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OZET

TRIFLURIDIN VE TIPIRACIL HIDROKLORURUN FARMASOTIK
PREPARATLARDAN ES ZAMANLI TAYINI ICIN UPLC VE LC-MS/MS
YONTEMLERININ GELISTIRILMESI VE BOZUNMA URUNLERININ
LCMS-IT-TOF ILE KARAKTERIZASYONU

Murat KOZANLI
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2022

Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Kanser, tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en c¢ok Oliimle
sonuglanan hastaliktir. Ve insanlarda goriilme siklig1 her gegen giin artmaktadir. Kolon
kanseri, kanser insidansi ve mortalite siralamasinda ¢ok yiiksek siralamaya sahip bir
gastrointestinal kanser tiirtidiir. Kolon kanseri tedavisi i¢in 2015 yilinda FDA tarafindan
onaylanan Lonsurfisimli ilag Trifluridin (TRI) ve Tipiracil HCI (TIP) etken maddelerinin
kombinasyonunu igermektedir.

S6z konusu bu c¢alismada TRI/TIP kombinasyonu igeren farmasotik
formiilasyonlarinin analizi i¢in UPLC ve LC-MS/MS metotu gelistirilmistir. UPLC
metotu bozunma {irtinleri varliginda optimize edilmis ve asidik, bazik ve oksidatif gibi
zorlu bozma kosullarinda her iki etken maddeye ait yeni bozunma iriinleri tespit
edilmistir. Bozunma iriinlerinin kalitatif analizi LCMS-IT-TOF cihazi ile yapilmistir.

Gelistirilen her iki metotun kromatografik ayrimi igin gekirdek kabuk ve monolitik
silika yapida olmak tizere farkli sabit fazlar denenmistir. En basarili ayirim Kinetex® 2.6
um PS Cig Core-Shell (100x4.6 mm, ID 2.7um) kolonda gergeklestirilmistir. Hareketli
faz ise metanol ve tampon karigimi1 olup, tampon olarak 10 mM amonyum asetat (pH 5.8)
ile en iyi sekilde ayirim elde edilmistir. Akis hizt UPLC i¢in 1 mL/dk ve LC-MS/MS i¢in
0.5 mL/dk olarak belirlenmistir. Optimum kosullarin elde edildigi yontemin gecerlilik

caligmalar1 ve TRI/TIP igeren farmasotik preparatta numune analizi yapilmistir.

Anahtar Soézciikler: Trifluridin, Tipiracil HCI, Bozunma Uriinii, UPLC,
LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF, Farmasotik preparat



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF THE UPLC AND LC-MS/MS METHODS FOR THE
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF TRIFLURIDINE AND TIPIRACIL
HYDROCHLORIDE FROM PHARMACEUTICAL PREPARATIONS AND
CHARACTERIZATION OF DEGRADATION PRODUCTS BY LCMS-IT-TOF

Murat KOZANLI
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2022
Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Cancer is the disease that causes the most deaths after cardiovascular diseases in
the world. And its incidence in humans is increasing day by day. Colon cancer is a type
of gastrointestinal cancer that ranks very high in cancer incidence and mortality. The drug
named Lonsurf, which was approved by the FDA in 2015 for the treatment of colon
cancer, contains the combination of Trifluridine and Tipiracil HCI active ingredients.

In this study, UPLC and LC-MS/MS methods were developed for the analysis of
pharmaceutical formulations containing TRI/TIP combination. The UPLC method was
optimized in the presence of degradation products and a new degradation products of both
active substances were detected under acidic, basic and oxidative harsh degradation
conditions. Qualitative analysis of the degradation product was performed with the
LCMS-IT-TOF instrument.

For the chromatographic separation of both developed methods, different stationary
phases including core shell and monolithic silica structure were tested. The most
successful separation was achieved on the Kinetex® 2.6um PS C18 Core-Shell (100x4.6
mm, ID 2.7 pm) column. The mobile phase is the methanol buffer mixture, and optimum
separation was achieved with 10 mM ammonium acetate (pH 5.8) as a buffer. The flow
rate was determined as 1 mL/min for UPLC and 0.5 mL/min for LC-MS/MS. Validation
studies of the method obtained with optimum conditions and on the pharmaceutical

preparation containing TRI/TIP were performed.

Keywords: Trifluridin, Tipiracil HCI, Degradation product, UPLC,
LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF, Pharmaceutical preparation
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hem genetik olarak hem de cevresel kosullara gore goriilme sikligi her
gecen glin artan, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok 6liimle sonuglanan hastalik
tipidir [1].

Kanser, bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz ve yayilarak ¢cogalmasi ile
bilinen bir hastaliktir. Viicut hiicreleri normal saglikli zamanlarinda sinirlt ve kontrollii
bir bicimde boliinebilme yetenegine sahiptir. Olen hiicrelerin yenilenmesi, yaralanan
veya Yyaslanan hiicrelerin yeniden tamir edilmesi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar,
buna paralel olarak viicutta islevler normal bir sekilde devam eder. Kanserli hiicrelerde
¢ogalmay1 diizenleyici mekanizmalarin bozulmasi olasidir. Bu mekanizmalar ortadan
kalktiginda, hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boliinerek cogalmaya devam ederler. Kanser
gelisiminde, ¢ogalmay1 kontrol eden mekanizmalarin bozulmasi, birgok mutasyonlar ve
kromozomal anomalinin hiicrelerde birikmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yayilma ve
metastaz kanser hiicrelerinin tanimlayici 6zellikleridir. Genetik mutasyon yoluyla normal
hiicreden malign hiicreye doniisiimiinden sonra kanser hiicresi; hizli bir sekilde ¢ogalir,
cevresindeki dokular1 isgal eder, ana yumrudan koparak kan ya da lenf sistemi ile gog
ederek diger bolgelerde kanser biiylimesi i¢in ikincil odaklar olusturabilir. Kanser
hiicrelerinin kendine 6zgii 6zelliklerinden birisi, belirli organ(lar)a metastaz yapma
egilimleridir [2].

Bu sekilde tiimorler bulunduklart doku ve organlar disinda baska doku ve organlara
da sigrayabilirler. Metastaz, kanser kaynakl 6liimlerin yaklasik %90’1nda goriilmektedir
[3].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerinde, kanser 2020'de yaklasik olarak 10 milyon
insanin 6ldiigii diinya capinda dnde gelen bir hastalik tipidir. 2020 verilerine gore en sik
goriilen kanser vakalart;

* 2.26 milyon meme kanseri,

* 2.21 milyon akciger kanseri,

+ 1.93 milyon kolon ve rektum kanseri,

* 1.41 milyon prostat kanseri,

« 1.20 milyon cilt kanseri ve

+ 1.09 milyon mide kanseri [4].



Her sene binlerce kisinin 6liimiine sebep olan kanser, oldukca 6nemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir. Gastrointestinal kanserleri (GI), kanser insidansi ve
mortalite siralamasinda hatir1 sayilir sekilde yukarilarda olan bir grup hastaliktir. Gl,
sindirim sistemini ve er bezlerini etkileyen kotii huylu timorleri kapsayan genis bir
tanimlamadir ve bunlardan bazilar1 insanlarda en agresif ve direncli kanserler arasinda
yer almaktadir [5].

Mide kanseri, kolon kanseri, karaciger kanseri, yemek borusu kanseri, bagirsak
kanseri ve pankreas kanseri GI kanser tiirleridir [6].

Kolon kanseri en yaygin malign neoplazmalardan biridir ve kiiresel olarak kanserde
insidans oraninda iigiincii ve mortalite oraninda ikinci sirada yer almaktadir. Ozellikle
bat1 iilkelerinin ¢ogunda 6nemli bir saglik problemi olarak kargimiza ¢ikmaktadir [7].

Kolon kanseri, sindirim sisteminin son kismi1 olan kalin bagirsakta (kolon) olusur
ve rektal kanser ise kolonun u¢ kisimlarinda ortaya ¢ikar (Sekil 1.1). Kolon ve rektal

kanser, ikisi birlikte kolorektal kanseri tanimlamaktadir [8].
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Sekil 1.1. Sindirim sisteminde kolonun yapisi ve sindirim sisteminin alt kismi olan kalin bagirsakta

(kolonda) gozlenen kolon kanseri (8)

Kolorektal kanser (KK), genetik ve epigenetik degisiklikler ile normal dokuda
biliylimeyi kontrol eden molekiiler mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda meydana
gelmektedir [9].

2018 yilinda diinyada bes yillik yasama siiresi %50-55’lerde olan; akciger,
karaciger, meme ve prostat kanserinden sonra en sik rastlanan malignitedir. Metastatik

kolorektal kanserde (MKK), birincil metastaz yeri karacigerdir ve kansere bagli 6liimlerin
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ilk sebebidir. Metastatik kanserlerin biyolojik 6zellikleri timoérden tiimdre degigsmesinin
yaninda mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamustir.

Kanser vakalarinda adenomatéz polip olarak adlandirilan kiigiik ve saglikli hiicre
kiimeleri bulunurken zamanla bu poliplerin bazilar1 bozularak kanserli hiicrelere
dontigebilir. Kolon kanseri ise, kolon ve rektum duvarlarindaki bu tip iyi huylu poliplerin

zamana bagl olarak kotii huylu poliplere dontisiimiiyle meydana gelir (Sekil 1.2) [10].

Anormal
Hicre
Bilylimesi

Hiper
Proliferasyon

Adenomatdz Polipler Adenokarsinom

Yayilan Kanser

Oncalii Polip

Iyi Huylu Kot Huylu

Sekil 1.2. Iyi huylu poliplerin kétii huylu poliplere doniisiimii (10)

Anormal biiyiiyen polipler kanserli hale geldiginde, rektum veya kolon duvarinda
timor olusturur ve diger anatomik bolgelere metastaz yoluyla kan damarlari veya lenf
damarlar1 boyunca biyiir [11].

KK kanser insidansinin %10’unu olusturdugu i¢in diinya ¢apindaki 6nemli diizeyde
saglik sorunu olarak dikkat cekmektedir [12].

Son donemde kanser nedenli 6liimlerin artmasi sonucu bilim insanlar1 bu alanda
bilimsel c¢alismalara daha fazla yogunlasmistir. Kanser, normal saglikli hiicrelerin
anormal bir sekilde biiylimesi ve bu hiicrelerin bagka organlara metastazi ile ortaya ¢gikan
diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunudur [13].

Bilim insanlar1 yillardir kanserin neden ortaya g¢iktigini ve nasil gelistigini
anlamaya calismaktadirlar [14]. Bu sekilde hastalig1 erken donemde tespit edebilecek
yeni ve etkili stratejiler ortaya koyabilecek ve bu hastalik ile baglantili 6liim sikliginin
azaltilmasi yoniinde daha glivenli ve etkili tedaviler gelistireceklerdir.

Diger taraftan kanser gibi uzun siire tedavi ihtiyact duyulan hastaliklarda yasam
kalitesinin iyilestirilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan yeni ilaglarin kesfi devamli olarak

arasgtirtlip gelistirilmektedir.



Giiniimiizde insan sagligina verilen 6nem teknolojinin kullanimi ile birlikte giderek
artmistir. Bir iilkenin ekonomik ve sosyal agidan gelismis olmas1 oncelikle saglikli bir
toplum ile miimkiindiir. Saglikli bir toplum yaratilmas1 ve bireylerin yasamlarini saglikli
bir sekilde siirdiiriilebilmesinde en Onemli faktdrlerden biri olan ilacin tiretiminden
tiketimine kadar tim kurallarin uygulanmasi ve ihtiyact olan herkese zamaninda
ulastirilmasi 6nem teskil etmektedir.

flag endiistrisi ileri diizeyde arastirma ve gelistirme imkami olan kiiresel bir
endiistriyel bir giice sahiptir. Glinliimiiz teknolojisinin ¢ok hizli gelismesine paralel olarak
bilimsel alanda yapilan galismalarda da birgok yenilik ve kesif olmaktadir. Dolayisiyla
bilimsel alanda yapilan ¢aligmalarin sayilarinda artis ile birlikte elde edilecek sonuglar
baska calismalar1 da desteklemektedir. Boylece ¢ok disiplinli ¢alismalarla elde edilen
veriler sonucunda ilag gelisimi devamlilik kazanmistir. Tiim insanligi etkileye kanser
hastaligina kars1 da ilag gelisimi {izerine ileri diizeyde ¢aligmalar yiiriitilmektedir.

Insanoglunun kullanmis oldugu ilaglarm igerisinde bulunan ve insan saghigini
yakindan ilgilendiren etkenlerin ortaya konulmasi i¢in madde igerigi, miktar tayini, etkin
madde ya da yardimc1 maddeden kaynaklanan safsizliklarin teshisi ve tayini gibi analizler
yapilmaktadir. lacin iiretimi, ambalajlanmasi, sevkiyat1 ve depolanmasi kosullarinda
giivenilirligin saglanmasi gerekmektedir.

Bir ilag triinii icerisinde formiilasyon harici ortaya ¢ikan safsizliklarin varligi ve
bunlarin kontrolii 6nem teskil etmektedir. Bu nedenle ilag iirlinlerinin kalitesi, glivenligi
ve etkinliginin saglanmasi i¢in bu safsizliklarin belirlenip yok edilmesi gerekmektedir.

[la¢ endiistrisinde hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilag iiriinlerinin icerisinde
bulunan saf aktif farmasotik bilesenlerin (API) analizi analizi 6nem arz etmektedir. Bu
ilag trtinleri tablet, krem, merhem, tentiir, losyon, supozituvar, ve damla gibi ¢esitli
formlarda bulunabilmektedir. Bu formlarin igerisinde farmasotik olarak aktif madde ve
en az bir farmasdtik yan iiriin igerik olarak bulunmaktadir.

Ila¢ analizleri, ila¢ baslangi¢ iiriinleri, yan iiriinler ve API’nin tanimlanmasi,
icerigi, saflig1 ve stabiliteleri hakkinda bilgi elde etmek icin yapilan caligmalardir.
Safsizliklar, siklikla API’nin sentezlenmesi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir ve
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) kilavuzlart ve gesitli

farmakopeler ile takip edilmektedir.



On tedavi gérmiis hastalig1 olanlarin karsilanmamus tibbi ihtiyaglarini karsilamak
icin klinik uygulamada kabul edilebilir ve diisiik toksisiteye sahip etkili ajanlara ihtiyag
vardir. Bu birincil ajanlar (5-FU, oksaliplatin, irinotekan, bevacizumab, aflibercept,
setuksimab, panitumumab ve regorafenib) MKK tedavisi igin onaylandigindan,
kontrendike olmalar1 disinda hem erken hem de/veya metastatik hastalik igin
kullanilmustir.

Tim aktif ilaglara maruz kalmis MKK'li hastalar sinirl1 bir sag kalima sahiptir. Bu
nedenle, KK'i hastalarin 6nemli bir yilizdesi, Onceki kemoterapi rejimlerinin
basarisizligindan sonra daha fazla aktif tedaviye ihtiya¢ duyar ve bu hastalar i¢in TAS-
102, uygulanabilir yeni bir se¢enegi temsil etmektedir.

TAS-102, bir timidin analogu olarak kabul edilir ve deoksiniikleozit analoglari
ailesine aittir. Ozellikle TRI, aktif monofosfat tirevi TF-TMP olmasina neden olan
timidin kinaz tarafindan fosforile edilir.

TAS-102, tiim etiketli ve aktif ajanlar basarisiz olduktan sonra, MKK i¢in mevcut
tedavi se¢imini temsil etmektedir. Gelecekteki bir senaryo, ilaci diger aktif tedavilerle
kombinasyon halinde KK'in erken asamalarinda ve diger gastrointestinal kanserlerde test
etmek seklindedir. Insan KK ksenograftlarinda, TAS-102'nin irinotekan, oksaliplatin,
bevacizumab, setuksimab veya panitumumab ile kombinasyonlari, tek basina herhangi
bir ajandan daha biiyiik bir biiyiime inhibisyonu ortaya ¢ikarmaktadir [15].

Trifluridin/tipiracil (TAS-102, Lonsurf®) (Taiho Oncology, 2015), MKK tedavisi
icin yeni bir oral tedavidir ve standart tedavilere diren¢li MKK hastalar1 i¢in bir
secenektir. Timidin bazli bir niikleik asit analogu olan trifluridin ve bir timidin fosforilaz
inhibitdrii olan tipiracil'in 2:1 molar oranda bir kombinasyonudur ve trifluridinin uzun
stireli yar1 dmriine yol agar ve giinde iki kez dozlamaya izin verir [16].

Trifluridin/tipirasil'in etki mekanizmasi, MKK tedavisinin temel tasi olan urasil
bazli bir analog olan 5-florourasilden (5-FU) farklidir [17].

Klinik oncesi ¢aligmalar, 5-FU'ya direncli tiimorlerin hala trifluridin/tipirasil'e
duyarli oldugunu gostermektedir [18].

Trifluridin/tipirasil monoterapisi, 6nceden iki veya daha fazla standart kemoterapi
rejimine sahip mKK'li hastalar i¢in yeni bir sonraki basamak tedavi segenegi olmustur
[16].



2. KAYNAK BILGISi

Lonsurf® ismiyle pazarlanan trifluridinin tipiracil ile kombinasyon iiriinii,
floropirimidin, oksaliplatin ve irinotekan bazli kemoterapi tedavisi sonrasi metastatik
kolorektal kanserli yetiskin hastalarin tedavisi i¢in Japonya, Amerika Birlesik Devletleri
ve Avrupa Birligi'nde onaylanmistir. Bir anti-VEGF biyolojik tedavisi ve eger RAS vahsi
tip ise bir anti-EGFR tedavisi seklindedir. Antikanser tedavisinde, trifluridin, hiicre
replikasyonu sirasinda DNA fonksiyonunu bozmak i¢in hiicre alimini takiben kanser
hiicrelerinin DNA'sina dahil olan timidin bazli bir niikleozid metabolik inhibitér gorevi
goriir. Tipiracil ise trifluridinin bozulmasin1 6nleyen ve bdylece trifluridine sistemik

maruziyeti artiran bir inhibitordiir [19].

2.1. Trifluridin

Trifluridin (triflorotimidin veya TFT olarak da adlandirilir), esas olarak gozde
kullanilan bir anti-herpesviriis antiviral ilagtir [19]. Bir donem Glaxo tarafindan ticari ad1
Viroptic olarak satilmis ve daha sonra GlaxoSmithKline ile birlestirilmistir. Trifluridin
g6z damlalari, herpes simpleks virlis tip 1 ve 2'min neden oldugu keratit ve
keratokonjonktivit tedavisinde ve ayrica goz enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde
de kullanilir. Son donemde de kanser tedavisi i¢in Trifluridin/Tipiracil HCI
kombinasyonu seklinde kullanilmaktadir [20].

TRI potansiyel antineoplastik aktiviteye sahip florlu bir timidin analogudur. TRI,
DNA'ya dahil edilir ve timidilat sentazi inhibe ederek DNA sentezinin inhibisyonu,
protein sentezinin inhibisyonu ve apoptoz ile sonuglanir. Bu ajan ayrica antiviral aktivite
sergiler [20].

TRI, herpes simpleks viriisii tip 1 ve 2'ye bagli primer keratokonjonktivit ve
tekrarlayan epitelyal keratit tedavisinde oftalmik soliisyonlar olarak kullanilan aktif bir
antiviral ilagtir. Antiviral etkisi, replikasyon sirasinda viral DNA'ya dahil edilerek iiretilir,

bu da kusurlu protein olusumuna ve artan mutasyon orani neden olur [21].

2.1.1. Trifluridinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TRI, niikleobaz olarak 5-triflorometilurasile sahip bir pirimidin ~ 2'-
deoksiriboniikleosit bilesigidir. Esas olarak primer keratokonjonktivit ve tekrarlayan
epitelyal keratit tedavisinde kullanilan bir antiviral ilagtir. Bir niikleozid analogu, bir
organoflorin bilesigi ve bir pirimidin 2'-deoksiriboniikleosittir.
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IUPAC ismi 1-[4-Hydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-5-(trifluoromethyl)-
(1H,3H)-pyrimidine-2,4-dione olan TRI, CioH11F3N20s molekiil formiiliine sahip ve
molekiil agirligi 296,202 g/mol’diir. CAS numaras1 70-00-8’dir. (Sekil 2.1.)

OH

Sekil 2.1. Trifluridin’in molekiil yapisi

TRI, kristal formda beyaz renkte bir katidir [20]. Su (1,56x10™ mg/L at 25 °C),
metanol ve etanolde serbest sekilde ¢oziiniir ve dietil eterde ise ¢oziintirligi azdir [22].
Ve erime noktasi 186-189 °C’dir [23].

2.1.2. Trifluridinin farmakokinetik 6zellikleri

Trifluridinin oral biyoyararlanimi, karacigerde ve gastrointestinal (GI) sistemde
yiiksek oranda eksprese edilen timidin fosforilazin ilk gecis etkisinden dolay1 diisiiktiir;
bu nedenle trifluridin ile monoterapi miimkiin degildir.

Trifluridin, hem in vitro hem de in vivo 1 herpes simpleks viriisiine, tip 1 ve 2'ye
ve as1 virlisiine kars1 bir antiviral etki gosterir. Keratokonjonktivit patolojisine katkida
bulunan bazi adenoviriis suslarinin in vitro olarak trifluridine duyarli oldugu
gosterilmistir.

Trifluridin ile idoxuridin veya vidarabin arasinda ¢apraz direng gelisebilecegine
dair bir calismadan elde edilen kanitlar olsa da maskeli karsilastirmali ¢aligsmalarin
sonuclarina dayanarak trifluridinin, idoksuridin veya vidarabine yanit vermeyen herpetik
keratitli hastalarda dendritik iilserlerin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir [24].

Klinik olmayan c¢alismalarda, trifluridin/tipirasil hidrokloriir, hem 5-florourasil (5-

FU) duyarli hem de direngli kolorektal kanser hiicre hatlarina kars1 antitiimor aktivite



gostermistir. Trifluridin ve tipiracilin birkag¢ insan tiimor ksenogreftine karsi sitotoksik
aktivitesi, DNA'ya dahil edilen trifluridin miktar1 ile yiiksek korelasyon gosterir; bu,
trifluridinin birincil etki mekanizmasimin kanser hiicresi DNA'sina dogrudan dahil
edilmesini igerdigini gosterir.

Daha 6nce tedavi gérmiis metastatik kolorektal kanserli hastalardan olusan klinik
calismalarda, 5 veya 7 aylik bir siire boyunca en i1yi destekleyici bakimin yani sira tipiracil
ile kombinasyon halinde trifluridin tedavisi, progresyonsuz sagkalimda, genel yanit orani

ve hastalik kontrol orani plaseboya kiyasla artigla sonug¢lanmaistir .

2.1.3. Trifluridinin farmakolojik ozellikleri

TRI, herpes simpleks viriisiine, tip 1 ve 2'ye ve as1 viriisline kars1 in vitro ve in vivo
aktiviteye sahip florlu bir pirimidin niikleosididir. Adenoviriisiin baz1 suslar1 da in vitro
olarak inhibe edilir.

TRI ayrica, idoksuridinin topikal uygulamasina klinik olarak yanit vermeyen
epitelyal keratitin tedavisinde veya idoksuridine karsi okiiler toksisite veya asirt duyarlilik
olustugunda da etkilidir. Topikal vidarabine direngli bulunan daha az sayida hastada
Trifluridin de etkilidir.

TRI, kiltirlenmis memeli hiicrelerinde DNA sentezine miidahale eder. Bununla
birlikte, antiviral etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Eksize edilmis tavsan kornealar1 lizerinde yapilan in vitro perflizyon calismalari,
TRI’in, ana ilacin ve ana metaboliti olan 5-karboksi-2'-deoksiiiridinin korneanin endotel
tarafinda geri kazanilmasiyla kanitlandigi gibi, bozulmamis korneaya niifuz ettigini
gostermistir. Kornea epitelinin yoklugu, TRI’in penetrasyonunu yaklasik iki kat artirir.

TRI’in intraokiiler penetrasyonu, TRI’in insan goziine topikal olarak
damlatilmasindan sonra meydana gelir. Azalan kornea biitiinliigii veya stromal veya uveal
inflamasyon, Trifluridinin ak6z hiimére penetrasyonunu artirabilir. TRI’in in vitro okdiler
penetrasyonunun sonuglarinin aksine, 5-karboksi-2'-deoksiiiridin insan goéziiniin akoz
hiimérii i¢inde saptanabilir konsantrasyonlarda bulunmamastir.

TRI ile terapotik dozlamayi takiben TRI’in sistemik absorpsiyonu ihmal edilebilir
gibi goriinmektedir. Ardigik 14 giin boyunca giinde yedi kez gozlerine TRI damlatilmis
yetiskin saglikli normal deneklerin serumlarinda saptanabilir TRI veya 5-karboksi-2’-

deoksitiridin konsantrasyonlart bulunmamastir.



TRI, oftalmik soliisyonlarda tip 1 ve 2 herpes simpleks virilisiine bagl primay
keratokonjonktivit ve tekrarlayan epitelyal keratit tedavisinde kullanilir. Trifluridin,
tipiracil ile kombinasyon halinde, daha 6nce floropirimidin-, oksaliplatin- ve irinotekan
bazli kemoterapi, bir anti-VEGF biyolojik tedavisi ile tedavi edilmis MKK’li yetiskin
hastalarin tedavisinde endikedir ve eger RAS vahsi tip, bir anti-EGFR tedavisi
seklindedir.

2.2. Tipiracil HCI

Tipiracil hidroklortir, tipiracilin bir esdeger hidroklorik asit ile birlestirilmesiyle
elde edilen bir hidrokloriirdiir. Bir niikleozid metabolik inhibitorii olan TRI ile
kombinasyon halinde, ilerlemis veya niiksetmis kolorektal kolon kanserinin tedavisinde
kullanilir. Bir hidrokloriir ve iminium tuzudur . TIP, rezeke edilemeyen ilerlemis veya
tekrarlayan kolorektal kanserin tedavisi i¢in TRI ve TIP formunda kombinasyon ilaci
olarak onaylanmistir. TIP, TRI’in bozulmasini 6nleyen ve bdylece TRI’e sistemik

maruziyeti artiran bir timidin fosforilaz inhibitoriidiir [21].

2.2.1. Tipirasil HClin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

IUPAC ismi 5-chloro-6-[(2-iminopyrrolidin-1-yl)methyl]-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidine-2,4-dione hydrochloride olan TIP, CoH12CI2N4O2 molekiil
formiiliine sahip ve molekiil agirligr 279.12 g/mol’diir. CAS Numaras1 183204-72-0dur.
(Sekil 2.2.)

O *HCl
HN | Cl

O)\N
H NH

Sekil 2.2. Tipirasil Hidrokloriir lin molekiil yapis

2.2.2. Tipirasil HClin farmakokinetik 6zellikleri

TIP, timidin fosforilaz enzimini inhibe ederek trifluridinin aktif olmayan bir ana

metabolit olan 5-triflorometil-2,4(1H,3H)-pirimidindion'a doniismesini engeller. Boylece
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tipiracil, trifluridin biyoyararlanimini artirabilir. Ote yandan, timidin fosfoforilaz, bilinen
bir trombosit kaynakli endotelyal hiicre biiylime faktoriidiir ve bunun inhibisyonu, dolayl

bir antianjiyogenik fayda saglar [25].

2.2.3. Tipirasil HCI’in farmakolojik ozellikleri

TIP, TRI ile kombinasyon halinde, daha once floropirimidin-, oksaliplatin- ve
irinotekan bazli kemoterapi, bir anti-VEGF biyolojik tedavisi ile tedavi edilmis metastatik
kolorektal kanserli yetiskin hastalarin tedavisinde endikedir ve eger RAS vabhsi tip ise, bir
anti-EGFR tedavisi. Bu kombinasyon kullanimi ayrica, daha dnce bir floropirimidin, bir
platin, bir taksan veya irinotekan ve uygunsa HER?2 igeren en az iki onceki kemoterapi
dizisi ile tedavi edilen metastatik gastrik veya gastrodzofageal bileske adenokarsinomunu

tedavi etmek icin kullanilir.

2.3. Tipirasil HCI ve Trifluridin Etki Mekanizmasi

1:0.5 molar oraninda TRI ve TIP’den olusan TAS-102, Eyliil 2015'te refrakter
MKK tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmustir [26]. Trifluridin (5-trifloro-2'-
deoksitimidin), 1964 yilinda Heidelberger ve arkadaslari tarafindan 5-FU'ya alternatif
olarak gelistirildi [27]. DNA sentezini etkileyerek hiicre biiyliimesini engelleyen bir
timidin analogudur (Sekil 2.3.). Timidin kinaz (TK), trifluridini monofosfat formuna,
timidilat sentazi (TS) inhibe eden ve 2'-deoksiliridin-5-monofosfatin (dUMP) 2'-
deoksitimidin-5'e metilasyonunu 6nleyen trifluridin monofosfata (TFTMP) fosforile eder
[28]. dUMP daha sonra alternatif olarak trifosfat formuna, 2'-deoksiiiridin-5'-trifosfata
fosforile edilir, bu da urasil'in DNA'ya dahil edilmesine, DNA sentezini inhibe etmesine
ve hiicre 6liimiine yol agmasina neden olur [29] [30]. Ek olarak, ayr1 bir yolda, TF-TMP
ayrica DNA'ya dogrudan katilma yoluyla hiicre 6liimiine neden olan trifluridin trifosfata
(TFTTP) fosforile edilir [31] [32].

TAS-102, DNA'ya dogrudan TF-TTP dahil edilmesi ve trifluridinin DNA glikosilaz
tarafindan bozunmaya kars1 direnci nedeniyle 5-FU'ya direngli KK hiicre hatlarinda

etkilidir, bu da 5-FU'ya diren¢li MKK'de etkinlik oldugunu gosteriyor [33] [34].
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Sekil 2.3. Tipirasil HCI ve Trifluridin etki mekanizmas: (28)

2.4. Tipirasil HCI ve Trifluridin Analizleri ile Tlgili Cahsmalar

TIP ve TRI, MKK’in iigiincii veya dordiincii basamak tedavisinde kullanilan
antikanser ilag etken maddeleridir [21]. Bu iki ila¢ etken maddenin kombinasyonu son
donemde gelistirilmis olup FDA onayini yeni almasi nedeniyle analizleri konusunda
kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar, ¢alisilan yontem, kullanilan gerekli

madde ve malzeme, yontemin optimize kosullar1 ve sonuglar1 seklinde hazirlanmis olan

Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de bulunmaktadir.
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Tablo 2.1 Tipirasil HCI ve Trifluridin analizi icin gelistirilen yontemlere ait veriler

Analitik Sabit Faz Hareketli faz Akis Alikonma Dedektor Dogrusal LOD LOQ Numune Kaynak
Yoéntem Kolon Sicakhg Hizi Zamam Enj.Hacmi, Arahk TIP/  TIP/
mL/dk.  Analiz Siiresi Dalga Boyu TIP/TRI TRI TRI
TIP/TRI
RP-HPLC XterraC18 Trietylamine 1 2.016/3.471 DAD 45-225 0.162/ 0.446/ Tablet [22]
(TIP/TRI) (150mmx4.5mm tampon: 10 dk. 272 nm (ug/mL)/  0.090 0.360
X 5pm) Asetonitril 10-50 pg/mL  pg/mL
30°C (40:60) (ng/mL)
Elektrokinetik silika kapiler - - 10.40/6.34 DAD 100-1000 - 100/ Sigan [35]
Kromatografi (65 cm toplam 13 dk. 205 nm ng/mL/ 200 Plazmasi
(TIP/TRI) uzunluk, 55 cm 2004000 ng/mL
etkin uzunluk ng/mL
and 50 mmi.d.)
UPLC Hibera C18 0.1% orto 1 1.287/ DAD 2.225- 0.04/  0.13/ Formiilasyon [36]
(TIP/TRI) (100 x 2.1mm, fosforik asit: 0.551 1.5uL 13.35 0.20 0.61
1.8 um) asetonitril 230 nm pg/mL/  pg/mL  pg/mL
(50:50) 5- 30
pug/mbL
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Tablo 2.2. Tipirasil HCI ve Trifluridin analizi i¢in gelistirilen yontemlere ait veriler (Devami)

. Alkonma LOD
o Sabit Faz AKig Dedektor Dogrusal LOQ
Analitik . Zamani . . TIP/
Kolon Sicakhgr Hareketli faz Hiz Enj.Hacmi, Arahk TIP/ Numune Kaynak
Yontem Analiz Siiresi TRI
mL/dk Dalga Boyu TIP/TRI TRI
TIP/TRI
Qualisil BDS C- 6-22
Metanol: 5.037/ 0.17/  0.53/ Tablet,
RP-HPLC 18 DAD (ng/mL)/
Su 1 3.627 0.06 0.019 Kapsiil [37]
(TIP/TRI) (250x4.6mm) 292 nm 3-9 )
(55:45) 8 dk. pg/mL  pg/mL  Dozaj Form
Spm pg/mL
Asetonitril:
Phenomenex-
Metanol:
RP-C18 (5 pm, ,
LC-MS/MS 5mM 1,7 5-2000 Insan
250 mm x 4.6 0.8 MS/MS [38]
(TRI) ) Amonyum 4 dk. ng/mL plazmasi
mm
format
40°C
(45:40:15)
. NaClO4
Intersil ODS Cis 0.2-1.6
tampon 0.005/  0.02/ .
kolon uv (ng/mL)/ Insan
RP HPLC (PH 4.5): 1 7.43/ 3.42 0.0125 0.05 [39]
(250 mm % 4.6 260 nm 0.5-4.0 plazmast
50) Metanol il pg/mL  pg/mL
mmx5p pg/m
15:85
Fosfat
1-80/
] tampon pH 7.0 261.24 nm
Spektrofotometri 1-80 Tablet [21]
& 301.87 nm
pg/mL

Borat tampon
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2.5. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Kromatografi, karisim halindeki molekiillerin hareketli bir faz yardimiyla akiskan
sabit faz tizerinde hareket ederken birbirlerinden ayrilmasi esasina dayali bir ayirim
teknigidir. Ayirimda etkili olan faktorler, adsorpsiyon (sivi-kati), bolme (sivi-kati) ile
ilgili molekiiler 6zellikleri ve afinite veya molekiiler agirliklar1 arasindaki farkliliklar
igerir.

Molekiillerin 6zellikleri ve molekiil agirliklart arasindaki farkliliklar nedeniyle
karisimdaki bir bilesen diger bilesenden duragan fazda daha uzun siire kalmasi veya daha
hizl1 bir sekilde mobil faza gecerek sistemden ayrilmasi esasina dayanir [40].

Duragan faz, hareketli faz ve karisimin icerdigi maddeler arasindaki etkilesim tiirti,
molekiillerin birbirinden ayrilmasinda etkili olan temel bilesenlerdir.

Numune igerisindeki analitleri birbirinden iyi bir sekilde ayirmak ve bunlarin
miktarini belirlemek i¢in kullanilan kromatografi yontemindeki amag, analitleri en uygun
zamanda ve giiglii bir ayirim ile analizi gergeklestirmektir [41].

Kromatografik yontemler icerisinde olan yiiksek performanslt sivi kromatografisi
(HPLC veya kisaca LC), farmasotik preparatlardaki ve biyolojik materyaldeki ilaglart
belirlemek i¢in en yaygin olarak kullanilan kromatografik tekniktir. LC'de mobil faz,
sisteme verilen analitleri geciktiren bir malzeme ile dolu bir kolondan zorlanan bir sividir.
Analitler, ayirma kolonunun hemen 6niindeki mobil fazin akigina enjekte edilir. Kolonun
cikisi, ayristirilan maddelerin tespit edildigi bir dedektore baglhidir.

LC'nin isimleri ¢oktur. 1960'larin sonlarinda HPLC tanitildiginda, yiiksek basingl
stvi kromatografi adi kullanildi. Bununla birlikte, baski bir arzu degil, daha c¢ok
kaginilmaz bir dezavantajdir ve elde edilen ¢ok iyi ayrimlara odaklanilarak adi HPLC
olarak degistirilmistir. Artik sadece kisaltilmigs LC terimini kullanmak yaygin bir
uygulama haline geliyor. Cok yiiksek basinglarda caligabilen sistemler de ultra yiiksek
performansh sivi kromatografisi (UHPLC veya sadece UPLC; bu bir ticari marka olarak
kullanilir) adi altinda tamitilmistir. Bir LC sisteminin ana bilesenleri Sekil 7.1'de

gosterilmistir [42].
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Sekil 7.1. Sivi kromatografi sistemi

Farmasotik preparatlarin tahlilinde stabilite ve kararlilik gésteren metot olan hplc
giinlimiizde agik ara yaygin olarak kullanilmaktadir [43, 44].

Kolon ve mobil faz, kapasite faktorlerini (tepe konumlar1), yontem segiciligini,
kromatografinin siiresini ve tepe ¢oziiniirliglinii tanimlar. Kaydedilen kararlilik gésteren
yontemlerin gogu, bir silikajel matrisine kimyasal olarak bagl kromatografik olarak aktif
fazlar ile paketlenmis ters fazli HPLC kullanilarak gelistirilmistir. Bu matris, olagan ters
fazl1 organik coziiciilerle uyumludur ve asit kosullar1 altinda stabildir, ancak 7.0'm
tizerindeki pH'da yavas yavas ¢oziiniir. Bu durumlarda ihtiyag duyulmas1 halinde alkali
kosullara dayanikli 6zel kolonlar mevcuttur.

Son literatiiriin bir arastirmast, en yaygin olarak kullanilan duragan fazlarin Cg ve
C1g oldugunu gostermistir [44, 45]. Son literatiiriin bir arastirmasi, en yaygin olarak
kullanilan duragan fazlarin Cg ve C1g oldugunu gostermistir [45].

Siyano, amino, diol ve digerleri gibi 6zel islevler daha az kullanim bulmus ve daha
0zel amaglar igin kullanilmigtir. Ek olarak, yontem gelistirme i¢in zaman zaman Kiral
kolonlar kullanilmistir [46].

Polar olmayan kolonlar, %90'dan fazla su iceren mobil fazlar ile kullanildiginda
cokebilir ve yeniden dengeleme icin ayrica zorluklar gdsterebilir. Oldukca sulu mobil
fazlar ve polar olmayan kolonlara sahip bazi dagmik, basarili metotlar yayinlanmis
olmasina ragmen, polar gomiilii gruplar igeren duragan fazlarin kullanimi bu problemler

igin ve segicilik sorunlarini ¢6zmek i¢in endikedir [47].
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Genellikle 25 cm'lik siitunlar kullanilir, ancak daha hizli ayrimlari miimkiin
kildigindan, iyi ¢oziiniirliikkler elde edilirse, kiiresel boncuklarla doldurulmus daha kisa
stitunlar (15 cm veya daha az) tercih edilebilir. Parcacik boyutu, ayirma verimliligi ile
ilgilidir, ancak ayni zamanda sistemin ¢alisma geri basincini da belirler. HPLC igin su
anda en yaygin olarak kullanilan pargacik boyutu 5 pm'dir; bununla birlikte, 7 um ve 10
Im'lik partikiil boyutlar1 halen kullanilmaktadir, genel olarak daha zorlu UPLC tabanli
ayirmalar i¢in 3 ulm capinda veya daha kii¢iik partikiillerle dolu kolonlar kullanilabilir
[48].

Farkl1 iireticiler, ayn1 {iretici ve ayni siitun i¢in genellikle genis siitunlar arasi
varyasyonlara ve bazen kii¢ilik lotlar aras1 farkliliklara neden olan sabit fazlar1 hazirlamak
icin farkli teknolojiler kullanir. Bu, dogrudan kolon degisimini ¢ok zorlastirir ve
genellikle yontemin tekrarlanabilirligini engeller; bu nedenle, bir yontem gelistirirken,
stitun Ozelliklerini tam olarak tanimlamak gelecekteki tekrarlanabilirligi i¢in c¢ok
onemlidir [49].

Sekil 2.5 de geleneksel bir kolon yapisi verilistir. YPSK’nde yaygin olarak
kullanilan kolon dolgu malzemesi, dar gozenek boyutuna sahip ve yiiksek verimlilikte
analizlere imkan saglayan silika bazli dolgu malzemesidir. Genis pH araliginda

calisilabilmesi ve diisiik geri basing olusturmasi nedeniyle tercih edilmektedir [50].
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Sekil 2.5. YPSK kolonu

Literatiirde kaydedilen metotlarda kullanilan mobil fazlarin ¢ogu, su veya sulu
tampon c¢ozeltilerinin (6rnegin fosfat ve asetat) organik bir ¢oziicliyle (esas olarak
metanol veya asetonitril) karigimlaridir  (¢cok farkli oranlarda). Izopropanol,

tetrahidrofuran ve diger c¢oziiciilerde daha az o6lciide de olsa kullanilmistir. Katki
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maddeleri da eklenebilir. Ancak, MS veya aerosol bazli dedektorler kullanildiginda ugucu
tamponlar veya tamponsuz mobil fazlar gereklidir. Her durumda, mobil fazin
kompozisyonunun miimkiin oldugu kadar basit tutulmasi tavsiye edilir [52].

Ilk yéntem gelistirme ve kosullarin taranmasi i¢in, genis gradyanlarm kullanimi,
erken ayrilan piklerin ayrilmasini maksimize etmek icin en uygun yaklagimdir ve daha
fazla tutulan pikleri tespit etme sansini arttirir. Bununla birlikte, son yontem igin,
kromatografik ayirmanin miimkiin oldugu kadar kisa ve verimli, genellikle ana analitin
alikonma siiresinin 2.5 katindan daha uzun olmamasi arzu edilir. Izokratik mod, mobil
faz bilesimindeki ve i¢ basingtaki degisikliklerden kaynaklanan siitun stresini ve ayrica
yeniden dengeleme i¢in fazladan zaman harcamay1 onler; bununla birlikte, oldukga farkli
polaritelere sahip ¢ok sayida (yani >10) bilesigin karmasik ayrimlariyla karsilasildiginda
bir gradyan mod kullanilmasi 6nerilmektedir [51].

Sicaklik degisiklikleri, analitlerin alikonma siirelerini etkileyebilir. Bu etki, tiim
YPSK ayrimlarinda ortaktir ve 6zellikle gradyanlar calistirildiginda ¢oziiniirliik, secgicilik
ve yontem tekrarlanabilirligi {izerindeki etkiler. Bu nedenle kolonun genellikle 25-35 °C
araliginda termostatlanmasi arzu edilir. Daha yiiksek sicakliklar bazen avantajli olarak
kullanilabilir, ¢linkii bunlar solvent viskozitesini diistiriir, kars1 basinci diisiiriir ve
kolonun faydali Odmriiniin bir miktar kisalmasi pahasina olsa da daha yiiksek akis
hizlarinda ¢alismaya izin verir. Ancak akis hizlari, makul kars1 basing ve kromatografik
caligma siireleri ile orantili olmalidir [52-54].

Mlgili tiim analitlerin tepe tepkileri dedektoriin lineer araligi icinde olmalidir ve
bozunma triinlerine karsilik gelen tepe noktalarinin DS'den ¢6ziilmesi gerekir. Bununla
birlikte, tiim bozunma iirlinlerinin her zaman birbirinden ¢6ziilmesi gerekmez, bu nedenle
algilama genellikle ilgili bozunma iiriinlerinin optimum saptanabilirliini garanti eden
kosullara yoneliktir.

Ayrica, bir SIM, genellikle beklenen veya gerekli LOQ'da (ana analitin %0.05'ine
kadar) diisiik seviyelerde olusan ilgili tiim safsizliklar1 6l¢ebilmelidir.

Tiim bilesiklere esit yanit verebilen evrensel bir dedektdr yoktur ve en ¢ok
kullanilan degisken dalga boylu UV dedektdrleridir; ancak, yiliksek diizeyde ayirt edici
ayrimlar gerektiren metotlarin gelistirilmesi, muhtemelen LC-DAD ve HPLC/UPLC-MS
gibi birlestirilmis tekniklerin kullanilmasini gerektirecektir [55].

DAD ve MS detektorleri ayrica kromatogramlardaki spektral homojen olmama

durumlarin1 da saptayarak maskelenmis birlikte yikanan bilesiklerin olmamasini saglar.
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Pik saflik belirleme algoritmalari yontem segiciligini dogrulamak i¢in kullanilir. Bu
amagla, analitler ve tespit edilen enterferanslar farkli spektrumlara ve bir dereceye kadar
ayrilmaya sahip olmalidir. MS tespiti, birlikte yikanan diastereomerler (ayn1 molekiiler
agirlik) ile ve bozunma f{iriiniinlin iyonizasyonu birlikte yikanan bilesen tarafindan
bastirilirsa zorluklarla karsilasabilir [56].

Bozunma f{iriinlerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu i¢in ek yararli bilgiler
saglayan LC-NMR, rutin kullanim i¢in gereken daha yiiksek analit konsantrasyonu
nedeniyle metot gelistirmede daha az kullanilir. Yikli aerosol dedektorii (CAD) ve
evaporatif 151k sa¢ilim dedektorii (ELSD) gibi daha evrensel dedektorler, dzellikle DS
veya ilgili bozunma iiriinlerinin iyi kromoforlara sahip olmadig1 durumlarda metotlarin
gelistirilmesinde artan bir kullanim bulmaktadir [57].

Bununla birlikte, kirilma indisi dedektorii gibi daha az hassas dedektorler ve
amperometrik veya florometrik dedektorler gibi daha spesifik dedektorler, kendi
eksiklikleri nedeniyle daha az kullanim bulmaktadir (6rnegin florometrik dedektorlerin
kullaniminda tiirevlendirme ihtiyacinin olmasi gibi) [58] [59].

Bazi rasyonel stratejilerin uzun siiredir mevcut olmasimna ragmen, saptama
kosullarinin optimizasyonu hala ¢ogunlukla spektral gozlemle veya ilgili analitlerin
ozelliklerine iligkin 6n bilgiler dikkate alinarak gerceklestirilmektedir [60].

YPSK yontemlerinde ¢ogunlukla spektrofotometrik dedektorler kullanilmaktadir.
Bu dedektorlerde dedeksiyon, kolonun son u¢ kismindan kolonu terk eden bilesikler
kolondan ayrildiktan sonra hiicre igerisinden gegerken ultraviole 1in1 absorplamast ile
enerji seviyelerindeki degisimi 6l¢iiliir. Sabit, degisken ve ¢oklu dalga boyu dedektorleri
seklinde farkl tipleri bulunmaktadir.

YPSK icin ideal bir dedektor, yiiksek derecede hassas, genis bir aralikta
dogrusalliga sahip, segici, hizli cevap alinabilen, kararli, tekrarlanabilir, giivenilir ve
kullanimi kolay olmasi1 nedenleriyle tercih edilebilir.

Optik ozelligi ile birlikte tarama spektrofotometresi ozelligi gosteren UV/Vis
dedektorleri, analitin kimyasal yapisina gore belirli dalga boylarinda goriintiilenmesini
saglarlar. Bu dedektorler, yiiksek hassasiyet (10° g/mL), az miktarda numune ile tespit
etme yetenegi, genis konsantrasyon araliklarinda dogrusal olabilme gibi avantajlara
sahiptir. Eksik yani ise, segilen dalga boyu bolgesinde 15181 absorplamayan bilesiklerin
tespit edilememesidir [61]. Isig1 absorplamayan bu tiir bilesiklerin tespiti igin, ayirimi

yapilan numunenin iletkenligini 6lgmek icin iletkenlikteki degisikligi dlgen iletkenlik
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dedektorii kullanilmaktadir. Ozellikle iyon degisimi kromatografisinde kullanilmaktadir
[62].

YPSK yonteminde hareketli fazin polar olmasi sebebiyle sabit faz olarak apolar
yapida olan Cg ya da Cig gibi kolonlar kullanilmaktadir. Analitin de apolar olmasi
nedeniyle polar yapidaki hareketli faz ile etkilesimi sonucunda olumsuz durumlardan
kagimak i¢in nispeten apolar 6zelligi olan metanol ve asetonitril gibi bir hareketli faz

bileseninin su ile kullanimu tercih edilir.

2.6. S1ivi Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi

Kiitle Spektrometresi, molekiiliin buharlagtirilmasi, iyonlastirilmast ve olusan
iyonlarin kiitle/yiik (m/e veya m/z) degerlerine gore ayrilarak analiz edilmesi ile analitin
tanimlanmasinda kullanilan bir tekniktir. Molekiiler agirligi 6lgmek ve molekiiler yapi
hakkinda veri saglamak i¢in kullanilan yikic1 bir yontemdir; 6rnegin iyonize olmasi ve
elektromanyetik radyasyona maruz kalmamasi ile diger yontemlerden farklidir. Iyonize
bilesikler uyarilir ve bu da pargalanmaya neden olur. Bu tiir pargalarin analizi,
molekiillerin yapist hakkinda bilgi saglar. Her parga, kiitle-yiik orani, m ile karakterize
edilir.

Atmospheric
pressure High vacuum

Entry slit Exit slit

Molecules P Dispersion] Tons Signal

sample - | Source | e——— svstem ———-- | 1) ¢t e ctor
|

Vacuum
Step 1 Step 2 Step 3 Step4  Spectrum

Sekil 2.7. Kiitle spektrometresinin sematik gosterimi

Bir kiitle spektrometresi, molekiillerin iyonlasmasinin ve iyon par¢alanmasinin
meydana geldigi kaynak, Kiitle/yiik orani ile iyon ayrimini saglayan dispersiyon sistemi
olan analizor kismi ve her iyonun goreceli bollugunu 6lgen dedektérden olugmaktadir.
Sistemde birinci MS agsamasi, bir iyonun se¢ilmesine hizmet ederken, ikinci kisimda iyon
analizleri, birinci asamada ayrilan iyonun par¢alanmasindan kaynaklanir.

Kiitle spektrometresinde bir molekiiliin elektron bombardimani altinda ¢ogunlukla
tek yiiklii pozitif iyonlar iiretilir. Bu iyonlarin ayirimi kiitle/yiik oranina gore yapilir ve

iyon tanimlanir. Elde edilen bagil molekiiler agirlik kiitle spektroskopisi ile ¢cok yiiksek
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dogrulukta tanimlanir. Bu sekilde yontemin kesinligine gore molekiiler formiil
cikarilabilir. Bununla birlikte ayn1 yontemle molekiil igindeki olast gruplar
tanimlanabilir.

LC-MS teknigi, YPSK’nin fiziksel ayirim1 sonrasinda kiitle spektrometrisinin kiitle
analizi ile birlesmesiyle kalitatif ve kantitatif analizlerin daha ileri teknolojiyle
yapilmasint saglamaktadir. Yiksek hassasiyet ve hizli bir sekilde karmasik bir
karisimdaki kimyasallarin tanimlanmasi, sulu numuneler ile dogrudan ¢alisilmasi, analiz
sirasinda 1s1l bozulma olmamasi, daha kullanish alikonulma siireleri ve molekiiler agirlik

saptanmasi ile kalitatif analizdeki tistiinliigii gibi avantajlar1 bulunmaktadir.

2.6.1. Iyonlastirma yontemleri

Kiitle spektrometri yontemlerinde kullanilan bir¢ok iyonizasyon yontemi vardir.
Cogu kimyagerin asina oldugu klasik yontemler elektron etkisi (EI) ve Hizli Atom
Bombardimanidir (FAB). Bu teknikler, GC-MS kullanilarak ¢evresel ¢alisma ic¢in EI
disinda modern kiitle spektrometrisi ile pek kullanilmaz. Atmosferik basingli kimyasal
iyonizasyon (APCI), elektrosprey iyonizasyon (ESI), matris destekli lazer desorpsiyon
iyonizasyonu (MALDI) ve diger tiirev yontemlerinin daha modern teknikleri kiitle
spektrometrisi laboratuvarinda yerini almistir. EI yerine APCI'nin nedeni, APCI'nin
protonlanmis bir molekiil olusturmasi ve Sivi Kromatografisi (LC) ile tamamen uyumlu
olmasi, El'nin iyonu par¢alama olasiliginin daha yiiksek olmasi ve molekiil agirliginin
daha belirsiz bir sekilde tanimlanmasina yol agmasidir ve LC ile uyumsuzdur. ESI, Matrix
destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ile birlikte, FAB'yi1 bu kadar popiiler
hale getiren, ancak ¢ok daha hassas olan protonlanmis molekiilleri iirettigi i¢in temel
olarak FAB kullanimini ortadan kaldirmigtir. Ek olarak, MALDI ile birlikte ESI, daha
once FAB tarafindan bile yapilamayan biiyiik molekiiler agirligin iyonizasyonuna ve
Ol¢iilmesine izin verdi. ESI, LC ile kolay uyumlulugunda bir avantaja sahiptir. MALDI,

kiitle spektrometrisinin goriintiilenmesi i¢in avantajlara sahiptir.

2.6.1.1. Elektron etkisi (EI)

Elektron iyonizasyonu (EI), hareketli elektronlarin iyon tiretmek i¢in kat1 veya gaz
fazindaki atomlar ve molekiiller ile etkilesime girdigi bir iyonizasyon yontemidir. Kiitle

spektrometrisi igin gelistirilen iyonizasyon tekniklerinden biridir.
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Bu teknikte yiiksek enerjili elektronlar kullanilarak iyon tiretildigi igin sert (yiiksek
pargalanma) bir iyonizasyon yontemi olarak kabul edilir. Bu sekilde yapist bilinmeyen
bilesiklerin belirlenmesine yardimci olabilecek kapsamli parcalanmaya yol agilir. BU
yontem, molekiiler agirligi 600'in altinda olan organik bilesikler i¢in en kullaniglisidir.
Ayrica, cesitli ayirma yontemleri ile birlestiginde bu teknigin kullanimi ile kat1, sivi ve

gaz halindeki bilesikler tespit edilebilir.

2.6.1.2. Kimyasal iyonizasyon (CI)

Kimyasal iyonizasyon (CI), kiitle spektrometrisinde kullanilan yumusak bir
iyonizasyon teknigidir. Bu teknik, gaz halindeki iyon-molekiil kimyasinin bir dahidir
[67]. Reaktif gaz molekiilleri (¢ogunlukla metan veya amonyak), reaktif iyonlarimi
olusturmak tiizere elektron iyonizasyonu ile iyonize edilir, bu daha sonra gaz fazindaki
analit molekiilleri ile reaksiyona girerek kiitle spektrometrisi ile analiz i¢in analit iyonlar1
olusturur.

Bu teknik, negatif kimyasal iyonizasyon (NCI), yiikk degisimli kimyasal
iyonizasyon, atmosferik basin¢li kimyasal iyonizasyon (APCI) ve atmosferik basingh
fotoiyonizasyon (APPI) gibi farkli iyonlastirma sekilleriye kullanilmaktadir.

CI kiitle spektrometrisi, organik bilesiklerin tanimlanmasinda, yapisinin
aydinlatilmasinda ve nicelendirilmesinde genel uygulama alani bulur ve ayrica

biyokimyasal analizde bir miktar fayda saglar.

2.6.1.3. ""Hafif"" elektrosprey iyonizasyonu (ESI)
Normal kosullar altinda, ESI "yumusak" bir iyonizasyon kaynagi olarak kabul

edilir, yani analite nispeten az enerji verilir ve dolayisiyla ¢ok az parcalanma meydana
gelir. Bu, drnegin GC-MS'de yaygin olarak kullanilan ve kapsamli par¢alanmaya neden
olan elektron darbe kaynagi gibi diger MS iyon kaynaklarinin aksinedir. Azot molekiilleri
ile ¢arpismalar1 artirmak icin kaynak igindeki voltajlar1 artirarak ESI "kaynak i¢i"
parcalanmasint artirmak miimkiindiir. Baz1 analitler i¢in faydali olsa da, kaynak ici
parcalanma digerleri i¢in sinirhidir ve yapisal calismalar ve tandem MS i¢in gereken
kapsamli parcalanmayr saglamak icin ¢arpisma kaynakli ayrisma gibi daha tutarh

parcalama yontemleri gereklidir.
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ESI biyolojik molekiiller i¢in en yaygin kullanilan iyon kaynagi iken, lipitler gibi
notr ve disik polariteli molekiiller bu ydntemle verimli bir sekilde iyonize

edilemeyebilir.

2.6.1.4. Hizli atom bombardimani iyonizasyonu (FAB)

Hizli atom bombardimani (FAB), kiitle spektrometrisinde kullanilan, yiiksek
enerjili atomlardan olusan bir 1sinin iyonlar olusturmak igin bir yiizeye carptigi bir

iyonizasyon teknigidir.

2.6.1.5. Alan desorpsiyon iyonizasyonu

Alan desorpsiyon (FD), bir jilet gibi keskin yiizeye sahip emitore (filaman) yiiksek
potansiyelli bir elektrik alaninin uygulandig kiitle spektrometrisinde (MS) kullanilan bir
iyon olusumu yontemidir.

Alan iyonizasyonunda, elektronlar bir tiirden yiiksek bir elektrik alaninda kuantum
mekanik tiinelleme ile uzaklastirilir, bu da molekiiler iyonlarin olusumuyla sonuglanir
(pozitif iyon modunda M ). Bu iyonizasyon yontemi genellikle polar olmayan veya hafif

polar organik bilesiklerde gergeklesir.

2.6.1.6. MALDI "hafif* iyonizasyon

Kiitle spektrometrisinde, matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI),
biiylik molekiillerden ¢ok kiiciik pargalanma ile iyonlar olusturmak i¢in lazer enerji emici
matris kullanan bir iyonizasyon teknigidir.

DNA, proteinler, peptitler ve karbonhidratlar gibi biyomolekiillerin ve polimerler,
dendrimerler ve diger makromolekiiller gibi ¢esitli organik molekiillerin analizinde
kullanilmaktadir. Ciinkii bu molekiiller daha geleneksel iyonizasyon yontemleriyle
iyonize edildiginde kirilgan ve pargalanma egilimindedir. MALDI teknigi tipik olarak
cok daha az cok yiiklii iyon liretmesine ragmen, her iki teknigin de gaz fazinda biiyiik
molekiillerin iyonlarmi elde etmenin nispeten yumusak sekilde olmasi bakimindan,
elektrosprey iyonizasyona (ESI) karakter olarak benzerdir.

MALDI metotolojisinde ilk olarak numune uygun bir matris malzemesi ile
karistirilip metal bir plakaya uygulanir. Daha sonra darbeli bir lazer numuneyi 1sinlayarak

numune ve matris malzemesinin desorpsiyonunu tetikler. Son olarak da, analit
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molekiilleri, kesilen gazlarin sicak bulutunda protonlanarak veya deprotone edilerek
iyonize edilir ve bu sekilde onlar1 analiz etmek i¢in kullanilan kiitle spektrometresine

hizlandirilabilirler.

2.6.2. Kiitle spektrumu

Kiitle spektrumu, yatay eksendeki m/z oranma karsi dikey eksendeki sinyal
yogunlugunun (tepe noktasi) iki boyutlu temsilidir. Pik yogunlugu, ilgili m/z oraniyla
iyonik tiirlerin bollugunu dogrudan yansitir.

Veri toplama ve isleme, asagidaki semaya gore bir bilgisayar tarafindan
gerceklestirilir. Baz tepe noktasi, %100 degerine atanan en yogun sinyalin se¢iminden
olusan spektrum normalizasyonundan kaynaklanir. Bununla ilgili olarak, her bir iyon
pargasinin nispi bolluk yilizdesini temsil eden her sinyale ylizde yogunluk atanir.

Molekiiler pik, ana pik, saf bilesiklerde M++ molekiiler iyonuna karsilik gelir. Bu,
en biiylik, kolayca tanimlanabilen m/z oranina sahip olamidir. Spektrumda molekiiler
iyonun varligi, molekiiler kiitlenin dogru bir sekilde belirlenmesini saglar. Bazi
bilesiklerde molekiiler iyon mevcut degildir ¢iinkii ¢ok kararsizdir ve molekiiler kiitle
belirlenemez. Molekiiler iyonun par¢alanmasindan kaynaklanan elektron cifti katyonlari

genellikle molekiiler iyondan daha kararlidir ve dolayisiyla daha fazla bolluga sahiptir.

2.6.3. Kalitatif ve kantitatif analiz

Kiitle spektrometrisi, organik kimya icin 6zellikle dnemlidir, ¢linkii bilesim ve
ozellikle molekiiler bilesiklerin yapisi hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Kiitle
spektrumlari, yapisal degerlendirmeler igin veri saglar; parcalanma, bilinmeyen
bilesiklerin ¢aligmasina hizmet eden yar1 deneysel kurallarla ger¢eklestirilir.

Tanimlanan molekiiler iyon, parcalarin kaybiyla lretilen spektrum iyonlarma
karsilik gelmelidir.

Molekiiler iyonun yiiksek yogunlugu, kararli molekiiler yapiyr gosterir.

Molekiiler iyon alanindaki bir ¢oklu, silika, kiikiirt, klor ve brom gibi spesifik bir
izotopik yap1 heteroatomunun varligin1 gosterir.

Sinyal yogunlugunun analit miktar1 ile orantili olmasi, nicel analizlerde kiitle
spektrometrisinin kullanilmasina izin verir. Bu amagla dahili standart yontemler
kullanilir. Standart olarak, iyonizasyonun analitinkinden farkli iyonlar1 izlemek ig¢in

kolayca tiretmesi kosuluyla analite benzer bir bilesik kullanilir. Analite benzer kimyasal
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bilesik olarak, 6rnegin iyonizasyonu iyonlari izlemek i¢in kolayca iireten déteryumlu bir

izotop veya analog gibi, analitinkinden farkli olarak kullanilabilir.

2.7. Sivi Kromatografisi Iyon Tuzakl/Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi

Yeni bir kiitle spektrometre sistemi olan LCMS-IT-TOF sistemi QIT (ion
tuzaklama) ve TOF (ugus zamanli) teknolojinin birlestirilmis halidir. QIT ve TOF
kombinasyonu olusturuldugunda karsilasilan en biiyiik zorluk, iyonlarin etkili bir sekilde
QIT igerisine girmesi ve es zamanli olarak da iyonlarin QIT {initesinde tuzaklanmasidir.
Yeni gelistirilen IT-TOF teknolojisi ile bu zorluga ¢6ziim getirilmistir.

LC-MS teknigi, bir maddenin bilesenlerinin hizli bir sekilde taranmasi ve
karakterizasyonu i¢in giiniimiizde kullanilan segici tanima tekniklerinden bir tanesidir.
Atmosferik basin¢ kimyasal iyonizasyonu (APCI) ve elektrosprey iyonizasyonu (ESI)
iceren ara yiizler, analizler i¢in uygun olan LC-MS konfigiirasyonunda basariyla siklikla
kullanilmaktadir. Dort kutuplu (Q), iyon tuzagi (IT) ve ucus siiresi (TOF) olmak tizere ii¢
tip kiitle analiz cihazi bulunmaktadir. TOF kiitle spektrometreleri, ilag kesfi,
mikrobiyoloji, hiicre biyolojisi ve protein biyokimyasi gibi alanlarda yasam bilimleri
aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. TOF kiitle analizorii, iyonize numune
parcaciklarint bir 151n olarak veya bir dedektdre dogru yansitarak hizlandirr.
Tanimlanmis kinetik enerji altinda, par¢acigin dedektdre ulasmadan dnceki ugus stiresi
(belirli bir mesafede) dogrudan kiitle/yiik oran1 (m) ile ilgilidir.

TOF-MS c¢ok fazla ¢oziiniirliige sahip olmasi nedeniyle olduk¢a giicliidiir ve bu
ozelligiyle 6n plana ¢ikmaktadir. TOF-MS, yiiksek veri toplama hizina sahip olup tam
tarama spektral hassasiyetinin yan sira, dogru kiitle l¢iimii sunmaktadir. Dogru kiitle
Olgtimii ile bilinmeyen tiirlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan ana ve yavru iyonlarinin
temel bilesimini verir. Buna bagl olarak, 6zellikle ¢oklu par¢alanma adimlari (MS") igin

iyon tuzagi analizorleri gelistirilmistir [63].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler ve Reaktifler

Deneysel ¢alismalar i¢in, olasi kirlilik ya da safsizliklardan durumundan meydana
gelebilecek bir problem yasanmamasi i¢in kullanilan tiim maddeler analitik saflikta tercih
edilmistir. Analiz edilecek etken maddelerden TIP Sigma Aldrich (Missouri, ABD)
firmasindan ve TRI Toronto Research Chemicals (Ontario, Kanada) firmasindan satin
alinmustir.

Deneysel islemlerde kullanilan reaktifler ve hareketli faz hazirlanmasi igin segilen
organik ¢oziiciiler hepsi LC/MS saflikta olup sirasiyla;

e Asetonitril (J.T.Baker, Allentown/ABD)

e Metanol (Merck KGaA, Massachusetts, ABD)

e Amonyum Asetat (Fisher Chemicals, New Hampshire, ABD)
e Asetik Asit (Fisher Chemicals, New Hampshire, ABD)

e Amonyum Hidroksit (Sigma Aldrich, Missouri, ABD)

e Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich, Missouri, ABD),

e Hidroklorik asit (Sigma Aldrich, Missouri, ABD),

e Hidrojen peroksit (Sigma Aldrich, Missouri, ABD)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Sivi kromatografisi ¢alismalarinda modiiller sistem olan LC-MS/MS 8040:Nexera
XR Serisi (Kyoto, Japonya) model cihaz kullanilmistir. Modiiller sirasiyla DGU-20A3R
model gaz giderme modiilii, LC-20AD gradient pompasi, SIL-20AC otomatik drnekleyici
sistem, CTO-10ASVP kolon firini, CBM-20A iletisimi Unitesi ve SPD-M20A model
fotodiyod dizi dedektor sisteminden olusan YPSK sistemine bagli bilgisayar Windows
XP isletim sistemine sahiptir. Laboratuvarlar arasi karsilastirma caligmalar1 igin
kullanilan diger YPSK cihazi ise Nexera-i LC-2040C 3D Shimadzu (Kyoto, Japonya)
markadir. Sistem kontrolii ve kromatogramlarin eldesi i¢in LCSolutions 1.11 SP1 veri
analiz programi kullanilmistir.

Yiiksek c¢oOziiniirlikklii kiitle spektrometrik tayinleri, ucus tuzagi spektrometresi
Shimadzu (Kyoto, Japonya) firmasimnin iiriini LCMS-IT-TOF ile gerceklestirilmistir.
Prominence serisi s1ivi kromatografisinden olusan modiiller sistemde DGU-20A3R 3 hatli

gaz giderme tnitesi, iki adet LC-20AD ikili gradient pompa, bir SIL-20A HT otomatik
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ornekleyici, bir CTO-10ASVP kolon firini, bir CBM-20A iletisim {initesi ve SPD-M20A
fotodiyod dizi dedektorden olugsmaktadir. Ayrica Shimadzu LC LabSolutions 3.43 SP1
veri analiz programi kullanilmistir.

Deney calismalarinda Mettler Toledo (Greifensee, Isvigre) marka XSE 105 Dual
Range analitik terazisi ile tartimlar yapilmis ve pH Sl¢timleri i¢in SevenMulti pH metre,
kiigiik miktarlarda hazirlanan ¢ozeltileri karistirmak i¢cin Heidolph (Berlin, Almanya)
marka Reax Top karistirici, ¢ozeltilerin Karistirilmasinda ve gazlarinin giderilmesinde
Bandelin Sonorex (Berlin, Almanya) marka RK 100 H ultrasonik banyo kullanilmistir.
Etken maddelerin karakterizasyon g¢alismalari i¢in ise Shimadzu (Kyoto, Japonya) IR
Affinity-1S model kizil Gtesi spektrofotmetresi, Bruker (Massachusetts, ABD) firmasina

ait UltraShield 300 MHz niikleer manyetik rezonans spektrometresi kullanilmistir.
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4. YONTEMLER
4.1. Deneysel parametreler
4.1.1. Enstriimental parametreler

UPLC galismalarinda 1 mL/dk hareketli faz akis hizi, 30.0 £+ 0.1 °C kolon sicaklig
ve 25 £ 0.1 °C otomatik 6rnekleyici termostat sicakligi olarak belirlenmistir. Tiim s1vi
kromatografisi ¢alismalarinda enjeksiyon hacmi 1 mL’dir. Tiim ¢ozeltiler enjeksiyondan
once PVDF tipi filtrelerden siizilmiistiir.

LC-MS/MS sistemindeki kiitle spektrometresi, pozitif modda (ESI-) elektrosprey
iyonizasyonu kullanarak, m/z 100 ila m/z 800 arasinda baslayan kiitle araliginda
calistirilmistir. MS kosullar1 agagidaki gibi optimize edilmistir:

e Kurutma gazi (azot)

o Akis hizi: 15 L/dk;

e Nebiilize edici gaz (azot) akis hiz1: 3.0 L/dK;
e (arpisma gazi: Argon;

e CDL sicakligi: 250 °C

e Is1blogu sicakligi: 450 °C.

Tiim analizlerde Coklu Reaksiyon Izleme (MRM) modu kullanilmistir.

LC-DAD sistemindeki diyot dizisi dedektorii 272 nm dalga boyuna ayarland1 ve
gercek zamanli spektrum 1.5625 Hz veri 6rnekleme frekansinda 190 ve 400 nm arasinda
kaydedilmistir. Dedektor 6rnekleme hizi ve dedekt6r zaman sabiti 640 msn’dir.

LCMS-IT-TOF sistemindeki kiitle spektrometresi, negatif iyon modunda ¢alisan
ESI ara yiizii ile; yiiksek gerilim probu potansiyeli -3.5 kV; nebiilize edici gaz (Azot) akis
hiz1 1.5 L/dk; CDL sicakligi 200 °C; 1s1 blogu sicakligr 200 °C ve kurutma gazi basinci
200 KPa olarak segilmistir. CID parametreleri, CID enerjisi i¢in %50, carpisma gazi
parametresi i¢in %50 se¢ilmis ve CID i¢in argon gazi se¢ilmistir. TOF dedektor voltaji
1.6 kV olarak ayarlanmistir. Calismalarda trifloroasetik asit c¢ozeltisi ile cihazin
hassasiyetini, ¢ozliniirliigiinii ayarlamak ve kiitle sayis1 kalibrasyonunu yapmak i¢in (iyon

kapani ve TOF analizorii) standart numune olarak kullanilmistir.

4.1.2. Standart c¢ozeltilerin hazirlanisi

TRI standart stok ¢ozeltisi i¢in; 10 mg standart madde tartilip 10 mL balon jojede

%30 MeOH ile ¢oziinmenin saglanmasi i¢in karistirict ile 3 dakika karistirilarak
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¢cozlilmiigtiir. Elde edilen 1 mg/mL stok TRI ¢ozeltisinden 1 mL alinip %30 MeOH ile 10
mL’ye tamamlanarak 100 mg/mL ara stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra stok ve
ara stok bu ¢ozeltiler tiim deneylerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

TIP standart stok ¢ozeltisi i¢in; 10 mg standart madde tartilip 10 mL balon jojede
%30 MeOH ile ¢oziinmenin saglanmasi i¢in karistirict ile 3 dakika karistirilarak
¢coziilmiistlir. Elde edilen 1 mg/mL stok TIP ¢6zeltisinden 1 mL alinip %30 MeOH ile 10
mL’ye tamamlanarak 100 mg/mL ara stok ¢dzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra stok ve
ara stok bu ¢ozeltiler tiim deneylerde kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

Her iki stok ¢ozeltinin kisa siireli (7 giin) ve uzun siireli (30 giin) periyotlarda +4
°C’de, giin 1s5181ndan uzakta ve -20 °C’de tutuldugunda en az 3 ay boyunca stabil oldugu
gbzlemlenmistir.

Calismalar gerekli tiim ¢ozeltiler i¢in seyreltmeler yine %30 MeOH yapilmis ve

tam ¢0zlinmeyi saglamak i¢in karigtiricida 2 dakika tutulmustur.

4.1.3. Hareketli faz cozeltilerinin hazirlanisi

S1vi kromatografisi ¢aligmalarinda hem foto diyot dizisi dedektorii hem de kiitle
dedektorlerine uygun bir hareketli faz calismasi yapilmistir. Bu amagla farkli organik
coziiciiler ile bir takim denemeler yapilmis sonucu hareketli faz olarak metanol ve 10 mM
pH 5.8 amonyum asetat tamponundan olugsmaktadir.

10 mM pH 5.8 amonyum asetat tamponu i¢in 0.77 g amonyum asetat tartilarak 500
mL YPSK safliktaki su ile 1000 mL sisede ¢oziilmiistiir. Daha sonra 990 mL’ye YPSK
safliktaki su ile tamamlanmis ve pH’1 LC-MS safliktaki asetik asit ve LC-MS safliktaki
amonyum hidroksit ile 5.8 olarak ayarlanmistir. Son olarak ¢ozelti 1000 mI’ye YPSK
safliktaki su ile tamamlanmustir.

Hazirlanan mobil fazlar 22 pm’lik poliviniliden floriir filtre ile siiziilmiis ve ¢ozelti
icindeki ¢ozlinmiis gazlarin uzaklastirilmasi saglamak icin ise 10 dakika ultrasonik

banyoda tutulmustur.

4.1.4. Tablet ¢ozeltilerinin hazirlanisi

20 tane LONSURF® ilag tableti (15 mg TRI/6.14 mg TIP) hassas terazide tek tek
tartim1 yapilmis ve ortalama tablet agirhigi hesaplanmigtir. Daha sonra 20 tabletin hepsi

kapsiilde toz haline getirilmistir.
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YPSK analizleri i¢in toz haline getirilen tabletlerden ortalama tablet agirligina (X
g) esit miktar tartilip 100 mL %30 MeOH’de ¢6ziilmiistiir. Bu ¢6zelti 4000 rpm hizda 10
dk santrifiijlenmistir. Ustte kalan berrak ¢ozelti 0.22 um gdzenek ¢apli PVDF filtreden
stizilmistlir. Elde edilen ¢ozelti 1:5 oraninda %30 MeOH ile seyreltilmistir. Cozelti
icerisindeki TRI derigimi 30 ug/mL ve TIP derigimi 12.28 ug/mL olarak hesaplanmustir.
Elde edilen tablet ¢ozeltisi vial igerisinde 500:1000 (1:2) oraninda %30 MeOH ile

seyreltilip sisteme verilmistir.

4.1.5. Analiz parametreleri

Hareketli fazin optimizasyonu ¢alismasi sonucunda LC-DAD, LC-MS/MS
ve LCMS-IT-TOF ile yapilan analizler boyunca Tablo 4.1 deki gibi degisken hareketli

fazla eliisyon yapilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.1. Hareketli fazin optimizasyon kosullar

LC-DAD LC-MS/MS LC-IT-TOF

Siire Organik Organik Organik
(dakika) Coziicii Yiizdesi Coziicii Yiizdesi Coziicii Yiizdesi
MeOH 10mM MeOH 10mM MeOH 10mM

AAs AAs AAs
0-2 2 98 2 98 2 98
2-4 15 85 10 85 10 85
4-7 15 85 10 85 10 85
7-9 2 98 2 98 2 98
9-12 2 98 2 98 2 98

4.1.6. Bozundurma ¢ozeltilerinin hazirlanisi
4.1.6.1. Hidroklorik asit ¢ozeltisi (I N)

16,6 mL hidroklorik asit alinarak igerisinde bir miktar su bulunan 100 mL balon
jojeye yavas yavas ilave edilir. Daha sonra su ilavesiyle hacmi 100 mL’ye tamamlanarak

1 Normal HCI stok ¢ozeltisi hazirlanir. Bu stok ¢ozeltiden seyreltme yapilarak hizli

bozundurma i¢in asidik ortam hazirlanmistir.

4.1.6.2. NaOH ¢ozeltisi (1 N)

8,0 g sodyum hidroksit katisi tartilarak i¢inde bir miktar su bulunan 100 mL balon
jojeye ilave edilir. Daha sonra yavas yavas su ilave edilerek ¢oziinmesi saglanir. Son
olarak hacmi 100 mL’ye su ile tamamlanir. Etken maddelerin 0,1 N NaOH bazik ¢ozeltisi

igcerisinde hizli bozundurulmasi saglanmstir.
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4.1.6.3. H202 ¢ozeltisi (%3, h/h)

20 mL %30 H20- (h/h) ¢ozeltisinden alinip iginde bir miktar su bulunan 100 mL
balon jojeye ilave edilir. Daha sonra yavas yavas su ilave edilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlanir. Etken maddelerin hizli bozundurulmast %3 H.O2 (h/h) iginde

gergeklestirilmistir.

4.1.7. Bozundurma kosullar:

Etken maddelerin bozunma ¢aligmalari ICH’de belirtilen sinirlar dahilinde etken
maddenin 6nce oda sicakliginda bozunma olmuyorsa 60 °C’de hizli bir bigimde
bozunmasi saglanarak safsizliklarin veya bozunma sonucunda olusan iirlinlerin analize

etkisi incelenmistir. Bu ¢alismalarda incelenen parametreler Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Hizlandw1lmis bozundurma kosullar:

Bozunma kosulu  Uygulams bicimi Aciklama

Sicaklik Cozelti Oda sicaklig1 ve gerekiyorsa 60 °C sabit sicaklikta 1 saat

bekletilen analit ¢ozeltilerinin analizi

Nem Kat1 %75 nemli ortamda kat1 halde 1 saat bekletildikten sonra

analit ¢6zeltilerinin analizi

Isik Cozelti Giin 15181nda 6 saat bekletilen analit ¢ozeltilerinin analizi

Asit hidrolizi Cozelti HCl  ¢oOzeltisi  igerisinde  hazirlanan  maddelerin
¢ozeltilerinin belirli siirelerle analizi

Baz hidrolizi Cozelti NaOH  ¢ozeltisi  igerisinde hazirlanan  maddelerin
¢Ozeltilerinin belirli stirelerle analizi

Yiikseltgenme Cozelti %3 (h/h) oraninda H>0, ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan

maddelerin ¢ozeltilerinin belirli siirelerle analizi

4.1.8. Sonuglarin degerlendirilmesi

Sivi kromatografisi ile elde edilen kromatogramlardaki piklerin alanlari analitik
cevap olarak kullanilmistir. Caligmada matris ortami olmasit nedeniyle i¢ standart
kullanilmasma gerek duyulmamistir. Sonugta belli derisimlere karsilik gelen pik
alanlarindan yontem gecerliligi calismasi ICH kilavuzundaki parametreler dikkate

aliarak yapilmstir.
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4.1.9. Yontem gecerliliginin tespiti

Yontem gegerliligini saglamak i¢in, ICH kilavuzunda belirtildigi sekilde yontem
gecerlilik iglemleri olusturulan yeni yontemde uygulanmistir. Sonuglara bakildiginda
yontemde analitik agidan kabul edilebilir veriler saglandigi gozlemlenmistir [44].
Yontemin gegerliligi i¢in ICH kilavuzunda da deginildigi sekilde yontemin spesifik,
kesin, dogru, dogrusal oldugunun ispati i¢in ve tayin alt sinir1 ile saptama sinirinin

belirlenmesi ve saglanmasi gereken sistem uygunluk testleri yapilmistir [45].

4.1.9.1. Kararlilik

TRI ve TIP standart maddelerinin 1 mg/mL olan stok ¢ozeltileri %30 MeOH ile son
derisimi 10 pg/mL olarak seyreltilmis ve periyodik araliklarla analizler yapilmak

suretiyle kararliliklar1 incelenmistir.

4.1.9.2. Secicilik

ICH Q2 (R1) kilavuzunda belirtildigi iizere analizler sirasinda olast
safsizliklar1 veya bozunma firlinlerinin olup olmadiginin kontrolii i¢in yapilan analitik
prosediirdiir [46, 47]. Kilavuzda belirtildigi sekilde TRI ve TIP i¢in hizli bozundurma
kosullar1 uygulanarak ¢ozeltileri hazirlanmis ve analizleri yapilmistir. Ortaya cikan
sonuglar spesifikligi belirlemek icin kullanilmistir. Pozitif veya negatif bir cevabin
gozlenmedigini onaylamak igin kromatogramlar ve ilgilenilen aktif bilesen piklerinde
stipheli veya belirsiz sinyaller arastirilmistir. Ayrica, analizler sirasinda fotodiyot dizilimi
ile pik saflig1 ve kiitle dedektorii ile de elde edilen piklerin sadece analite ait olup olmadig:

incelenmistir [48].

4.1.9.3. Dogrusallik ve ¢calisma aralig

Dogrusallik i¢in her iki etken maddenin yedi konsantrasyon seviyesini kapsayan
test ¢oOzeltilerinin %25-200’tine karsilik gelen seviyelerde ¢ozeltileri hazirlanmis ve
analizleri yapilmistir. 3’er kez enjeksiyonla yapilan analizlerin ortalama degerleri
hesaplamaya katilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve gilinler arasi 3 tekrar olmak {izere
calisilmis ve elde edilen lineer regresyon analizleri incelenmistir. Egim, kesim, regresyon

katsayisi, egim ve kesim degerleri hesaplanmistir. Bunlarin yani sira gruplar arasi uyum,

31



tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. GraphPad Prism v6.0b programi
ile sonuglar istatistiksel olarak hesaplanmistir.

4.1.9.4. Dogruluk

Geri kazanim ¢alismalariyla yontemin dogrulugu incelenmistir. Tabletten bilinen
derisimlerde TRI ve TIP ¢ozeltileri ile diisiik seviyede (%80), orta seviyede (%100) ve
yiiksek seviyede (%120) olmak iizere 3 farkli ¢ozelti hazirlanarak analizleri yapilmistir.
Her seviye i¢in 3 paralel set hazirlanmistir. Elde edilen sonuglarla ortalama geri kazanim

calismasi yapilmistir.

4.1.9.5. Kesinlik

Kesinlik ¢aligmalar1 i¢in giin iginde ve farkli giinlerde deneyler yapilmustir.
Dogrusallik ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltilerin %100’ ne denk gelen derisimlere sahip
standart madde ve tablet ¢6zeltileri, ardisik 3 giinde 6nerilen yontem kullanilarak 8 tekrar
analiz edilerek yontemin kesinligi aragtirilmistir. Sonuglar, ortalama, ortalama standart
hata, standart sapma, %BSS ve %95 giiven seviyesi olmak iizere istatistiksel olarak
hesaplanmistir. Ayrica giinler arasi gruplar arasindaki farkliliklar tek yonliit ANOVA ile

incelenmis ve istatistiksel hesaplamalar yapilmistir.

4.1.9.6. Teshis ve tayin alt stniri

Yontemin gecerliligi i¢in iki etken maddenin énemli bir parametre olan LOD ve
LOQ degerleri ICH kilavuzunda belirtildigi sekilde hesaplanmistir. Teshis sinirmni
belirlemek i¢in giiriiltiniin 3,3 katin1 veren konsantrasyonun analizi 10 tekrarl
yapilmistir. Tayin sinir1 igin ise giliriiltiiniin 10 katin1 veren konsantrasyon belirlenmis ve

¢ozeltisi hazirlanarak analizi 10 tekrarl yapilmistir.

4.1.9.7. Sistem uygunluk testleri

Analizler sirasinda kullanilan YPSK cihazlarinin ve analiz kolonlarinin
performansini gostermek icin yapilan sistem uygunluk parametrelerinin hesaplanmasi
yontem optimizasyonu sirasinda test edilen bir parametredir.Burada T, N, k ve USP

genislik gibi sistem uygunluk parametreleri incelenmistir.
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Yontem gelistirme sirasinda bu parametrelerin her biri iki standart madde igin
Amerikan Farmakopesi (USP) metotuna gére Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11

SP1 veri analiz programi kullanilarak hesaplanmustir.

4.1.9.8. Saglamhik

Bir analitik yontemde, yontem parametrelerindeki gozlenen kiiciik degismelerin
analitik cevaba etkisinin kabul edilebilir diizeylerde olup olmadigmnin oSlgiildigi
parametre saglamlik parametresidir. LC-DAD ve LC-MS/MS i¢in 10.0 pg/mL
derisimindeki TIP ve TRI c¢ozeltilerinin bazi parametrelerinde kiigiik degisiklikler

yapilarak 3’er tekrarli analizleri yapilmis ve %BSS degerleri hesaplanmistir.

5. BULGULAR ve TARTISMALAR

TIP VE TRI etken maddelerinin analizinde yiiksek dogrulukta, iyi tekrarlanabilir
ve ayirma giicii ile diisiik tayin ve tespit sinirlart sagladigi icin foto diyot dizisi ve kiitle
dedektorleri ile sivi kromatografisinde ayrimlari yapilip ardindan tayin ve tespitleri
yapilmistir. Foto diyot dizisi dedektor igin metotdaki segiciligin saglanmasi amaciyla
hizli bozundurma kosullar1 uygulanarak olasi girisimlerin varliginda maddelerin tayini
yapilmistir. Metot gelistirme calismalar1 her iki tipteki dedektor i¢in kullanilabilecek
ortak metot olmas1 amaciyla kullanilan dedektor tiplerine uygun metot bilesenleri ile
caligilmistir. S1vi kromatografisi ile gelistirilen metot ile bozundurma kosullar1 altinda
elde edilen bozunma iriinlerinin tespiti yiliksek c¢oziliniirliikli kiitle spektrometresi
(HRMS) ozelligine sahip LC/MS-IT-TOF cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Etken
maddelerin spektroskopik ozellikleri de analiz edilmistir. Calismada son olarak TRI VE
TIP etken maddelerinin kombinasyonu olarak kolon kanseri tedavisinde kullanilan
LONSURF® (TAIHO ONCOLOGY, INC. USA) isimli ilacin tablet formiilasyonun her

iki cihazda analizleri yapilmistir.

5.1. TRI ve TIP’in UV-Gériiniir Alan Bélgedeki Spektral Ozelliklerinin
Incelenmesi

Calismalarin bir basamaginda foto diyot dizisi dedektor ile hedef API’lerin tayin ve
tespit islemleri yapilacagindan 6ncelikle UV-Vis spektroskopisinde bilesigin maksimum

absorbans yaptig1 dalga boyu analiz edilmistir. Bunun i¢in 10 pug/mL derisimde % 30
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metanolde hazirlanan TIP ve TRI etken maddelerinin dalga boylarmin 190-400 nm
araliginda okunmustur.(Sekil 5.1 ve Sekil 5.2)
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Sekil 5.1. TIP ’in UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (10 ug/mL)
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Sekil 5.2. TRI’in UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (10 ug/mL)
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5.2. NMR Spektroskopisi Teknigi ile TRI ve TIP’in ‘H NMR ve 3C NMR

Spektrumlarinin Tespiti

TIP ve TRI etken maddelerinin standardinin spektroskopik 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla 'H NMR ve C NMR spektrumlar1 alinmis ve yapilarin goriintiisii
belirlenmistir. Elde edilen *H NMR spektrumlar1 Sekil 5.3 ve Sekil 5.4°de, 13C NMR
spektrumlar ise Sekil 5.5 ve Sekil 5.6’da verilmistir.
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Sekil 5.6. TIP igin alinmis **CNMR spektrumu

39



5.3. IR Spektroskopisi Teknigi ile Karakterizasyonu

TIP ve TRI etken maddelerinin standardinin spektroskopik 6zelliklerinin

incelenmesi amaciyla IR spektrofotometresi ile analiz yapilmis ve yapiya Ozgi

fonksiyonel gruplar Sekil 5.7 ve Sekil 5.8”deki gibi belirlenmistir.
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Sekil 5.7. TRI i¢in IR Spektrumu
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Sekil 5.8. TIP i¢in IR Spektrumu

5.4. Sivi Kromatografisinde Yontem Gelistirme

Bu calismada farkli dedektdrlerde uygulanabilecek nitelikli kromatografik
yontemler gelistirmek olup ¢aligmanin ¢ok yonliiliigli saglanmig olacaktir. Bu nedenle,
etken maddelerin tespiti ve girisimsiz olarak ayrilmasi amaclanmistir. Bunun igin, sivi
kromatografisi kosullarinda ortak noktalar1 degerlendirilmis ve yontem gelistirme
siirecinde test edilmistir.

TIP ve TRI ilag etken maddelerinin sivi kromatografisi ile metot gelistirme
caligmalar1 Oncelikle tim deney ve testlerde kullanilabilecek erisimi kolay olan bir
¢oziicli ortami arayarak baglatilmistir. TIP ve TRI, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde de
bahsedildigi sekilde polariteleri diisiik oldugu i¢in apolar ¢oziiciilerde ¢oziinme kabiliyeti
iyi olan bilesiklerdir. Bu nedenle evrensel olan ¢oziiciiler asetonitril, metanol ve etanol
gibi evrensel coziicliler denenmistir. Yapilan 6n deneme calismalarinda ¢oziiciiniin
hareketli faz olarak da kullanilmas1 diisiiniildiigiinden asetonitril ¢oziiciisiiniin TIP ve TRI
maddelerinin ayiriminda istenilen uygun sartlar1 saglamadigi gézlenmis ve metanol ile

denemeler yapilmistir. Metanol ¢oziiciisiinlin Sivi kromatografisi kosullarinda hareketli
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faz olarak degerlendirildiginde TIP ve TRI etken maddelerinin ayirimi i¢in olumlu cevap
vermesi nedeniyle ¢oziicii olarak kullanilmasina karar verilmistir. Kromatografik yontem
gelistirmede sistem uygunluk kosullarinin istenilen araliklarda olmasi igin kromatografik
ayrimin iyi ve pik sekillerinin diizgiin olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle iki kosulda da
hareketli fazin yetersiz olmasi durumunda tampon sistemi kullanilmaktadir.

UPLC ve LC-MS/MS ile gelistirilecek kromatografik yontem kosullarinin
olabildigince ortak olmasi amaglanmasi nedeniyle, LC-MS/MS kosullarinda iyon
baskilayict maddelerin sinirli olmasi nedeniyle asetik asit, formik asit, amonyum asetat
ve amonyum format maddeleri ¢esitli konsantrasyonlarda test edilmistir. TIP ve TRl ilag
etken maddelerinin ayriminda pik sekilleri istenilen diizgiinliikte olmadig: igin testler
sonucunda hareketli faz olarak metanol ile birlikte 10 mM amonyum asetat maddesinin
tampon olarak kulanilmasina karar verilmistir. Calismada kolon dolgu maddesi silika
olan kolonlarla ¢alisildig i¢in kolonun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri g6z oniine alinarak
hareketli faz pH se¢imi degerlendirilmistir. pH se¢iminde kullanilacak olan tampon
maddenin tamponlama kapasitesi 6zelligi de géz 6niine alinmistir.

Birgok dogal ESI-MS c¢aligmasinda amonyum asetat 10 mM civarinda
konsantrasyonlarda kullanilmas1 uygundur ve daha yiiksek konsantrasyonlar genellikle
tolere edilebilir. Bu daha yiiksek konsantrasyonlar, ESI iglemi sirasinda pH
degisikliklerini azaltmaya yardimec1 olabilir.

UPLC yontemi gelistirme caligmasinda temel mobil faz bileseni ve orani 6n
deneme ¢aligmalar1 sonucunda en uygun ayirim ve pik sekli Metanol/Amonyum Asetat
Tamponu ile elde edilmistir. Daha sonra bozunma ¢alismalarinda bu hareketli faz ile
cesitli denemeler yapilarak etken maddelerin bozunma iiriinleri ile girisimini dnlemek
icin analizler boyunca degisken hareketli fazla eliisyon yapilmasina karar verilmistir.
Hareketli faz analiz baslangi¢ kosullar1 Metanol/Amonyum Asetat (2:98, hacim/hacim)
seklindedir.

Hareketli faz ile birlikte yontemlerde biitinligii saglamak i¢in yiiksek verimli
ayirmalar saglayan verimli ve saglam bir analitik kolonun kullanilmas: diistiniilmiistir.
Bu nedenle mevcut olan dolgu materyali silika olup farkl: fonksiyonel gruba sahip farkl
Ozellik ve boyutlarda sabit faz denemeleri yapilmistir. Denemeler sonucunda
Phenomenex marka Kinetex® C18 fonksiyonel gruba ve 100 A por biiyiikliigiine sahip
150 mm x 4.6 mm boyutlarinda ve 2.6 um gozenek biiyiikliigii olan sabit fazda belirlenen
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hareketli faz ile etkilesimin ¢ok daha iyi oldugu ve sistem uygunluk parametrelerinin

stlinliigli gézlemlenmis ve analitlerin pikleri daha efektif sonug vermistir. (Sekil 5.9.)
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Sekil 5.9. Ayni kosullarda yapilan analizler sonucunda farkl kolonlarda TIP/TRI
kromatogrami
Kinetex® C18 100 A, 2.6 um, 150 mm x 4.6 mm, *Kinetex® Phenyl Hexyl 100 A, 2.6 um, 150
mm x 4.6 mm, *Luna® Phenyl Hexyl 100 A, 3 um, 150 mm x 4.6 mm, *Ascentis® Express C18
100 A, 2.7 um, 100 mm x 4.6 mm, SInertsil® ODS-SP, 5 pm, 150 mm x 4.6 mm

Kolon sicakligi ¢alismalarinda ise, 25-40 °C arasinda ¢aligmalar yapilmistir. 25 °C
sicaklik ile elde edilen kromatogramlarda kolon igerisinde etkilesimlerin yetersiz kaldigi
ve bu nedenle kromatogramda ciddi bozulmalar ve buna bagl olarak ayrimlarin yetersiz
kaldig1 gézlemlenmistir. Ayrica yiiksek viskozite nedeniyle pik sinyallerinde kiigiilmeler
olmustur. 30 °C Kolon sicakliginda kromatografik ¢alisma yapildiginda ise yeterli iyi
kromatografik ayirimin gerceklestigi ve diizgiin pik morfolojisinde ile pik simetrisinde
oldugu goézlemlenmistir. Bir de 40 °C’de deneme yapildiginda giiriiltii sinyallerinin
biiyiikliigiiniin artt1g1 ve bozulmalarin oldugu goriilmiistiir.

Akis hizi denemelerinde ise, ilk olarak UPLC cihazinda cihazin basinci da goz
oniinde tutularak analizin stabil ve analiz siiresinin en uygun zamanda gerceklesmesi igin
0,1-1 mL/dk akis hiz1 araliginda ¢alismalar yapilmigtir. Calisma sonucunda UPLC cihazi
icin 1 mL/dk. akis hizindaki analizlerin daha uygun oldugu saptanmistir. Ve enjeksiyon
hacminin pik seklinin uygunluguna gore 1 pL. ve ¢alisma dalga boyunun da her iki etken
maddenin ortak en yiiksek absorbansa sahip oldugu 272 nm olarak belirlenmistir.

Optimize edilmis kosullar altinda s1v1 kromatografisi cihazi olan UPLC ile yapilan

analiz sonucunda etken maddelerin es zamanli ayirimi1 gergeklestirilmistir. Oncesinde
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kromatogramda ortaya ¢ikabilecek girisimlerin olup olmadigini gérmek i¢in kor ¢ozelti

enjeksiyonu ve gercek zamanli anliz sonucu Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°de gosterilmistir.
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Sekil 5.10. Optimize kosullar altinda kir ¢ozelti enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram
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Sekil 5.11. Optimize kosullar altinda gercek zamanli etken madde karisim ¢ozeltisinden elde

edilen kromatogram

Kiitle dedektorii kullanilarak da TIP ve TRI etken maddelerinin MS/MS teknigi ile

tayini i¢in ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu amagla, her iki analitin esit derisimde ¢6zeltisi
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hazirlanmis ve hem pozitif hem de negatif iyonizasyon calismasi denemeleri kiitle
dedektoriinde genel tarama ile gergeklestirilmistir. Ve negatif iyonizasyonda
iyonlasmanin her iki etken madde i¢in yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Maddelerin
yapisindaki karboksi amid grubu nedeniyle iyonlasmanin negatif yonde daha iyi olmasini
saglamistir. Negatif iyonlasmada MRM ile tespit edilen iyonlari ve bu iyonlarin olusumu
icin uygulanacak optimum enerjileri Tablo 5.1 ve Tablo 5.2’de gorilmektedir.

Tablo 5.1. TIP 'nn ¢oklu reaksiyon izleme kosullar:
Bilesik Ana Iyon Yavru Iyon Q1 Pre Bias (V) CE(V) Q3 Pre Bias (V)
144.95 26.0 15.0 20.0

TIP 241.10
198.05 26.0 18.0 26.0

Tablo 5.2. TRI'nin ¢oklu reaksiyon izleme kosullar
Bilesik Ana iyon Yavru Iyon Q1 Pre Bias (V) CE(V) Q3 Pre Bias (V)
116.15 30.0 22.0 21.0

TRI 295.15
179.10 19.0 14.0 18.0

Yapilarin ana iyon m/z degerleri i¢in tarama sonucu kiitle spektrumunda TIP igin
241.10 ve TRI i¢in 295.15 m/z degerlerinde siddetli pikler tespit edilmistir. Daha sonra
kiitle pargalanmalarini inceleme amaciyla molekiillerin MRM™ analizi yapilmustir.
Molekiillerin pargalanmasi sonucu TIP i¢in m/z 144.95 ve 198.05 degerleri ile TRI igin
m/z 116.15 ve 179.10 degerlerinde siddetli pikler tespit edilmistir. Bu sekilde miktar
tayininde kullanilabilecek yavru iyonlar ortaya ¢ikmistir. Daha sonra bu iyonlarin elde

edilmesinde uygulanacak optimum enerjiler tespit edilmistir.
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Sekil 5.12. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli LC-MS/MS kromatogrami
. 14495 198,05
Sekil 5.13. TIP etken maddesi LC-MS/MS Spektrumu (Negatif Mod)
20 116.15 179.10

Sekil 5.14. TRI etken maddesi LC-MS/MS Spektrumu (Negatif Mod)
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Tablo 5.3. Optimum kosullarda TRI ve TIP analizi i¢in elde edilen SUT verileri

Hesaplanan Deger Tavsiye Edilen Deger

Parametre UPLC LC-MS\MS

TIP  TRI TIP TRI
Ahkonulma zamam (dk) GA %95 5.251 9.334 4612 8.337 -
Ahkonulma zamani i¢in %BSS 0.048 0.252 0.067 0.136 BSS < %1
Pik alam kesinligi icin %BSS (n=6) 0.801 0.546 0.431 0.233 BSS <%l
Alikkonulma zamani i¢in enjeksiyon kesinligi %BSS (n=6) 0.104  0.692 0.083 0.357 BSS <%l
Kuyruklanma faktorii (T) 1.050 1.012 163 155 T<2
Kapasite faktorii (k) 2.066 4.217 - - 2<k<10
Teorik tabaka sayis1 (N) 31220 96072 11387 5684 N > 2000
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5.5. LCMS-IT-TOF Metot Gelistirme

Molekiillerin kalitatif analizlerinde Onceleri klasik yontemler kullanilmaktaydi.
Bilim ve teknolojinin gelismesiyle birlikte cihazlarin kullanildig1 analizlere geg¢ilmistir.
Analitik ¢aligmalarda ¢ok diisiik miktarlarda maddelerle analizler yapilabildigi igin
cihazlarin kullannmiyla birlikte hassasiyetlik artirilmistir. Bu durum g6z Oniine
alindiginda kalitatif tayinler igin NMR ve IR spektroskopi yontemleri gelistirilmistir. Ve
giintimiize gelindiginde artik teknolojinin de hizli bir sekilde gelismesiyle yeni yontemler
ve cihazlar gelistirilmistir. Bu siirecte kiitle spektroskopisi teknolojisi de geliserek yeni
tandem kiitle analizorleri ile bu alanda ilerleme saglamistir. Boylelikle kalitatif analiz
kisminda saflastirma ya da mg seviyesinde numune gerektiren geleneksel spektroskopik
yontemlere Ustlinliik saglanmistir. Bu ¢aligmada hassasiyeti oldukga yiiksek olan iyon
tuzakli (IT)- ugus zamanli (TOF) kiitle spektrometresini kullanilmistir. Mevcut cihaz
sundugu yliksek ¢oziiniirliiklii kiitle spekrometresi (HRMS) ile 0.0000 6l¢eginde kiitle
vermektedir. Ayrica MSn teknigi ile segilen yavru iyonlar dedektor tarafindan tutulup
daha kiiciik yavru iyonlar pargalanarak biiyiilk molekiillerin acik formiilleri yiiksek
dogrulukta ortaya konulabilmektedir. Bu kalitatif analiz i¢in devrim niteliginde yenilik
anlamindadir.

Gelistirilen bu yontemde etken maddeler ile birlikte bozunma iiriinleri varliginda
UPLC analizleri yapilmis ve bozunma iriinleri tespit edilmistir. UPLC yontemi
kosullarinin igerigi birebir LCMS-IT-TOF sistemine tasinmasi ile tespit edilmis ve

karakterizasyon yapilmistir.

5.6. Bozunma Davranislari

TRI/T1p Etken maddelerinin UHPLC i¢in seg¢icilik ¢alismalar1 ve bozunma fiiriinlerinin
LCMS-IT-TOF cihazinda kalitatif analizi amaciyla etken madde zorlu bozma kosullarina
maruz birakilmistir. Etken maddelerinin maruz birakildig1 zorlu bozma kosullar1 ICH
Q2(R1) kilavuzunda belirtilen termolitik, asidik/bazik, hidrolitik ve oksidatif stres
kosullar1 altinda yapilmaistir.

Calismada etken maddelerin ¢ozeltileri ayr1 ayr1 1 mg/mL ana stok ¢ozeltilerinden
seyreltme yoluyla 10 pg/mL derisimde olacak sekilde hazirlanarak oOncelikle oda
kosullarinda 1, 2, 48, 12, 24 ve 48 saat siirelerde farkli stres ortamlarina maruz

birakilmstir.
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Stres kosullar1 sonucunda olusan bozunma iiriinlerinin UHPLC ile ayirimi ve

LCMS-IT-TOF cihazi ile de teshisleri gerceklestirimistir.
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Sekil 5.15. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismast
(Yalniz TPI/TRI, 0. saat)
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Sekil 5.16. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi
(Yalniz TPI/TRI, 48. saat)
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Sekil 5.17. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi
(NaOH ile TIP/TRI, 0. saat)
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Sekil 5.18. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi
(NaOH ile TIP/TRI, 48. saat)
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Sekil 5.19. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi
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Sekil 5.20. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi

(HCl ile TIP/TRI, 48. saat)
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Sekil 5.21. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismast
(H20- ile TPI/TRI, 0. saat)
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Sekil 5.22. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢aligsmasi
(H202 ile TPI/TRI, 48. saat)
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Sekil 5. 23. TIP ve TRI etken maddelerinin es zamanli bozundurma ¢alismasi
(UV ile TIP/TRI, 48. saat)
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Sekil 5.24. TIP ve TRI etken maddelerinin oda sicakliginda eg zamanli stres kosullarinda

bozundurma ¢alismasi

Oda sicakliginda gerceklestirilen bozunma galigmalarinda NaOH bazik stres kosulu
altinda hem TIP hem de TRI etken maddelerinin bozundugu goriilmiistiir. Daha sonra
rehberde belirtildigi lizere bozunmanin gerg¢eklesmedigi stres kosullarinda sicaklik 60
°C’de kontrollii olarak uygulanmistir. Bu sicaklikta yine ayni sekilde NaOH bazik ortamda
TIP VE TRI etken maddelerinin bozundugu gézlenmistir.

Daha sonra NaOH bozunma kosulu altinda ayirimi1 yapilan bozunma iiriinlerinin teshisi

ve karakterizasyonu LCMS-IT-TOF yontemi ile ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 5.26. TIP etken maddesi LC-MS/MS Spektrumu (Pozitif Mod)
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Sekil 5.27. TIP etken maddesi LC-MS/MS Spektrumu (Negatif Mod)
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Sekil 5.28. NaOH bozundurma sonucu elde edilen TIP yeni impiiritesi i¢in kiitle atlast
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Sekil 5.29. TIP’in NaOH ortamda meydana gelen bozunma reaksiyonu

Yapilan bozundurma g¢aligsmalar1 sonucu bazik stres kosullarinda elde edilen TIP igin
karakterize edilen bozunma tiriiniine ait tahmin edilen olusum mekanizmas: Sekil 5.29’da
verilmistir.

Alkali bozundurma kosullarinda elde yeni TIP1 maddesinin olusumu 2 asamada
gerceklesmektedir. 11k olarak ortamda bulunan NaOH, TIP ana iiriiniindeki imin karbonuna
atak ediyor ve imin yapisindaki ¢iftli bag kopmasiyla OH™ iyonu bu karbona baglanarak ara
tirtinii olusturmaktadir. Daha sonra yapida zayif bagli halde bulunan NH> ve hidroksildeki H
ara Uriinden ayrilarak buradaki karbonda C=O c¢iftli bag1 olugmaktadir. Bazik ortamda
gerceklesen reaksiyon sonucu literatiirde bulunmayan yeni bir bozunma iiriinii elde edilmistir.

Elde edilen TIP1 bozunma iiriinii CoH10CIN3O3 kapali formiiliine sahip ve molekiil
agirh@i 243,65 g/mol olarak bulunmustur. [UPAC ismi ise 5-chloro-6-((2-oxopyrrolidin-1-
yl)methyl)pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione olarak not edilmistir.

Yine bazik stres kosullarinda UPLC’de elde edilen TRI i¢in bozunma iiriinii olan TRI1,

LCMS-IT-TOF ile m/z degerinin teshisi gergeklesmedigi icin karakterizasyonu
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yapilamamistir. Bunun nedeni olarak bozunma {iriiniinlin ESI soft iyonlasma ile
iyonlasamadigi ve daha sert iyonlasmanin yapilabildigi kiitle spektrometresi cihazi ile analiz

edilebilmesinin miimkiin olabilecegine karar verilmistir.

5.7. Yontem Gegerliliginin Tayini

ICH kilavuzunda belirtilen bir yontemin gegerli olabilmesi i¢in gerekli parametreler
incelenmistir.

Yontem gegerliliginde dogrusallik farkli analit derisimlerine karsi elde edilen
dedektor sinyallerinde alanlarin hesaplanmasiyla yapilmistir. Elde edilen sonuglar grafige
gecirildiginde, ¢ozeltilerin farkli derisimine karsilik okunan pik alanlari ile kalibrasyon
grafigi elde edilmistir. Dogrusallik ¢alismalart her iki dedektor ile yapilmis ve elde edilen
sonuglar Tablo 5.4 ve Tablo 5.5’de verilmistir. UPLC cihazinda gergeklestirilen YPSK
yontemi laboratuvarlar arasi karsilastirma amaciyla baska bir laboratuvarda tekrarlanmig
ve gerekli tiim dogrulama islemleri yapilmistir. Analitler igin en yiiksek saflik, TIP ve
TRI i¢in sirastyla UPLC’de 0.9999 ve 0.99982 ile LC-MS/MS i¢in 0.9968 ve 0.99942

olarak hesaplanmustir.
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Tablo 5.4. TIP igin dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre

LC-DAD

LC-MS\MS

Dogrusal aralik (ng/mL)

Egim + SS?2 (giin i¢i, n=6)

Kesim + SS?2 (giin i¢i, n=6)

Regresyon katsayisi (intraday, n=6)

Teshis sinir1

Tayin sinir1

Egim + SHP® (giinler arasi, k=3, n=18)

Kesim + SH® (giinler arasi, k=3, n=18)

Tammlayicilik katsayisi (giinler arasi,

ANOVA

k=3, n=18)

Tekrarlanabilirlik + SS? (giinler arasi,

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS® %,

n=6)

ortalama, n = 6)

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, OSH¢,

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, GA®, n = 8

Tekrarlanabilirlik £ SS? (giin i¢i, ortalama,

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, BSS® %, n = 6)
Tekrarlanabilirlik (giin i¢ci, OSHY, n = 6)

n=06)

n=06)

Tekrarlanabilirlik (giin ici, GA®, n = 8)

ANOVA

3.07-24.56
13541.7 + 47.8808
-214.744 + 501.381

0.9999

0.07 pg/mL

0.217 pg/ mL
13666.57 +40.1874
286.928 + 399.227
0.9999

F(1.8) = 1.044
P>0.05
137912.1 +
3095.079

2.24424

893.4725

1966.52
135270 + 778.594

0.57558
317.8596
577.7657

F (105.106) =
0.1287
P>0.05

0.11-20.22
1050831 £ 21020.79

616418.5 +
208823.21
0.9968

24.6 pg/ mL

76.8 pg/mL

1045318 +£20774.33
559535.5 +£206374.8
0.9968

F(1.8)=1576
P>0.05
11462880 + 326933.5

2.852106

94377.58

207723.6
11334389 + 387818.5

3.421609
158326.2
406990.6

F (1.106) = 1.200
P>0.05




Tablo 5.5 TRI i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre LC-DAD LC-MS\MS
Dogrusal aralik (ng/mL) 7.5-60 (ng/mL) 2.63-105.0 (ng/mL)
Egim + SS? (giin i¢i, n=6) 15279.9+84.33 21459.1+194.57

Kesim + SS? (giin ici, n=6)
Regresyon katsayisi (giinici, n=6)

-4955.1542315.8
0.99982

18129.8+10487.4
0.99942

Teshis sinir1 0.03 pg/mL 155.4 pg/mL

Tayin sinir1 0.093 pg/mL 481.7 pg/mL

Egim + SS? (giinler arasi, k=3, n=18) 15219.0+65.04 21343.48+514.79

Kesim + SS? (giinler arasi, k=3, n=18) -5510.0+1786.0 17221.34+2774777

Tanimlayicilik katsayisi (giinler arasi, 0.99960 0.985665

k=3, n=18)

ANOVA F(2.15)=1.437 F(2.15)=0.554
P=0.268507 P=0.585997
(P>0.05) (P>0.05)

Tekrarlanabilirlik + SS? (giinler arasi, 765.66 33300.72

ortalama, n = 6)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS® %0, 2.09 2.89
n==6)
Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, OSHY, 180.47 13594.96
n=06)

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, GA®*, n =8 353.72 26646.13

Tekrarlanabilirlik = SS? (giin ici, ortalama, n=6) 370.42 15036.15

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, BSS® %, n = 6) %1.014 %1.33

Tekrarlanabilirlik (giin ici, OSHY, n = 6) 151.23 6138.48

Tekrarlanabilirlik (giin ici, GA®, n = 8) 296.401 12031.41

ANOVA F (2.21)=0.000402  F (2.24)=0.0899
P=0.999598 P=0.914251
(P>0.05) (P>0.05)

a Standart sapma, © Standart hata, ¢ Bagil standart sapma, ¢ Ortalamanin standart hatas;, € %95 giiven

seviyesinde giiven aralig1.

Tablet analizleri i¢in dogruluk geri kazanim ile test edilmistir. Geri kazanim
deneyleri i¢in standart ekleme metotu kullanilmis ve dogrusallik aralifinda bulunan
diisiik,orta ve yiiksek olmak tizere 3 farkli konsantrasyonda analizler yapilmistir. Bu
amacla LONSURF® tabletine belirli miktarda TIP ve TRI ¢ozeltileri ilave edilerek geri
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kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak birbiriyle bir
biitiinliik igerisinde oldukg¢a basarili olarak elde edilmistir. Dogruluk igin elde edilen
sonuglar Tablo 5.6 ve Tablo 5.7°de verilmektedir. Bilesiklerin gozlemlenen geri
kazanimlari, analiz 6n hazirlik asamasinda yapilan seyreltme ve siizme gibi islemelerin

sonuglarda etki ettigi gdzlemlenmistir.

Tablo 5.6. TIP i¢in geri kazanim verileri

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri Hata (%)
(pg/mL) (pg/mL)=GA* kazamim (%)
9.824 9.689+0.064 0.075 0.932 98.63 -2.12
UPLC 12.28 11.989+0.014 0.117 0.823 97.63 -2.44
14.736 14.894+0.006 0.251 1.006 101.07 -2.26
9.824 9.628+ 0.025 0.221  0.956 98.00 -0.22
LC-MS/MS 12.28 12.450+0.096 0.115 0.886 101.39 2.58
14.736 14.379+0.053 0.023 0.103 97.58 1.98
*%95 Giiven seviyesinde
Tablo 5.7. TRI i¢in geri kazanim verileri
Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%)  Geri kazammim Hata (%)
(ng/mL)  (ug/mL)-GA* (%)
24 24.423 £ 0.025 0.246 0.923 101.76 -2.15
UPLC 30 30.609 +0.113 0.117 0.931 102.03 -5.22
36 35.429 +0.144 0.009 0.788 98.41 -0.26
24 23.816 = 0.005 0.221 0.931 99.23 -1.88
LC-MS/MS 30 31.029 +0.033 0.335 0.896 103.43 -2.42
36 36.195 + 0.045 0.125 0.958 100.54 -3.4

*9%95 Giiven seviyesinde
Gelistirilen yontem ile ayn1 kalibrasyon ¢ozeltileri kullanilarak ve ayni kosullar altinda

baska bir YPSK cihazinda ara kesinlik ¢aligmalar1 da gergeklestirilmistir. Ara kesinlik
sonuglart Tablo 5.8 ve Tablo 5.9°daki gibidir.
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Tablo 5.8. TIP icin ara kesinlik verileri

Parametre

Dogrusal aralik (ug/mL)
Egim + SS (giin ici, n=6)
Kesim = SS (giin ici, n=6)

3.07-24.56
961.24 +£321.74
-450.08 + 305.08

Regresyon katsayisi (intraday, n=6) 0.9997

Enjeksiyon kesinligi (SS) 0.013
Tablo 5.9. TRI i¢in ara kesinlik verileri

Parametre

Dogrusal aralik (pg/mL) 7.5-60

Egim = SS (giin ici, n=6)

Kesim = SS (giin ici, n=6)
Regresyon katsayisi (intraday, n=6)
Enjeksiyon kesinligi (SS)

1193.4 + 545.14
733.41 £ 263.01
0.9995

0.027

Y O6ntemin saglamligi, akis hizi, tampon derisimi, hareketli faz pH’s1 ve kolon sicakliginda

ufak degisiklikler yapilarak her iki dedektor igin 10 pg/mL derisimde TIP ve TRI

cozeltilerinin {i¢ tekrarli enjeksiyonlari ile hesaplanmistir. Tablo 5.10 ve Tablo 5.11’deki

sonuclar yontemin saglamligini gostermektedir.
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Tablo 5.10. TIP i¢cin metot saglamlik ¢alismalari (n = 3)

Parametre Alikonulma %Fark N %Fark T %Fark
zamam (dk) (ortalama+GA*) (ortalama+GA*) (ortalama+GA¥)
Akis hiz1 (1.0 1.2 5.17 -0.68+0.002 11.818 0.01 £0,168 1.196 0.26 £0.012
mL/dk) 0.8 5.46 0.88 £ 0.009 10.830 -0.252 +0.409 1.426 0.256 = 0.585
Tampon 8 mM 5.75 -0.148 + 0.006 12.376 0.317 £ 0.074 1.166 -0.004 +0.020
Derisimi 12 mM 5.22 0.82 +0.006 10.564 -0.271 £ 0.263 1.172 0.002 + 0.001
3 (10 mM AAc)
% Hareketli faz pH:5.78 5.84 -2.235 +£0.006 10.866 3.507+£0,174 1.276 0.106 = 0.004
pH’s1 pH:5.82 5.30 431+0.074 10.134 -2.752 £ 0,302 1.119 -0.051 £0.155
(pH:5.80)
Kolon sicaklig 32 5.14 -0.004 +£0.015 10.657 -0.271+£0.116 1.184 0.014 +0.008
(30 °C) 28 5.92 -0.005 +0.016 10.533 -0.262 +0.098 1.185 0.02+£0,018
Akis uz1 (0.5 0.6 4.46 0.896 = 0.007 10.643 -0.296 +0.75 1.556 -0.08 + 0.094
mL/dk) 0.4 4.77 -0.703 £ 0.004 10.137 0.425 £ 0.160 1.666 0.034 £ 0.083
Tampon 8 mM 4.69 -0.154 +0.007 10.836 0.964 = 0.610 1.698 0.066 £ 0.057
" Derigimi 12mM 4.52 0.078 = 0.005 10.338 0.111£0.775 1.667 0.0343 +0.044
% (10 mM AAc)
E, Hareketli faz pH:5.78 4.84 -2.242 + 001 11.447 -3.733 £0.999 1.852 0.226 £0.017
3 pH’s1 pH:5.82 4.32 4311 +0.063 11.522 -2.752 £0.302 1.428 0.034 +£0.083
(pH:5.80)
Kolon sicaklig 32 4.45 -0.53+0.12 10.774 -0.271 +£0.116 1.556 0.014 £ 0.008
(30 °C) 28 4.72 -2.19+0.06 10.326 0.317+0.074 1.276 0.014 £ 0.008
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Tablo 5.11. TRI i¢cin metot saglamlik ¢alismalari (n = 3)

Parametre Alikonulma %Fark N %Fark T %Fark
zamam (dk) (ortalama+GA¥*) (ortalama+GA¥*) (ortalama+GA*)
Akis iz (1.0 1.2 9.18 -0.256+0.002 10.818 0.01+0.168 1.656 0.126 + 0.012
mL/dk) 0.8 9.46 0.844 + 0.009 12.830 -0.252 £0.409 1.226 0.136 + 0.58T
Tampon 8 mM 8.75 -0.138 + 0.006 10.533 0.317 £ 0.074 1.498 -0.104 +0.040
Derisimi 12 mM 9.42 0.832 + 0.006 10.515 -0.271 £0.263 1.227 0.022 +0.031
L_I) (10 mM AAc)
% Hareketli faz pH:5.78 9.14 -2.234+ 0.006 11.416 3.507 £ 0.174 1.836 0.106 = 0.104
pH’st pH:5.82 9.39 4.332 +0.074 10.612 -2.752 £0.302 1.248 -0.221 £0.235
(pH:5.80)
Kolon sicaklig 32 9.08 -0,344 +£0.015 10.733 -0.271+£0.116 1.662 0.244 +0.038
30°C) 28 10.12 -0.425 £0.016 10.335 -0.262 +0.098 1.325 0.052 +0.116
Akis hiz1 (0.5 0,6 8.66 0.446 + 0.007 12.006 -0.296 £0.75 1.633 -0.28 +0.083
mL/dk) 0,4 10.27 -0.533 +£0.004 10.932 0.425+0.160 1.337 0.144 + 0.035
Tampon 8 mM 9.69 -0.126 = 0.007 11.246 0.964 +0.610 1.338 0.052 +0.142
. Derisimi 12 mM 9.52 0.178 +0.005 10.664 0.111 +£0.775 1.995 0.034+0.134
% (10 mM AAc)
E, Hareketli faz pH:5.78 9.84 -2.247 £0.011 11.337 -3.733 £0.999 1.472 0.242 + 0.337
3 pH’s1 pH:5.82 9.32 4.221 +0.063 10.537 -2.752 £0.302 1.224 0.043 +0.233
(pH:5.80)
Kolon sicaklig 32 9,45 -0.153+0.12 10.535 -0.271 +£0.116 1.316 0.015+0.38
(30°C) 28 8.72 -2.139+0.06 11.822 0.317 £ 0.074 1.221 0.054 + 0.045
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TIP ve TRI c¢ozeltilerinin stabilitesi, farkli kosullar altinda depolama yapildiktan
sonra stok g¢ozeltilerinden 10 pg/mL derisime sahip set ¢ozeltiler hazirlanarak analizleri
yapilmistir. Kisa siireli stabiliteyi degerlendirmek igin bir set ¢ozelti 24 ve 48 saat
boyunca oda sicakliginda, bir bagka set ¢ozelti uzun siirede maddelerin stabilitelerini
degerlendirmek i¢in —20 ° C'de ve 3 hafta boyunca ve donma-g¢oziilme yapilarak
depolanmustir. Tiim ¢oztimler 3’er tekrarli olmak iizere analizleri yapilip elde edilen
sonuglarla %95 giiven seviyesinde geri kazanimlar1 ve %BSS’lar1 bulunmustur. Calisilan
kosullar altinda TIP ve TRI ¢dzeltilerinin stabil oldugunu goriilmektedir. (Tablo 5.12
ve Tablo 5.13)

5.8. Gelistirilen Yontemin Orneklere Uygulanmasi

Analizciler i¢cin metot olusturma siirecinin her basamagi ¢ok biiyiik 6nem tasir ve
kendinden sonra ki asamada daha az soru isaretinin olmasini saglar. Metot optimizasyonu
aslinda metot gegerliliginin daha kolay saglanmasina zemin olustururken yontemin zayif
noktalarinin da kesfini saglar. Metotun tam olarak gecerliliginin saglanmasi ise yontemin
tekrarlanabilir ve uygulanabilirliginin daha kolay olmasi1 anlamina gelir. Ancak tiim bu
sliregten sonra metot gelistiricinin elindeki imkanlar dahilinde numune uygulama
caligmalar1 yapmasi ise kullanima sunulan yontemin kendini bir kez daha ispatlamasi
demektir. Bu ¢calismada bu anlayis benimsenerek LONSURF® analizleri yapilmistir. Bu
analizler ile gelistirilen tam valide edilmis her iki metotunda uygulanabilirligi
gosterilmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 ise Tablo 5.14 ve Tablo 5.15’de verildigi

gibidir.
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Tablo 5.12. 10 ug/mL TIP i¢in karalilik ¢calismalari (n = 6)

Eklenen Kisa donem kararhhk Kisa donem kararhihik Uzun donem kararhhk Dondurma ¢ézme kararhihg:
derisim (24 s, oda sicakhgr) (48 s, oda sicakhig) (3 hafta, -20°C) (3 tekrar)
(ng/mL)
Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
(Ortalama = BSS (%) (Ortalama = BSS (%) (Ortalama = BSS (%) (Ortalama = BSS (%)
GA¥) GA¥*) GA*) GA*)
YPSK 10 10.18 £0.14 0.65 10.72+0.09 0.52 10.45+ 0.09 0.82 10.05+0.09 0.08
MS 10 10.27 + 0.02 0.32 10.39+0.19 0.24 10.69 +0.19 0.65 10.38 £ 0.59 0.42

*%095 Giiven seviyesinde

Tablo 5.13. 10 ug/mL TRI i¢in karalilik ¢alismalari (n = 6)

Eklenen Kisa déonem kararhhk Kisa donem kararhhk Uzun donem kararhhk Dondurma ¢ézme kararhhg:
derisim (24 s, oda sicakhgr) (48 s, oda sicakhig) (3 hafta, -20°C) (3 tekrar)
(ng/mL)
Bulunan Bulunan Bulunan Bulunan
(Ortalama + BSS (%) (Ortalama + BSS (%) (Ortalama + BSS (%) (Ortalama = BSS (%)
GA¥) GA¥) GA*) GA*)
YPSK 10 11.08 £ 0.15 0.68 10.15+0.09 0.33 10.21+£0.35 0.35 10.08 £ 0.09 0.28
MS 10 9.89+0.02 0.45 10.46 £0.42 0.12 10.09 + 0.04 0.19 10.29 +£0.15 0.44

*%95 Giiven seviyesinde

65



Tablo 5.14. LONSURF® tablet analiz sonug¢lar: TIP (n = 6)

Kesinlik Dogruluk
Eklenen (pg/mL) Bulunan SS BSS Geri kazanmim (%) Hata
(ng/mL) £GA* (%) (%)
9.824 9.76 £ 0.044 0.235 0.463 99.35 -4.06
YPSK 12.28 12.64 £ 0.041 0.346 0.475 102.93 -4.62
14.736 14.48 £+ 0.054 0.566 0.138 98.26 -5.33
9.824 9.67 £ 0.082 0.412 0.844 98.43 4.73
LC-MS/MS 12.28 12.22 +£0.136 0.637 0.245 99.51 11.01
14.736 14.57 £0.371 0.045 0.532 98.87 -3.68
Tablo 5.15. LONSURF® tablet analiz sonu¢lar: TRI (n = 6)
Kesinlik Dogruluk
Eklenen (pg/mL) Bulunan SS BSS Geri kazamim (%) Hata
(ng/mL) £GA* (%) (%)
24 23.76 = 0.044 0.148 0.062 99.00 -4.06
YPSK 30 31.24 +0.041 0.342 0.138 104.13 -4.62
36 35.48 + 0.054 0.547 0.442 98.56 -5.33
24 24.47 +0.082 0.084 0.026 101.96 4.73
LC-MS/MS 30 30.22 +£0.136 0.435 0.102 100.73 11.01
36 36.57+0.371 0.783 0.329 101.58 -3.68
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Siv1 kromatografisi, ila¢ endiistrisinde etkili bir sekilde kullanilan enstriimental bir
tekniktir. Ilag endiistrisinin yan1 sira tip, cevre, gida ve tarim gibi birgok alanda kalitatif
ve kantitatif sonuglar almak i¢in yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ve hassasiyetinden
dolay1 oldukga giivenilir ve uygulanabilir sonuglar ortaya koymaktadir. Bu ayirma
tekniginin yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlikte analiz yapilabilmesi i¢in gerek ¢ozelti
hazirlama kisminda gerek de analiz kisminda kullanilan sarf malzemelerin de ayn1 yiliksek
saflikta olmas1 gerekmektedir. Sivi kromatografisi teknigi sabit faz ve hareketli faz
arasindaki etkilesime dayali bir ayirma teknigidir. Bu nedenle sabit fazin da 6nemi
unutulmamali. Sabit fazin dnemiyle birlikte kolon teknolojisi de giin gectikce gelismekte
olan bir teknolojidir. Sivi kromatografisinin diger 6enmli unsuru olan dedektorler yine
giiniimiiz teknolojisiyle birlikte cok farkli alanlarda deteksiyon gergeklestirilmektedir.
Calismalarda hangi dedektor sisteminin kullanilacagini saptamak i¢in hedef maddenin
kimyasal 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle ¢ogu ilag molekiillerinin kromofor
gruplara sahip olmalar1 nedeniyle HPLC teknigi sik kullanilmaktadir. Bunun yanisira sivi
kromatografisinde kullanilan LC-MS/MS sistemleri oldukga yiiksek segicilik, hassasiyet
ve daha diisiik tayin ve deteksiyon limitlerinde ¢alisma imkanlari ile kullanimi cazip hale
gelmektedir. Bu nedenle analizlerde gerek HPLC yontemi gerek kiitle spektrometrisi
yontemi ¢ogunluk olarak kullanilmaktadir. Gerek duyuldugunda her ikisi de birlikte
birbirini tamamlayici olarak kullanilabilmektedir. Bu iki sistemle ayn1 kosullar altinda ve
ayni madde veya maddeler analiz edilebiliyorken ayni zamanda maddelerin bozunma
tirtinlerini belirlemede birbirini destekleyerek daha giivenilir , hassas ve segiciligi iyi olan
saglam sonugclar elde edilebilmektedir.

S1vi kromatografisi temelde ayrim teknigi olarak bilinse de analitlerin kalitatif ve
kantitatif bakimdan da analizleri giivenilir sekilde yapilmaktadir. Bu sayede ila¢ etken
maddelerinin sentezlenmesinde ve ilaglarin tiretiminde, depolanmasinda, sevkiyatinda ve
eczanelerde raflarda bulunma sartlarina kadar biitiin kosullar test edilerek analizleri bu
iki yontem ile yapilmaktadir. Bu sekilde etkin olarak kullanilan sivi kromatografisi
yontemi teknolojiyle birlikte devamli olarak ilerleme gostermektedir. Bunun
gostergelerinden bir tanesi de yiliksek ¢oziintirliiklii kiitle spektrometresi etkin sekilde
kullaniliyor olmasidir. Analiz sonrasinda veri isleme yazilimi ile 0.0000 basamaginda

molekiil kiitlesi ile kalitatif veri sunan bu spektrometre, se¢ilen bir iyonu daha alt yavru
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iyonlarina  pargalayarak hedef molekiilin acik formiiliinii ortaya c¢ikarip
tasarlandirilmasina imkan saglamaktadir. Teknigin su an i¢in benzer pargalanmis iyonlar
iireten hidrokarbonlar1 agik formiillerinin tespiti, optik ve geometrik izomerlerin tayini,
aromatik halkadaki o-, m- ve p- dallanma pozisyonlarini birbirinden ayrilmasi ve analitin
iyonlagabilmesi gibi zayif noktalar1 vardir. Ancak yine de kalitatif analizlerde oldukc¢a
giivenilir sonuglar vermesi ile az madde sarfiyati ve analizcinin deneysel is yiikiinii ¢ok
azaltmasi ile ilag analizlerinde 6nemlidir.

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

Calismada TIP ve TRI kromofor gruplarinin absorbansinin ¢ok siddetli olmamasi
nedeniyle HPLC/UPLC ile elde tayin sinirlari nispeten yiiksektir. Ancak kiitle
dedektoriindeki iyonlagsma karakteristikleri oldukea siddetli olmus ve ng/mL seviyesinde
tayin sinirlarina imkan vermistir. Ayrica kiitle dedektdriinde iyonlagsma 6zelligi iirettigi
bozunma iiriinlerine karakterize olup kalitatif analizi basarili sekilde yapilabilmistir. S6z
konusu caligma giiniimiizdeki formiilasyonlarin analizleri i¢in gerekli bir farmasotik
analiz metotunun sahip olmasi gereken 6zelliklere ve gerekliliklere giizel bir 6rnek olarak

sunulmustur.
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