ilgisine sahip notr
molekiiliin kaybinin daha olast oldugunu gosterir. Bu nedenle olusan diger ikinci biiyiik
bagil ylizdeye sahip yavru iyon ise homolitik parcalanma ile meydana gelmistir. Field
kurali, elektrosprey iyonlagsmada Stevenson kuralinin ¢ift elektronlu karsiligi olarak
diistiniilebilir. Ek olarak, iki olas1 par¢anin goreceli bollugu, onlarin géreceli stabilitesidir.
Bu pargalarin m/z degerlerinin toplami, [M +H]"+ 1’in m/z’sini verir (Niessen, 2011).
ALEK’in iyonlagsmasinda ortaya ¢ikan ikinci yavru iyonda birinci par¢alanma {iriiniiniin
ana iskeletine bagli olan metil gruplarindan biri, bagt olusturan elektronlardan birini
alarak ayrilmis ve radikalik bir iirlin olugmasina sebep olmustur. Son parcalanma
iriiniinde ise ikinci tiriinden etil grubu bag elektronlarinin tamamini alarak, siyano grubu
ise bag elektronlarini paylasarak ayrilmigtir. S6z konusu 6nerilen mekanizma Sekil 5.7°de

verildigi gibidir.

5.6. LCMS-IT-TOF Metot Gelistirme

Nihai formundaki (ilag {iriinii) farmasotik agidan aktif bilesik (API), yardimci
maddeler iceren bir formiilasyonun pargasidir. Yardimci maddeler, giivenlik acisindan
uygun sekilde degerlendirilen ve bir ilag iiriiniine kasitl olarak dahil edilen maddelerdir.
API ve yardimci maddelerin {iretimi ve bozunmasi, belirli bir sinirin iizerinde mevcut
olmasi1 durumunda, safsizliklarin, terapétik faydasi olmayan bilesiklerin olugmasina yol
acabilir (Shaikh, 2019). Diger taraftan, (6rnegin peroksitlergibi) baz1 safsizliklar reaktif
olabilir ve {irlin kalitesini ve hasta giivenligini eser diizeylerde olsalar bile etkileyebilir
(Zhang vd., 2018). Olast safsizlik olusumunu tahmin etmek amaciyla, kat1 hal ¢aligsmalari
icin 1stya, neme ve 1s1ga ve/veya ¢ozelti durumu caligsmalari i¢in bir dizi pH degerine
maruz birakilarak API ve ilag¢ firiinleri tiizerinde zorunlu bozunma c¢aligsmalari
gerceklestirilir (Blessy vd., 2014). ICH kurallarina gore igerigi %0,1’den fazla olan
herhangi bir safsizlik tanimlanmali ve karakterize edilmelidir. Herhangi bir potansiyel
genotoksik bilesigin, toksikolojik endise sinirlarina uymak igin iiretim siirecini
degistirerek veya konsantrasyonunu azaltarak uzaklastirilmasi gerekir (Shaikh, 2019).

Safsizlik profili olusturma, kalite kontrol ve gozetim i¢in yliksek c¢oziiniirliiklii kiitle
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spektrometrisinin (HRMS) avantajlar1 literatiirde tanimlanmis olsa bile, safsizliklarin
degerlendirilmesi klasik olarak kromatografi yoluyla ger¢eklestirilir ki bu da diizenlenmis
kontrolde olasi bir HRMS uygulamasini 6ngérmektedir (Géhin ve Holman, 2021). Ancak
bunlar cogunlukla, ¢éziiniirliikten 6diin vererek hassasiyeti ve/veya hizli taramayi artiran
nicel ayarlarla ger¢eklestirilir. HRMS’ nin karmagik karisimlari analiz etme ve giivenilir
tanimlamalar icin ince izotopik dagilimlar saglama giiciine ragmen, bu deneylerin
neredeyse hicbiri HRMS ayarlar1 kullanilarak gerceklestirilmemistir (Deschamps vd.,
2023). Burada sadece birka¢ uygulama anlatilacak olsa da formiilasyon analizi i¢in
HRMS’yi kullanan yayinlarin sayis1 gelecekte artabilir. Kompleks ila¢ yardimer madde
bilesimleri, formiilasyonun in vivo performansini, dolayisiyla ilag emilimini etkiler. Bu
nedenle, farkli tedarik¢ilerden veya partilerden gelen yardimer maddelerdeki farkliliklar,
bir ilag {lirlinliniin etkinligi iizerinde etkiye sahip olabilir.

HRMS’nin en avantajli yonlerinden biri, deneysel ve teorik izotopik dagilimlarin
karsilastirilmast yoluyla molekiiler formiillerin giivenli bir sekilde atanmasina yardime1
olan bir iyonun ince izotopik dagilimina erisimdir. Bu kapsamda c¢ogunlukla direkt
enjeksiyon modunda elde edilebilen ¢ok yiiksek ¢ozme giiciinde ince izotopik yapiya
erisim saglanabilmektedir. Izotopik ince yapilar ve benzersiz molekiiler formiil atamalar1
daha sonra yapisal agiklamalar gerceklestirmek icin MS/MS deneyleriyle birlestirilebilir.
Binlerce bilesigin birkag dakika i¢cinde son derece bilgilendirici spektrumlarini elde etme
olanagi, yiliksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometrelerini, farkli numunelerin hizl profilinin
cikarilmast ve karsilastirilmasi i¢in uygun hale getirir. Bu, farmasotik serilerin
degerlendirilmesinde ve safsizlik arastirmalarinda degerli bir 6zellik olusturmaktadir.
Diger uygulama alanlarinda oldugu gibi, pik alanlarmin karsilastirilmas: yoluyla elde
edilen yar1 kantitatif analiz, ¢esitli konsantrasyonlarda ila¢ iiretimindeki farkliliklardan
kaynaklanan farkli safsizliklarin varligini ortaya koyabilir. Sonug olarak HRMS, yiiksek
duyarliliklar1 ve pargalanma deneyleri gerceklestirme olasiliklar1 sayesinde, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda hem ana bilesikler hem de safsizliklarla ilgili bilgilere erisim
saglayarak ila¢ formiilasyon calismalar1 i¢in avantajlar sunar. Ayrica, ince izotopik
dagilimlara erisim, giivenilir molekiiler formiil niteliklerine ve hizli profil olugturma ve
karsilagtirmaya olanak tanir. Bununla birlikte ilag formiilasyonlarin degerlendirilmesi

ayn1 zamanda bilesik dagilimlarini da igermektedir (Deschamps vd., 2023).
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ALEK, bozunma iiriinlerinin karakterizasyonuna 6n basamak olmasi amaciyla MS"
caligmalarina tabi tutulmustur. Bu islemde, molekiil iyon tuzaginda MS/MS, MS? ve MS*
parcalanmalar1 kullanilarak, molekiiler iyonun ve fragmanlarinin yapisinin aydinlatilmasi
saglanmigtir. Kimlik dogrulamasi, molekiiler formiilleri ¢ikarmak igin ESI-IT-TOF
kullanilarak dogru kiitle belirlemeyle saglanmistir. Protonlanmis ALEK molekiiliinden
MS"de yapidan heterolitik eleminasyon ile morfolin yapisi ayrilmig ve piperidine
baglayan sigma bag kirilarak cifte bag olusturarak kararli hale gelmistir. Ikinci ve iigiincii
parcalanma basamaklarinda ana iskelet lizerindeki metil gruplar1 sirayla bagi olusturan
elektronlarin birini ana iskelete birakarak ayrilmis ve radikalik bozunma {iriinii
olusturmustur. Dordiincii ve son basamakta ise yine ana iskelette bir kopus
gerceklesmistir. Etil grubu yapidan ayrilirken kopan parca yerine yapiya katilan proton
aromatikligi korumustur. HRMS c¢alismalarina ait kiitle atlasi Sekil 5.8’de verilmis,

muhtemel mekanizma ise Sekil 5.9°da sematize edilmistir.
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Formula Predictor Report - 2lec176.Icd Page 10f 1

Data File: C/\LabSolutions\Datz\Analz\sny'\alec\alect76.lcd

Emt | Vol Min Max Emt Val Min Mx Emt Val| Min Mx Bmt Val| Min Msx Use Adduct
H 1 [ ) [e] 2 4 S 2 0 Ru 2 v} 0 H
C 4 0 36 F 1 0 a 1 0 Pd 2 a 0
N 3 3 7 P 3 0 Br 1 0 | 3 a 0
Error Margin (ppm): 10 DBE Rang=: 5.0-250 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Mzx Isotopes: 3 Isotope RI (%) 1.00 Isotope Res: S000
MSn Iso Rl (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Mzx Resuhs: 30
Event# 1 MS(E+) Ret Time:5830->6.093 Scar# 883->313
8.000=85
7.000=64
6.000=6] 433 p763
5.000=64
4.000=54
3.000=64 4842742
2.000=54 4337041 4835735
1.000=64 394f501 4834087
Hrr . T o y T e A L Ay Ayt T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 S000 5500 6000 6500 7000
Mezsured region for 483 2763 miz
433.27¢3
100.04
50.04
4342742
4335785 483.7041 433
483.8515 485.2730
4330 4333 4840 4845 485.0 4353
C30 H34 N4 02 [M+H}+ : Predicted region for 483.2755 m'z
100.0- 483.2735
50.04
434 2738
4852318
! : . A\
433.0 4335 4840 4845 485.0 4355

Formula |lon __Mesas. Pred. mfz_DE. | DE DBE
1 81.10 C30 H34 N2 02 |[M+H]+ 4332 433.27 13 2. 3468 180

Sekil 5.9. ALEK ’e ait kiitle atlast
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Eleminasyon

D o

alectinib
C30H34N407 C26.H25N30
Ma: 482,63 Ma: 395,51

Demetilasyon

Demetilasyon

Ca4H1gNz0%
Ma: 365,44

Co5H2oN30°
Ma: 380,47

Deetilasyon

Ms#
CaoH15N30%
Ma: 337,38

Sekil 5.10. ALEK ’in MS" karakterizasyonu

ALEK’in bozunma firiinleri varliginda analizi PDA ve MS/MS dedektor ile
yapilmis ve gesitli hizli bozundurma kosullar1 altinda 6 farkli tiirde bozunma {iriinii tespit
edilmigtir. Bu bozunma iirlinlerinin tiirleri ve bulunduklar1 kosullar Tablo 5.3’de
Ozetlenmistir. Elde edilen bu bozunma iiriinleri karakterizasyonu ise LCMS-IT-TOF ile
yapilmistir. Stvi kromatografisinde optimize edilen yontem birebir olarak LCMS-IT-TOF
cihazina sabit faz ile birlikte tasinmis ve etkin madde de dahil olmak iizere bozunma

uriinleri MS" teknigi ile karakterize edilmistir.
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Tablo 5.7. Cesitli stres kosullarinda ALEK ’in elde edilen bozunma iiriinleri

Oksidatif hizh Termal hizh

Alkali hizh bozundurma Fotolitik hizh
bozundurma bozundurma

kosullan bozundurma kosullari
kosullar kosullar
Alektinib

Alektinib De-karboksilat
Morfolin Azot N-  Yeni bozunma iiriinii 2 Kuarternize ALEK
) safsizlig1

oksit
Yeni bozunma ) Alektinib De-

Yeni bozunma {irlinii 3 )
iriinii 1 karboksilat safsizlig1
Alektinib De-
karboksilat Kuarternize ALEK
safsizlig

Alektinib De-karboksilat

safsizlig

5.6.1. ALEK’in hizli bozundurma kosullarinda davramislari

ALEK’in bozunma o6zelliklerini analiz etmek i¢in ¢esitli stres ortamlarinda ALEK
cozeltileri muamele edilmis ve bozunma siirecini hizlandirmak i¢in 60 °C’de kontrollii
1stya tabi tutulmustur. Yalnizca 1siya maruz kalan aktif bilesenin standart ¢ozeltisinden
elde edilen PDA dedektore ait kromatogram Sekil 5.10(a) ve HRMS Sekil 5.10(b)’de
verilmistir. Kromatogram incelendiginde 5,9 ve 12,4. dakikalarda olmak {izere 2 adet pik
gozlenmigtir. Bu pikler ¢ozeltinin HRMS spektrumunda da es zamanli olarak
goriilmektedir. Bu safsizliklarin LCMS-IT-TOF’da bagil bolluklariin oldukca yiiksek

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.11. ALEK ’in sicaklk uygulandiginda elde edilen PDA kromatogrami (a) ve MS spektrumu (b)

ALEK’in fotolitik duyarliligin1 degerlendirmek i¢in metanol i¢indeki bir ALEK
cozeltisi 24 saat 1518a maruz birakilmigtir. LCMS-IT-TOF kullanilarak yapilan analizde
ise ALEK ¢ozeltisinde 1 adet bozunma iirlinii tespit edilmistir. PDA ve HRMS
dedektorleri kullanilarak kaydedilmis kromatogramlar sirastyla Sekil 5.11(a)’da ve Sekil
5.11(b)’de verilmistir.
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(b)
Sekil 5.12. Fotolitik sartlarda ALEK ¢ozeltisine ait PDA (a) ve HRMS kromatogrami (b)

Etkin maddenin zorlu bozma kosullarindan asidik strese maruziyeti sonucu LCMS-
IT-TOF ile elde edilen kor cozeltiye ait PDA ve HRMS dedektorleri kullanilarak
kaydedilmis kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.12(a) ve 5.12(b)’de, ALEK bozunma
cozeltisine ait PDA ve HRMS dedektdrleri kullanilarak kaydedilmis kromatogramlar ise
strastyla Sekil 5.12(b) ve Sekil 5.12(d)’de verilmistir. Sonuclar incelendiginde, ALEK’in

asidik kosullar altinda herhangi bir bozunma iiriinii vermedigi tespit edilmistir.
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AU (x100)

{2320manm (1.00)

-0.24

0.04
-0.14 d

0.0

mAU (x100)
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653
187

\ -
10000008 f

Sekil 5.13. 4sidik kosullarda kor ¢ozeltiye ait PDA kromatogrami (a) ve MS spektrumu (c) ve ALEK

bozunma ¢ézeltisine ait PDA kromatogrami (b) ve MS spektrumu (d)
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Sekil 5.14. (Devam) Asidik kosullarda kor ¢ozeltiye ait PDA kromatogramu (a) ve MS spektrumu (c) ve

ALEK bozunma ¢ézeltisine ait PDA kromatogrami (b) ve MS spektrumu (d)

Bilesigi igermeyen alkali ortamda LCMS-IT-TOF cihazi ile elde edilen kor
cozeltiye ait PDA ve HRMS dedektorleri kullanilarak kaydedilmis kromatogramlar
sirastyla Sekil 5.13(a) ve 5.13(c) ve ALEK bozunma c¢ozeltisine ait PDA ve HRMS
dedektorleri kullanilarak kaydedilmis kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.13(b) ve Sekil
5.13(d)’de wverildigi gibidir. Yapilan c¢alismada API’nin bazik kosullara oldukca
dayanaksiz oldugu tespit edilmistir. Alkali ortamda 5 adet safsizlik piki gézlenmistir. Bu
safsizliklarin alikonma zamanlari sirasi ile 2,27; 3,21; 5,34; 7,35 ve 13,03 dakikalardadir.
Yapilan HRMS c¢aligmalarinda ise 5,34 dk’da elde edilen pikin herhangi bir bozunma
iriiniine ait olmadigt ALEK’in bazik kosullarda kuarterize yapisina ait oldugu tespit
edilmistir. Bozunma ¢6zeltisi uygun miktarda 2 N HCI asit ¢ozeltisi ile notrallestirilerek
analiz edildiginde ise bu quartenize yapiya ait pikin kayboldugu goriilmiistiir. Diger
yandan API bu kosullar altinda bekletildiginde ise bozunma hizinda kayda deger
degisiklik gézlenmemistir. Bu da bu savi destekleyen diger bir veri olarak ele alinmistir.
Ayrica elde edilen PDA ve HRMS detektorleriyle elde edilen kromatogramlar birbiri ile
ortlismektedir. Analiz edilen kor ¢ozelti kromatogramlarinda ise bahsedilen piklerin
hicbiri tespit edilmemistir. API'nin alkali ortamda bozunma ¢o6zeltisi hazirlanir
hazirlanmaz analiz edildiginde de benzer sonuglar gozlenmistir. Daha sonra sicaklik
uygulandiginda ise yine benzer bozunma iiriinleri ancak bir miktar daha fazla olacak

sekilde tespit edilmistir. Buna gore yapr alkali ortamda muamele edildiginde ve/veya bir
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miktar sicaklik uygulandiginda pargalaniyor ardindan da dengeye gelip olusan

reaksiyonlarin hizinda yavaslamalar oldugu sdylenebilir.
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(b)
Sekil 5.15. Alkali kosullarda kor ¢ozeltiye ait PDA kromatogrami (a) ve MS spektrumu (c) ve ALEK
bozunma ¢ézeltisine ait PDA kromatogrami (b) ve MS spektrumu (d)
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(d)
Sekil 5.16. (Devam) Alkali kosullarda kor ¢ozeltiye ait PDA kromatogrami (a) ve MS spektrumu (c) ve
ALEK bozunma ¢ézeltisine ait PDA kromatogrami (b) ve MS spektrumu (d)

Yapilan hizli bozundurma deneylerinde ALEK’in oksidasyon kosullarinda da
dayaniksiz oldugu goriilmiistiir. Calismada maddenin oksidasyon kosullarina maruz
kaldig1 andan itibaren ayrigsmaya baglamistir. Sicaklik ile muamele edildiginde ise bu
kosullar altinda maddenin par¢alanmasi hizlanmistir. Bazik ortam calismalarindan farkl
olarak oksidasyon kosullarinda API 1sitilma devam ettigi siirece parcalanma da devam
etmigtir. Denemeler yapilirken c¢esitli yliksek sicaklik uygulamalarinda maddenin
tamamen pargalandigi da gozlenmistir. Ancak bazik kosullarda isitilmanin devam
etmesine ragmen (buradaki zaman dilimi >2 saat) etkin maddenin tamamen bittigi hig

gozlenmemistir. LCMS-IT-TOF cihazi ile elde edilen kor ¢ozeltiye ait PDA ve HRMS
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dedektorleri kullanilarak kaydedilmis kromatogramlar sirasiyla Sekil 5.14(a) ve 5.14(c)
ve ALEK bozunma ¢ozeltisine ait PDA ve HRMS dedektdrleri kullanilarak kaydedilmis
kromatogramlar sirasityla Sekil 5.14(b) ve Sekil 5.14(d)’de verildigi gibidir. PDA
kromatogramina bakildiginda 2,81; 3,42; 4,02; 4,31 ve 12,43 dakikalarinda olmak tizere
5 adet safsizlik piki gézlenmistir. Ancak yapilan HRMS analizlerinde 3,42; 4,02 ve 4,31.
dakikalarda gdzlenen ii¢ pikin ise ayn1 molekiil oldugu tespit edilmistir. Burada 2,81
dk’ya ait pik m/z 499’dur. 3,42 dk’ya ait pik m/z 499 ve m/z 410 karisimi diger 4,02 ve
4,31. dakikalarda gozlenen iki pik ise m/z 410°dur. Buradaki m/z 410 ve m/z 499
piklerinde ortaya ¢ikan yarilmanin mekanizmasi kesin olarak karakterize edilememistir.
Ancak onceki tecriibelere dayanarak bozunma ¢ozeltisinin yiiksek derisimde (%15, a/a)
H>0:> igermesinden dolayi1 kolon i¢i etkilesim zay1flig1 ve verimli ayirim yapilamamasinin
oldugu sdylenebilir. Kolon verimli ayirim yapamadigi i¢in de kiitle dedektoriine maddeler

bu sekilde gecis yaptigi icin benzer karisimli spektrumlar elde edilmis olabilir.
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(d)
Sekil 5.17. Oksidasyon kosullarinda kor ¢ozeltiye ait PDA kromatogrami (a) ve MS spektrumu (c) ve ALEK
bozunma ¢ézeltisine ait PDA kromatogrami (b) ve MS spektrumu (d)
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Tablo 5.8. Pozitif iyon modunda LC-ESI-IT-TOF-MS kullanmlarak ALEK bozunma iiriinlerinin karakterizasyonu

Hizh .. Tahmin i DBE
bozundurma  Bilesik tr (min) 3};}_‘;;? m/z edilen m/z f:ll;(a) f:;;) fzotop ::':;) (Cifte bag Molekiil formiilii CAS Numarasi
kosullar1 [M-HJ* Skor esdegeri)
Alektinib Morfolin Azot N-oksit 2,81 499,2719 499,2704 1,5 3,00 78,71 231 16,0 C30H3aN403 1256585-28-0
Alektinib Morfolin Azot N-oksit 3,42 499,2716 499,2704 12 2,40 86,55 232 16,0 C30H3aN403 1256585-28-0
Oksit Yeni bozunma iiriinii 1 4,019 410,1880 410,1863 1,7 414 97,22 232 17,0 Ca6H23N30, -
Yeni bozunma iiriinii 1 4,31 410,1871 410,1863 0,8 1,95 60,57 246 17,0 Ca6H23N30, -
Alektinib De-karboksilat safsizlig 12,43 457,2992 457,2962 3,0 6,56 63,16 240 14,0 Ca9H36N40 1820882-01-6
Yeni bozunma iiriinii 2 2,27 501,2891 501,2860 3,1 6,18 75,09 268 15,0 C30H36N403 -
Yeni bozunma iiriinii 3 3,22 515,3046 515,3017 2,9 563 91,68 268 15,0 C31H3gN403 -
Alkali Kuarternize ALEK 5,34 4832775 4832755 2,0 4,14 8638 231 16,0 C30H3aN40, 1256580-46-7
Kuarternize ALEK 7,35 4832773 4832755 1,8 3,72 83,11 279 16,0 C30H3aN40, 1256580-46-7
Alektinib De-karboksilat safsizlig 13,03 457,2985 457,2962 2,3 503 59,41 243 14,0 Ca9H36N40 1820882-01-6
Kuarternize ALEK 5,93 483,2768 4832755 1,3 2,69 84,68 262 16,0 C30H3aN40, 1256580-46-7
Sreaklik Alektinib De-karboksilat safsizlig 12,40 457,2986 457,2962 2,4 525 60,81 240 14,0 Ca9H36N40 1820882-01-6
Fotolitik Alektinib De-karboksilat safsizhg 12,37 457,2989 457,2962 2,7 5,90 58,65 242 14,0 C29H36N1sO 1820882-01-6
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LCMS-IT-TOF cihazinin PDA dedektdriinde gozlenen bozunma {iriinlerine ait pikler IT-
TOF kismu ile yliksek coziiniirliikte analiz edilmis ve muhtemel yapilar1 ayrintili olarak
karaterize edilmistir. Elde edilen her bir bozunma iiriiniine ait pikin karakterizasyon bilgileri
Tablo 5.4’de sunulmustur. Bu kisma ait benzer ¢alisma Parmar vd. tarafindan yapilmis ve
oksidatif bozunma kosullar1 altinda bozunma iiriinleri tespit edilmis ve LC-MS/MS ve NMR
teknikleri ile karakterize edilmistir (Parmar vd., 2021). S6z konusu bozunma tiriinleri N-oksit
safsizlig1, epoksit safsizligi, N-hidroksi safsizlig1 ve amid safsizligidir. N-oksit safsizlig1 bu
caligma da da tespit edilmis ve benzer sekilde oksidatif bozunma kosullarinda gézlenmistir.
Ancak yazarlar elde ettikleri bozunma tirlinlerini preparatif HPLC ile saflagtirarak NMR, FTIR
ve LC-MS/MS ile karakterize edilmistir. Elde edilen bozunma iiriinlerinin saflagtirarak NMR
ve FTIR ile karakterize edilememesi bu ¢alismanin zayif noktasidir. Ote yandan bu ¢alismada
farkli olarak sadece oksidatif degil alkali, sicaklik ve fotolitik sartlarda da bozunma iirtinleri
tespit edilmistir. Bozunma {riinlerinin karakterizasyonu HRMS ile yapilmistir. Bu
molekiillerin muhtemel olusum reaksiyonlari miimkiin olan kosullarda MS" calismalar1 da

yapilarak ayrintili olarak sunulmustur.
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Formula Predictor Report - alec173.ked Page 10f1

Error Margin (ppm): 15 DBE Range: 5.0-250 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes

Max Isotopes: 3 Isatope RI (%): 1.00 Isotope Res: 3000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 30

Events: 1 MS(E#) Ret Time: 3.053-> 3.427 Scan#: 459 -> 515

1.400=74
1.200=74
1. e 4590718
£.000=51
£.000=81 5002707
4.000=54
485.5797
4939
2.000251 410880 S0
l 396.2050 499.4082
O T T o T v R T - T T T T T
100.0 150.0 2000 2500 3000 3500 4000 4500 S000 S50.0 600.0 650.0 7000

Mezsured region for 489.2719 miz

488.2718
100.04

50.04
500.2707

sosfhrer AT 4g0ce;

n\/\ 499[?53 501.2701

MU A A A A o o AN
500.0

439.0 4395 500.5 501.0 501.5

C30 H34 N4 03 [M+H]+ : Predicted region for 435.2704 m/z

4982704
100.04
50.04
500.2735
501.27¢e4
0 T T T T T A\ T
499.0 4895 300.0 300.5 S501.0 501.5
Formula (M) lon Meas. Pred. Df. Df. IsoDBE
1| 74.78 C30H34 N4 O3 [M+H]+ 499.271 499.2704 15 X 7871 180

Sekil 5.18. Alektinib Morfolin N-oksit e ait kiitle atlasi
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alectinib

C30H34N4O3 CoeH25N30
Ma: 498,63 Ma: 395,51
m/z:499,2732 m/z:396,2110

Demetilasyon

Demetilasyon
-

Ms3
Co4H1gN;0O%
Ma: 365,44
m/z:366,1619 Cas5H2oN30°

Ma: 380,47
m/z:381,1844

Deetilasyon

Ms4
CaoH1sN30%
Ma: 337,38
m/z:338,1330

Sekil 5.19. Alektinib Morfolin N-oksit’e ait bozunma mekanizmasi ve MS" yolagi

ALEK maddesinin oksidatif kosullarda beklemesi sonrasinda tespit edilen maddenin
morfolin azotu iizerinden olusan N-oksit safsizlifi oldugu disiiniilmektedir. Pargalanma
mekanizmas1 ALEK standart maddesinin parcalanmasini birebir takip etmektedir. ilk asamada
standartta oldugu gibi piperidin halkasina yikilan sigma bagi olmustur. Ancak standartta
gozlenen 87 m/z’lik eksilme, bozunma {iriintinde 103 olarak gozlemlenmis bunun sebebi ise
morfolinde gerceklesen N-oksit katilimi olarak yorumlanmustir. ikinci, iigiincii ve dordiincii
basamaklarda standartta oldugu gibi sirasiyla metiller ve son olarak da etil grubu ayrilarak

beklenen parcalanma {iriinleri gozlemlenmistir. Alektinib Morfolin N-oksit’e ait kiitle atlasi
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Sekil 5.15’de ve muhtemel olusum mekanizmasi ile MS" caligmalar1 Sekil 5.16’da verildigi

gibidir.
Formula Predictor Report - alec173.lcd Page 1of1
Datz File: C:\LabSolutions\Datz\Anzliz\sny'alec\zlec172 Icd
Emt Val. Min Max Emt Val. Min Max Emt Val. Min Max Eimt Val Min Max Use Adduct
H 1 54 o] 2 0 - S 2 0 0 Ru 2 0 0 H
C 4 36 F 1 Q 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 0
N 3 7 P 3 Q 0 Br 1 0 0 | 3 0 0
Error Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: bath
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max Isotopes: 2 Isotope RI (%): 1.00 Izotope Res: 9000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Lagic Mode: AND Max Results: 50
Event¥ 1 MS(E+) Ret Time: 4033 ->4.160 Scan# : 603 -> 623
1.300=74
1.200=74
1.100=74
1.000=74
$.000e64
2000251 410.p880
7.000e61
6.000e64
5.000=44
4.000=44 411.1926
3.000=67 4104664
410.3081
2.000=54 410.5808
1.000=54
oy A ey Y N W W A b ,
1000 1500 2000 2500 300.0 3500 4000 4500 5000 550.0 6000 650.0 7000
Measured region for 410.1880 m/z
100.04 4101880
50.04
411.1828
“7\664 4103308 41p.3373 13317
“ 411.5851
10,71
c MM A p A R R AR
4100 4103 4110 4115 4120 4125
C26 H23 N3 02 [M+H]+ : Predicted region for 410.1863 m/z
410.1883
100.0q
50.04
4111883
0 . y ; v — y
4100 4103 4110 41153 4120 4123
Formula lon Meas.m/z__ Pred. m/z_ Df. (mDa) Df. DBE
1| 89.77) C26 H23N3 02 [M+H]+ 410.1830  410.1883 1.7 414 8741 17.0

Sekil 5.20. YB1 e ait kiitle atlast
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C26H23N30,
Ma: 409,49
m/z:410,1880

CosH24N30°
Ma: 394,50
m/z:395,1673

Sekil 5.21. YBI e ait bozunma yolag:

Oksidatif sartlarda olusan bu safsizlik, morfolin halkasinin koparak bu halkay1 piperidin
halkasina baglayan sigma baginin piperidin halkasinda bir pi bagi olusmasi ve olusan yeni halka
iizerine katilan oksijenin karbonile doniismesiyle olustugu diigiiniilmektedir. Olusan safsizlik
miktar1 diisiik olmasi sebebiyle yalniz MS! c¢alismasi yapilabilmis ve bu ¢alisma sonrasinda
alektinib ve N-oksit safsizlarinda da goriilen metil grubunun ayrilmasiyla 395 m/z’lik bir
parcalanma {iriinii olugsmustur. YB1 e ait Sekil 5.17°de ve muhtemel olusum mekanizmasi ile

HRMS c¢aligmalar1 Sekil 5.18’da verildigi gibidir.
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Formula Predictor Regort - alec178.lcd Page 1of 1

Data Fie: C’\LabSalutions\Data\Analiz\sny'alecialect 76.kcd

Emt Val Min Max Emt Val Mn Maxx _ Elmt Usa Adduct
H 1 0 =2 o 2 o 4 S H
c 4 g 38 = 1 o 0 Cl
N 3 3 7 e 3 1} 0 Br
Error Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 Isatope Res: 9000
MSn Iso RI (%) 10.00 MSn Logic Made: AND Max Results: 50

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time: 12.380 -> 12.520 Scan# : 1855 -> 1879

1.100e79
1.000e74
5.000et4
8.000et4 457 pses
7.000etH
8.000et
5.000e69
4.000et4 456.3005
a0 -
i 457.7128
1.000e¢- 394f‘53
o T T v T T l Y Ay + Ay — Ay A T
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 £00.0 £50.0 €00.0 850.0 700.0
Measured region for 457.2588 miz
7.2586
100.04
50.04
458.3008
4578908
m 4577128 455 gpag 2o 2087
4570 75 2530 458.5 453.0 459.5
€28 H38 N4 O [M+H]+ : Predicted region for 457.2982 miz
457.2362
100.04
50.04
458.2883
459.3023
457.0 4575 4580 ases 453.0 2555
Rank Score Formula (M) |lon | Mess.mfz  Pred. mfz Df. (mDa) Df Iso DBE
1 85321 C25HIZN4O |[M=H}+ | 4572988  457.2982 24 5.25 60.61 140

Sekil 5.22. Alektinib De-karboksilat safsizligina ait kiitle atlasi
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CosHa7N3
Ma: 369,51
m/z:370,2288

CogH3sN4O
Ma: 456,63
m/z:457,2996

Sekil 5.23. Alektinib De-karboksilat safsizligi

Farkli kosullarda goriilen bu safsizlik tirtinii hali hazirda literatiirde de kayitl olan bir
alektinib safsizligidir. Ana iskelette indol ve benzen halkasini birbirine baglayan koprii
karbonilin yikilmasi sonucu olusan bu safsizligt HRMS c¢alismasi yine madde miktarindaki
azlik sebebiyle sadece bir basamak yapilabilmistir. Par¢calanma iiriinii ise 87’lik bir eksilmeyle
morfolin halkasinin ayrilmasi ve piperidin halkasinda olusan bir ¢iftli bag: isaret etmektedir.
Alektinib De-karboksilat safsizligina ait Sekil 5.19°da ve muhtemel olusum mekanizmas ile

HRMS caligmalar1 Sekil 5.20°de verildigi gibidir.
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Formuia Predictor Report - alec171.lcd

Data File: C:\LabSelutions\Datz\Analz'\sny\alecialec171.lcd

Page 10f1

Emt Vol Min Max Bt Val Min Max Emt Val Mn Mx Bmt  Val| Min Max Use Adduct
H 1 0 34 [9) 2 4 2 0 Ru | 2 o 0 H
C 4 0 36 F 1 0 a 1 0 Pd 2 a 0
N 3 3 7 P 3 0 1 0 | 3 a 0
Error Margin (ppm): 10 DBE Rang=: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3n Info: yes
Max Isotopes: 3 Isctope RI (%) 1.00 |sotope Res: S000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Modz: AND Max Results: 30
Event#: 1 +) Ret Time: 2373 Scan#: 357
1.800=74
1.600=74
1.400e74 501.past
1.200e74
1.000e74
- 502.2855
6.000=64
4.000=64 5017228 501.5852
2.000=65 157.f373 mfsog 414
Hrr T T T l T L 1? d T v T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 S000 5500 6000 6500 7000
Meszsured region for 501.2851 miz
501.2891
100.04
50.04
502.2855
501 5017228 502005
M I soKa,s 4272 5032838
o . | l‘ I 1\ /] | N AW, N W\
501.0 501.5 502.0 502.5 503.0 3.5
C30 H35 N4 O3 [M+H}+ : Predicted region for 501.2850 miz
100.0+ 501.2880
50.04
5022891
503.2921
& T T A\
501.0 5015 502.0 5025 503.0 503.5
Formula |lon Meas.miz__ Pred. mfz_DE DBE
1 58.72 C30H36N2 03 |M+H+ 3012851 35012 31 6.1 508 150

Sekil 5.24. YB2 ye ait kiitle atlast
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C30H3sN403 (36'-4271’;‘35022
Ma: 500,64 aT. ,
m/z:501,2891 m/z:389,2288

Sekil 5.25. YB2 ye ait bozunma yolagi

Bazik ortamda olusan bu bozunma {iriinii ana iskelet iizerinde bulunan karbonil
karbonuna katilan hidroksil sonucu olustugu diisiilmektedir. Madde miktar1 ¢ok yiiksek
olmadigi icin MS1 calisilabilmis ve burada da alektinib ¢alismasindaki gibi morfolin halkasinin
yikilmasiyla 87 m/z’lik bir kopus goriilmiistiir. YB2 safsizligina ait Sekil 5.21°de ve muhtemel
olusum mekanizmasi ile HRMS caligmalar1 Sekil 5.22°de verildigi gibidir.
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Formula Predictor Report - alec171.kd Page 10f1

Datz File: C:\LzbSolutions\Datz\Anzizisny'alecialec 71 lcd

Error Margin (ppm): 10 DBE Range: 5.0-25.0 Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: yes Use M3Sn Info: yes

Max Isotopes: 3 Isatope RI (%): 1.00 Isotope Res: 3000
MSn Iso RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 30

Event#: 1 MS(E+) Ret Time:3213 Scan#:483

8.000251
7.000264
6.000=5
5,000e6] 258 /1552
4.000=57
3.000251 2586603
515048
2.000=64
258 7823 | 2583727 516.2068
1000251 157,[377 259.1632 284 fm
AL s e PR T S SN
100.0 1500 2000 2500 3000 3500 4000 450.0 5000 550.0 600.0 _ 650.0  700.0
Mezsured region for 515.3046 m/z
515.2046
100.07
50.04
516.3088
515.7448
51ﬂ53
516/6'59 5188115
— /I‘.;'\I/[\/I\'I/I\ ﬁ\'lf.\/l\'/\/t\/l\'AA
515.0 5155 5160 5165 517.0 5175
C21 H38 N4 03 [M#H]+ : Predicted region for 515.3017 miz
515.3017
100.04
50.04
516.3048
517.3077
515.0 515.5 516.0 5165 517.0 5175

Formula lon Meas. Pred. Df. Df. Iso  DBE
1 76.74 C31H38N4 03 [M+H]}+ 515. 515.3017 29 S 9168 150

Sekil 5.26. YB3 i¢in kiitle atlasi
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N
H;CO OH
ms'
Baz Bozunma CpsHasN303
C30H34N4O4 Ma: 427,50
Ma: 514,63 m/z:428,2335

m/z:515,3031

Demetilasyon

=
N . H
Demetilasyon
=N -—
H;CO OH

Ms?3 )

CoqH1gN305% MS
|\2/|4 .1:2973 42 CasHgoN303
a. 99, Ma: 412,47

m/z:398,1837 m/z:413,2136

Sekil 5.27. YB3 e ait bozunma yolagi ve MS" karakterizasyonu

ALEK maddesinin alkali kosullarda ¢6ziicii i¢erisinde beklemesi sonrasinda tespit edilen
maddenin ana iskelete yiiksek olasilikla da karbonil karbonuna atak eden metoksi grubunun
yapiya katilmasiyla olustugu diislintilmektedir. Gergeklesen pargalanma iirlinleri ALEK
standardini birebir taklit etmesi dnerilen yapiy1 dogrular niteliktedir. Birinci par¢alamada 87°lik
kopus ayrilan morfolini isaret ederken, ikinci ve {iglincii par¢alanmalardaki ayrilan 15’ler metil
gruplarindan kaynaklanmaktadir. Madde miktarinin diisiik olmasi sebebiyle beklenen etil
kopusu ise gozlemlenememistir. S6z konusu YB3’iin kiitle atlasi Sekil 5.23’de olusum

mekanizmasi ve MS" karakterizasyonu Sekil 5.24’de verilmistir.

5.7. Bozunma Uriinlerine Ait Molekiiler Docking Calismalari

Sekil 5.25 Alektinib ve bozunma iirlinlerinin PDB ID:5XV7 ile etkilesimlerinin iki
boyutlu gorsellerini sunmaktadir. Ilk olarak ALEK molekiilii incelendiginde bilesigin karbonil

grubunun Leul68 aminoasidi ile etkilestigi goriilmektedir. Bu etkilesim enzim aktif bolgesi i¢in

108



onemlidir. Alektinib morfolin N-oksit, YB-1 ve YB-2 i¢in elde edilen pozlar incelendiginde bu
bozunma {irlinlerinin de ayni etkilesimi verdigi goriilmektedir. Bu durum bozunma iiriinlerinde
siklohekzen halkasinin yap1 biitiinliigiiniin bozulmamasi durumunda enzim aktif bdlgesinde
benzer etkilesimler sergiledigini diisiindlirmektedir. Fakat siklohekzen yapisinin korundugu
YB-3 bu etkilesimi gostermemistir. Karbonil grubu yerine gelen iki hidroksil grubunda (YB-2)
etkilesim kaybolmazken bu hidroksil gruplarinin biri yerine gelen metoksi grubu etkilesim
kaybina sebep olmustur. Elde edilen bu bilgilerden yola ¢ikarak bu konuma getirilen bir karbon
atomunun molekiilde meydana getirdigi konformasyonel degisiklik etkilesim kaybina sebep
olmustur yorumu yapilabilir. Siklohekzan halkasinin tamamen pargalandigr Alektinib De-
karboksilat safsizligi ise Leul68 aminoasidinden olduk¢a uzak bir yerlesim gostermistir.
Bilesiklerin enzim aktif bdlgesindeki konumlarinin daha net anlasilmasi adina bozunma
iiriinleri ALEK ile {ist tiste cakistirilarak {i¢ boyutlu gorseller hazirlanmistir. Elde edilen {i¢
boyutlu bu gorseller Sekil 5.26-5.30’da sunulmustur.

Sekil 5.26 Alektinib morfolin N-oksit ile ALEK molekiiliiniin iist iiste cakistirilmig
pozunu igermektedir. ALEK molekiilii kirmizi, Alektinib morfolin N-oksit molekiilii ise yesil
renk ile renklendirilmistir. Burada Alektinib morfolin N-oksit ile ALEK molekiiliiniin iist iiste
yerlestigi goriilmektedir. Ikisinin de karbonil gruplari, Leul68 aminoasidinin amino grubu ile
hidrojen bag1 yapmustir. Alektinib morfolin N-oksit ek olarak morfolin halkasina bagli hidroksil
grubu ile Leu86 aminoasidinin karbonil grubu ve Arg84 aminoasidinin amino grubu ile hidrojen
bag1 olusturmustur.

Sekil 5.27 YB-1 ile ALEK molekiiliiniin iist {iste ¢akistirilmis pozunu igcermektedir.
ALEK molekiilii kirmizi, YB-1 ise sar1 renk ile renklendirilmistir. Burada YB-1 ile ALEK
molekiiliiniin {ist iiste yerlestigi goriilmektedir. Ikisi de karbonil gruplar1 Leul 68 aminoasidinin
amino grubu ile hidrojen bagi yapmistir. YB-1 ek olarak morfolinin 4.konumunda bulunan
karbonil grubu ve Hiel70 aminoasidinin imidazol halkas1 arasinda bir hidrojen bagi

olusturmustur.
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Sekil 5.28. ALEK ve bozunma iiriinlerinin PDB ID:5XV7 ile etkilegsimlerinin iki boyutlu pozlar
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Sekil 5.30. ALEK ve YB-Imolekiillerinin iist tiste ¢cakistirilmis pozu(PDB ID:5XV7)

Sekil 5.28 YB-2 ile ALEK molekiiliiniin iist iiste ¢cakistirilmis pozunu igermektedir.
ALEK molekiilii kirmizi, YB-2 ise turkuaz renk ile renklendirilmistir. Burada YB-2 ile
ALEK molekiiliiniin iist iiste yerlestigi goriilmektedir. ALEK molekiiliiniin karbonil
grubu ile YB-2 molekiiliinii hidroksil gruplari, Leul 68 aminoasidinin amino grubu ile

hidrojen bag1 yapmustir.
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\
Sekil 5.31. ALEK ve YB-2 molekiillerinin iist iiste ¢akistirtimis pozu(PDB ID:5XV7)

Sekil 5.29 YB-3 ile ALEK molekiiliiniin iist iiste cakistirilmis pozunu igermektedir.
ALEK molekiilii kirmizi, YB-3 ise mavi renk ile renklendirilmistir. Burada YB-3 ile
ALEK molekiiliiniin iist liste yerlestigi goriilmektedir. Fakat artitk YB-3’{in Leul68 ile
etkilesiminin kayboldugu goziikmektedir. Bunun sebebi metoksi grubunun olusturdugu

sterik engel olma olasilig1 ytiksektir.

Sekil 5.32. ALEK ve YB-3 molekiillerinin iist iiste ¢akistirtimis pozu(PDB ID:5XV7)

Sekil 5.30 Alektinib De-karbokasilat ile ALEK molekiiliiniin iist iiste ¢akistirilmig
pozunu icermektedir. ALEK molekiilii kirmizi, Alektinib De-karboksilat ise pembe renk
ile renklendirilmistir. Burada Alektinib De-karboksilat ile ALEK molekiiliiniin oldukca
farkl yerlesim gosterdikleri goriilmektedir. Alektinib De-karboksilat ek olarak Asp497,
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Lys109, Tyr227 aminoasidleri ile etkilesim gostermektedir. Fakat Leul68
aminoasidinden olduk¢a uzak konumlanmistir. Siklohekzen halkasinin pargalanmasi
molekiiliin rijit yapisin1 bozdugu i¢in molekiiliin indol kismi enzim aktif bolgesinin disina
dogru bir yerlesim gdstermistir.

Sonug olarak siklohekzen yapisinin molekiiliin enzim aktif bolgesinde yerlesimi
acisindan oldukg¢a 6nemli oldugu goriilmektedir. Yine bu halkaya bagl siibstitiientlerin
karbonil grubu ya da hidroksil grubu gibi kiigiikk gruplar olmasi gerekmektedir. Bu
stibstitiientin bir metoksi olmas1 durumunda meydana gelen sterik engel Leul68 ile olan

etkilesimi engellemektedir.

Sekil 5.33. ALEK ve Alektinib De-karboksilat molekiillerinin iist tiste ¢cakistirilmig pozu (PDB ID:5XV7)

5.8. Yontem Gecgerliliginin Tayini

Geligtirilen sivi kromatografisi yontemi her iki dedektor ig¢inde ayr1 ayri ICH
Q2(R2) kilavuzuna gore tam olarak metot gecerliligi saglanmistir. Validasyon
caligmalarinda her iki dedektorde elde edilen sinyale karsi (pik alani) standart ¢ozelti
derigimi ile olusturulmustur. Gelistirilen yontem elde olan imkanlar dahilinde HPLC
cihazina tagmarak PDA dedektor icin ara kesinlik calismasi yapilmis ve gerekli
parametreler ayrintili olarak analiz edilmistir.

Hem PDA hem MS dedektdr metot kesinligi ve dogrusalligina ait veriler Tablo

5.7°de wverildigi gibi hesaplanmistir. Dogrusallik caligmasi i¢in diisiik derisimlere
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inilmeye calisilmistir. Yontem seciciligi i¢cin PDA dedektérde muhtemel bozunma
iriinleri varliginda metot optimizasyonu saglanmistir. MS dedektorii icinse tandem MS
tercih edilerek yiiksek segicilik elde edilmeye caligilmistir. Ayrica PDA dedektor igin
hizl1 bozunma c¢ozeltilerinde ALEK’e ait pikin safli§i hesaplanmis ve 0,99965 olarak

bulunmugtur.

Tablo 5.9. ALEK i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre HPLC LC-MS\MS
Dogrusal arahk 0,17-6,67 (ng/mL) 8,50-340,0 (ng/mL)
Egim=SH? (giin i¢i, n=8) 42324,4+603,4 2472,0+£82,7
Kesim+SH?* (giin ici, n=8) -4363,24+2206,6 11697,7+£1015409,6
Tanimlayicihk katsayisi (intraday, n=8 0,99878 0,99334

Teshis sinir1 56,7 ng/mL 944 pg/mL

Tayin sinir1 0,17 pg/mL 283 ng/mL
Egim+SHP (giinler arasi, k=3, n=24) 16853,0+£95,04 2512,7€101,3
Kesim+SHP (giinler arasi, k=3, n=24) -6510,0+1453,0 19925,4+18879,5
Tanimlayicihk katsayisi (giinler arasi, k=3, n=24)  0,99890 0,99035

ANOVA

Tekrarlanabilirlik (giin ici, ortalama, n=6)

F(2,16)=1,437
P=0,7542 (P>0,05)
141583,9

F(2,21)=0,003
P=0,9966 (P>0,05)
462331,8

Tekrarlanabilirlik (giin ici, SS*, n=6) 699,7 5404,1
Tekrarlanabilirlik (giin ici, BSS® %, n=6) %0,5 %1,17
Tekrarlanabilirlik (giin ici, OSHY, n=6) 285,6 2042,6
Tekrarlanabilirlik (giin ici, GA®, n=6) 559,9 43242
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, ortalama, n=18) 141125,6 458542,8
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, SS?, n=18) 1000,6 6344.,6
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS® %, n=18) 0,71 1,38
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, OSHY, n=18) 235,8 2590,2
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, GA®, n=18) 462,2 5076,8

ANOVA

F (2,15)=1,382
P=0,281 (P>0,05)

F (2,15)=1,7630
P=0,2053 (P>0,05)

@ Standart sapma, ® Standart hata, ¢ Bagil standart sapma, ¢ Ortalamanin standart hatasi, ¢ %95 giiven

seviyesinde giiven aralig1.
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Literatiirde onerilen yontemlere bakildiginda dnerilen her iki yontem dogrusal araligi en
diisiik olanlardandir (Aikawa vd., 2016, Almutairi vd., 2023, Cheruku ve Bhikshapathi,
2021, Heinig vd., 2017, Huang vd., 2017, Kolasani vd., 2022, Kumar vd., 2023, Kumar
vd., 2020, Lee vd., 2020, Maher vd., 2021, Morcos vd., 2017b, Prashanthi vd., 2018, Ryu
vd., 2018, Saha vd., 2023, Sparidans vd., 2018, van Veelen vd., 2021) ve LC-MS/MS.
Ancak literatiirdeki yontemler biyoanalitik amaclh gelistirilmis yontemlerdir. API ve
farmasotik formiilasyon analizleri i¢in kapsamli bir metot yoktur.

Optimize sivi kromatografisi metodunun dogrusallik ve kesinlik c¢alismalar
tamamlaninca dogruluk parametresinin ¢alisilmasina gegilmistir. Bunun igin geri
kazanim deneyleri hazirlanmistir. Geri kazanim ¢alismalart API’nin piyasadaki
farmasotik formiilasyonu olan Alecense® kullanilmistir. Alecense® ¢ozeltilerine belirli
miktarlarda (diisiik, orta ve yliksek) olacak sekilde standart ALEK c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Calisma 3 konsantrasyon seviyesinde 9 adet birbirinden bagimsiz analiz ile
yapilmustir. Her iki dedektor i¢cinde geri kazanim deneylerine ait sonuglar Tablo 5.8°de
verilmistir. Hesaplanan hata oranlarina bakildiginda metodun siizme, seyreltme ve tartim
gibi islemlerden bagimsiz sekilde matris ortaminda yiiksek dogruluk ve kesinlikte oldugu

goriilmektedir.

Tablo 5.10. Geri kazanim verileri

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri kazanim Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL)£GA* (%)
2,67 2,50+0,003 0,01 0,30 93,5 -6,5
HPLC 3,33 3,22+0,01 0,02 0,63 97,2 -2,8
4,00 3,79+0,04 0,10 0,52 95,2 -4,8
2,67 2,56+0,01 0,02 0,54 95,8 -4,2
HPLC-
5 3,33 3,20+0,01 0,01 0,53 96,2 -3,8
4,00 3,99+0,02 0,01 0,16 99,8 -0,2
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri kazanim Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL)xGA* (%)
LC 136,0 132,4+0,72 0,97 0,74 94,1 -5,9
170,0 168,7+0,67 0,90 0,54 99,2 -0,8
MS/MS
204,0 197,0+0,68 0,92 0,47 96,6 -3,4

*%95 Giiven seviyesinde
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HPLC yonteminin gegerliligi, Shimadzu marka Nexera XR Serisi LC-PDA cihaz1
kullanilarak laboratuvarlar arasi karsilastirmalarin yapilmasini igeren ara kesinlik
deneyleri ile dogrulanmistir. Bunun icin kalibrasyon ¢oziimleri ayni yontem kosullari
kullanilarak LC-PDA sisteminde degerlendirilmistir. Daha sonra aralarinda kayda deger
bir fark olup olmadigin1 belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar Tablo 5.9°da sunulmaktadir. Ayrica HPLC yOnteminin hassasiyetinin
degerlendirilmesi amaciyla formiile edilen geri kazanim ¢ozeltileri de LC-PDA sistemi
kullanilarak analize tabi tutulmustur. ALEK konsantrasyonu, HPLC yaklasimindan
tiiretilen dogrusal regresyon denklemi kullanilarak LC-PDA sistemindeki pik alanlarinin
hesaplanmasiyla belirlenmistir. iki cihazin konsantrasyon verileri, her konsantrasyon
seviyesi icin tek faktorlii ANOVA kullanilarak varyans analizine tabi tutulmustur. Elde
edilen sonugclar, ¢aligmanin yontemin gelistiricisi tarafindan gerceklestirilmesi nedeniyle
ara varyans (SI) degeri yerine tekrarlanabilirlik varyansi (Sr) olarak sunulmustur. Ug
konsantrasyon seviyesi i¢in ii¢ tekrarli her iki cihazin analitik bulgularindan elde edilen
ortalama S;degeri 0,3485 olarak belirlenmistir. Sonuglar, basarili bir laboratuvarlar arasi

karsilagtirma arastirmasinin gostergesi olarak tutarli kabul edilebilir.

Tablo 5.11. Ara kesinlik verileri

Parametre

Dogrusal aralik (ug/mL) 0,17-6,67
Egim+SH (giin i¢i, n=06) 30662,5+345,9
Kesim+SH (giin i¢i, n=6) -3113,1+1264,7

Tammlayicilik katsayisi (intraday, n=6) 0,999524
ANOVA F (1,16)=7860,3
P=0,09415 (P>0,05)

Yontem saglamligi calismasinda kromatografik kosullarla ilgili ana faktorler Tablo
5.10°da verildigi gibi degerlendirilmistir. Saglamlik testi, basit bir yanit1 veya yontemin
dogasinda bulunan bir dizi yanit1 degerlendirerek potansiyel olarak varyasyonlara maruz
kalan kaynaklar1 inceler. Baz1 faktorler segilir ve nispeten hafif degisiklikler iizerinde
diistiniiliir. Saglamlik parametresinde a¢iklanan metodoloji izlenerek, etkiler hesaplanmig
ve RSD tarafindan her yanit ve tiim faktorler dikkate alinarak doniistiiriilmistiir. Yapilan
deney sonuglari incelendiginde kolon yapisindan kaynakli olarak secilen

parametrelerdeki degisikliklerin kayda deger oldugu goriilmiistiir. Kolon partikiil boyutu
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kiigiik ve tanecikli oldugu icin etkilenme kayda degerdir. Eger monolitik yapida kolon
secilseydi bu degisimlere tepki bu kadar fazla olamayabilirdi. Ancak yine eliisyona etki
degeri yiiksek olacak kromatografik parametrelerden olan akis hiz1 ve hareketli faz
degisimlerinde bile tepki %?20’den fazla olmadigr goriilmektedir. Segilen yanit
parametrelerinin s1ivi  kromatografisindeki degisikliklere en fazla tepki gdsteren
yanitlardan olan alikonma zamani ve teorik tabaka sayisi olmasina ragmen sonuglar kabul
edilebilirdir. Ayrica ara kesinlik ¢alismalarinin yapildigt HPLC sisteminde ICH Q2(R2)
kilavuzunda verifikasyon caligmalarinda saglamlik parametresi Onermedigi i¢in
caligtlmamustir.

Metanol-dimetilsiilfoksit karisitminda hazirlanan ALEK standart ¢ozeltisinin
stabilitesi, ¢esitli kosullar altinda depolamanin ardindan hem HPLC hem de LC-MS/MS
teknikleri kullanilarak degerlendirilmistir. Kisa siireli stabiliteyi saglamak i¢cin madde 24
ve 48 saat oda sicakliginda tutulmustur. Uzun vadeli stabilite i¢in, i¢ donma-¢6ziilme
dongiisti de dahil olmak iizere {i¢ hafta siireyle -20 °C sicaklikta tutulmustur. Daha sonra
her ¢ozelti analize tabi tutulmustur. Analizler {i¢ kez gergeklestirilmis ve sonuglar geri
kazanim ve %BSS sonugclar1 agisindan %95 giiven diizeyi ile degerlendirilmistir. Tablo

5.11°e gore ALEK c¢ozlimleri, belirtilen bu parametreler altinda kararlilik gostermektedir.
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Tablo 5.72. Metot saglamlik ¢alismalar: (n=3)

Alikonulm %Fark %Fark
Degistirilen Parametre a zamani (ortalama:=GA N (ortalama+GA
(dk) *) *)
0,50 7,95 -9,43+0,05 8772 -3,49+1,06
Akis hiz1 (mL/dk)
0,40 9,83 12,03+0,05 8709 -7,14+0,55
Hareketli faz 580 6,73 -23,40+0,03 7976 -13,0440,26
8 organik ¢oziicli orant
& 48,0 8,20 -6,58+0,32 22070 -4,58+0,20
= (%)
45,0 8,59 -2,40+0,03 8820 -0,73+0,41
Kolon sicaklig (°C)
350 8,59 -2,19+0,07 8688 -1,83+0,95
237 8,77 -0,03+0,17 9024 3,00+0,19
Dalga boyu (nm)
227 8,78 -0,05+0,16 9036 0,17+0,17
0,55 3,12 -8,92+0,02 6837 -1,72+40,55
Akis hizi (mL/min)
g 0,45 3,80 10,86+0,05 7253 4,25+0,85
& Hareketli faz 80,0 3,16 -7,8240,02 6860 -1,4040,58
O organik ¢oziicli orant
= %) 70,0 3,83 11,78+0,09 8061 15,86+0,75
45,0 3,37 1,63+0,01 7138 2,61+0,41
Kolon sicaklig (°C)
350 3,49 -1,69+0,09 6832 -1,80+0,70
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Tablo 5.83. ALEK standart ¢ozeltisinin kararlilik ¢calismalar: (n=6)

Eklenen Kisa donem kararhhk Kisa donem kararhhk Uzun donem kararhhk Dondurma ¢é6zme
derisim (24 s, oda sicakhig) (48 s, oda sicakhig) (3 hafta, -20°C) kararhihg (3 tekrar)
Bulunan
Bulunan Bulunan GK Bulunan GK
GK (%) (Ortalama+GA*
(Ortalama+GA¥) ) (%) (Ortalama+GA*) (%) (Ortalama=GA*) (%)
PDA
3,33 3,30+0,01 99,0 3,35+0,01 100,7 3,36+0,01 100,9  3,36+0,03 100,9
(ng/mL)
MS
170 168,7+0,67 99.4 168,6+0,55 99,0 168,7+0,66 99,3 168,2+0,19 99,0
(ng/mL)

*%95 Giiven seviyesinde
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5.9. Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Klinik performans, kalite giivencesi veya ila¢ diizenlemesi amaglar1 igin pratik bir
gosterge degildir. Tiim sistemin temel amaci klinik basarisizliklar1 6nlemektir. Bu
nedenle, klinik performansi dogru bir sekilde temsil eden uygun ikamelerin bulunmasi
gereklidir. Farmasotik kalite yerine "kullanima uygunluk" kavrami Onerilmistir.
Kullanioma uygun goriilen bir iiriin, Onceden belirlenen kalite ozelliklerini ve
standartlarim1 karsilayan ve CGMP kanunlarma uygun olarak {iretilmis iirlin olarak
nitelendirilebilir. Bu tanim, kalite 6zelliklerinin kapsadigi ve kalite sisteminin klinik
performans icin hayati 6nem tasiyan faktorlerin degiskenligini diizenledigi 6l¢iide dogru
kabul edilebilir. Ancak bu 6l¢timler arasindaki korelasyonun boyutu nedir? Daha 6nce de
belirtildigi gibi, kalite 6zelliklerine iliskin sinirlar, klinikte incelenen serileri yakindan
yansitan serilerin liretilmesini saglamak icin siklikla ampirik araclarla belirlenir. Bununla
birlikte, bu yontem yalnizca bu sinirlar ile klinik sonug arasindaki korelasyonun net bir
sekilde anlagilmasi durumunda siirekli klinik performansi garanti edecektir. Bu anlayigin
yoklugunda sinirlar ¢ok genis, gereksiz derecede kisitlayici veya klinik yeterlilik
acisindan tamamen Onemsiz olabilir. Ayrica, son derece 6nemli olan diger 6zelliklerin
taninmamasi, 6l¢iilememesi ve yonetilememesi ihtimali de vardir. Ne yazik ki, klinik ilag
degerlendirmesi i¢in kullanilan mevcut teknikler bu konulara iliskin 6nemli bilgiler
saglamamaktadir. Bireysel degiskenligin onemli etkisi, ciddi ¢6ziinme hatalar1 veya
icerikte dnemli degisiklikler gibi 6nemli farkliliklar olmadig: siirece, tipik olarak iiriin
ozelliklerine atfedilen her tiirlii etkiyi bastirir. Ornegin, ¢ok sayida ilag séz konusu
oldugunda, dozajdaki yiizde 50’lik bir artis, uygun boyuttaki bir karsilagtirmali ¢aligmada
giivenlik veya etkinlik lizerinde gozle goriiliir herhangi bir etki gdstermeyebilir. Bununla
birlikte, bireysel bir hasta bu degisiklikten hala etkilenebilirken, bunun standart bir klinik
caligmada fark edilemeyeceginin dikkate alinmasi 6nemlidir. Ayni bireylerde tekrarlayan
capraz calismalar yiirlitmek, klinik etkilere iligkin i¢gdriiler sunabilir. Ancak bu
denemeler zorludur ve zorlukla gerceklestirilmektedir. Klinik agidan bakildiginda bunlar
gerekli degildir. Tanimlanan ila¢ kalitesi 6zellikleri, klinik uygulama i¢in genellikle
yeterlidir, ¢linkii bunlar, degiskenlik seviyelerinin, ciddi bir arastirma yapilmadan
hastalarda gozlemlenebilecek olandan ¢ok daha hassas bir sekilde kontrol edilmesine
olanak tanir. Ancak kalite Ozelliklerinin pratik O6nemine iliskin kapsamli bilginin
bulunmamasi, diizenleme ve iiretim gereklilikleri acisindan 6nemli bir zorluk teskil

etmektedir. Bu, farkli kalite parametreleri ile klinik etkililik arasindaki korelasyona iligkin
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ilgili verilere erisilebildigi takdirde kolaylikla ¢oziilebilecek ¢ok sayida ¢atismaya neden

olabilir.

Ticari farmasétik tablet formiilasyonu olan Alecense® igerigi analiz edilerek

gelistirilen her iki metot aktif olarak kullanilmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 ise Tablo

5.8’de verildigi gibidir. Ayrica Sekil 5.31°de her iki metot ile elde edilen kromatogramlar

verilmigtir.

Tablo 5.94.4/ecense® formiilasyonu sonuglar: (n=6)

HPLC LC-MS/MS
Ortalama (mg) 149,98 149,96
Minumum (mg) 148,99 148,75
Maksimum (mg) 150,1 150,2
Standart sapma (mg) 0,322 0,356
%BSS 0,532 0,626
OSH (mg) 0,748 0,532
%Bias -0,020 -0,040
Giiven araligi +0,131 +0,317
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(b)

Sekil 5.34. LC-MS/MS (a) ve HPLC (b) ile alinan Alecense® numune ¢ézeltisine ait kromatogramlar:
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5.10. Gelistirilen Yontemin Yesillik Degerlendirilmesi

Onerilen sivi kromatografisi metodunun yesilligini degerlendirmek igin bu
calismada analitik eko-6l¢cek, NEMI, GAPI ve AGREE olmak iizere dort yesillik

degerlendirme araci uygulanmustir.

5.10.1. Gelistirilen yontemin ulusal ¢cevresel yontem endeksi: NEMI

NEMI piktogramu kalic1 biyobirikimli ve toksik (PBT), tehlikeli, asindirici ve atik
olmak iizere dort anahtar terimi icerir. Degerlendirilen ydnteme bagli olarak,
piktogramdaki her c¢eyregin renk kodlamasi, yontemin s6z konusu belirli ¢eyrek igin
tanimlanan se¢im kriterlerini karsilamasi durumunda yesil olabilir veya ¢eyrek daire
bogsa daha az yesil olabilir (Keith vd., 2007). Gelistirilen yonteminin genel profili, toksik
madde salinim envanteri (TRI) listesinde asetonitril ve amonyum formatin varligi
nedeniyle toksik kadran disinda piktogramdaki dort kadrandan {igiiniin yesil renkli
oldugunu gosterir. Bu ¢oziiciilerin TRI listesinde bulunmasi, onerilen yontemin daha az

yesil oldugunu gdstermektedir. Sekil 5.32’de NEMI piktogrami verilmistir.

Sekil 5.35. Gelistirilen sivi kromatografisi metodunun NEMI piktogrami
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5.10.2. Gelistirilen yontemin analitik eko dl¢egi

Analitik eko Olgek yar1 niceliksel bir aragtir ve kimyasallarin etkisine ve
kimyasallarin kullanimiyla iligkili miktarlar ve tehlikeler, atik ve mesleki tehlikeler,
cihazin enerji tiiketimi, enerji liretimi dahil olmak iizere analitik yontemde yer alan
prosese dayali olarak ceza puanlar1 atanarak degerlendirilir. Analitik eko-puan, ideal bir
yesil Eko-Skala degeri olan 100 baz puandan ceza puanlarmin toplami c¢ikarilarak
hesaplanir. Hesaplamanin sonucu, > 75, >50 ve <50 puanlarinin sirasiyla mitkemmel,
kabul edilebilir ve yetersiz yesil analizi temsil ettigi bir 6l¢ekte siralanir (Gatuszka vd.,
2012). Tablo 5.13’de gosterildigi gibi PDA dedektor icin 90’lik analitik Eko-Skor,
onerilen ve dogrulanan yontemin yesilligini miilkemmel olarak dogrulamaktadir. LC-
MS/MS metodu iginse analitik eko skor hesabinda tek fark numune basina LC-MS
cihazindaki enerji sarfiyatidir. Ciinkii tek HPLC-PDA’da numune bagina enerji sarfiyati
<1,5 kWh iken LC-MS bu sarfiyat1 >1,5 kWh olmaktadir. Buna gore ceza puani da 2 ye
cikmakta ve toplam ceza puani 11 olarak hesaplanmistir. Boylece eko skor hesabi 89
olmaktadir. Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin yesillik skorunun ¢ok iyi oldugu

rahatlikla soylenebilir.

Tablo 5.105. Gelistirilen LC-PDA yéntemin analitik eko 6lgegi

Uygulanan

Bilesen/Reaktif Piktogram Uyan yontemde kullanilan Ceza puam

kelimesi mikar
Asetonitril @ Tehlike <10 mL 4
Amonyum format @ Uyan <10 mL 1
Ultra-saf su - - <10 mL 0
Cihazlar
HPLC-PDA - - <1,5 kWh /numune 1
Sonikator - - <0,1 kWh /numune 0
Santrifiij - - <1,5 kWh /numune 1
Is tehlikesi
Atik - - <10 mL (g)/analiz 3
Atmosfere salinim - - - -
Toplam puan - - - >10
Eko 6l¢ek 100-)° 90
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5.10.3. Metodun yesil analitik prosediir endeksi: GAPI

kadar ana temel hususlar1 sistematik olarak kapsayan tiim analitik yontemi kapsamli bir
sekilde degerlendirir. Bu 6l¢eklendirme sisteminde sayisal degerlendirme yerine analitik
prosediirlerdeki en zayif noktalar1 belirleyerek analitik yontemin yalnizca niteliksel
degerlendirmesini sunar. Bir GAPI piktogrami, sirasiyla diisiik, orta ve yliksek ¢evresel
etkiyi gosteren, yesilden sartya ve kirmiziya degisen renk kodlarina sahip bes pentagram
olarak temsil edilir (Ptotka-Wasylka, 2018). Tablo 5.14’de gosterildigi gibi, gelistirilen
stv1 kromatografisi yonteminin pentagramlari, ¢evrimdisi numune toplama, ekstraksiyon
tiirti, yesil olmayan ¢oziicii kullanim1 ve atik aritma eksikligi gibi 6zelliklerden dolay1

olumsuz cevresel etkiyi ortaya koymaktadir; bu durumda ki parametreler kirmizi olarak

GAPI aract, numune toplama ve hazirlama asamasindan son belirleme adimina

kodlanmustir.

Tablo 5.116. Gelistirilen yontemin GAPI si

No Kategori Yonteme uygulanan Renk
Numune hazirlama

1 Toplama Cevrim dis1 Kirmizi

2 Koruma Yok Yesil

3 Tasima Yok Yesil

4 Saklama Yok Yesil

5 Metot tiirii Stizme Sar1

6 Ekstraksiyon 6lgegi Mikro Kirmizi

7 Cozicii/reaktif kullanimi Yesil olmayan solventler/reaktifler Kirmizi

8  Ek uygulamalar Yok Yesil
Reaktif ve ¢oziiciiler

9  Miktar <10 mL Yesil

10 Saglik tehlikesi NPFA saglik degeri ACN =2 Sar1

11 Giivenlik tehlikesi NPFA yanici degeri ACN =3 Sar1
Enstriimantasyon

12 Enerji >1.5 kWh/numune Kirmizi

13 Saglik tehlikesi Yok Yesil

14 Atk <10 mL (10 g) Yesil

15 Atk yonetimi Yok Kirmizi
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GAPI dlgeginde hem PDA dedektdr hem de MS dedektor igin benzer parametreler
s0z konusu oldugu icin ortak 6l¢ek belirlenmesine karar verilmistir. Yontemde enerji
kullanimi olarak fark s6z konusu oldugu i¢in her bir dedektor tiiriinde ayni enerji kodu
ile temsil edilmektedir. Yontemin GAPI 6l¢egine gore en zayif yonlerinin ¢oziicli
kullanimi, ekstraksiyon Ol¢egi ve atik yOnetiminin sunulmamasidir. Ancak ilag
molekiilleri apolarlig1 yiiksek molekiiller olduklar1 igin yesil ¢oziiciilerin kullanilmasi
imkansizdir. Ustelik ALEK sik kullanilan ve en ¢ok tercih edilen asetonitril, metanol gibi
cozciilerde ¢oziiniirligli ¢ok diisiik oldugu i¢in bir miktar dimetilsiilfoksit eklenerek
coOziiniirlik saglanmigtir. Ayrica birgok hareketli faz bileseni ve sabit faz tiirii
denenmesine ragmen etanol gibi yesil kimya ¢oziiclisii ile verimli ayirim
basarilamamistir. Ancak yoOntemin kisa analiz siliresi, basit numune hazirlama
manipiilasyonuna sahip olmasi ve daha az akis hiz1 gibi uygulanabilirlik avantajlari

mevcuttur. Olusturulan GAPI piktogrami1 Sekil 5.33°de verildigi gibidir.

Sekil 5.36. Gelistirilen sivi kromatografisi metodunun GAPI piktogrami

5.10.4. Gelistirilen metodun analitik yesillik hesab1: AGREE

AGREE metriklerindeki nihai puan, otomatik olarak on iki bdliime ayrilmis bir
sonraki piktogrami olusturan AGREE yazilim1 kullanilarak 0’dan 1’e kadar birligin kesri
olarak haritalanir. Piktogramin her boliimiine, her GAC ilkesinin performansina karsilik
gelen, yesil-sari-kirmizi renk skalasiyla gosterilen 6zel bir renk kodu atanir. Nihai
AGREE puani piktogramin merkezinde gosterilir; bu durumda bir yontem 0,6 nin

iizerinde puan alirsa yesil kabul edilir (Pena-Pereira vd., 2020). Sekil 5.34’de gosterilen
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piktograma goére AGREE yonteminin genel puani 0,77 ve onerilen yontemi GAC’1n 12
temel ilkesi acisindan yesil olarak nitelendirmektedir. Yontemde en diisiik puani alan ve
kirmizi ile boyanan 3 numarali bdlge numune hazirlama prosediiriiniin ¢evrim dis1 olup
olmamasi ile ilgilidir. Gelistirilen metotta numune hazirlama ¢evrim dist olup analiz
stirecinden ayr1 oldugu i¢in yesil kabul edilmektedir. Bunun disinda 5, 9 ve 10 numarali
kisimlarda sar1 renkte ifade edilmistir. 5 numara kullanilan sistemin otomasyona sahip
olmas1 ve minyatiirize numune hazirlama prosediiriiniin daha yesil olmasi ile ilgilidir. 9
numarali kriter enerji kullanimu ile ilgili olup sivi kromatografisinin enerji kullanimi
saridir. Son olarak 10 numarali kriter ise kullanilan kimyasallarin yenilebilir ve
biyoakiskan olmasi ile ilgilidir. Ancak kullanilan c¢oziiciilerin analitin ¢6ziinme
problemlerinden dolay1 hayli apolar bilesen sec¢ilmesi nedeniyle AGREE puanini

diistirmistir.

Sekil 5.37. Gelistirilen yontemin AGREE piktogrami

Dort ara¢c karsilagtirildiginda  Onerilen yontem yesil yontem olarak
nitelendirilmektedir. NEMI basitce saf niteliksel bir 6l¢lim araci olarak kabul edilir, ancak
tliim analitik siirecin ayrintili bir gorsellestirmesini saglama konusundaki sinirlamasi
nedeniyle analitik yontemin yesilligini degerlendirmek i¢in en uygun ara¢ olarak
goriilmez. Ote yandan, Eco-Scale, ¢alisilan analitik yontemin gevre dostu olmayan ilgili
prosediirlerinin  ayrintili  agiklamasindan  yoksun, yalmizca matematiksel bir
degerlendirme saglamistir. Bununla birlikte GAPI ile AGREE arasinda yesil
degerlendirmelerin sonuglar1 konusunda bir anlasma vardir. Her iki ara¢ da analitik

prosediiriin tamami1 hakkinda kapsamli bir sekilde entegre bilgi saglamaktadir ve 6nerilen
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yontemin tiim adimlarmi kapsamli bir sekilde degerlendirmektedir. GAPI ve AGREE
araglarina iliskin olarak yontemin daha yesil olmasi i¢in yerinde olgtimler yapilarak,
atiklarin on aritilmasiyla ve toksik reaktiflerin kullanimimin ortadan kaldirilmasi ve
bunlarin yesil alternatifleriyle degistirilmesiyle gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir.
Yesil kimyanin ve siirdiiriilebilir kalkinmanin insanlar i¢in dnemini vurgulamak iyi
bir politik slogan anlamina gelmemelidir. Doga yasalar1 ve ¢evrede gerceklesen siirecler
hakkinda gercekten daha ¢ok ve daha iyi seyler 6grenmemiz ve saygi duymamiz gerekir.
Ciinkii Richard P. Feynman’in Fizik Dersleri’nde sdyledigi gibi, "Doga bizim ona ne
dedigimizi umursamaz, sadece bildigini yapmaya devam eder." (Koel ve Kaljurand,
2006). Analitik yontemler hizla gelismekte ve gevre, su ve gida giivenligi konusunda
endise duyan giiclii bir itici gii¢ olugsmaktadir. Ayrica halkin kimyasal {iriin ve siireglerin
giivenli olduguna dair onaya ihtiyaci vardir. Cesitli mikro teknikler ve hedef
dogrultusunda hareket eden, ayirt eden sistemlerin geleneksel metodolojilerin yerini
almaya calismakta oldugu asikardir. Bu bakis acist ve c¢aba kimyasal ve biyolojik
proseslerin yiiriitiilmesinde tamamen yeni yaklasimlar gelistirmek i¢in de kullanilabilir.
Ancak burada cezbedici yiiksek teknolojik yontemlerin cazibesine kapilmayip yesil
bilincine de sahip olmak gerekir. Bir analitik kimyac1 bilgi, imkan ve kazanimlarina goére
cok farkli teknikler gelistirip goriisler sunabilir. Ancak 6zellikle ilag kimyasinda kalite
kontrol durmaksizin devam eden y18in ve formiilasyon analizleri demektir. Bu siirecte
atiklarin 6nlenmesi, enerji verimliligi gibi parametreler uygun analitik yontemi segerken
karar siirecinin bir parcasi haline gelmeli; analiz yesil bir sekilde gerceklestirilmelidir. Bu
konuda analizciler desteklenmeli siire¢ basit bir prosediir olarak goriilmemelidir. Burada

en 6nemli nokta analizcinin farkindalig1 ve ¢abasi olacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Gergeklestirilen bu doktora calismasi kapsaminda kanser tedavisinde kullanilan
ALEK bilesiginin HPLC ve LCMS/MS cihazlar1 kullanilarak miktarini tespit etmek i¢in
analitik yontemler gelistirilmis ve ICH rehberine gore bu yontemlerin yontem gegerlilik
caligmalar1 tamamlanmistir. Yapilan ¢alisma, cesitli stres kosullarinda bilesigin bozunma
davraniglarinin detayli olarak incelendigi ikinci c¢alisma olarak dikkat g¢ekici bir
noktadadir. Daha once yapilan oksidatif sartlarda olusan bozunma {iriinlerinin yapi
karakterizasyonu tekrarlanmig, bunun yaninda alkali, asidik, 1s1 ve fotolitik sartlara da
maruz birakilan maddeden olusan bozunma {iriinlerinin yapilart MS" teknigi ile
aydinlatilmistir. Literatiirde yer alan iki bozunma {irliniinlin yani sira ii¢ yeni bozunma
iirlinii tespit edilmis ve yapilar1 ortaya konmustur. Tiim bu bozunma iiriinlerine ve ALEK
bilesiginin kendisine, uygun protein kristali kullanilarak docking calismalar1 yapilmistir.
Simdiye kadar yapilmamis olan bu ¢alisma ile bilesiklerin aktif bolgedeki duruslart ve
etkilesimleri in silico olarak incelenmesi ile biyolojik aktiviteleri hakkinda fikir sahibi
olmak amaglanmustir.

Gelistirilen yontemler, deneysel tasarim yaklasimi kullanilarak olusturulmustur. Bu
durum, ALEK bilesigi i¢cin literatiirde ilk olma niteligi tasimaktadir. Ayrica, yiiksek
dogrusal iligki ve diisiik teshis ve tayin sinirlar1 gostermekte olan yontemlerden HPLC
yontemi, bozunma f{irlinleri varliginda tam yontem gegerliligi yapilmuis ilk ¢aligma olarak
literatiire girecektir. Benzer sekilde, bagka bir HPLC cihazina transfer edilerek yontem
tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 da literatiirde yer almamaktadir. Literatiirde LCMS/MS
caligmalarina bakildiginda birka¢ farkli matrikste gerceklestirilen ¢alisma olmasina
ragmen, dogrudan ila¢ endiistrisini hedefleyen kalite kontrol amagh bir metot eksikligi
goze carpmaktadir. Calisma biinyesinde yapilan ve tam yontem gecerliligi
gerceklestirilmis LCMS/MS caligmast literatiirdeki bu eksikligi giderme hiiviyetindedir.
Her iki yontemle, ticari Alesence {iriiniiniin analizinin gergeklestirilmesi kalite kontrol
caligmalar1 agisindan da 6rnek teskil edecek bir durum halindedir.

Son olarak artan niifus ve gelisen teknoloji ile daha onemli hale gelen cevre
duyarliliginin bir gostergesi olan yesillik indekslerine bakilmistir. Bu durum ALEK
bilesigi icin gergeklestirilen calismalar arasinda ilk olma oOzelligi tagimaktadir. Farkl
indekslerde degerlendirilen yontemlerin gdstermis oldugu yiiksek yesillik 6zellikleri

caligmay1, bu alandaki ¢aligmalar arasinda bir adim 6ne ¢ikarmaktadir.
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Bozunma {irtinleri hakkinda daha detayli ¢aligmalar, bu ¢alismanin devami olarak
kurgulanmaktadir. Onerilen yapilarin dogrulanmasi ve ileri in vitro ve in vivo ¢aligmalar
icin maddelerin sifirdan sentezlenmesi veya preparatif HPLC ile saflagtirilmasi
gerekmektedir. Elde edilen maddeler ile tekil ve sinerjik biyolojik aktivitelerinin yani sira

toksikolojik ¢aligsmalarin yapilmasi ¢aligma hakkinda biitiinciil bir fotograf sunacaktir.
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