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OZET

CESITLI SIVI KROMATOGRAFISI YONTEMLERI ILE IVAKAFTORUN TAYINI
VE BOZUNMA URUNLERININ KARAKTERIZASYONU

Saniye OZCAN
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2019
Danisman: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Kistik fibrozis, akcigerlerde yasamsal hasara neden olan genetik bir hastaliktir.
Spesifik mutasyonlarin neden oldugu hastaligin altinda yatan bozunmalar1 gidermeyi
hedefleyen ilk ilag olan Ivakaftor hassas tibbin potansiyelinin somut bir érnegidir. Klinik
deneme calismalari, ivakaftor’'un Kistik fibrozis sonucu olusan deformasyonlari
tyilestirdigini ve hastaneye yatislar1 azalttigin1 gostermistir. S6z konusu bu ¢aligmada,
Ivakaftor’un kantitatif tayini ve bozunma iiriinlerinin kalitatif tayini i¢in bir dizi yeni
analitik yontem gelistirilmistir. Ivakaftor’un Kantitatif tayini LC-DAD ve LC-MS/MS,
kalitatif tespitler ise LCMS-IT-TOF cihazi ile yapilmis ve ayrica gelistirilen metotlarin
ICH Q2(R1) kilavuzuna gore gegerliligi dogrulanmistir. Ivakaftor ve onun bozunma
tiriinlerinin ayrilmas1 kromatografik kosullar kullanilarak gerceklestirilmistir: Bu
kapsamda, C1s fonksiyonel gruba sahip ¢ekirdek-kabuk yapidaki Kinetex® (150 x 3 mm
2,6 um, Phenomenex Co.) sabit faz ile ayrim basarilmistir. Hareketli faz kosullari ise su
icinde %0,1 (h/h) formik asit ve asetonitril icinde %0,1 (h/h) formik asit ¢6zeltileri (27:63
(h/h), pH=2,5) olup; akis hiz1 tiim yontemler icin 0,25 mL/dk’dir. Onerilen yéntemde
matris ile birebir uyumlu ¢ozeltilerde geri kazanim g¢alismalar1 yapilmistir. Genel bir
degerlendirme olarak, yontemlerin diisiik maliyetli sarf malzemelerine ihtiya¢ duyduklari
ve uygulamalar1 kolaydir. Hizli bozundurma ¢aligsmalarinda, mevcut ii¢ tanesi literatiirde
bugiine kadar hi¢ yer almamus, iki tanesi ise ¢gesitli amaglar i¢in sentezlenip CAS numarasi
alinmis olan toplamda bes adet bozunam f{irtinii tespit edilmistir. Her bir {iriinlin yapisi
LCMS-IT-TOF kullanilarak gergeklestirilen yiiksek ¢oztiniirliiklii kiitle tarama analiziyle
dogrulanmustir. Onerilen protokoller, hemen hemen her analitik laboratuarda imkanlar
dahilinde uygulanabilecek yontemlerdir.

Anahtar Sézciikler: Ivakaftor, YBSK, LC-DAD, LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF



ABSTRACT

ANALYSIS OF IVACAFTOR AND DETERMINATION ITS DEGRADATION
PRODUCTS WITH USING VARIOUS LIQUID CHROMATOGRAPHY
TECHNIQUES

Saniye OZCAN
Department of Analytical Chemsitry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2019
Supervisor: Prof. Dr. Nafiz Oncii CAN

Cystic fibrosis is a life-threatening genetic disease that causes serious damage to
the lungs. Ivacaftor, the first drug to target the underlying defect of the disease caused by
specific mutations, is a concrete example of the potential of sensitive medicine. Clinical
trial and registration studies have shown that Ivacaftor improves outcomes and reduces
hospitalizations. In this study, a number of new analytical methods have been developed
and validated for quantitative determination of lvacaftor and qualitative determination of
degradation products. The quantitative determination of lvacaftor was performed by LC-
DAD and LC-MS/MS, and qualitative determinations were performed by LCMS-IT-
TOF. The validation studies of the developed methods were performed according to ICH
Q2(R1) regulations. Separation of Ivacaftor and its degradation products was performed
using the same chromatographic conditions; where the separation was achieved with
Kinetex® (150 x 3 mm 2.6 pm, Phenomenex Co.) stationary phase functionalized with
C1s group. The mobile phase conditions were 0.1% (v/v) formic acid in water and 0.1%
(v/v) formic acid (27:63 (v/v) in acetonitrile, pH = 2.5; the flow rate 0.25 mL/min was
used for the all methods. In the proposed method, recovery studies were performed in the
solutions which are compatible with the matrix one to one. In the degradation studies, a
total of five degradation products have been identified, three of which have never been
reported in the literature up to date, and two of which have been synthesized for various
purposes and obtained CAS number. Their structures were confirmed by high resolution
mass scanning analysis using LCMS-IT-TOF. The proposed protocols are methods that
can be implemented in almost any analytical laboratory.

Keywords: lvacaftor, HPLC, LC-DAD, LC-MS/MS, LC/MS-IT-TOF
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

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

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Saniye OZCAN

Vil
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1. GIRIS VE AMAC

Ilag gelistirmedeki mevcut egilimler, aktif farmasotik bilesik (API) adayi iiretimini
ve degerlendirmesini hizlandirmak i¢in yiiksek hacimli yaklasimlar1 vurgulamaktadir.
Biyomolekiiler taramayi vekombinasyonel kimyay1 igeren ilag kesiflerine dayali
teknolojiler, daha kisa zaman dilimleri ve daha fazla ila¢ aday1 i¢in daha fazla bilgi
iiretilmesini saglamistir. Ozellikle analitik bilimlerde, genel ila¢ gelistirme dongiisii
tizerindeki etki, biiylime ve odaklanma i¢in benzeri goriilmemis firsatlar yaratarak 6nemli
olmustur.

Bu firsatlarin belki de en biiyiik nedeni, numune {iretim oraninin numune analiz
oranini ¢ok astig1 gercegidir. Bu faktorii perspektife koymak i¢in, kombinasyonel kimya
ile 1ilgili etken madde sentez hizint goz Oniinde bulundurmakta fayda vardir.
Kombinasyonel kimya teknolojilerinin ortaya ¢ikmasindan once, bir kimyagerinin sentez
basarisina bagli olarak yilda 50 nihai bilesik ortaya koyabilmekteyken giiniimiizde,
kimyagerler c¢esitli otomatik sentez teknolojilerini kullanarak yilda 2.000’in iizerinde
bilesik tiretebilmektedir. Bu analitik kimyacilara 40 kat1 is ylikii demektir.

Durumun gergekligi belirginlesmis olup numune iiretimi i¢in yeni referanslara ayak
uydurabilecek analitik araglar olmadan, avantajlar tam olarak gerceklesmesinin imkansiz
oldugu ortaya c¢ikmisitr. Bu nedenle, numune iiretimi ve analizi arasindaki iliski ilag
endiistrisinde 6nemli bir konudur. Acikgasi, geleneksel analiz yaklasimlari, numune
tretimindeki carpici gelismelerin yarattigi 6zel ihtiyaclari karsilayamamaktadir.

Yeni teknolojiler ilag gelistirmenin basarisinda 6nemli yere sahiptir ve farmasotik
analiz faaliyetlerini dogrudan etkilemektedir. Kombinasyonel kimya gibi is
istasyonlarinin numune iiretim teknolojileri ile yakin zamandaki entegrasyonu gibi
gelismeler analiz i¢in belirgin sekilde yeni gereksinimler yaratmistir. Sentez ile analizin
birbiri ile uyumlu olma gereksinimi hizli, yiliksek verimli, hassas ve segici yontemlerin
gelistirilmesini ilag analizleri i¢in zorunlu hale getirmistir. Ayrica, izlenen karisimlari
analiz etme yetenegi, tarama yaklagimlariyla uyumlu bir aragsal yapilandirma kullanarak,
onemli bir 6zellik olarak ortaya ¢ikmistir.

Analiz gereklilikleri, hizli bir sekilde numune iiretimindeki bozulmalara uyum
saglamak i¢in adapte edildiginden, ilag endiistrisinde maliyetleri diisiirmeyi ve gelismeyi
hizlandirmay1 hedefleyen yeni bir bilimsel ve ticari kiiltiir gelistirilmistir. Bu faktorler
daha sik ve miimkiin mertebe yeni analiz taleplerini iiretmek i¢in bir araya getirilmistir.

Bu talepler 0Ozellikle analitik enstriimantasyonun ve yeni analiz stratejilerinin
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olusturulmasinin 6nemini ortaya koydu. Ortaya ¢ikan ihtiyaclara ayak uydurmak igin, ilag
analizine uygun yeni araclarin ve uygulamalarin zamaninda degerlendirilmesi esastir.
Degerlendirildiginde, bu analiz araglarinin etkin entegrasyonun zamaninda yapilmasi
engelide asilmistir. Burada, analiz i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi, yeni teknolojilerin
tanitilmasi ve diizene dayali ilag gelisimi icin firsatlar yaratilmasi i¢in etkili bir yaklagim
olmustur.

Bu son egilimler, daha dnce gerekenden daha hizli ve ilag gelistirme dongiisiiniin
daha erken agamalarinda daha 6nce goriilmemis sayida yapisal olarak farkli molekiillerin,
molekiiler ve fizikokimyasal o6zelliklerini belirleme veya Ongdérme ihtiyaci ile
yonlendirilmistir. Bu amagcla farmasotik 6zellikleri arastirmak igin olasi yontemler ve
biiylik veri tabanlarin1 aramak icin veri madenciligi tekniklerinden yararlanilmaktadir.
Oteyandan, yeni deneysel yaklasimlar tipik olarak olduk¢a karmasik yogun matrise sahip
kiigiik miktarlarda analit igeren numuneler iiretmektedir. Bu kombinasyonlarda,
farmasoétik analiz i¢in mevcut metotlara daha biiyiik yiikler getirmektedir.

Pek c¢ok yeni sanayi girisimi, numune hazirlama ve analiz faaliyetlerinin
entegrasyonuna odaklanmis ve ayni zamanda ilaglarin kesfedilmesi, degerlendirilmesi ve
gelistirilmesinde yeni paradigmalar ortaya ¢ikarmistir. Bu girisimlerin temel fikri “daha
aziyla daha fazlasin1 yapmak™tir. Her zaman, numune liretme ile ilgili faaliyetlere daha
fazla kaynak verilme egilimindeyken analiz i¢in daha az kaynak aktarilmaktadir. Bu
nedenlede c¢ok cesitli analize dayali uygulamalar hayata gegirilmistir. Bu uygulamalar
verimi ve verimliligi vurgular. Bu etkinliklerden {i¢ ortak tema ortaya ¢ikmis olup bunlar;

* Bilginin daha erken kullanilabilir olmas1 daha hizli karar verilmesine yol agar.

* Enstriimantasyonun bilgi aglar1 ile entegrasyonu, yiiksek verimli analitik bilgi
tiretimini ila¢ aday taramast ile birlestirmek i¢in popiiler bir yaklasimdir.

* Yazilim, analiz olaylarinin koordinasyonu ve verilerin y0netimi ve
gorsellestirilmesi i¢in giiclii bir kaynaktir.

Analiz yontemlerinde hatir1 sayilir bir biiylime ila¢ gelisiminin hizlanmasi ile
sonuglanmistir. Biyomolekiiler tarama, kombinasyonel kimya ve genomik gibi
teknolojilerle birlestirilen analiz i¢in yeni araglar ve stratejiler, ila¢ endiistrisini kesif
toplama ve gelistirme firsatlarini tiretme konusunda konumlandirmistir.

Riordan ve ekibi 1989 yilinda yaptiklari ¢calisma ile Kistik fibrozis (KF) ad1 verilen
hastaligin sebebini bularak yiizyilin buluslarindan birini gerg¢eklestirmislerdir [1]. KF,

Kafkasyalilarda en sik goriilen otozomal resesif hastaliktir ve Amerika Birlesik



Devletleri’nde yaklasik 28.000 hastayr ve Avrupa’da yaklasik 36.000 hastayi etkiler.
Primer olarak akcigerleri etkileyen, kalin viskoz sekresyonlara ve tekrarlayan solunum
yolu enfeksiyonlarina ve ayrica pankreas, hepatobiliyer sistem, iireme sistemi,
gastrointestinal sistem ve kemikleri de neden olan multisistemik bir hastaliktir [2]. Olim
genellikle enfeksiyonlardan, iltihaptan ve pulmoner hasardan kaynaklanir [3]. Bu
kalitimsal hastaligin paleolitik donemden beri var oldugunu gosteren ¢esitli kanitlar
bulunmustur [2].

Riordan’in ekibi calismada oOrtiisen tamamlayict DNA klonlari, kromozom 7
tizerindeki farazi KF lokusunun bir kismini igeren genomik bir DNA segmentine sahip
epitel hiicre kiitliphanelerinden izole edilmistir. KF ile ongoriilen protein, her biri
membran birlesimi ile uyumlu 6zelliklere sahip bir alan ve ATP baglanmasinda yer
aldigina inanilan bir alan igeren iki benzer motiften olugsmaktadir. KF hastalarinda ise ilk
Ongoriillen niikleotit baglanma bolgesinin  merkezinde fenilalanin  kalintisinin
atlanmasiyla sonuglanan ii¢ baz ¢iftinin silinmesi tespit etmislerdir [1].

Genetik hastaliklar gen dizilimlerindeki herhangi bir eksik ya da yanlis dizilim
sonucu ortaya cikarlar. Bu hatal1 gen ya da genler organizmada sorumlu olduklar
yasamsal islevler i¢in gerekli olan proteinleri ya hi¢ sentezleyemezler ya da bozuk yapida
sentezleyerek ise yaramamalarina sebep olurlar. Sonug¢ olarak organizmada cesitli
sorunlar bas gosterir. Bu bozukluklarin sonuglart mutasyona ugramis gen dizliminin
gorevine gore canlida embriyo halindeyken oliimiine neden olup hi¢ yasam hakki
tanimadigr gibi uzun yillar hayatin1 idame ettirimesine izinde verebilir. Burada asil
onemli olan nokta gen modifikasyonunun organizmaya veridigi hasarin biiytikligi ve
bunun ¢esitli yardimci ya da tamamlayici tedaviler ile tolere edilip edilemedigidir.

Genetik hastaliklarin en biiytik tehlikesi kalitimsal olmas1 ve ¢ogunun mutasyona
neden olan genleri heniiz kesfedilmemis ya da mutasyonun sebep olan seyin ne
oldugunun heniiz tam anlasilamamis olmasidir. Hastaliklarin kalitimsal olmasi nedeniyle
her zaman nesillere aktarim s6z konusu olup artan niifus ile bu mutasyonlari tasiyanlarin
sayisinin artarak her yil birgok bireyin diinyaya gelmesi anlamina gelmektedir.

Cok satan roman Jurassic Park’ta, International Genetics Incorporated’in eksantrik
kurucusu John Hammond birka¢ yanlis hesaplama yapmistir. Genetigi degistirilmis
dinozorlarla dolu bir tema parkinin yaratilmasi bunlardan sadece bir tanesidir. Hammond
romanin bir yerinde lider genetik¢i Henry Wu’ya “insanlik i¢in yeni ilaglar... Her tiirlii

engelle kars1 karsiya. Pazarda is basinda giicler var. Bir mucize ilag yaptigimizi



varsayalim... Bin dolardan bir doz satmak istedigimizi varsayalim. Bunun sizin
ayricaligimiz oldugunu diisiinebilirsiniz. Sonugta, ilact icat ettiniz, gelistirmek ve test
etmek i¢in para 6dediniz; istedigin {icreti alabilmelisiniz. Fakat bir hiikiimetin bunu
yapmamiza izin verecegini diisiiniiyor musunuz?” diye sorar “Hasta insanlar minnettar
olmayacaklar, kizacaklar” diye de ekler. Michael Crichton’un romanini yayinlamasindan
ceyrek yiizyil sonra, Hammond’in argiimam olacak ABD Gida ve ilag Idaresi KF igin
yeni “kiymetli” bir ilag pazarlanmasini test edip ve onaylamistir [4].

Tim wklar1 ve etnik kokenleri etkileyen KF, Amerika Birlesik Devletleri’nde
yaklasik 3.500 canli dogumda yaklasik 1’inde meydana gelen, yagami kisaltan en yaygin
kalitsal hastaliktir. KF kaynakli morbidite ve mortalitenin ¢ogu, ilerleyen hava yolu
tutulumunun sonucudur. Tarihsel olarak KF tedavisi, bozulmus mukosiliyer klirens,
kronik enfeksiyon ve kronik enflamasyon gibi kistik fibroz transmembran iletkenlik
diizenleyici (CFTR) islev bozuklugunun etkilerine odaklanmistir ve ilerleyen
konvansiyonel tedaviler, hastalarin tedavi siiresini kademeli olarak iyilestirmistir ve
yasam siirelerini 40 yila kadar ¢ikartmistir. Bu yetim ilacin ortaya ¢ikisi, CFTR islev
bozuklugunu diizeltmek ic¢in hassas ilaglar, KF arastirmalarindaki en heyecan verici
gelismelerden biridir ve akciger hastaliklarinin seyrini derinden degistirme potansiyeline
sahiptir [5, 6].

ABD Gida ve ilag Idaresi onayl oral ilag ivakaftor (IVA) bdyle bir ilactir. Arizal
gen lirlinliniin, CFTR anyon kanalinin islevini gelistirmek i¢in bir giiclendirici madde
olarak gorev yapar. Bu ilacin baslangigta pulmoner alevlenmeleri azalttigi, ter kloriir
konsantrasyonlarini normallestirdigi ve G551D mutasyonu olan hastalarda yasam
kalitesini ve akciger kalitesini onemli Olgiide arttirdigi gosterilmistir [7]. Vertex
Pharmaceuticals tarafindan iretilen VA, ABD’ninde ilk kez yalnizca tiim hastalarin
kabaca %4’iinii olusturan bu spesifik mutasyon ile KF’li hastalari tedavi etmek i¢in lisans
aldi. Bununla birlikte, KF toplulugu ilaca uygulanan asir1 fiyatla sasirdi: yilda 300.000
dolardan fazlaydi [8]. Kitabin antagonisti tarafindan diisiiniilen hap basina 1.000 dolar
degil, ancak su anda ABD pazarindaki en pahali ilaglardan biri olma 6zelligi tasimaktadir.
Dikkat ¢ekici bir sekilde, endikatorler KF’li hastalarin yaklasik %10’unu kapsayacak
sekilde genislemis olsa da, rekabetin olmamasi nedeniyle IVA’ nin maliyeti zaman i¢inde
diismemistir [4, 9].

Vertex Pharmaceuticals, Kistik Fibroz Vakfi’dan (Cystic Fibrosis Foundation,

KFV) arastirma fonu konusunda 75 milyon dolar yardim alarak IVA’y1 tiretmistir. KFV,
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daha fazla KF arastirmasina yeniden yatirim yapmak istediginden IVA satisindan elde
edilen telif haklarini paylagmistir [10]. IVA uygulama hizinin, yiiksek kargilanma ihtiyaci
ve ¢ogu potansiyel hastanin teshis sirasindaki gen testi ile tanimlanmasi gergegi goz
Oniine alindiginda yiiksek tedavi maliyetine ragmen (hasta basina yillik 294,000 ABD
Dolar1) artmasi beklenmektedir. IVA’nin dogrudan bir rekabeti de yoktur ve bu nedenle
analistlerin ticari potansiyelinden beklentileri yiiksektir. Tahmini diinya capindaki
satiglar, 2012 yilinda ~93 milyon$ ile 145 milyon$ arasinda degismekte olup, 2015
yilinda 750 milyon ile 1,3 milyar$’a yiikselmistir [4, 11].

Iste IVA boyle tartismalarin ortasinda KF’li hastalar umut olmaya ve yasam
stirelerini uzatmaya deva etmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi ilacin rakibinin
olmamasi ve kalitimsal bir hastalik icin olduk¢a basarili sonuclar vermesi nedeniyle
geleceginin olduk¢a parlak oldugu asikardir. Ancak ila¢ piyasaya yeni siiriilmiis bir
bilesik oldugu icin hakkinda farmakolojik, farmakokinetik ve anaitik c¢aligsmalar ¢ok
azdir. Ozellikle ilacin gesitli ortamlarda analizi ile ilgili tatmin edici bir yayin yoktur. S6z
konusu bu ¢alismanin hedefi ilacin kalitimsal bir hastaligi tedavi etmesi ve analizi ile
ilgili tam olarak metot gecerliligi yapilmis herhangi bir ¢alisma olmamasindan dolay1
IVA’nin kapsamli analizidir. Bu amagla etken madde oce ¢esitli ortamlarda hizli
bozundurma prosediirii uygulanarak bozunma firtinleri tespit edilip karakterizasyonlari
yapilmistir. Ardindan bozunma tiriinleri varliginin ¢esitli sivi kromatografisi ile ¢esitli
dedektorlerde analizi igin metot gelistirilmistir. Olusturulan bu yeni yontem var olan tim

metot gecerliligi parametreleri incelenmis ve ara kesinlik ¢alismalar1 yapilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Yiiksek Basarimh Sivi Kromatografisi Teknigi

Kromatografi temelde hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri bakiminda birbirine
cok benzeyen bilesiklerin birbirlerinden ve/veya bulunduklar1 ortamdan ayrilmasini
saglayan tekniklerin biitiinii olup bircok alandaki bilimsel ¢alismalarin vazgecilmez
parcas1 olmustur. Esasinda bir tespit teknigi olmamakla birlikte teknolojinin gelismesi
sayesinde bir¢ok farkli alanda farkli amag i¢in kullanilan cihazlarin bir araya getirilmesi
kromatografiyi de ¢ok farkli boyutlara tasimistir. Kromatografik analizlerin basarisinda
ve bu kadar siklasmasindaki en biiylik pay gelisen dedektor ve kolon teknolojisine aittir.
Kolon fiziksel ve kimyasal ayrimin kalbi dedektor ise taninma merkezidir. Kolon
teknolojinin basit haliyle temelini 1900’lii yillarin basinda bitki ekstrelerindeki
klorofilleri ayirma ugraglariyla Sekil 2.1°de verilen iinlii Rus botanik¢i Mikhail Tswett
atmistir. Yaptigi ¢alismalar giiniimiizde sivi-kati adsorpsiyon kromatografisinin temeli

olarak nitelendirilebilir.

Sekil 2.1. Kromatografik ayrimin temeli ve Mikhail Tswett

Kromatografik ayrimlarda numune her zaman siiperkritik akiskan, gaz ya da sivi
gibi bir akigkan olan hareketli faz tarafindan taginir. Kendisi ile birlikte biinyesine aldig1
numune bilesenlerinide siiriikleyen bu hareketli faz; kati1 ya da kolon gibi bir sisteme
doldurulmus hareketi kesinlikle miimkiin olmayan durgun fazdan geger. Numunedeki
bilesenlerin ayrilmasi ise i¢inde stirikklendigi akiskan ile kesinlikle hareket etmeyen kati
faz arasindaki etkilesimlerine baghdir. Burada s6z konusu olan etkilesimlerse temel
kimyasal ve fiziksel etkilesimler olarak bahsedilen elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler,
¢ozlinirliik, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumlari gibi olaylardir [12].

Kromatografik olaylarin matematiksel kimlik kazandirilmasi ve ayrimdan kantitatif
analizlere gecisinde temelini atan bilim insan1 Hollandali kimya miihendisi Van Deemter

olmustur [13]. Bir ayrimin fiziksel, kinetik ve termodinamik &zelliklerini gbz Oniine
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alarak kolunun birim uzunlugu basina varyansi dogrusal mobil faz hizina gore degistirir.
Bu o6zellikler kolon igindeki yollar1 (eksenel ve boyuna), diflizyonu, sabit ve hareketli
fazlar arasinda kiitle transfer kinetigini i¢erir. Kendi adin1 verdigi esitlik asagidaki gibidir
[14].

H=A+Z+Cxu 2.1)

Yukaridaki denklemde;

H: Tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy difiizyon

B: Boyuna diflizyon

C: Fazlar arasindaki kiitle aktarimai,

u: Cizgisel hiz1 ifade etmektedir.

Yaygin olarak sivi kromatografisi olarak bilinen Yiiksek Basarimli Sivi
Kromatografisi (YBSK), saflik ve ayrica ilaglardaki yabanci maddelerin tespiti i¢in en iyi
tekniklerden biri olarak kabul edilir [15]. YBSK, farmasotik ilaglarin analizi, ilag izleme
ve kalite glivencesi i¢in onemli bir aractir. Asagidaki avantajlar, cihazi 6zellikle ilag
analizleri ¢ok uygun hale getirmistir.

* Gelistirilmis ayrim giicii (¢ok ¢esitli sabit fazlar)

* Yeniden kullanilabilir kolonlar (analiz i¢in birkag kez kullanilabilir)

* Diisiik u¢uculuktaki maddeler i¢in ideal

» Kolay numune alma, isleme ve hazirlama

* Kesinlik ve tekrar tiretilebilirlik

* Analite bozucu etkisi olmayan

YBSK yonteminin amaci, cesitli fiziksel, kimyasal ve fotokimyasal stres kosullar
altinda ilag bilesiginin miktarini belirlemektir. Y 6ntemin ilaca 6zel uygun olabilmesi i¢in
ilag pikinin tiim bozulma {irinii piklerinden ayrilmasi gerekir. Ayrica, yontemin
dogrusalligr ve minimum miktar belirlemesi yapilmalidir. Yontemin miimkiin oldugu
kadar basit olmasi gerekir. Bazi durumlarda (6rnegin, kiral ayirmalar), kolon 6ncesi
tiirevlendirme ters faz YBSK nin segiciligini artirabilir [16].

Sekil 2.2°de goriildiigii gibi s1ivi kromatografisi, mobil fazi yiiksek basingta hareket
ettirmek i¢in pompa, mobil faza numunenin sisteme girisini saglamak i¢in enjektor,
ayrimi elde etmek icin kolon, numune igerisindeki bilesenleri tespit etmek icin detektdr,
veri toplama ve depolama i¢in bir bilgisayar, entegrator veya kayit cihazi gibi bir veri

toplama cihazi bilesenlerini igerir.
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Sekil 2.2. YBSK sistemi

YBSK Pompasinin ana islevi, bir siviy1 (mobil faz olarak da bilinir) belirli bir akis
hizinda, dakika basina mililitre (mL/dKk) olarak ifade edilen birim cinsinden akigini
saglamaktir. Coziicii, yiiksek basing kullanilarak kolondan gegirilir. Pompalar, akis hizini
ve yiiksek basinct korumaya yardimer olduklarindan, YBSK sistemlerinin hayati bir
pargasidir. Dogrudan gaz basinci, siringa tipi, pndmatik ve pistonlu sistemleri iceren
cesitli pompalama sistemleri mevcuttur.

YBSK pompalarinin asagidaki kosullart saglamas1 gerekir:

e 0,1ila10 mL/dk arasinda degisen akis hizlari saglama
e 9%0,5’lik akis tekrarlanabilirligi

e Yiiksek basing iiretmesi

e (Cesitli ¢oziiciiler tarafindan korozyona dayanikl

Analitik ayirmalar i¢in kullanilan kolonlar genellikle 2 - 5 mm ¢apa ve 30 - 300 mm
uzunluga sahip olup dolgu malzemelerinin boyutlart 3 ile 10 um arasinda kiigiik
parcaciklardir ve sabit faz olarak bilinir. Sabit fazin yapisindaki bir degisiklik (kolon tipi.
Sekil 2.3), alikonulma, segicilik ve ayirmayi, buda analitin segicilik ve ayrimini
etkileyecektir. Kolon dolgu materyaline bagli sabit fazlar, silika ylizeyindeki silanol
gruplarinin organo silanlarla reaksiyonu ile elde edilir. Sekil 2.3’de goriildiigii gibi kolon
polaritesi, bagli fonksiyonel gruplarin silis ylizeyine polaritesine baglidir. Kiral duragan

fazlari, rasematlarin enantiomerik ayrilmasinda kullanilan 6zel tip duragan fazlardir [17].
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Sekil 2.3. Sabit faza baglanan cesitli fonksiyonel gruplar

Yilda sadece birka¢ kolon kullanan, kolon dolgu materyali sentezlemeyen, bir
kolon iiretme igine ilgisi olmayanlar i¢in hazir kolonlarin satin alinmasi daha uygundur.
Ancak giiniimiizde kolon tiretim teknolojisi ile analizlerin yapilmasi daha dogrusu kolon
kullanimi arasinda ugurumlar vardir. Bu nedenle kolon iireticileri ile kullananlar1 arasinda
yazil1 garanti denilebilen bir haberlesme sistemi kurulmustur. Bu kolon kataloglar1 veya
brosiirleri beklenen performansi ve performansi 6lgmek igin kullanilan kromatografik
kosullar1 agiklamaktadir. Cogu kolon f{ireticisinin {iriinlin performanst Onceden
belirlenmis olup belirtilen sartlar altinda da garantili performansi saglar. Teslim edilen
kolon iizerinde galisan gergek bir test kromatogrami da buna dahil edilmistir. Hatta bazi
kolon ftreticileri kolonla birlikte bir miktar test numunesi gonderir. Bu imkani
saglayamayan firmalarin ise gonderdikleri kolon test brosiirinde yer alan
kromatogramdaki test bilesenleri kullanicinin laboratuvarinda sik¢a bulunan basit
bilesiklerdir. Nadiren, test bilesigi, kolon belirli bir ayirma icin gelistirilen 6zel bir kolon
(6rnegin, sakarit kolon) olmadig siirece, alicinin analiz edecegi ile aynidir [18].

Firma tarafindan gonderilen kromatogram, genellikle, kolon basina veya metre
basina teorik plakalar (HETP), kromatografik test kosullar1 (izokratik ya da gradient akis
hiz1 modu, mobil faz bilesimi ve akis hizi, test numunesi bilesenleri, kolon geri basinci,
test bilesenlerinin k degerleri, pik asimetrisi, segicilik, enjeksiyon hacmi ve miktar1) gibi
sistem uygunluk parametrelerini igerir. Kolon satin alindiktan sonra kolonun gonderildigi
gibi oldugundan emin olmak icin bu test kromatogrami tekrarlanabilir. Bu ayn1 zamanda

kolonda analiz yapilirken herhangi bir rutin dis1 degisiklik gozlendiginde ya da kolon



beklemeye alindiginda yapilmasi onerilir. Bazen, Ol¢iilen kolon performansi verilen

kromatograminkiyle eslesmiyorsa bu performans uyusmazlig;

e Kolon sevkiyat sirasinda hasar gérmesi

e Kolon, orijinal test numunesi ile mevcut test numunesi arasinda degisiklik (bagh faz
kaybi, aktivite degisikligi, cokme ...vb.)

e Alicinin laboratuvarinda kolonu test etmek i¢in kullanilan cihazin, tiretici tarafindan
kullanilanlardan farkli olmasi (61t hacim, band genislemesi, dedektoriin yavas sinyal
toplamast ...vb)

e Plakalarin 6l¢limii, orijinal kromatogramda ve kullanicinin test kromatograminda
farkli sekilde yapildigini gésterebilir [18, 19].

YBSK yontemi gelistirme sirasinda en biiyiik zorluklardan biri istenen segiciligi,
tekrarlanabilirligi ve kararliligi saglayacak olan sabit faz se¢mektir. Kolon seg¢imi,
piyasada 600'den fazla ters faz sivi kromatografisi (RP-LC) kolon markasi
bulundugundan zorluklar ortaya g¢ikarmaktadir. Kolonun seciciligi ve enjekte edilen
bilesiklerin pik sekilleri, kolonun 6zelliklerine biiyilik 6l¢iide baglidir. Sabit fazlarin en
onemli oOzelliklerinin 1iyi anlagilmasi, yontem gelistirme sirasinda ortaya ¢ikan
kromatografik sorunlarin hizli bir sekilde ¢oziilmesini kolaylastirir (6rnegin kotii pik sekli
veya zayif ¢oziiniirliikk). Kolon verimi, hidrofobiklik, silanol aktivitesi, iyon degisim
kapasitesi, sterik secicilik ve metal safsizliklarinin miktar1 gibi 6zellikler oldukga basit
kromatografik testlerle karakterize edilebilir. Testlerin temsili parametrelerinin
hesaplanmasi, bir sabit fazlar1 benzer veya farkli karakteristiklere sahip olarak
siiflandirmay1 saglar. Bir kolonun benzer bir segicilik kolonu veya farkli bir sabit faz ile
degistirilmesi gerektiginde, kromatografik faz smiflarimin dikkate alinmasi yararl
olabilir. Bu gibi kromatografik test prosediirleri, bir kolonun Omriiniin herhangi bir
zamaninda performansini kontrol etmek i¢in de kullanilabilir. Sekil 2.4’de analiz edilecek
numunenin tiirtine gore segilebilecek sivi kromatografisi teknigi ve sabit faz se¢imi ile

ilgili siniflandirma verilmistir.
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Numune SK Teknigi Kolon se¢imi

Ters faz-lyon ¢ifti (nétral ve yiiklii Cis, Cs, Cg, Cs, Cp, TMS,
bilesikler ayn1 analiz edilebilir) CN, amino (karbonil bilesikler
i¢in degil, fenil Hamilton PRP-
. . 1, Phy.13)
Asidik/baz
Iyon bastirma
Iyon degisim Giiclii anyon degistirici
Iyonize / Anyonik Giiclii katyon degistirici
olabilen Katyonik

Normal Faz Bagli fazin polaritesini
/ arttirma
Notral

T ———  TersFaz Bagli fazin polaritesini
arttirma

Sekil 2.4. Kolon se¢im akig semasi

Gilintimiizde kolonlar her iki ucunda somun sistemine sahip olup dedektor ve
enjeksiyon haznesine vidalama yontemi ile baglanir. Kolon gdvdesi ¢ogu zaman
paslanmaz ¢elikten yapilmis olup ¢ok azi plastik materyaldir. Kolonun kromatografi
sistemine baglanmasi i¢in genelde el mukavemeti yeterli olurken bazen anahtarla hafif
bir stkma islemi de gerekebilir. Kolonun sisteme tam oturmasinin pik morfolojisine etkisi
dogrudandir. Sekil 2.5 de genel bir kolon iskeleti verilistir. En yaygin kullanilan kolon
dolgu malzemesi, dar gozenek boyutu, yiiksek mekanik mukavemeti, yiiksek verimi,
bazik bilesiklerin ayrilmasi sirasinda sorunlara neden olan c¢oziiclilerin ve yiizey
asiditesindeki degisiklikler nedeniyle boyutlarda degisiklik gdstermeyip (6rnegin sigme)
diren¢ saglamasi nedeniyle silika bazli dolgu malzemesidir. Ayrica daha diisiik geri
basing olusturur, daha genis bir pH araligina sahiptir ve ayrica yiiksek pH’da olduk¢a
bazik ¢oziinen maddeleri ayirmak ig¢in kullanilabilir. Sisen parcaciklar, gradient

eliisyonunda daha belirgin olabilir [17].
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Sekil 2.5. Genel kolon iskeleti [47]

Dolgu malzemesinin sekli kiiresel veya diizensizdir. Kiiresel sekil daha giicli,
dayanikli, yiiksek verimli ve YBSK i¢in en uygun olanidir, diizensiz sekil ise yiiksek geri
basing ve pik asimetrisi tiretir. Ayni zamanda kolon i¢inde kesintisiz diizenli hareketli faz
akis1 daha keskin piklere, yiiksek verimli ve etkin ayrimlara olanak saglar. Sekil 2.6’da
kiiresel tekdiize dolgu materyaline sahip kolonla tekdiize olmadigi i¢in diizenliligi

saglayamamis kolon arasindaki hareketli faz akis1 farki agikga gortinmektedir [20].

> ~:
L NN &lib
1111 1111

Sekil 2.6. Kiiresel tekdiize dolgu materyaline sahip kolonla tekdiize olmayan kolon arasindaki hareketli
faz akisi fark:
1939’da Martin, kiiciik taneciklere sahip paketlerin artan ayrim verimliligi i¢in

gerekli olacagin1i ancak bu gibi kolonlarin ¢alismasi i¢in daha yiiksek basing
gerektirecegini belirtmistir. 1960°tan 6nce, kromatografi i¢in partikiiller genellikle >100
um ¢apa sahipti ve polimerik kiirelerden veya diizensiz silikadan (ezilmis silika elenerek
hazirlanir) olusmaktadir. Polimerik malzemeler tipik olarak daha diisiik plaka sayisi
verdiginden HPLC kolonlar1 i¢in inorganik oksitler (esas olarak silika) tercih edilmistir.
[k énce HPLC kolonlari, camla kaplanmis boncuklar (6rnegin, Pellosil) veya gézenekli
bir silika tabakasi1 (6rnegin, Zipax) ile kaplanmis tanecikler kullanilmistir. Sabit fazin
kalinligim azalmis ve boylece sabit faz i¢cindeki difiizyon mesafesini azalttigindan daha
yiiksek tabaka sayilar1 elde edilebilmistir. Ancak bu yiiklenen numune miktarinin

azalmasma neden olmustir. Dar boyutta bir aralikta daha kiiclik, tamamen gozenekli
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parcaciklarin daha verimlilik (ayrica stiin yiiklenebilirlik) saglamasi beklenmis, ancak
bu tiir pargaciklar elenerek tiretilememistir. Ancak 1970 yillarinda Merck markasimin 5-
10 um boyutlarinda diizensiz silika taneciklerini piyasaya stirmesiyle kolon teknolojisinin
onii acilmistir. S1vi kromatografisinin gelistirilmesi yeni kolonlara dayanmaktadir. Bu da
yeni dolgu materyalleri, yeni sabit fazlar (kaplama) ve kolon paketleme prosediirler
gerektirmektedir. 1994’ten 6nceki kolon gelismeleri hakkinda ayrintili bilgi olarak Tablo
2.1’de bu kolon yeniliklerinin bir¢ogu pazara giris tarihleri ile birlikte 6zetlenmistir [17,

21].

Tablo 2.1. Ticari YBSK kolon gelistirmede bazi onemli noktalar [17]

Tarih? Kolon Ozellik Marka
1967 Pellodil Pelikiiler iyon degisim (40 um) Northgate
1969 Zipax Gozenekli silika (40 um) DuPont
1971 MicroPak Diizensiz gozenekli silika (5-10 um) Varian
1972 Zorbax Kiiresel gozenekli silika (7 pum) DuPont
1972 Permphase Silan fazi (7 um) DuPont
1973 u Boundapak C18 Silan fazi (10 pm) Waters
1978 SynChropak GPC100  Jel gegirgenlik kolonu SynChrom
1988 Rx-silica B tipi silika DuPont
1989 StableBond Kararli bagli faz DuPont
1994 Hypercarb Gozenekli grafit karbon Hypersil
1996 ZirChrom PBD Zirkonyum pargaciklar Keystone®
2000 SilicaRod Monolitik kolonlar Merck
1999 XTerra Hibrit par¢aciklar (3-5 pum) Waters
2003 Rapid Resolution Gozenekli silika (1,8 wm) Agilent
2004 Acquity Gozenekli silika (1,8 pm) Waters
2007 Halo Kat1 ¢ekirdek igeren partikiiller (2,7 um) AMTE®

aTamtim yili, "Zirchrom tarafindan iiretilip, Keystone Scientific tarafindan pazarlanmaktadir, Advanced

Materials Technology.

Kolon diinyasinda en carpic1 gelismelerden birsi ise Alman bilim insan1t Werner
Stober ve ekibi tarafindan 1968 yilinda silika taneciklerinin 50-2000 nm araliginda
tekdiize ve kontrollii sekilde sentezlenmesini kesfetmeleridir. Bu calisma kolon
diinyasina ayn1 zamanda core-shell ifadesiyle gozenekli, tekdiize ve istenilen boyutta
silika nano pargaciklarini da kazandirmistir. Bu bilim insanlarina silika nano taneciklerini

kontrol etme kabiliyeti kazandirmis ve artik istenildigi gibi sentezlenmeye baslanmstir.
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Bu kolonlarda analitik basariy1 saglayarak kromatografiyi kantitatif gotiiren diger bir
onemli adim olarak goriilebilir. Cilinkli gdzenekli kolon dolgu materyali demek yilizey
alanin artmasi ve dolayisi ile kolon i¢i etkilesimlerin diger bir ifadeye adsorpsiyon icin
mevcut teorik plaka sayisini arttirmasi demektir. Bu nedenle giinlimiizde gbézeneksiz
dolgu yerine tercih edilmektedir. Bu tip kolonlarda ayn1 zamanda geri basingta oldukca
diisiik olup daha saglam olduklar1 i¢in kan, idrar, beyin ...vb kompleks matrise sahip
numunelerin analizinde hayat kurtarirlar [20, 22, 23].

Kolon dolgu materyali olan daha biiyiik pargaciklar diisiik geri basing yaratir ve
daha uzun 6miirli olduklar1 i¢in daha ekonomiktirler. Kiigiik pargaciklar daha verimlidir
ve daha sivri pikler elde edilir. Partikiil biiytikliigii 3-5 um olan analitik kolonlar, cogu
YBSK ayirma yonteminin gereksinimlerini karsilar. Analitik kullanim i¢in, bir kolon
normal gozenek boyutlar1 70-120 A arasindadir. Protein ve sentetik polimerlerin
ayriminda, kolonun gdzenek biiyiikliigii daha fazla olup 300 A, 500 A, 1000 A veya daha
biiyiik olabilir.

Kolonun dolgu materyalindeki yiiksek karbon igerigi giiclii tutma kabiliyetine
neden olur, ancak iiretim partileri arasindaki tekrar tiretilebilirligin korunmasi i¢in karbon
igerigi miktarinda tutarlilik olmalidir. %12 - %20 normal karbon igerigidir.

S1v1 kromatografisinin gelistirilmesi yeni kolonlara dayanmaktadir. Buda, yeni
dolgu materyalleri, yeni sabit fazlar (kaplama) ve kolon paketleme prosediirler
gerektirmektedir [20]. Tablo 2.2’de bu kolon yeniliklerinin birgogu pazara giris tarihleri
ile birlikte Ozetlenmistir. Mono-fonksiyonel silan baglanma reaktifi daha iyi
tekrarlanabilirlik i¢in yaygin olarak kullanilir. Silanol grubu, giiclii bir amin bilesigi
absorplayicisi oldugu i¢in, yiizey lizerinde artik silanol grubu tutan modifiye silika jel
(6rnegin, ODS, Csg) gibi bilesikler korunur. Silika destek yiizeyinde kalan artik silanol
gruplarinin az miktarda silan ile tamamen reaksiyona sokulmasi islemi yani
trimetilklorosilan, dimetildiklorosilan, vb., son kapatma olarak adlandirilir ve bu artan
silika kaplamasmin ¢oziinen maddeler ile istenmeyen etkilesimlerinin azaltilmasina

yardimci olur [24].
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Tablo 2.2. En sik kullanilan kolon dolgu materyalleri [17]

Dolgu Materyali

Kimyasal Ad1

Gayriresmi Kisaltmasi

Oktil

Si-(CH2)7-CHs

Cs

Oktadesil Si-(CH3)17-CHj3 Cis
Fenil Si-(CH:)3-CsHs CeHs
Siyanopropil Si-(CHy)s-CN CN
Aminopropil Si-(CH2)3-NH2 NH,
Diol Si-(CH2)3-OCH(OH)-CH»-OH

Pentafloro fenil Si-(CHy)3-CeFs PFP

Pek c¢ok karsilastirmali YBSK yontemi, spektrofotometrik dedektorlerin
kullanilmasimi gerektirir. Boyle bir detektdr, kolonun ucuna monte edilmis hiicre
icerisindeki bir akistan olusur. Bir ultraviyole 1ginim1 hiicre i¢inden ve detektérden geger.
Bilesikler kolondan ayrildikga hiicre igerisinden gegerler ve radyasyonu absorplayarak
oOl¢iilebilir enerji seviyesi degisikliklerine neden olurlar. Sabit, degisken ve ¢ok dalga
boyu dedektdrleri yaygin olarak bulunmaktadir. Sabit dalga boyu detektorleri, diisiik
basingli bir civa lambasiyla yayilan tek bir dalga boyunda, tipik olarak 254 nm’de calisir.
YBSK i¢in ideal bir dedektorii;

e Kararh ve tekrarlanabilir

e Yiiksek derecede hassaslik

e Genis bir aralikta dogrusallik ve hizli cevap

e Giivenilir, kolay tahrip olmayan ve kullanim1 kolay

e Tiim analitlere benzer sekilde cevap verme veya bazi analitlere se¢ici olarak
cevap verme Ozellikleri tanimlar.

Yansitma optigi ile birlikte tarama spektrofotometresine sahip en yeni UV/Vis
dedektorleri, tiim kromatogramai segilen bir dalga boyunda gortintiillenmesini saglarlar. Bu
dedektorler, yiiksek hassasiyet (10 g/mL), az miktarda numune ile tespit etme yetenegi,
genis konsantrasyon araliklarinda dogrusallik, gradient ayrimlarda kullanilabilirlik gibi
avantajlara sahiptir. Siirlamalart ise, secilen dalgaboyu bolgesinde 15181 absorplamayan
bilesikleri tespit edememeleridir [25]. Bu tiir absorplamayan yiiklii bilesiklerin tespiti
i¢cin, kolondan ¢ikan tiirlerin ve numunenin iletkenligini 6l¢mek iizere iletkenlikteki
degisikligi olgen iletkenlik detektorii kullanilabilir. Bu tip dedektorler 6zellikle iyon
degisimi kromatografisi i¢in en iyisidir, ancak etkinligi elektrokimyasal hiicre kararsizlig1

ile sinirlanmaktadir [26].
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Refraktif indeks dedektdrleri, kolon eliisyonundaki analite karsi referans mobil
fazin kirilma indeksindeki farka bagli olarak, kromatogramda pikleri ayrilmis bilesenlerin
tespiti i¢cin kullanilir. Tim ¢6ziinenlere cevap veren, giivenilir, akis hizindan
etkilenmeyen ve daha az hassas ancak sicaklia kars1 olduk¢a hassas olan bir tekniktir.
Ancak iz analizi i¢in kullanigh olmayip, calisma prensibi nedeniyle gradient eliisyonla da
kullanilamaz ve pahali bir detektordiir [17].

Yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonuna giren bilesikleri tayin ve tespit etmek
i¢cin elektrokimyasal dedektorler kullanilabilir. 1022 ile 10™® g/mL arasinda hassasiyet
gosterirler. Yiiksek hassasiyet, kullanim kolayligi avantajlarindan olmasina ragmen
mobil fazin iletkenligi, oksijen, metal kirliligi ve halojeniirlerden arindirilmas1 gereklidir
[26].

Eliisyon Modlari:

e izokratik eliisyon: Sabit bir hareketli faz kompozisyonun kullanilmas1
e Gradient eliisyonu: Mobil faz bilesimi zamanla degisir

Izokratik Mod: Genellikle bir pompa kullanabilir. Tek tip ¢dziiciiler kullanilir.
Karistirma haznesi gerekli degildir. Cogunlukla rutin analizler i¢in kullanilir. Esnekligi
sinirl oldugu igin arastirmalarda pek tercih edilmez. Izokratik eliisyonun dezavantajlari:

e Calisma siiresini arttirir.
e Son ¢ikan piklerin hassasiyetini azaltir.

Gradient Mod: Cikista hepsini birden karistirabilen ¢oklu pompalar kullanildigi i¢in
cok degisken hareketli faz bilesimleri elde edilebilir. Genel olarak, kuaterner sistemler
icin ikili sistemler kullanilir. Polarite indeksi genellikle mobil fazin degismesiyle degisir.
Kolona takilan bilesenler en iyi bu mod ile ayristirilabilir. Ancak her analizden sonra
kolonun baslangi¢ kosullarina tekrar dengelenmesi gerekmektedir. Gradient eliisyonunun
dezavantajlart:

e Her analizden sonra kolonun tekrar baslangic kosullarina sartlanmasi
gerekir.
e En az iki ¢oziicli kapasitesine sahip pompa gerektirir
e Bazi dedektor tiirleri i¢in uygun degildir (RI, EC)
2.1.1. YBSK Tiirleri

S1v1 kromatografisindeki ayirma modlarinin geleneksel siniflandirmasi otoriteler

tarafindan yapilmistir.
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Normal-faz kromatografisi, polar durgun fazin polar olmayan hareketli faz ile
birlikte kullanilmasini gerektirir. Bu teknikte yaygin olarak kullanilan sabit fazlar, silika
ve ¢esitli polar-bagli fazlar (siyano, diol, amino) i¢erir. Burada tutma, sabit faz yiizeyinin
aktif bolgeleri icin ¢Oziinen ve ¢ozlicii molekiiller arasindaki rekabet¢i adsorpsiyonun
sonucudur.

Ters-fazli kromatografi de ise tam tersi miimkiin olup, polar olmayan bir sabit faz
ve bir polar hareketli fazin kullanilmasin1 gerektirir. Mobil faz su, metanol, asetonitril
veya tetrahidrofuran olabilir. Modern ters fazli sivi kromatografi i¢in sabit fazlar tipik
olarak silikaya kimyasal olarak baglanmis organik bir fazdan olusur. Standart Cs, Cis
veya fenil kolonlar1 normalde ters fazli kromatografi kullanilarak bilesiklerin ayrilmasi
icin kullanilir. Hareketli faz hazirlanirken kullanilan bazi organik ¢éziiciiler ile fiziksel

parametreleri Tablo 2.3’de verilmistir [17].

Tablo 2.3. En stk kullanilan ¢oziiciilerin genel ozellikleri

Coziicii KI UV Gozlenebilme (nm) Viskozite (cP) KN (°C) P’
n-Hekzan 1,375 210 - 68,7 0

Diklorometan 1,424 245 0,44 41,0 3.4
Tetrahidrofuran 1,408 222 0,55 65,0 4,2
Asetonitril 1,344 210 0,37 80,1 6,2
Izopropanol 1,380 210 2,30 82,4 4,3
Etanol 1,361 210 1,20 78,5 5,2
Metanol 1,329 210 0,60 65,0 6,6
Etilen glikol 1,427 210 19,90 198,0 54
Asetik asit 1,372 251 1,26 118,5 6,2
Su 1,333 <190 1,00 100,0 9,0

KI: Kirtlma indeksi; UV gozlenebilme: Bu dalga boyunun altinda ¢6ziicii kullanilamaz; KN: Kaynama noktast;

P’: Polarite indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan.

Ters faz kromatografisinde tutma, adsorpsiyondan ziyade, bir boliimleme prosesine
tabi tutulur. Bu boliimleme, ¢6ziinen maddenin duragan faz ile hareketli faz arasindaki
kimyasal potansiyel farki ile diizenlenir ve ¢6zlinen maddenin her iki fazdaki enerjisi de
onemlidir. Ters ve normal-faz sivi kromatografi tekniklerinin temel farklar1 Tablo 2.4°de

verilmistir.
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Tablo 2.4. Ters ve normal-faz sivi kromatografi tekniklerinin temel farklar:

incelenen Ozellik Ters Faz Normal Faz
Sabit faz polaritesi Diisiik Yiiksek
Hareketli faz polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Kolonu terk etme sirasi En polar 6nce En apolar 6nce

Hareketli fazin polarite artis etkisi ~ Eliisyon zamanini arttirir  Eliisyon zamanini azaltir

Iyon ¢ifti kromatografisi, numune bilesenleri iyonize oldugunda kullanilir ve ayrica
bu bilesenler iyon ¢ifti reaktifiyle etkilesime girebilir. Bu, alikonulma ve ayrimin
oncelikle mobil fazin pH, iyon-¢ift reaktif se¢imi ve iyonik gii¢ olarak konsantrasyonu
Ozelliklerinden etkilendigi anlamina gelir. Burada kullanilan sabit fazlar, ters faz
kromatografide kullanilanlardan bazilaridir.

Iyon degisimi kromatografisi, suda ¢oziiniir ve iyonlasabilir bilesikleri ayirmak icin
kullanilir. Katyon degisim re¢ineleri normal olarak aminler gibi bazik maddeleri ayirmak
icin kullanilirken, anyonik degisim regineleri fosfat, siilfonat veya karboksilat gruplar
gibi bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilir.

Ilag etken maddelerinin insan ya da hayvan viicudunda hedef bolgelere varmak icin
en az birkag membrandan ge¢cmeleri gerekmektedir. Bu membranlarsa genelde fosfolipit,
kolestrol, hidrofobik segment ...vb gibi yag yapisinda olan apolar bilesikleri ihtiva
ettiklerinden dolayr API’lerinde apolar yapida olma zorunlulugu vardir. Bu ilag etken
bilesigin kan, gida gibi polar fazlarla pek etkilesmeden hedef membranlara yonelmesinide
saglar. Nitekim gilinlimiizde etkinligi ¢ok yiiksek olan API’lere bakildiginda istisnalar
hari¢ hemen hemen hepsi apolar yapidadirlar. Bu nedenle ilag analizlerinde gogunlukla
ters fazli sivi kromatografisi tercih edilir ve analizlerde oldukca basarili olup gliniimiizde
ozellikle kiitle dedektorii gibi gelismis teknikler sayesinde 250°den fazla kalintinin
analizlerinin yapilabildigi caligmalar ortaya ¢ikmaya baglamistir [27].

2.1.2. Ters fazh Sivi Kromatografisi icin Yontem Gelistirme

Ters faz sivi kromatografisinde sabit faz i¢in genellikle C1g ya da Cg gibi apolar
kolonlar secilirken hareketli faz oldukca polar yapida olup bilesenlerden biri muhakkak
sudur. Bunun disinda hedef analitin apolar olmasi nedeniyle hareketli faz ile etkilesimin
tamamen kopmamasi, gokmelerin yagsanmamasi i¢in nispeten apolar 6zelligi olan ama su
ile de karisabilen metanol, asetonitril gibi bir hareketli faz bileseni daha segilir. Asetonitril

apolar 6zelligi fazla olmasi ama ayni1 zamanda suyla i1yi karigsabilmesi, belli oranda
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tamponlarida tagiyabilmesi nedeniyle daha sik tercih edilir. Clinkii ¢gogu zaman metanol,
apolarligi nedeniyle kolonla fazla etkilesime girmis analitleri uygun kromatografik ayrim
siiresinde c¢ikartamayabilmektedir. Metot gelistirme siirecinde yer alan adimlar Sekil

2.7°deki akis semasinda gosterilmistir.

Literatiir tarama

Numuneyi ¢ozme

Kolon segimi

Dedektor se¢imi

(Uygun dalga boyu ya da yavru iyon se¢imi)

Hareketli faz segimi

Bozundurma g¢aligmalari

Metotta ince ayarlamalar

HPLC ile ilgili maddelerin belirlenmesi

HPLC ile numune analizleri

Method gelistirme raporu

Sekil 2.7. Metot gelistirme semasi

2.2. Ayrimin Optimizasyonu

Ters fazli YBSK bir metodu optimize etmek icin birden fazla parametre sunar.
Tersine ¢evrilmis faz YBSK ile ayrimi planlamak i¢in analistin hem sabit faz hem de
arastirilan analite uygun bir hareketli faz se¢gmesi gerekir. Ek olarak, analist, numune sabit
faz kolonundan detektore gegerken analit piklerinin keskinligini koruyacak

kromatografik kosullar1 da tantmlamalidir. Ayrilmanin optimizasyonundaki ilk girisim,
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timit verici kosullarin secilmesini gerektirir. Bu kosullar, onerildigi gibi genel bir
kiimeden baglayarak, birka¢ segenek incelenerek elde edilebilir.

Coziicl kuvvetini optimize etmek i¢in, muhtemelen ¢ok giiclii olan bir hareketli faz
ile baslamak ve art arda gelen islemler arasinda kapasite faktoriini (k) artirmak igin
¢oziicii kuvvetini azaltmaktir. Coziicli kuvveti numune i¢in uygun sekilde ayarlandiktan
sonra, arastirilabilecek bir sonraki ayrim parametresi segiciliktir (o). Cogu durumda,
sadece degisen ¢oOziicii kuvveti ile tatmin edici bir ayrim elde etmekte miimkiindiir.

Bu genellikle daha az polar ve orta polar iyonik olmayan ¢oziinen maddeler gibi
basit ve kolayca c¢oziilen numuneler icin yeterlidir. Ancak iyonik ve iyonlagabilir
bilesikler iceren numuneler i¢in, ¢oziicii kuvvetindeki degisikliklerin yani sira, segicilik,
tutmayr veya pik seklini optimize etmek i¢in baska birka¢ ayirma degiskeni de
degistirmek gerekebilir. Daha yaygin kullanilan degiskenlerin bazilar1 Tablo 2.5°de

listelenmistir.

Tablo 2.5. Seciciligi degistirmek i¢in kullanilan degiskenler

Degisken Yorum

Organik ¢oziici Metanolden asetonitril veya THF’ye degisim siklikla ayrilmasinda biiyiik
se¢imi degisikliklere neden olur.

Mobil faz pH A’da bir degisiklik, iyonik veya iyonlagabilen bilesikler iceren numuneler i¢in

pik ayrimi1 lizerinde biiyiik bir etkiye neden olabilir

Organik faz yiizdesi Genellikle tutma ve ayrilmada dnemli degisiklikler saglar.

Kolon tipi Bu, ters fazli LC (Cag, Cg, fenil, siyano, trimetil vb.) i¢in birlesik faz se¢imi
anlamina gelir.

Hareketli faz katki En c¢ok kullanilan katki maddeleri arasinda amin degistiricileri, asit

maddelerinin derisimi  degistiricileri, tamponlar ve tuzlar bulunur.

Sicaklik Sicaklik, pik ayrimimi kontrol etmek amaciyla 0 ila 70 °C arasinda degisebilir;
25-60 C sicaklik ise daha yaygindir.

Secicilik degisikliklerinde bazen bir organik c¢oziicliniin bir bagkasiyla yer
degistirmesi istenebilir. Coziicli giicli monografi, ters fazin hareketli faz bilesenlerinde
¢oziiciiniin bu sekilde degistirilmesi igin gerekli bilgileri saglar.

Sabit faz optimizasyonu ayni zamanda ters faz icinde bir secenektir. Ters faz
ayrimlarda oktadesil ve oktil en yaygin kullanilan fazlardir ancak siyano, fenil kolonlar1
da siklikla kullanilir. Istenilen ayrimi elde etmek icin test edilen her kolona mobil faz

optimizasyon deneyleri yapilmalidir.
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Asidik veya bazik bilesikler igeren numuneler igin alikonulma, tamponun hem
iyonik kuvvetine hem de pH’sina bagli olarak degisebilir. pKa degerleri, ters faz
kromatografi ile ayrilacak bir grup bilesik i¢in bilinirse ve bu pKa degerleri farkliysa, o
zaman %2 birime yakin bir pH degerinin, karisimin ortalama pKa degerinin 1yi bir ayirma
saglamasi muhtemeldir. Asit, baz veya tuz igeren numuneler durumunda ters fazli
hareketli faz i¢in literatiirde 6nerilen katki maddelerinin ilavesi gerekebilir.

Ters fazli sivi kromatografisinde numune bilesenleri izin verdigi zaman 30-60
°C’lik bir sicaklik uygun goriinmektedir. Ortam kosullarina kiyasla bu sicakliklarda
islem, teorik plakalar acisindan kolon verimini genellikle iki katina ¢ikarir.

Cozicii kuvvetini korumak i¢in ¢esitli organik ¢oziiciilerin farkli konsantrasyonlari
gerekebilir. Mobil faz pH’sinin degismesi, eger numunedeki bilesenler asit veya baz ise,
ters fazli YBSK’de seg¢ici olarak ayrimi biiyiik 6l¢iide degistirebilir.

Hareketli fazda tamponlama veya pH ayari, numune bilesenlerini iyonize olmayan
bir formda tutarak pik genislemesi azaltma amaciyla iyon baskilamasi i¢in kullanilir.
Numune zayif bir baz oldugunda, pKa<8, iyon bastirma teknigi asidik tampon ilave
edilerek kullanilabilir. Bu etkisizse, alkil siilfonik asit gibi iyon ¢ifti reaktifi eklenebilir.
Diger taraftan; giiclii bazlar icin pKa>8, iyon ¢iftleri iyon baskilamasindan daha etkilidir.

Mobil faz bilesimi, pikler genislemesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olup diger
degiskenler o kadar giiclii etki yapamazlar. Bu nedenle maksimum degisiklik saglayacak
en az sayida mobil faz denemek daha iyidir. Daha sonra, eger gerekliyse, optimum k
araligini saglamak i¢in mobil fazlar harmanlanabilir. Numune pikleri i¢in YBSK ydntemi

gelistirmedeki ayirma hedefleri Tablo 2.6°da gosterilmektedir.

Tablo2.6. YBSK yontem gelistirmede aywrma hedefleri

Ayrim giicii Kesin ve saglam kantitatif R>1,5 gerektirir.

Ayrim siiresi ~ Rutin prosediirler i¢in <10-20 dakika ayirma siiresi istenir.
Kantitatif Miktar tayinleri <%?2 (géreceli standart sapma); iz kirlilikler igin %5

Pik yiiksekligi  Yiksek sinyal/giiriiltii oran1 i¢in dar pikler istenir.

Sivi kromatografisinde ayrimin yani kolonun verimliligi dogrudan numune
bilesenlerinin kolondan gecis sirasinda yarattiklar1 pik genislemesi ile ilgilidir. Bu
nedenle pikgenislemesini etkileyen her bir etmen ayrimin verimini de etkiler. Numune

bilesenleri kolondan gegisleri sirasinda yukarida deginildigi gibi bircok fiziksel ve

21



kimyasal olaylar yaratirlar. Bu olaylarin bazilar1 ¢esitli parametrelerin degistirilmesi ile
kontrol edilebilirken bazilarinin kontrolii ise pek miimkiin degildir. Kolon verimliliginin
Olctlisti ise s0z konusu kolonun plaka/metre sayisidir. Ancak bu degerlerden bahsedilirken
mutlaka akis hizinin da belirtilmesi gerekir. Boylece kolon alicis1 aldigi iiriin igin
beklenen performansi hakkinda gergekgei fikir edinebilir. Kolon verimligi tizerinde etkisi

olan deneysel parametreler Tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7. Kolon verimligine etkisi olan deneysel parametreler

Parametre Plaka sayisina etkisi

Cizgisel hiz, u Cizgisel hizin 0,05 cm/sn iizerinde oldugu diisiik hizlar N degerini arttirir.

Partikiil boyutu, dy  Kiigiik tanecikler N degerini arttirir.

Kolon uzunlugu N degeri L ile dogru orantilidir.

Hareketli faz Diisiik viskoziteler N degerini arttirir.

vizkozitesi, 1)

Sicaklik, T Arttiginda viskoziteyi azaltacagi icin N degerini arttirir.

Cozinen kapasite Diisiik k (<2) N degerini azaltir; yiiksek k (>2) degerinin N {izerine etkisi ise azdir.

faktorii

Kolonun 6lii hacmi  Pik genisligini arttirdig1 i¢in band genisliginin artmasini saglayarak N degerini
azaltir.

Numune miktar1 ve Sisteme biiyiik miktarlarda (mg) ya da biiyiik hacimlerde (100 pL) numune

boyutu yiiklemesi N degerini azaltir.

2.2.1. Nicel Analiz
2.2.1.1. Yontem miktar tayini

Elde edilen kromatogramlar bilesenlerin miktarinin tahmini i¢in kullanilabilir.
Izlenen adimlar asagidadir:

* YBSK’ye enjekte etmeden dnce numune alma ve numune hazirlama islemleri

* Numune enjeksiyonu, kromatografik ayirma ve kromatogrami kaydetme

» Kromatogramlarda elde edilen piklerden verilerin yorumlanmasi

Analit derisimine kars1 dogrusal tepkiye sahip bir dedektdr i¢in, herhangi bir
noktada alinan yanita kars1 numune bilesenlerin konsantrasyonu belirlenebilir. Bu amacla
genellikle, pik normalizasyonu, i¢ standart ekleme ve karsilastirma metodu amaca gore
kullanilmaktadir.

Kromatografik kosullar1 etkileyen parametreler sistem uygunluk testleri (SUT)

caligmalari altina toplanir ve incelenir. Sistem uygunlugu terimi genellikle kalibrasyon ve
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onaylama ile birbirinin yerine kullanilir. Ancak, ii¢ terim oldukca farklidir ve ayr1 ve
farkli siiregleri temsil eder. Kalibrasyon (cihaz testi) sistemdeki her bir bilesenin diizgiin
caligmasimi saglarken dogrulama, bir yontemin kalicilik 6zelliklerinin (dogruluk,
hassasiyet, 0zgiilliik, vb.) amaglanan kullanimi1 i¢in asgari gereklilikleri karsiladiginin
kanitidir. Toplam analitik sistemin belirli bir zamanda dogru bir sekilde ¢alismasini

saglayan arag bu li¢ islem arasindaki iligski Sekil 2.8’de verilmistir [28].

SISTEM UYGUNLUGU

METOT GECERLILIGI

KALIBRASYON Analizci

Pompa
Detektor

Enjektor
Kolon

Numune

Sekil 2.8. Kromatografik sistem parametreleri arasindaki iligki

Sekil 15°de goriildiigli gibi, her terim giderek daha fazla analitik alanini
kapsamaktadir. Sistemin baslangi¢ noktasi, bilesenlerin islevselliginin dogrulanmas,
yontemin performansini Olgerken dogrulama sadece kalibre edilmis bilesenlerde
belirlenebilir. Diizgiin bir sekilde tasarlanmigsa, sistem uygunluk testi, mevcut sistemin
sisteme uyumlu olmasini saglar ve onaylanmis sistem ve tiim sistem bilesenlerinin
islevselligini dogrular. Bu amacl sistemi yansitir ve uygunluk olarak kromatografik
sistemde gorev yapar. Genel sistem performansina erismek i¢in asagidaki degerlerin
hesaplanmasi ve uygun araliklarda olmasi gereklidir. Tablo 2.8’de sistem uygunluk

parametreleri ve olmasi gereken deger araliklari verilmistir [29].
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Tablo 2.8. SUT parametrelerinin sinirlar

SUT parametresi Kabul edilebilirlik sinir1
Bagil alikonulma -

Teorik plaka sayisi N>2000

Kapasite faktorii 1<k<10

Segicilik o>1

Kuyruklanma faktorii 2<T

Ayrim giicii Rs>1,5

Pik asimetrisi 0,95<As<2

Pik alaninin tekrar edilebilirligi %BSS<1,5 Genel ayrimlar
%BSS<5 Biyolojik numuneler

%BSS 5-15 Eser element analizleri

2.2.1.1.1. Bagil alikonulma
Bagil alikonulma, iki bilesenin alikonulma zamanlarinin  birbirlerine
oranlanmasidir. Durgun ve hareketli faz sisteminin iki bilesik arasinda ayrim yapma
kabiliyetini aciklar. Kolon konstriiksiyonundan (uzunluk, paketleme kalitesi) ve akis
hizindan bagimsizdir. Hareketli ve sabit fazlarin sicakligina ve 6zelliklerine baglidir.
Analizi yapan bilesenlerden bagimsiz olmasi nedeniyle 6zellikle karmagik matrislere
sahip numunelerin analizlerinde i¢ standart kullanilarak hesaplanir.
2.2.1.1.2. Teorik plaka sayist
Teorik plakanin sayisi (N), kolon paketlemenin kalitesini ve kiitle transfer
fenomenlerini karakterize eder. Kolon verimliligini ifade eden en 6nemli parametredir.
Kolonun plaka sayis1 analizi yapilan bilesenin cinsinden kolon dolgu materyalinin sentez
kosullarina bircok etkene dogrudan baglidir. N biiyiidiikce, daha karmasik numune

karisimlart kolonla ayrilabilir.

2

N =16 |2 (2.2.)

2.2.1.1.3. Kapasite faktorii
Analit sabit faz tarafindan alikonulur. tr zamani ifade eder ve tm ise bilesenin
hareketli fazdaki harcadig1r zamani temsil eder, bunlarin oran1 bir deger verir. Bu degere
kapasite orani veya kapasite faktorii denir. Analit; durgun fazda hareketli fazdan daha
fazla zaman gegirirse k degeri biiyiik olur. Bu durum bilesenin sabit fazla oldukca iyi
etkilesime girdigini gosterir. Ancak bilesen kolonda hi¢ tutunmadigi yani ¢oziicii

pikinden ayrilmadiginda k degeri ¢ok kiigiiktiir.
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k==R=2"M (2.3.)

tm tm
2.2.1.1.4. Secicilik
Daha ¢ok numuneden birden fazla bilesen ayrildigi ya da i¢ standart eklenerek
yapilan ayrimlarda kromatografik etkinligin ifadesi i¢in kullanilir. Aslinda her bir bilesen
icin kapasite faktoriinlin birbirine oranidir. Segicilik (o)) kapasite faktorii gibi bilesenin
sabit ve hareketli fazla olan etkilesimini ifade eder ve daima matematiksel iliski nedeniyle

1’den biiytik olur.
k' =t2 = Rk (2.4.)

T k1 tr,—tR,
2.2.1.1.5. Kuyruklanma faktorii
Kuyruklanma faktorii (T), pik yiiksekliginden %5’e kadar olgiiliir; burada A pikin
On tarafindan maksimumuna olan mesafe ve B pikin arka tarafindan maksimum uca olan
mesafedir. Pikin egriligi, herhangi bir tarafa dayali olup olmadig1 ve yeterli sivrilikte olup
olmadigini ifade eder. Kolonlarin uzun siireli kullanimi, yiiksek akis hizinda ya da yiiksek
polar fazda ayrimin yapilmasi gibi sert kosullar kolonun ¢ok daha kisa siirede kuyruklu

pikler vermeye baglar.
T=2 (2.5.)

2.2.1.1.6. Ayrum giicii
Ayrim giicti, iki bilesen arasindaki ayrilma derecesinin bir gostergesidir. Ortalama
pik genisligine bolinerek iki pik arasindaki alikonulma siiresindeki fark olarak

tanimlanir. Bilesenin ayrimina hareketli faz ile sabit fazin ortak etkisini ifade eder.

_ 1,18(tz—tq)
Rs = Wo,5+Wpo,s (26
Rs = (1/9)VNx[(a — 1)/alx[k, (1 + k)] (2.7)
_ 2(t2—ty)
Rs = Wy +W; (2.8.)

Burada;

t1, 6ndeki pikin alikonulma zamani;
t2, arka pik noktasinin tutma siiresidir;
W31, 6n pik genisligi

W, arka pik genisligidir.
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2.2.1.1.7. Pik asimetrisi
Pik kuyruklanmasinin, catallasmasinin ya da herhangi bir omuz olusturup
olusturmadiginin diger bir gostergesidir. S6z konusu pikin taban yiiksekliginin %10°u
civarinda ol¢iiliir, burada A pikin 6n tarafindan maksimumuna olan mesafe ve B pikin

arka tarafindan maksimum uca olan mesafedir.
Ag =~ (2.9

2.2.1.1.8. Pik alanimin tekrar edilebilirligi

Kromatografik ¢alismada analite ait goriintii olarak kabul edilen kromatogramdaki
pikin alani ya da yiiksekliginin ardil enjeksiyonlarda ayni sartlar altinda tekrar edilebilir
olmas1 gerekir. Bu ayni zamanda metodun kesinliginin bir gostergesi olup metot
gecerliliginin - dogrudan bir parametresi olarak kabul edilebilir. Pik alanin
tekrarlanabilirligi ¢alisilan matris ve ayrilmak istenen bilesenin miktari ile dogrudan
iligkilidir. Analiti iceren numune c¢ozeltisi sivi kromatografi sistemine en az 5 kez
verilerek analizi yapilir. Elde edilen kromatogramdan pik yiiksekligi ya da alaninin bagil
standart sapmasi (BSS) hesaplanir. Genel analizlerde iyi bir tekrarlanabilirlik i¢in diisiik
BSS beklenirken karmasik matrislerde degeri daha yiiksek olup iz elementlerin analizinde
ise oldukea genis bir aralikta biiylik degerler almasi normal kabul edilir.

2.3. Kiitle Spektometrisine Giris

Kiitle Spektrometresi, molekiiliin elektron bombardimani ile {iretilen pozitif ya da
negatif iyonlarinin analizi ile molekiiliin tanimlanmasi teknigidir. Bu iyonlarin kiitleleri
kiitle spektrometresinde kaydedilir. Bu iyonlarin birlesimini diisiinerek puzzle gibi
orijinal molekiil yeniden olusturulmustur. Elektronlu bir molekiilin bombardiman
edilmesinde ¢ogunlukla tek yiiklii pozitif iyonlar tiretilir. Bu iyonlar kiitle/yiik oranina
gore ayrigtirilir ve ardindan tanimlanir. Bu teknik gilinlimiizde ¢ogunlukla organik
molekiillere uygulanir. Cok yiliksek dogrulukta bagil molekiiler agirhik kiitle
spektroskopisi ile elde edilebilir. Bu verilerden kesin molekiiler formiil ¢ikarilabilir.
Ayrica, molekiil i¢indeki belirli gruplar tanimlanabilir.

Ozellikle son yirmi yil, kiitle dedektdriiniin yapabilirliklerinde carpici bir artis
yasanmistir. Bu donemin basinda, hizli atom bombardimaninin kesfi 6zellikle biyolojik
molekiiller olmak {izere termal olarak kararsiz molekiillerin daha kolay analizini
saglamistir. Bu teknigin, bu tiir molekiillere uygulanabilen matris destekli lazer

desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) ve elektrosprey iyonizasyon (ESI) gibi diger
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iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesinde katalizor gorevi gordiigii soylenebilir. Sivi
kromatografik tekniklerin kiitle spektrometresi (MS) ile kombinasyonu oOnemli bir
gelisme olmustur. Arayiizlerden 1 mL/dk’da akan tipik analitik kolonlardan analit
tarafindan tretilen MS iyonizasyonu vakumda 1 L/dk iyon potansiyeli ile akis1 teknigi
daha da vazgecilmez hale getirmistir.

LC-MS teknigi, YBSK’ nin fiziksel ayirma yeteneklerini, kiitle spektrometrisinin
kiitle analiz yetenekleriyle birlestirir. Avantajlar1 cok yliksek hassasiyet ve 6zgiilliik, hizli
analiz, karmasik bir karisimdaki kimyasallarin potansiyel olarak tanimlanmasi, sulu
numunelerin dogrudan ¢aligmasi, 1sil bozulma olmamasi, alikonulma siireleri ve
molekiiler agirliklar saglarken, dezavantaji ise tiirev olmamasidir.

2.3.1. Aletler

Kiitle spektrometresi, bir maddenin yaklasik 70 eV enerjiye sahip olan bir elektron
111 ile bombalandig1 bir cihazdir. Uretilen iyon yavrulari vakkumdaki manyetik alandan
gecerken ayrilir ve kiitleleri bir spektrum olarak kaydedilir. Bombardiman i¢in kullanilan
enerji, molekiildeki biitiin baglar1 kirmak icin yeterlidir. Iyon kiitlelerinin bu kayds,
goreceli bolluklarina karsidir ve buna kiitle spektrumu denir. Yiikklenmis bir pargacik
uygun bir sekilde yonlendirilmis bir manyetik alanda hareket ettiginde, iyon yolunun
egriliginin yarigapina kiitlesi karar verir. Bu nedenle farkl kiitlelerin iyonlar1 manyetik
alanda farkl yollarda hareket eder ve bdylece ayrilirlar.

Numune tagima sistemi, iyonlagsma odasi, ivme odasi, analiz tiipleri, miknatis, iyon
toplayici, amplifikator ve kaydedici, kiitle spektrometresinin ana bilesenleridir.

2.3.2. Kiitle spektrumu

Ana iyon daha kiiciik iyonlar vermek {iizere pargalanir. Boylece ¢ok sayida yavru
iyonlar olusur ve bunlarin her biri daha kiigiik yavru iyonlara boliinebilir. Dedektore
ulagsmak ve bir pik olarak kaydedilmek i¢in ana iyondan birkaci bozulmadan kalabilir.
Buradan, bilesigin bir molekiiler agirlig1 elde edilebilir.

2.3.3. Numunenin tanitilmasi

Numunenin yerlestirilmesi dogrudan iyonizasyon kaynagina, sivi veya gaz
kromtografisi yoluyla yapilir ve daha sonra numunenin yiiksek vakum altinda kiitle
analizi cihazina ilerlemesine ve pargcalanmasina izin verilir. Parcalanmis tiirlerin ve
¢oziicii molekiillerinin, ortalama bir serbest yolda detektdre kadar gegmesine izin verilir,

burada bilesen serileri sirayla analiz edilir.
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2.3.4. Numune iyonizasyon yontemleri

Kullanilacak olan teknigin analiz edilecek numunenin tiirtine bagl oldugu farkl
Iyonizasyon teknikleri mevcuttur.
2.3.4.1. Elektrospary iyonla§ma (ESI)

Bu, atmosferik basingta iyonizasyon tekniklerinden biridir ve polar molekiillerin
analizine c¢ok uygundur. Bu ydntem sirasinda, numunenin ugucu ¢oziicii iginde
¢Oziinmesine izin verilir. Kapiller ucuna yiiksek voltaj 3 veya 4 kV uygulanir. Kullanilan
azot gazi, yiikli iyonlarin delikten gecerek yiiksek vakum igine gegmesi i¢in sprey ucu
ile kiitle spektrometresine yonlendirilmesine yardimci olur.

2.3.4.2. Elektron Etkisi (EI)

Diisiik molekiil agirlikli n6tr organik molekiiller i¢in en uygun olant budur. Bu
teknikte numuneler termal olarak daha kararli olmalidir. Numunenin proton afinitesine
bagli olarak, iyonizasyon yontemlerinin ¢ogunda hem pozitif hem de negatif yiiklii
numune iyonlar1 yaratma olasilig1 vardir. Analize baglamadan 6nce, pozitif veya negatif
yiiklii iyonlarin se¢imine karar verilmelidir.

2.3.4.3. Dortlii analizor

Bu en yaygin analizordiir ve genellikle kiitle filtreleri olarak adlandirilir. Kompakt
boyut, hizli tarama hizi, yiiksek iletim verimliligi ve makul vakum gibi 6zellikler kiiclik
ucuz cihazlar i¢in idealdir. Kiitle spektrometresinde, bir elektrik alan, kaynak bolgesinden
¢ikan iyonlari dortlii analizére hizlandirir. Iyon, dértlii analizérde m/z degerlerine gére
filtrelenir, boylece yalnizca bir m/z degeri iyon dedektore ¢arpar. Secilen m/z degerinin
iistiinde veya altinda olan iyonlar dortlii filtre tarafindan reddedilir. Kiitle spektrumunun
tamamini toplamak i¢in RF ve DC alanlari taranir.

2.3.5. Dedektorler

Iyonlarin tespiti yiiklerine veya momentumlarina dayanir. Su anda kullanilan
detektdrler, bir foto ¢cogaltict tiip kullanarak iyon sinyalini yiikseltir.
2.4. LC/MS-IT TOF

Son on yilda, LC-MS bilinen ve bilinmeyen bilesenlerin hizli taranmasi ve
karakterizasyonu i¢in en secici teknik haline gelmistir. Atmosferik basing kimyasal
tyonizasyonu (APCI) ve elektrosprey iyonizasyonu (ESI) igeren arayiizler, analizler i¢in
uygun olan LC-MS konfigiirasyonunda basariyla kullanilmistir. Ug tip kiitle analiz cihazi
vardir: dort kutuplu (Q), iyon tuzagi (IT) ve ucus siiresi (TOF). Amacli kombinasyonla,
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ticlii dort kutuplu (TQ), Q-IT, IT-TOF, Q-TOF ve TOF-TOF ve ayrica Fourier doniistimii
iyon siklotron rezonansi (FTICR) ve Orbitrap igeren 3D tuzaklar ticari olarak iiretilmis
olup kullanimlar1 yayginlagmaya baslamistir.

TOF-MS 10.000 ya da daha fazla ¢oziiniirliige sahip olmasi nedeniyle oldukga
giiclii ve umut vaat eden bir aragtir. TOF-MS, yiiksek veri toplama hizina sahip olup tam
tarama spektral hassasiyetinin yani sira, dogru kiitle ol¢limii (yeterli kalibrasyon
araliginda <2 ppm kiitle hassasiyeti saglama olasilig1) sunar. Dogru kiitle olgiimii,
bilinmeyen tiirlerin tanimlanmasi i¢in kullanilan ana ve yavru iyonlarinin temel bilesimini
ve izobarik tiirlerin daha biiyiik bir farklilasmasini verir (ayn1 nominal kiitleye sahip iki
farkli bilesik, ayn1 zamanda farkli kesin kiitlelere sahip farkli temel bilesime sahip). Buna
baglt olarak, iyon tuzagi analizérleri 6zellikle ¢oklu pargalanma adimlari (MS") igin
uygundur [30].

Dogrusal iyon tuzaklarinda, saliniml elektrik alanlarinin yani sira, hiperbolik ve
halka seklindeki elektrotlarin 6zel bir diizenlemesi nedeniyle iyonlar izole edilir ve
biriktirilir. Ardindan iyonlar, ¢arpigsma ile indiiklenen ayrisma (CID) ile yukarida tarif
edildigi gibi benzer sekilde parcalanabilir. Bu islem sirali bir sekilde tekrarlanabilir,
bdylece izomerlerin farklilastirilmasinda kullanilabilecek degerli yapisal bilgiler elde
edilir (ayn1 tam kiitleye ve temel bilesime sahip iki farkli bilesik).

Bu anlamda, deneysel formiiller iiretmek i¢in LC/TOF-MS dogru kiitle
6l¢timlerinin kombinasyonu ve yap1 onay1 i¢in ek parcalanma verileri saglayan LC/IT-
MS", kompleks sistemlerin analizi i¢in giiglii bir metodoloji sunar. Su anda, bu strateji,
cevresel kirletici maddelerin, bitkisel ekstrelerin, matrislerin ve diger bir¢ok girisimlerin
varliginda analiz metotlar1 basariyla gelistirilmistir ve uygulanmaktadir [31].

2.4.1. Dogru kiitle 6l¢iimleri

TOF cihazinin ana 6zelliklerinden biri, ana ve yavru iyonlarinin temel bilesimini
veren ve bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasi ve izobarik bilesiklerin farklilagsmasi i¢in
kullanilabilen kesin kiitle 6l¢iimiidiir. 5 ppm’deki dogru kiitlelerin dl¢limii, elementel
bilesimlerin dogrulanmasi i¢in yaygin olarak kabul edilir. Bu kadar hassas kiitle
Olciimiinii elde etmek icin, spektrometrenin tam ayarlanmasi ve kalibrasyonunu
gerektirir.

TOF-MS analizoriiyle uyumlu olarak yazilim sistemine ‘sistem ici kiitliphane’
(bilesenlerinin kimyasal bilgilerini iceren) bilesenlerin taranmasi i¢in olusturulmustur.

Sistem i¢i kiitliphaneye kaydedilen hedef olmayan bilesikler i¢in, tam element bilesimleri
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genellikle birka¢ asamada cikarilir. ilk olarak, diisiik yavru iyon gerilimleri kullanilir ve
TOF-MS yazilimi tarafindan, dogru kiitle 6l¢timlerine ve ¢ift bag esdegeri (DBE) indeksi,
izotopik islevi gibi farkl1 kriterlere gore olas1 molekiiler bilesimi listelenir. Ikincisi, en
muhtemel molekiiler formiiller (kriterlere tekabiil eden) se¢ilir ve kapsamli sistem igi
kimyasal kiitliphaneye gore aranir. Sonunda, her kimyasal formiile gore kiitliphane
isabetleri kaydedilir. Bu strateji, hedef olmayan bilesenlerin taranmasini ve TOF-MS’in
dogru kiitle 6l¢iimlerinin kolaylastirir.

2.4.2. Parcalanma

Parcalama voltaji;, MS" yavrutasyonuna tekabiil eden, CID kaynagindan
kaynaklanan MS spektrumunda karakteristik yavru iyonlar1 saglamak i¢in ¢ok dnemlidir.
Genellikle, parcalama voltajinin ayarlanmasi gerekir ¢linkii numunedeki ¢esitli bilesen
tipleri, farkli parcalayici voltajlarinda karakteristik parca iyonlar1 iiretir. Boylece,
parcalayict voltajinin dinamik olarak ayarlanmasiyla TOF-MS, temel bilesimleriyle
birlikte ¢esitli karakteristik parga iyonlar: iireterek onemli yapisal bilgiler saglayabilir.
Bununla birlikte, yavru iyonlarin ana iyonunun, 6zellikle karmagik matris numuneleri
analiz edilirken, onaylanmasi bu kadar kolay olmayabilir. Bu durum tespit ve onay
siirecini zorlastirabilir ve ilgilenilen analitler icin parcalanma yollarinin c¢ikarimini
etkileyebilir. Neyse ki, IT-MS bu sorunu, agsagidaki boliimde detayli olarak anlatilacak
olan kendi ozellikleriyle kolayca ¢ozmektedir [32].

2.4.3. IT-MS

Kantitatif ¢aligmalar yerine, 6zellikle ¢oklu par¢alanma adimlar1 (MS") i¢in uygun
olan 1yon tuzagi analizoriinde farkli bir siire¢ izlenir. Dogrusal iyon tuzaklarinda iyonlar,
hiperbolik ve halka seklindeki elektrotlarin yani sira salinimli elektrik alanlarinin 6zel bir
diizenlemesi sayesinde izole edilir ve biriktirilir. Daha sonra bu iyonlar, TOF-MS
analizoriinde yukarida CID ile tarif edilene benzer bir sekilde pargalanabilir. Bu islem
gerektiginde 12 asamaya kadar tekrar edilebilmektedir. Boylece, hedef bilesiklerin
yapilari, TOF-MS’nin hedef ana ve yavru iyonlarini kilitleyememesi problemini ¢ézen
MS" iglemi uygulanarak gegici olarak agikliga kavusturulur. Bu ozellik, IT-MS’i
izomerlerin ve hatta bilinmeyen bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasinda farklilasma
igin gii¢lii bir ara¢ haline getirmistir. Bununla birlikte, IT-MS yiiksek ¢6ziiniirliikte bilgi
saglayamaz ve onciil iyon segiciliginin iyi olmasini da saglayamayabilir. A¢ikca gériinen
odur ki; TOF-MS ve IT-MS kombinasyonu analiz prosediirleri sirasinda kendi kusurlarimi

giderebilecek tamamlayici avantajlara sahiptir [33].
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Yap1 aydinlatmasi i¢in LC-TOF-MS ve LC-IT-MS kombinasyonlarinin
prosediirleri; ¢ok sayida literatlire gore bu sistem gelecekte, hedef olmayan bilesiklerin
tanimlanmasi ve dogrulanmasi i¢in ¢oklu goreceli prosediirlere isaret etmektedir:

* 5 ppm igerisinde dogru kiitle verileri, iyi eslesen izotop profili ve DBE ile otantik
molekiiler formiilii saglar;

* Belirli kosullar altinda, CID’nin kaynak i¢i par¢alanmasindan kaynaklanan yavru
iyonlar1 TOF-MS spektrum destekli yap1 agiklamasinda is goriir;

* Cok asamali analiz yapmak ve izomerlerin farklilagsmasi dahil olmak iizere hedef
bilesigin yavru iyonlarini onaylamak i¢in IT-MS’den yararlanir.

Son olarak, sonuglarin dogrulanmasi igin referans standardi (varsa) kullanilabilir.
Bu prosediirleri uygulayarak, ¢coklu bilesenlerin agik¢a tanimlanmasi ve izobarik tiirlerin

ve izomerlerin farklilasmas1 miimkiin olacaktir.

2.4.4. LC-IT-TOF/MS

En yeni LC/MS enstriimantasyon tasarimlarindan biri olarak, yiiksek performansh
stvi kromatografisiyle birlestirilmis hibrit iyon tuzagi/ugus siiresi kiitle spektrometresi
(LC-IT-TOF-MS) hem TOF hem de IT’den daha yiiksek hassasiyet ve segicilik saglar.
Ozellikle MS" modlarinda birden fazla dogal iiriin taramasi ve dogru kiitle dlgiimleri
verilere bagli olarak ayn1 anda gergeklestirilebilir. Bu tandem kiitle teknigi hem IT hem
de TOF’nin avantajlarini birlestiren hem analitik hizda hem de dogrulukta numunelerin
kalitatif analizini yeni bir boyuta ¢ikardi. Son zamanlarda, dogal numunelerin analizine
de uygulanmis olup hem hedef olan hemde olmayan bilesiklerin tanimlanmasinda ¢ok
giiclii bir ara¢ oldugunu gostermistir [30].

2.4.5. Kimyasal bilesenlerin incelenmesi

MS, IR (kiz1l 6tesi) spektroskopisine gore belirgin bir avantaja sahiptir, ¢linkii daha
fazla yapisal bilginin belirlenmesi miimkiindiir, ancak kiitle spektrumunda yer alan
bilgilerin yorumlanmas1 daha zordur. MS, daha hizli1 gerceklestirilebilmesi igin NMR
(Niikleer manyetik rezonans) spektroskpisine gore bir avantaja sahiptir. Bununla birlikte
hem IR spektroskopisi hem de kiitle spektroskopisi, ¢oklu fonksiyonel gruplara sahip
bilesikler analiz edilirken belirgin bir dezavantaja sahiptir. Bu tip bilesikler i¢in ve
analistin nispeten saf bir bilesigin mg miktarlar1 oldugunda, NMR spektroskopisi
genellikle en iyi analitik aragtir [34].

Bu avantaj ve dezavantajlarin bir sonucu olarak, normalde {i¢ gorevi

gerceklestirmek igin kiitle spektroskopisi kullamilir. ilki, kiigiik bir analit konsantrasyonu
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oldugunda analitik kimyadadir. Ikincisi, az sayida fonksiyonel grup iceren bilesikleri
tamimlamaktir. Bu endiistriyel sentezde ortak bir prosediirdiir. Ugiinciisii, molekiiler
kiitlenin ve bazi1 yapisal bilgilerin belirlenmesi i¢in yeni bir {iriinlin karmasik bir
sentezindeki agamalar1 teyit etmektedir.

IT-MS ve TOF-MS stratejisiyle birlesmis olan LC, 6zellikle bozuna tiriinlerinin,
metabolitlerin ve dogal iriinlerin kalitatif analizinde bircok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Muazzam analitik potansiyeline ragmen, esasen teknigin hala yiiksek
maliyeti nedeniyle, bozunma o6zellikle {iirlinlerinin analizine iliskin heniiz pek fazla
makale yayinlanmamigtir. Ancak dogal driinlerin analizinde LC-IT-TOF/MS
kullaniminin son iki yilda hizla artmis oldugu ve yakin gelecekte kalitatif analiz alanina
hakim olacag bir gergektir [35].

Bozunma iiriinlerinin kalitatif analizi, hedef bilesenlerin onaylanmasini ve hedef
olmayan bilesenlerin agiklanmasini ve bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasini igerir.
Ustiin  hassasiyet ve yiiksek kiitle dogrulugu ile tam tarama kazanimlarini
gerceklestirmesini saglayan TOF analizorii kullanmanin faydasi, kompleks matrislerde
bile kimyasal bilesenlerin kalitatif analizini daha kolay, daha hizli ve daha dogru hale
getirmesidir. Bunun nedeni, belirli bir analit kitlesini izlemenin veri toplamadan &nce
tanimlanmasi gerekmemesidir ve bu belirli bir numunede tekrarli analiz olmadan kolay
olmayan, siirsiz sayida kimyasal bilesen bulundugunu dortlii kiitle analizérlerinin (Q,
TQ) ikincil iyon kiitlesi (SIM) veya ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu ile tespit
edilmesine izin vermektedir. Ote yandan, TOF-MS’nin CID kaynak pargalanmast ile
gerceklestirilen yavru iyonu prosediiriiniin taranmasi sirasinda, IT analizorii, hedef
iyonlarin TOF-MS’den daha fazla segicilige ve stabiliteye sahip olan MS/MS ve MS"
islemleriyle ilgilenebilir. Bunun nedeni, bir halka elektrotu ve hiperbolik yiizeyli iki uglu
elektrottan olusan (Q)-IT analizoriiniin ve "kiitle secici stabilite" ¢alisma modunda
calistirilmasidir. Bu modda, dort kutuplu bir kiitle filtresinin ¢alismasina benzer sekilde,
halka elektroduna uygulanan rf ve dc voltajlari, IT analizoriinde m/z degerinde tek (artan)
degerde stabilite ve boylece depolanmaya saglamak i¢in uygulanir [36, 37].

2.5. API Safhig

Kimyasal saflik yabanc1 maddeden 6zgiirliigii ifade eder. Farmasotik kullanim i¢in
kimyasallardan talep edilen standartlar, imalatta bilinen tiim metotlarin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikacak kirleri hesaba katan bir dizi faktor tarafindan belirlenir. Temel kriter

kullanimda giivenliktir. Maddenin genel kararliligi da onemlidir. Olas: kirliliklerin bir

32



listesi, kullanilan hammadde bilgisinden kolayca yapilabilir. Ilag maddelerinin sentetik
yollarinda ortaya cikan safsizliklar, islemle ilgili safsizliklar1 (lirlinler, ara iriinler,
genotoksik vb.) ve bozunma {iriinlerini igerir.

2.5.1. Safsizhiklar
2.5.1.1. Siirec kirleri

Proses safsizliklari, ilag maddesinin imalat islemi sirasinda kullanilan ham
malzemelerden kaynaklanmaktadir. Bunlara {iriinler, ara triinler, artik ¢oziiciiler, stereo
kimyasal bilesikler ve genotoksik bilesikler dahildir.
2.5.1.2. Genotoksik safsizliklar

Genotoksik bilesikler, genetik mutasyonlar1 indiikler ve kanserojen bilesikler
olarak kabul edilir. Ilag maddelerindeki genotoksik safsizliklardan kurtulma yollari
Uluslararas1 Uyum Komitesi (ICH) ve Avrupa ilag Komitesi (EMEA) kilavuzlar
belirlemistir [38, 39]. Siilfonatlar, alkil halojeniirler, aminler, esterler, hidrazin ve
epoksitler vb. gibi fonksiyonel gruplar iceren bilesiklerin, farmasétik maddeler sz
konusu oldugunda genotoksik oldugu bilinmektedir. EMEA kurallarina gore, genotoksik
safsizliklar i¢in Esik Toksikolojik Endisesi (TTC); 1,5 pg/giin olarak belirlenmistir [40].

2.5.1.3. Bozunma iiriinleri

[lag maddelerinin iiretimi ve depolanmasi sirasinda ortaya ¢ikan bozunma
maddelerinin belirlenmesi i¢in normal olarak stres stabilite ¢caligsmalar1 yapilmastir.

Bir ilacin safsizliklari, ilacin farmakolojik ve toksikoloji yapisini degistirerek ilacin
hasta iizerindeki davranisini giiclii bir sekilde etkiler. Bu nedenle, bir ilagta safsizlik ve
bozulmalarin belirlenmesi hastanin saglig ve ilag etkinligini anlama agisindan 6nemlidir.
Safsizlik profili olusturma islemi, farkli safsizlik tiplerinin tanimlanmasi igin ilacin
yapisal aydinlatmasini ve kantitatif analizini igerir. Izin verilen azami bozunma iiriinii ya
da safsizlik miktar1 giinde <2 g olan ilag i¢in ICH sinir1 <%0,1 ve giinde >2 g verilen bir
ilag icin %0,05’tir. Herhangi bir kirlilik ya da bozunma iirlinli mevcutsa bunlarin
bahsedilen yiizdeden daha biiyiik alinmasi ilacin hasta i¢in zararli veya olumsuz oldugu
diisiiniilmelidir. ilag molekiilii ile yakindan iliskili bir yapi, farmasotik bir maddede
istenmeyen bir bilesen olan bozunma {iriinii olarak bilinir ve farmasétik madde
bozunmasinin kendisi veya formiilasyondaki inaktif bilesen ya da bilesenlerle etkilesimi
veya reaksiyonu ile olusturulabilir. Stres testi, olas1 bozunma iirlinlerini ortaya ¢ikarmak

icin belirlenmis bir yontemdir. Kararlilikla ilgili sorunlarin tahmin edilmesi i¢in ¢ok
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onemli bir aractir. Ilag maddesinin stabilitesinin metodik bir sekilde anlasilmasi iyi
tasarlanmuis stres testi ¢aligmalari sayesinde yapilir [41].

2.6. ivakaftor

IVA, CFTR geninde G551D mutasyonu olan 6 yas ve iizeri hastalarda KF tedavisi
i¢cin FDA tarafindan onaylanmistir. CFTR’de genetik bozukluklarin KF’nin nedeni olarak
tanimlanmasindan yirmi yildan uzun bir siire sonra FDA, bu hastalig1 hedef alan ilk ilag
olan IVA’y1 onaylamistir. Bu hastalarin %4-5 oraninda G551D-CFTR mutasyonu
bulunmaktadir. KF’de genetik defektleri hedef alan ideal bir tedavinin uygulamasi kolay;
yan etkileri az ve ¢ok uzun siire koruyuculuk; morbidite ve mortalitenin ¢ogunu ortaya
cikaran organ sistemini gelistirir, korur ve bebeklerde akciger hasarini tamamen 6nlemek
icin kullanima uygundur. IVA oral olarak biyoyararlanima sahip olup birkag yan etki
gostermistir. Solunum fonksiyonunu iyilestirir, 6nemli agirlik artis1 saglar ve 6 yasin
tizerinde olan G551D-CFTR mutasyonu olan hastalarda ter kloriir konsantrasyonunu
normallestirir. Ivacaftor’in heniiz bebekler icin giivenli oldugu kanitlanmamaistir.
Yenidogan taramasi1 KF’den etkilenen bebeklerin %90’ indan fazlasini tanimlayabilir. KF
tedavisi i¢in 6nemli olan hastalar1 erken tedavi etmek ve organ hasarini 6nlemektir. Bu
nedenle, ideal ilaglar dogum sonrasi gelisime miidahale etmemelidir. Doguma baglamak
hali hazirda mevcut olan hasar1 6nlemeyecek (6rnegin, vas deferens’in dogustan bilateral
yoklugu, bazi hastalarda akonyum ileus ve pankreas yetersizligi gibi) ancak ilag
plasentay1 gegerse ve giivenli oldugu kanitlanirsa bu komplikasyonlar bile hafifletilebilir.
Hamilelik sirasinda IVA 1 yillik bir ¢aligma siiresi boyunca gilivende goriinmektedir,
ancak ideal ilag bilindigi gibi 6miir boyu giivenli olmalidir [7, 42, 43].

Allele 6zgili tedavilerin genisletilmesi miimkiindiir. Hastalifa neden olabilecek
1,800°den fazla mutasyona ugramis CFTR formu bulundugundan, spesifik aleller yerine
(cogu hastada bulunan AF508-CFTR harig) tiim fonksiyonel CFTR mutasyon siniflarini
etkileyen ilaglar gelistirmek onemlidir. Otoriteler, klinik denemelere dahil edilmemis
mutasyonlu hastalarin ilaglar1 onaylamalar1 i¢in temel olusturabilecek gelistirme
programlar1 tasarlar. Aksi takdirde, fayda saglayabilecek hastalarin kapsama alani
reddedilecek ve mevcut fiyatlarla (IVA i¢in yilda yaklasik 300.000 ABD dolari) etkin bir
tedavi saglanamayacaktir [43, 44].

Mutasyona ugramis CFTR formlar1 bes fonksiyonel gruba ayrilir. Bunlar kesme
mutasyonlari, islem mutasyonlari, aktivasyon mutasyonlari, kanal mutasyonlar1 ve ek

mutasyonlardir. Kiiciik molekiillii ajan ataluren, trunkasyon mutasyonlar1 i¢in klinik
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deneylerdedir. AF508-CFTR iceren isleme mutasyonlar1 ve AF508-CFTR diizelticileri
(6rnegin  VX809) klinik gelisimdedir. Ancak AF508-CFTR sadece endoplazmik
retikulumda biiyiik 6l¢lide tahrip edilmeyip ayn1 zamanda hiicre yiizeyine ulasan kanallar
normal olarak acilmadigi ve normal CFTR’den ¢ok daha hizli alindigindan tamamen
etkili olmayabilir. Bu nedenle, bu klinik sorunlar1 ¢6zmek i¢in her birine yonelik ilag
kombinasyonlart gerekebilir [45].

KF’li hastalarin ¢ogu icin alele 6zgii tedaviler artik ufuktadir. Asil umut, heniiz
siddetli akciger hastaligina yakalanmamis gen¢ hastalarin ona asla yakalanmayip
neredeyse normal yasamlar yasayabilecegidir. Ayrica, IVA’nin ciddi hastaligi olan
hastalarda bile akciger fonksiyonlari iyilestirmesi heyecan vericidir. Yapisal akciger
hasarinin tersine ¢evrilmesi muhtemel olmasa da kloriir tagima kusurunun diizeltilmesi
agresif semptomatik tedavinin daha etkili olmasina izin verebilir [43].

Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) KF’li 30.000 hasta vardir. Ocak
2012’de, ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA), 2 yas ve iistii KF’li hastalarda, Kistik fibroz
transmembran iletkenlik diizenleyicisini kodlayan gende G551D mutasyonu ile birlikte
IVA’y1 (Kalydeco; Vertex Pharmaceuticals) onayladi (FDA onayli bir genetik test
tarafindan onaylandigi gibi). Bu mutasyon hasta popiilasyonunun ~%4{inii
olugturmaktadir. Ancak IVA i¢in hasta havuzu yakin gelecekte; potansiyel olarak KF
popiilasyonunun fayda saglayabilecegi baska mutasyonlar oldugu icin yaklasik %10’unu
icerecek sekilde genisleyecegi ongoriilmektedir. Vertex, bu tiir mutasyonlu hastalarda
oldugu gibi gen¢ hastalarda da IVA kullanimin1 degerlendirmektedir; bu da
karsilanmamus ihtiyaci olan pazarda ilacin daha fazla alimini kolaylastiracaktir [46, 47].

KF, hiicre membranlar1 arasinda kloriir ve sodyum iyonlariin tasginmasinda rol
oynayan iyon kanali 1989 yilinda kesfedilen CFTR proteini i¢in gendeki c¢esitli
mutasyonlardan birinin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir [3, 48, 49]. KF Bat1
Diinyasinda hayati tehdit eden en yaygin otozomal resesif rahatsizliklardan biridir.
Onceki arastirmacilar Paleolitik donemden (50.000 yil) beri KF’ye neden olan
mutasyonlarin var oldugunu ve bunlarin Avrupa’dan tiiretilmis niifuslarla gii¢lii bir
sekilde iligkili oldugunu kanitlamislardir [3]. Bu kalitimsal bir durum oldugu anlamina
gelir ve herhangi bir semptom olmadan KF geninin bir kopyasini kisi tagiyabilir. KF ile
dogmasi gereken bir kisi i¢in Sekil 2.9’da goriildiigi gibi hem annelerinden hem de
babalarindan bir KF geni almasi gerekir. Bebek, biri anneden digeri babadan olmak {izere

iki kromozom setini alir. Bu kromozomlar bebegin biiylimesi ve gelismesi igin tiim
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genetik bilgileri icerir. Her iki ebeveyn de bir KF geninin tasiyicisi ise, dogmus herhangi
bir bebegin KF alabilmesi igin 4’te 1 sans1 vardir. Her iki ebeveyn de bir KF genini

gecerse, bebekte KF hastaligi ortaya ¢ikar [50].
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Sekil 2.9. Dogmus herhangi bir bebegin KF olma olasilig

1900’den fazla tanimlanmis KF’ye neden olan mutasyonu tanimlamak i¢in en az 5
KF mutasyon sinifi tamimlanmistir. Bunlar Sekil 2.10°da gosterilmektedir. KF
mutasyonlart ¢ogunlukla hiicre yiizeyinde bozulmus kanal fonksiyonuna, hiicre
yiizeyinde CFTR kanallarinin sayisinda azalma veya her ikisine neden olur. Sif I
kusurlar1 kesilmis protein translasyonuna neden olurken, Sinif II hatalar1 yanlis katlanmig
CFTR ile sonuglanir. Bu mutasyonlarin her ikisi de CFTR proteinlerinin hiicre yiizeyine
kotii bir sekilde verilmesine yol agmaktadir. Sinif III ve IV defektleri hiicre yiizeyine
ulasan ancak sirasiyla gegit defekti veya azalmis gozenek iletkenligi gosteren tam boy

CFTR ile sonuglanir. Sinif V kusurlart CFTR yiizey alanini azaltir [10].
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Sekil 2.10. CFTR proteninde ¢esitli mutasyonlar

Sekil 2.11°da goriildigii gibi CFTR geni, su ve tuzun (sodyum) genini, solunum,
sindirim ve iireme sistemlerini kaplayan viicut hiicreleri (epitel hiicreleri olarak
adlandirilir) boyunca gecis seklini kontrol eder. CFTR genindeki degisiklikler, proteinin
degismis sentezi, yanlis katlanmasi veya fonksiyonu ve bunun sonucu olarak hiicre zarlari
arasinda anormal siv1 ve iyon taginmasi gergeklesir [51, 52]. KF’li bir kiside CFTR geni
arizalidir. CFTR proteini arizali oldugunda, epitel hiicreleri kloriiriin (sodyum klorir ad1
verilen tuzun bir kismi) hiicre zarlarindan ge¢gme seklini diizenleyemez. Bu, akcigerler,
pankreas ve diger organlardaki gecitlerin normal bir ince sivi ve mukus kaplamasini
korumak i¢in gereken temel tuz ve su dengesini bozar [53]. Sonug, kiigiik hava yollarini,
bagirsak kisimlarimi ve pankreas ile bagirsak arasindaki kiiclik kanallar1 tikayan kalin
yapiskan mukozadir. Mukoza, lireme sistemini de etkileyebilir. Viicudun sodyum ve suyu
viicut hiicrelerine sokma konusundaki zorlugundan dolay1, KF’li bir kisinin terinde daha

yiiksek diizeyde tuz igerir ve bu nedenle kolayca dehidrasyon ortaya ¢ikar [54]
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Sekil 2.11. CFTR proteinin islevi

CFTR; pulmuner, pankreatik, hepatik, gastrointestinal ve lireme sistemi gibi

organlarin epitel hiicrelerinde aktiftir. Hastaligin anahtar klinik tezahiirii kronik solunum

yolu enfeksiyonu (6zellikle pseudomonas aeruginosa ile) olup, sekil 2.12°de goriildiigii

gibi akciger fonksiyonunda azalmaya ve mortalitenin artmasina neden olur [2, 49, 55,

56].
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IVA kullaniminin hem KF semptomlarini iyilestirdigi hem de altta yatan hastalik
patolojisini modiile ettigi gosterilmistir [7]. Etken madde; CFTR proteininin kanal
acikligini (ya da kapagini) arttirma, bozuk katlanma mekanizmalarina sahip hastalarda
ise giiclendirmek suretiyle tedaviyi basarmaktadir [57, 58]. Ayrica; CFTR proteininin
yanlis katlanmasini 6nleyerek islev géren ve olgun proteinin hiicre ylizeyine islenmesini
ve kanal agikligini arttiran bagska bir KF ilact olan lumacaftordan da farklidir [59].

Klinik c¢aligmalardan elde edilen sonuglar, IVA ile tedavinin akciger
fonksiyonlarinda iyilesme, pulmoner alevlenme yasama sansinin azalmasi, kilo aliminda
artis ve KF semptomlarinda iyilesme ile sonuglandigini géstermistir. Cok ¢esitli CFTR
mutasyonlar1 (yaklasik 1800 mutasyon) KF fenotipiyle ve farkli hastalik siddeti seviyeleri
ile iliskilidir [60]. Diinyada KF’li hastalarin yaklasik %70’ini etkileyen en yaygin
mutasyon, 508 pozisyondaki amino asit fenilalanindeki bir kopma olup CFTR proteininin
tiretimine neden oldugu F508del-CFTR veya delta-F508 (A-F508) olarak bilinir [51].
Bdylece hiicre zarlarinda bulunan iyon tastyici miktarinda 6nemli bir azalmaya neden
olur.

Ancak IVA monoterapi olarak basar1 saglayamamistir. Bunun nedeni biiyiik
olasilikla A-F508 mutasyonlu hastalarda, ilacin etkilesimi ve giiclenmesi ig¢in hiicre
zarinda yetersiz miktarda protein bulunmasidir. Diinyadaki KF hastalarinin %4-5’ini
etkileyen bir sonraki en yaygin mutasyon olan G551D, hiicre ylizeyinde yeterli miktarda
protein bulunan ancak kanalin agma ve kapama mekanizmalarinin yanlis degistirildigi
mutasyon olarak tanimlanir. IVA, CFTR proteinlerinin hiicre zar iizerindeki kanal agma
yetenegine baglandigi ve kuvvetlendirdigi i¢in, bu ikinci mutasyon tipindeki hastalardada
endikedir. Her ne kadar IVA, A-F508 mutasyonu olan hastalarda anlamli bir iyilesme
gostermemis olsa da diger mutasyonlar i¢in akciger fonksiyonunda (>bazaldan
FEV1’de>>%10 artis) 6nemli iyilesmeler gostermistir. Bu mutasyonlar; E56K, P67L,
R74W, D110E, D110H, R117C, R117H, G178R, E193K, L206W, R347H, R352Q,
A455E, S549N, S549R, G551D, G551S, D579G, S945L, S977F, F10V, K1060T S1255P,
DI1270N ve G1349D. Bu liste Mayis 2017°de FDA tarafindan daha nadir mutasyonlara
yer vermek i¢in 10’dan 33’e ¢ikarilmistir [61, 62].

1989°da KF’nin monogenetik bazimnin kesfi, gen terapisi yoluyla fonksiyonel
CFTR’yi ya da endojen CFTR’nin fonksiyonunu restore etmeye calisan terapotik
stratejiler gelistirmenin temelini olusturmustur. Ayrica CFTR’deki ¢esitli nedensel

mutasyonlarin, proteini farkl sekillerde etkiledigi bulunmustur. Hastalarin yaklasik ticte

39



ikisinde bulunan en yaygin CFTR mutasyonu olan A-F508 gibi baz1 mutasyon tipleri,
hiicre ici siireci zayiflatir ve CFTR "nin hiicre yiizeyine tasinmasini yapamaz. G551D gibi
daha az yaygin olan diger mutasyonlar, oncelikle hiicre yiizeyindeki CFTR ’nin ag¢ilma
kabiliyetini zayiflatir. Bu durum ise, CFTR’nin hiicre yiizeyindeki fonksiyonunu
kuvvetlendirebilecek bilesik arayisina neden olarak ivacaftor’un ortaya ¢ikmasina yol
acmistir [3, 57].

28228.000 bilesikleri i¢eren bir kiitiiphane, CFTR kuvvetlendiricileri tanimlamak
icin tasarlanmis ve bu kiitiiphane yliksek verimli, hiicre bazli bir floresan membran
potansiyel deneyi kullanilarak taranmistir. Bu ekranda tanimlanan bir ana iskeleye
dayanan ¢esitli analog sentezleri, birden fazla CFTR formunu ve in vitro seciciligini
kuvvetlendirme kabiliyeti, uygun preklinik farmakokinetik profil kriterleri de dahil olmak
tizere segilen hedef bilesik IVA olmustur [43].

CFTR’de en az bir G551D mutasyonuna sahip KF hastalarinda IVA’nin etkinligi
ve giivenligi, klinik olarak stabil 213 hastay: igeren iki randomize, ¢ift kor, kontrol
kontrollii ¢alisma ile degerlendirilmistir. Deneme 1, baslangigta 6ngoriilen FEV1’i (1
saniyede zorlu ekspiratuar voliim) %40 - %90 oranina sahip (ortalama: tahim edilen %64
FEV1) 12 yas ve iistii 161 hasta degerlendirilmistir. Deneme 2 ise 6ngoriilen FEV1 %40
- %105’1 arasinda (ortalama: ongoriilen FEV1 % 84) yaslar1 6 ile 11 arasinda degisen 52
hasta ile yapilmistir. Her iki denemede de hastalara 1:1 oraninda 12 saat ara ile (yag iceren
besinlerle birlikte) IVA veya kontrol ile KF tedavi regeteleri (tobramisin ve dornaz alfa
gibi) 48 hafta verilmistir. Deneylerde hipertonik salin solunum kullanimina izin
verilmemistir [7, 42, 43].

Her iki ¢alismada da birincil etkinlik bitis noktasi, 24 haftalik tedaviden sonra doz
oncesi FEV1’in tahmin edilen yilizdesindeki ortalama mutlak degisim ile belirlenen
akciger fonksiyonunda iyilesme olmustur. Diger gozlemler ise baslangictan 48 haftaya
kadar mutlak agirlik degisimi, hasta tarafindan bildirilen KF semptomlarinda iyilesme
(0ksiiriik ve zorluk gibi), ter kloriir konsantrasyonunda (CFTR fonksiyonunun bir 6l¢iisii)
degisim ve pulmoner alevlenmenin (sadece deneme 1°de) 48 hafta boyunca
degerlendirilmesidir [7, 42, 43].

Her iki denemede de IVA ile tedavi sayesinde FEV1’de 24 haftada belirgin bir
iyilesme saglanmis ve bu degisiklikler 48 haftaya kadar devam etmistir. FEV1’in
baslangictan 24 haftaya kadar tahmin edilen yiizde ortalamasi, deneme 1’de Kontrol

grubuyla karsilastirildiginda ilag grubunda 10,6 puan daha fazla, deneme 2 de ise 12,5

40



puan daha yiiksek ¢ikmistir. IVA tedavisi alan hastalar, her iki denemede de kontrol
alanlara gore viicut agirliginda anlamli artiglar gostermistir. 48 haftadaki gruplar
arasindaki ortalama fark, deneme 1’de 2,7 kg ve deneme 2’de 2,8 kg olarak ol¢tilmiistiir
[42, 43]. Ayrica ilag alan hastalarda kontrol grubuna kiyasla KF semptomlarinda
istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler, pulmoner alevlenme gegirme olasiligi %55 daha
az ve ter kloriir konsantrasyonundaki degisim -48,8 mmolL™ olarak 6l¢iilmiistiir [43].
IVA’nin, bu hastalarda onemli bir fark yarattigimi gostermek icin plazma
membranina ulasan az miktarda DF508-CFTR’yi aktive edip edemeyecegini test etme
amaciyla bir calisma daha yapilmistir. Ugiincii grup olan 12 yas ve iizeri KF’li 140 hasta
homozigoz olan CFTR’deki A-F508 mutasyonuna sahip olup 1:4 oranda randomize
%FEV1>40 tahmin edilmistir. S6z konusu gruba her 12 saatte bir 150 mg IVA ve KF
recete tedavisi uygulanmistir. Bu ¢alismada da yine kontrol gurubu mevcuttur. IVA ile
tadavi edilen hastalar kontrol grubu ile kiyaslandiginda akciger fonksiyonlarinda iyilesme
ile iliskili tahmin edilen %FEV1 degerinde primer son noktadaki kontrole gére herhangi
bir iyilesme ile goriilmemistir. Ayrica, IVA ile tedavi edilen hastalar ile kontrol grubu
arasinda KF semptomlarindaki ve agirliktaki degisimi igeren ikincil son noktalarda

anlaml1 bir fark gézlenmemistir [42, 43].
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Sekil 2.13°de goriildiigli gibi aktivasyon mutasyonlar1t G551D-CFTR’yi igerir ve
kanal mutasyonlar1 ile birlikte hiicre yiizeyine ulasirlar. Bu kanal mutasyonlarinin
bazilari, in vitro IVA tarafindan da gii¢lendirilir, ancak bu mutasyonlara sahip hastalar
klinik denemelere dahil edilmemistir. Bu nedenle, IVA, KF popiilasyonunun sadece %4-
5’ icin onaylanmis olmasina ragmen, hastalarm %10-15i i¢in faydali olabilir. flacin
kullanimim1 dogrulamak i¢in tedaviye uygun hasta havuzunun genisletilmesi hayat
kurtarabilir ve bu durum in vitro verilere veya in vivo ‘sadece biri’ (6rnegin, bir sonug
Olciisii olarak ter kloriir konsantrasyonundaki azalma ile) calismalarina izin verilmesiyle

saglanabilir [43-45].
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Sekil 2.14. IVA molekiil yapist

Sekil 2.14’de verilen IVA, kimyasal adi N-(2,4-di-ter-butil-5-hidroksifenil)-4-
okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksiamide olan; karboksi grubunun, 5-amino-2,4-di-ter-
butilfenoliin amino grubu ile formal kondenzasyonu ile elde edilen bir aromatik amittir.
Ticari formu Kalydeco® olup VX770 olarak Vertex Pharmaceuticals ve ABD’deki KFV
tarafindan gelistirilmistir. Yapist bir kinolon, bir fenol iiyesi, bir aromatik amid ve bir
monokarboksilik asit amitten olusur. Molekiil formiilii C24H2sN203 seklinde olup
molekiil agirligr 392,499 g/mol, monoizotopik kiitlesi ise 392,21 g/mol’dur. Elementel
analiz degerleri C: %73,44; H: %7,19; N: %7,14 ve O: %12,23 seklindedir. Polar yiizey
alam 82,19 A2 olup suda ¢oziiniirliigii neredeyse hi¢ yoktur (<0,05 pg/mL). Ayrica
metanol, dimetilsiilfoksit ve etil asetatta da ¢oziiniirliigii oldukca az olup asetonitrilde
¢Ozliniirdiir. Ivacaftorun asidik pKa degeri 1,15 ve bazik pKa degeri 11,08’dir. IVA log
D degeri 3,13; log P degeri 5,08 ve 25 °C’de pH’s1 7,4’diir. Erime noktas1 yiiksek olup
212-215 C, buna istianeden kaynama noktasi da 550,4 C’dir. Renk dokusu mat beyaz
olup toz haldedir.

2.6.1. Farmakolojik 6zellikleri
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IVA, esas olarak alfa-1-asit glikoprotein, albiimin ve plazma proteinlerine (%99)
baghidir. Dagilimin hacmi saglikli goniilliller ile KF’li hastalar arasinda anlamli bir
farklilik gostermemektedir. Ila¢ karacigerde metabolize edilir ve metabolizma dncelikle
3A familyasinin CYP3A olarak bilinen A subfamilyasindan CYPP450 yoluyla
gerceklesir. Sekilde 2.15°de goriildiigii gibi IVA’nin iki ana metaboliti vardir. Bunlar;
farmakolojik olarak aktif oldugu diisiintilen ve IVA potansiyelinin yaklasik altida biri
olan M1 ile IVA potansiyelinin 1/50’sinden daha az1 olan ve farmakolojik olarak aktif
olmayan M6 metabolitleridir [63, 64].
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Sekil 2.15. IVA ait ana metabolit olan M1 ve M2 [65]

IVA ve metaboliti M1, CYP3A ve P-glikoprotein 1 inhibitorlerine zayiftirlar.
Ancak IVA, CYP2C8 ve CYP2C9 da dahil olmak tizere diger CYPP450 izoenzimlerini
inhibe edebilir. CYPP450 enzimlerinde indiiksiyon yoktur. Bu nedenle IVA potansiyel
ilag-ilag etkilesimlerine sahiptir ve CYPP450 enzimleri tarafindan metabolize edilen
ilaglarin birlikte uygulanmasia 6zen gosterilmelidir. {lacin prospektiisiinde potansiyel
ortak ilaglarin bir listesi ve dnerilen dozaj ayarlamalari bulunur [10].

Karacigerde doniistimii takiben, ilacin %87,8’i M1 (%22) ve M6 (%43) iki ana
metabolit tarafindan fegesle atilir ve ana ilacin idrardan atilimi ihmal edilebilir
seviyededir. Karaciger fonksiyonunun hafif bozuklugu i¢in doz ayarmin gerekli olup
olmadig1 bilinmemektedir. Uretici paketinde sirket, Cocuk-Turcotte Pugh Sinif B skoru
ile belirlenen orta derecede karaciger yetmezligi olan hastalar i¢in Cmax’1n saglikli
goniilliilere benzer oldugunu; ancak, IVA alaninda egrio-» altinda iki kat artis oldugunu
belirtmistir [65]. Bu nedenle, orta dereceli karaciger yetmezligi ile kullanim i¢in doz
araliklarinda giinliik 150 mg artis onerilmektedir. IVA veya metabolitlerinin bobrekler
zarar1 olmamasi nedeniyle, siddetli bobrek yetmezliginde ayarlama gerekip gerekmedigi

bilinmese de, hafif ila orta siddette bobrek yetmezligi i¢in doz ayarlamasi 6nerilmez [10].
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IVA ¢ok iyi tolere edilebilirdir. Ust solunum yolu semptomlari, kontrol grubuna
kiyasla IVA alan deneklerde daha yaygin goriilmektedir. IVA alan %8 veya daha fazla
denekte orofaringeal agri, nazofarenjit, iist solunum yolu enfeksiyonu, otitis media, bas
agrisi, bas donmesi, mide bulantisi, karin agrisi, ishal veya dokiintii ve kan eozinofilisi,
kontrolya kiyasla IVA’y1 alan deneklerde daha sik rapor edilmistir. Faz calismalarinda
birka¢ denekte karacier transaminazlarinda yilikselme goriilmiis ve bunun iizerine
tedaviye baslamadan once, tedavinin ilk 12 ayinda 3 ayda bir ve sonrasinda yillik olmak
lizere karaciger transaminaz seviyelerinin kontrol edilmesi tavsiye edilmistir. Uzun
donem agik etiketli caligmanin (PERSIST) edindigi deneyim, iki Faz Il denemeleri ile
benzer bir giivenlik profili ortaya koymustur [66, 67].

Avrupa Komisyonu ilact Temmuz 2012°de ve Avustralya’daki Terapotik Mallar
Idaresi ilact Temmuz 2013’te ayn1 endikasyon icin onaylamislardir. 21 Subat 2014°te
ABD FDA, CFTR’de eski isimleri G178R, S549N, S549R, G551S, G1244E, S1251N,
S1255P ve G1349D olan sekiz ek mutasyondan birine sahip olan KF’1li >6 yas kisiler i¢in
IVA’nin yeni bir ilag olarak kullanim bagvurusunu onaylamistir [45].

Ayrica IVA KF’li diger sekiz farkli mutasyondan (G178R, S549N, S549R, G5518,
G1244E, S125IN, S1255P ve G1349D) birini tasiyan hastalara benzer yararlar
sagladigina dair kanitlar elde edilmistir. Diger CFTR mutasyonlarini tagiyan hastalar icin
ilacin diger tedavilerle kombinasyon halinde rolii heniiz belirlenmemistir. Ancak ilacin
tolere edilebilirligi ¢ok iyi oldugu kanitlanmistir [59, 66, 67].

IVA ile yapilan terapi, genetik mutasyonlara sahip KF’li hastalar i¢in kisiye 6zgii
tedavinin yeni habercisidir. IVA, yeni bir terapétik sinifin ilki olup bir dizi genetik
hastalikla iligkili anormal proteinlerin degistiricileri olarak islev goren oral
biyoyararlanabilen terapétiklerin gelecek potansiyeline bir bakis saglamaktadir. KF,
ortaya cikan tiim anormal proteinlerin kurtarilmasi/tadil edilmesi icin bir dizi terapotik
yaklagim gerektirecektir. IVA Kkendi basma yalnizca kiigiik bir oranda kurtarabilir.
Bununla birlikte diger ilaglarla kombinasyon halinde daha genis bir uygulamaya sahip
olabilir. AF508 proteininin eslenmesi ve kurtarilmasi i¢in karmasik yaklasimlarin gerekli
oldugu goriinmektedir. Bununla birlikte, [IVA bu mutasyon ve digerleri icin kombinasyon
terapisinde rol oynayabilir. Aminoglikozitlerin degiskenli G542X gibi sagma
mutasyonlar1 baskilayabildigi kabul edilir. Aminoglikozit maruziyeti insan brons epitel

hiicre modelinde (G542X/F508del) CFTR’yi kurtarmayir basarmis ve IVA takviyesi
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CFTR kanalinin agiklik olasiligini arttirmistir. Boylece genel etkinligi arttirip gelecekteki
klinik gelisime yon verebilir durumdadir [57, 68].

G551D mutasyonu tagiyan bes hastada yapilan kii¢lik bir pilot calismada hem oral
hem de intravendz glukoz tolerans testleri IVA tedavisi dncesi ve tedaviye basladiktan 1
ay sonrasi yapilmustir. Insiilin sekresyonu IVA kullanimiyla artmistir. Her ne kadar
CFTR’nin insiilin sekresyonundaki rolii daha once bilinmemis olsa da g¢aligmada
CFTR’nin insiilin sekresyonunda rol oynayabilecegini 6ne siiriilmiistiir. IVA’nin vahsi
tip CFTR’de kanal agilmasini arttirdigi goz oniine alindiginda, yazarlar hem CFTR hem
de IVA’nin Tip 2 diyabetteki terapotik potansiyelinin merak uyandirici olasiliklarini 6ne
stirmislerdir. Bu halen gesitli calismalarla belirlenmeye devam etmektedir [69, 70].

CFTR hava yolu disfonksiyonu tiitlin dumanina maruz kalmadan da elde edilebilir
ve laboratuar ¢alismalar1 IVA’nin bu vahsi tip CFTR disfonksiyonunu kurtarabildigini ve
inhale tiitiin dumanina ikincil kronik obstriiktif hava yollar1 hastaliginda potansiyel fayda
saglayabilecegini gostermistir. Klinik potansiyeli ise heniiz arastirilmamistir

5 yil iginde, IVA kullaniminin daha fazla olmasi muhtemeldir. Artik fonksiyona
sahip mutasyonlarda kullanimin incelenip KF’deki diger terapdtiklerle kombinasyon
halinde kullanimin ortaya ¢ikmasi muhtemeldir. Ek olarak KF olmayan endikasyonlar
i¢in olas1 kullanim da arastirilmaya baslanabilir.

IVA i¢in klinik potansiyel, en azindan G551D mutasyonu veya baska mutasyonu
tagtyan KF’li hastalar icin dnemli olsa da ¢ok yiiksek IVA maliyeti endise vericidir.
Maliyetler iilkeler arasinda degismekle birlikte, IVA i¢in maliyet tahminleri yillik
250.000 ABD Dolari civarindadir. Toplumun bu terapi tiiriine erisimi nasil saglayacagi
veya rasyonellestirecegi bilinmemektedir. Bu tip durumlarda karsilagilan en Onemli
sorun, bircok genetik hastaligin az sayida hastasi olmasi ve ilag sirketlerinin pazara ilag
gelistirmek i¢in son derece biiyiik biitgelere ihtiya¢ duymasidir. Gelistirme maliyetinin
bir sekilde kiiclik bir pazardan iade edilmesi gerekmektedir. IVA i¢in gelistirme maliyeti,
bir dereceye kadar ilacin gelisimini destekleyen bir kurum olan KFV tarafindan
saglanmigtir [71]. Bununla birlikte, ilacin maliyeti biiyiliktiir ve kiiciik pazarlar igin
gelistirilen diger ilaglar da maliyetli olacaktir [72]. Akile1 yaklasim, daha agir
hastaliklarda kullanimi tercih etme egiliminde olacaktir. Ancak gercekte uzun vadeli
yarar; daha hafif hastalikta olanlarda en fazla ve zamanla kaybedecek daha ¢ok sey
olacag gergegidir. Kuskusuz, 6 yasindan kiiclik bebeklerde ve kiiciik cocuklarda giivenlik

ve etkinlik arastirmasi biiylik ilgi ¢cekmektedir. KF hastalarinda farkli gen mutasyonlari
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boyunca tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde daha genis kullanimin
zamanla IVA fiyatim1 diislirmesi miimkiindiir. Muhtemelen, rekabeti saglayacak olan
baska CFTR giicleyicileri de gelistirilecektir. Bununla birlikte, KF dis1 endikasyonlarda
kullanim, maliyetleri azaltma potansiyeli olan daha genis bir pazar saglayabilir. Bunun
en dogrusunu gelecek soyleyecektir [44, 73].

IVA analizleri ile ilgili ilk ¢alismay1 2013 yilinda Chhabda ve ark. yapmislardir.
IVA ayini i¢in basit bir YBSK teknigini Zorbax Eclipsed XDB Cg kolon (4,6 x 150 mm,
3,5 um) sabit faz ve hareketli faz karisimi olarak izokratik akista tampon (0,1% fosforik
asit):asetonitril (30:70% h/h) kullanarak gelistirmislerdir. Kolon sicaklig1 30 °C, akis hizi
1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 5 pL olarak belirlenmistir [74].

2014 yilinda yapilan bir ¢calismada en az 3 ay boyunca Kalydeco® ile tedavi edilen
hastalar tarafindan 150 mg ivacaftor alimindan 3-4 saat sonra serum 6rnekleri toplanmis
ve ivacaftor serum konsantrasyonlari kiitle spektroskopik saptama (LC-MS-Q-TOF) ile
dogrulanmis sivi kromatografisi kullanilarak tespit edilmistir. Caligma sonucunda 6
karaciger hastasinda karaciger fonksiyon bozuklugu ve diger CYP3 inhibitorlerinin
birlikte uygulanmasi olmadan kan Orneklerinde IVA goézlenmistir. Ancak calismada
herhangi baska analitiksel bir veri verilmemistir [49].

2016 yilinda ilk kez, IVA ve ana metabolitlerinin hidroksimetil-IVA M1 ve IVA-
karboksilat M6’nin KF hastalarinin plazma ve balgaminda hizli tespiti ve tayini igin
YBSK ve LC-MS yontemleri gelistirilip ve metot gegerliligi dogrulanmistir.
Kormatografik ayrim i¢in Waters Cg kolon (5 pum, 3,9 x 50 mm i.d.) sabit faz ve
asetonitril/su: %0,1 formik asit (60:40, h/h) ihtiva eden hareketli faz karisimi
kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 5 uL, YBSK i¢in 309 nm dalga
boyunda ¢alisilmig ve sadece kalibrasyon egrisi verilmistir. Metot gegerliligi ve numune
uygulamalarmi sadece LC-MS/MS ile yapmuslardir. KALYDECO® (IVA 150 mg/12
saat) veya ORKAMBI® (200 mg/12 saat LUMA-125 mg/12 saat IVA) ile tedavi goren
KF hastalarinin plazma ve balgamindaki LUMA, IVA, M1 ve M6 konsantrasyonlarini
dlgmek igin kullanilmistir. Calismaya gére KALYDECO® verilen hasta dozajdan 2,5 saat
sonra 0,97 pg/mL’lik bir IVA plazma konsantrasyonu sergilemistir. M1 ve M6 plazma
konsantrasyonlari ise 0,50 pg/mL ve 0,16 pg/mL bulunmustur. ORKAMBI® ile tedavi
edilen hastada ¢ok diisiik plazma konsantrasyonlarinda IVA (0,06 pg/mL) ve M1 (0,07
ug/mL) oldugu bulunmustur. M6 konsantrasyon seviyesi ise (0,15 g/mL), KALYDECO®

hastasininkilerle karsilagtirilabilir durumda oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
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yazarlar nispeten yiksek bir LUMA plazma konsantrasyonunu (4,42 pg/mL)
gozlemlemislerdir [75].

Akram ve Umamahesh gelistirdikleri YBSK metot ile tablette IVA ile lumacaftor
analizini birlikte gerceklestirmislerdir. Yontemde sabit faz olarak Inertsil ODS kolon (4,6
x 250 mm, 5 pm) ve hareketli faz olarak %60 pH 3 tampon (%1 (h/h) orta fosforik asit),
%30 asetonitril ve %10 metanol karigimi se¢ilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk, kolon sicakligi
25 °C ve 20 pL hacimde kolona enjeksiyon yapilmistir [76].

IV A analizi i¢in bugiine kadar gelistirilmis literatiirde var olan tiim metotlarin genel

kapsamlar1 ve numune uygulamalart Tablo 2.9°da verilmistir.

Tablo 2.9. IVA analizi i¢in gelistirilen yontemlere ait veriler

Dogrusal LOD LOQ Dalga tr Kaynak
Mod - m/z Yontem Numune
(ng/mL)  (pg/mL) (pg/mL) Boyu (dk)
225 [74]
15 - 300 0,13 0,40 - YBSK Tablet
nm
2,50x10°  7,57x10 MRM- LC- [75]
0,01-10 - 6,2 Tiikriik
8 3 392,49—393 MS/MS
ve
309
1-80 - - - 6,2 YBSK Plazma
nm
62,5—
- - 254 - 3,1 YBSK Tablet [76]
3125
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3. GERECLER
3.1. Kullamilan Maddeler ve Reaktifler

Yapilan deneysel ¢alismalarda herhangi bir kirlilik ya da safsizliklardan ileri gelen
problemler olusmamasi i¢in kullanilan tiim maddeler analitik ve/veya kiitle dedektoriine
uygun saflikta tercih edilmistir. Analizi yapilacak olan etken madde IVA Toronto
Research Chemicals (Ontario, Kanada) firmasindan satin alinmistir.

Hareketli faz hazirlanmasi icin secilen organik c¢oziiciiler ve diger deneysel

islemlerde kullanilan reaktiflerin temin edildigi firma ve safliklar1 Tablo 3.1’deki gibidir.

Tablo 3.1. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma Saflik

Asetonitril J.T.Baker (Allentown/ABD) LC/MS saflikta
Metanol Merck KGaA (Massachusetts, ABD) LC/MS saflikta
Formik asit Fisher Chemicals (New Hampshire, ABD) LC/MS saflikta
Amonyum format Fisher Chemicals (New Hampshire, ABD) LC/MS saflikta
Sodyum hidroksit Sigma Aldrich (Missouri, ABD) LC/MS saflikta
Hidroklorik asit Sigma Aldrich (Missouri, ABD) LC/MS saflikta
Hidrojen peroksit Sigma Aldrich (Missouri, ABD) LC/MS saflikta

3.2. Kullanilan Cihazlar

S1v1 kromatografisi ¢aligmalarinda DGU-20A3R model gaz giderme {initesi, LC-
20AD gradient pompa, SIL-20AC otomatik 6rnekleyici, CTO-10ASVP kolon firmni,
CBM-20A iletisimi {initesi ve SPD-M20A model fotodiyod dizi dedektdr sisteminden
olusan LC/MS/MS 8040:Nexera XR Serisi (Kyoto, Japonya) model cihaz kullanilmistir.
YBSK sistemine bagl bilgisayar Windows XP isletim sistemine sahiptir. Laboratuvarlar
arasi karsilagtirma ¢aligmalar i¢in kullanilan diger YBSK cihaz1 ise Nexera-i LC-2040C
3D Shimadzu (Kyoto, Japonya) markadir. Sistem kontrolii ve kromatogramlarin eldesi
icin LCSolutions 1.11 SP1 veri analiz programi kullanilmustir.

Kalitatif yiiksek c¢oziintirliiklii kiitle spektrometrik tayinleri, ugus tuzagi
spektrometresi Shimadzu (Kyoto, Japonya) firmasinin {iriini LCMS-IT-TOF denilen,
iyon tuzag siiresi kullanma prensibine gore calisan cihaz ile gergeklestirildi. Prominence
serisi s1v1 kromatografisinden olusan sistemde DGU-20A3R 3 hatli gaz giderme iinitesi,
iki adet LC-20AD ikili gradient pompa, bir SIL-20A HT otomatik 6rnekleyici, bir CTO-
10ASVP kolon firini, bir CBM-20A iletisim tiinitesi ve SPD-M20A fotodiyod dizi
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detektorden olugmaktadir. Ayrica Shimadzu LC LabSolutions 3.43 SP1 veri analiz
programi kullanilmistir.

UV-spektrofotometrisi ile yapilan incelemelerde Shimadzu (Kyoto, Japonya)
firmasinin iriinii olan UV-2401PC model ¢ift 1s1tk yollu UV-spektrofotometresi
kullanilmistir. Veriler UV/PC Personal Spectroscopy Software Version 3.7 programi
tarafindan islenmistir.

Deneysel calismalarda tarimlarin yapilmasi igin Mettler Toledo (Greifensee,
Isvigre) marka XSE 105 Dual Range model analitik terazisi ve pH ol¢iimleri igin
SevenMulti model pH metre, kiiciik miktarlarda hazirlanan ¢ozeltileri karistirmak igin
Heidolph (Berlin, Almanya) marka Reax Top model karistirici, hareketli fazin
karistirilmasinda ve gazinin giderilmesinde Bandelin Sonorex (Berlin, Almanya) marka
RK 100 H model ultrasonik banyo kullanilmistir. Etken maddenin karakterizasyon
caligmalart i¢in ise Shimadzu (Kyoto, Japonya) etiketli IR Affinity-1S model kizil 6tesi
spektrofotmetresi, Bruker (Massachusetts, ABD) firmasina ait UltraShield 300 MHz
niikleer manyetik rezonans spektrometresi kullanilmstir.

3.3. Kullanilan Sabit Fazlar

Tablo 3.2’de goriintileme ve analiz asamalarinda kullanilan sabit fazlar

listelenmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan sabit fazlar

Etiket Uzunlugu I¢ Cap Tanecik Partikiil Fonksiyonel Firma
(mm) (mm)  boyutu (A)  Capi (um) grup
Kinetex® 150 3 100 2,6 Cis Phenomenex
(Kaliforniya, ABD)
Ascentis 100 3 90 2,7 Cus Sigma Aldrich
Express® (Missouri, ABD)
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4. YONTEMLER
4.1. Deneysel parametreler
4.1.1. Enstriimental parametreler

Sivi kromatografisi ¢alismalarinda kullanilan mobil fazin akis hiz1 0,25 mL/dk,
kolon sicaklig1 40,0 = 0,1 °C’ye ve otomatik 6rnekleyici termostat sicakligr 15 + 0,1
°C’ye ayarlanmistir. Numune enjeksiyon hacmi tiim s1vi kromatografisi cihazlari igin 1
uL olarak segilmistir. Tiim ¢ozeltiler enjeksiyondan dnce PVDF filtrelerden siiziilmiistiir.

LC-MS/MS sistemindeki kiitle spektrometresi, pozitif modda (ESI+) elektrosprey
iyonizasyonu kullanarak, m/z 100 ila m/z 800 arasinda baslayan kiitle araliginda
calistirildi. MS kosullar1 asagidaki gibi optimize edilmistir: Kurutma gazi (azot) akis hizi:
15 L/dk; nebiilize edici gaz (azot) akis hizi: 3,0 L/dk; carpisma gazi: Argon; CDL
sicaklig1: 250 °C ve 1s1 blogu sicakligi: 450 °C. Tiim analizlerde Coklu Reaksiyon izleme
(MRM) modu kullanilmistir.

LC-DAD sistemindeki diyot dizisi detektorii 247 nm dalga boyuna ayarlandi ve
gercek zamanli spektrum 1,5625 Hz veri 6rnekleme frekansinda 190 ve 380 nm arasinda
kaydedildi. Dedektor 6rnekleme hizi ve detektor zaman sabiti 640 msn’ye ayarlandi.

LCMS-IT-TOF sistemindeki kiitle spektrometresi, pozitif iyon modunda calisan
ESI arayiizii ile donatilmistir; enstriimantal parametrelerden yiiksek gerilim probu
potansiyeli -3,5 kV; nebiilize edici gaz (Azot) akis hiz1 1,5 L/dk; CDL sicaklig1 200 °C;
1s1 blogu sicakligi 200 °C ve kurutma gazi basinct 200 KPa olarak secilmistir. CID
parametreleri, CID enerjisi i¢in %50, ¢arpisma gazi parametresi i¢in %50 se¢ilmis ve CID
icin argon gazi kullanmilmistir. TOF dedektor voltaji 1,6 kV olarak belirlenmistir.
Caligmalarda hassasiyet, ¢coziinlirliigli ayarlamak ve kiitle sayis1 kalibrasyonu yapmak
icin (iyon kapani ve TOF analizorii) standart numune olarak trifloroasetik asit ¢ozeltisi
kullanilmistir.

4.1.2. Standart ¢ozeltilerinin hazirlanmsi

IVA’nm ilk stok c¢ozeltisi (1011 pg/mL), 10,11 mg IVA’nin 10,0 mL asetonitril
icinde ¢oziilmiis ve tam c¢Oziinmenin saglanmasi i¢in karistirict ile 3 dakika
karistirllmistir. Calismalar i¢in gerekli kalite kontrol ¢ozeltilerini hazirlamak icin tim
seyreltmeler yine asetonitrilde yapilmis ve karistiricida tam ¢éziinmeyi saglamak icin 2

dakika tutulmustur. Stok cozeltilerin kisa siireli (7 giin) ve uzun siireli (30 giin)
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periyotlarda +4 °C’de, giin 1s1gindan uzakta ve -20 °C’de tutuldugunda en az 3 ay
boyunca stabil oldugu tespit edildi.

4.1.3. Geri kazamim ¢alismalari i¢in ¢ozeltilerin hazirlanis

IVA’nin ticari iiriinii olan Kalydeco® iilkemizde heniiz satigsa sunulmamasindan ve
cesitli faktorlerden dolayr yurt disindan elde edilememistir. Bu nedenle s6z konusu
metodun giivenilirligini ve uygulanabilirligini gostermek i¢in gerekli geri kazanim
calismalari elde hazirlanan pseudo formiilasyonlarda yapilmistir. Bunun i¢in gerekli olan
formiilasyon ticari {iriiniin yayilanmis olan patentinden alinmis ve birebir hazirlanmistir

[77]. Ticari tirtiniin i¢erigi Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. KALYDECOQO® formiilasyonu

Tablet Formiilasyonu % Agirhk  Agirhk (mg)

Orta seviye F 34,09 187,5
Mikrokristalin seliiloz 30,51 167,8
Laktoz 30,40 167,2
Sodyum kroskarmeloz 3,00 16,5
SLS 0,50 2,75
Kolloidal silikon dioksit 0,50 2,75
Magnezyum stearat 1,00 5,50
Toplam 100,00 550

Yukarida verilen Tablo 4.1°deki miktarlarda inaktif bilesenler hazirlanmis ve igine
150 mg IVA ilave edilerek karistirilmistir. Toz halindeki bu karisim 100 mL balonjojeye
aktarilmis ve asetonitrilde ¢oziindiiriilmiistiir. Bunun i¢in karisim 6nce mekanik olarak 5
dakika karistirilmis ve ardindan ultrasonik banyoda 30 dakika boyunca bekletilmistir.
Ardindan 0,22 um’lik poliviniliden floriir siringa filtresi ile siiziilmiistiir. Bu siiziintiiden
geri kazanim c¢aligmalar1 i¢in gerekli seyreltmeler yapilarak, iizerine asetontirilde
hazirlanmis standart IVA ¢ozeltisi ilave edilerek %80, %100 ve %120 olmak iizere ii¢
seviyede ¢ozeltiler hazirlanmistir.
4.1.4. Hareketli faz ¢ozeltilerinin hazirlamsi

S1v1 kromatografisinde goriintiilleme ¢alismalarinda hareketli fazin pH ayarlamalari
i¢in hem kiitle dedektorii hem de foto diyot dizisi dedektoriilerine uygunlugu sebebiyle
formik asit ile calisilmistir. Bu amacla apolar faz i¢in secilen metanol ve asetonitrile %0, 1

(h/h) oraninda formik asit ilave edilmistir. Polar faz i¢in segilen suya da aynmi sekilde
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formika sit ilavesi yapilmistir. Hareketli fazin optimizasyonu yapilirken polar faz olan
suda her zaman %0,1 (h/h) oraninda formik asit ilave edilirken apolar fazlarin formik
asitsiz olarak denemeleri yapilmistir. Hazirlanan mobil fazlar 22 pm’lik poliviniliden
floriir filtre ile siiziilmiis ve 10 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek gaz giderimleri
yapilmustir.

Tiim s1v1 kromatografisi ¢alismalar1 boyunca optimum hareketli faz izokritik olarak
secilerek eliisyon yapilmistir. Kullanilan hareketli faz, su:asetonitril (37:63, h/h)
¢ozeltisidir. Hareketli fazin hem polar bileseninde hem de apolar bileseninde %0,1 (h/h)
oraninda fromik asit ilave edilmistir. S6z konusu mobil fazin pH’sinin yaklasik 2,6
oldugu belirlenmistir.

4.1.5. Bozundurma cozeltilerinin hazirlamsi
4.1.5.1. Hidroklorik asit cozeltisi (2 N)

Stok hidroklorik asit ¢ozeltisinden 16,6 mL alinip i¢inde bir miktar su bulunan 100
mL balonjojeye ilave edilir. Ardindan yavag yavas ¢alkalamak suretiyle su ilave edilerek
hacmi tamamlanir. Etken maddenin 1 N HCI iginde hizli bozundurulmasi i¢in bu
cozeltiden seyreltme yapilarak kullanilmistir.

4.1.5.2. NaOH c¢dozeltisi (2 N)

8,0 g sodyum hidroksit peleti tartilarak i¢inde bir miktar su bulunan 100 mL
balonjojeye ilave edilir. Ardindan yavas yavas ¢alkalamak suretiyle su ilave edilerek
hacmi tamamlanir. Etken maddenin 1 N NaOH i¢inde hizli bozundurulmasi i¢in bu
cozeltiden seyreltme yapilarak kullanilmistir.

4.1.5.3. H202 ¢ozeltisi (%6, h/h)
Stok %30 H202 (h/h) ¢ozeltisinden 20 mL alinip i¢inde bir miktar su bulunan 100

mL balonjojeye ilave edilir. Ardindan yavag yavas ¢alkalamak suretiyle su ilave edilerek
hacmi tamamlanir. Etken maddenin %3 H20: (h/h) i¢inde hizli bozundurulmasi i¢in bu
cozeltiden seyreltme yapilarak kullanilmistir.

4.1.6. Bozundurma Kosullari

Hizlandirilmis bozunma c¢alismalari kullanilarak etken maddenin hizli bir bi¢imde
bozunmasi saglanir ve bu sayede safsizliklarin veya bozunma sonucu olusan triinlerin

analize etkisi incelenir. Bu ¢alismalarda incelenen parametreler Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Hizlandwilmis bozundurma kosullar

Bozunma kosulu  Uygulanis bicimi  Aciklama

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

Nem Kat1 %75 oranindaki nemde 1 saat siire ile bekletilip maddenin
¢Ozeltisi hazirlanarak analiz edilmistir.

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

Asit hidrolizi Cozelti 1,0 N HCI ¢6zeltisinde hazirlanan madde belirli siirelerle
analiz edilerek kontrol edilmistir.

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

Yikseltgenme Cozelti %3 (h/h) oraminda H,O; ¢ozeltisinde hazirlanan madde

belirli siirelerle analiz edilerek kontrol edilmistir.

4.1.7. Sonuglarin Degerlendirilmesi

S1vi kromatografisi ¢aligmalarinda analitik yanit elde edilen kromatogramlardaki
her bir pikin alani kabul edilmistir. Kullanilan matris ortami nedeniyle herhangi bir i¢
standart kullanilmamistir. Elde edilen derisimlere karsilik gelen pik alanlarindan yontem
gecerliligi calismalar1 kapsamli olarak yapilmastir.

4.1.8. Yontem Gecgerliliginin Tespiti

ICH kilavuzunun tavsiye ettigi sekilde validasyon iglemleri gelistirilen yonteme
uygulanmis ve yontemin analitik acidan kabul edilebilir veriler sagladigi gosterilmistir
[78]. Yontemin validasyonu igin ICH kilavuzunda da belirtildigi sekilde spesifiklik,
kesinlik, dogruluk, dogrusallik, tayin alt sinir1, saptama sinir1 ve sistem uygunluk testleri
yapilmistir [78-80].
4.1.8.1. Kararliik

IVA’nin birincil stok ¢ozeltisi, asetonitrilde (10,1 pg/mL) uygun sekilde seyreltildi
ve periyodik olarak (6, 12, 18, 24, 48 saat, 2 hafta boyunca -20 °C ve ii¢ donma-¢oziilme
dongiisii) olmak lizere ¢ozelti ve hareketli faz kararliligini incelemek i¢in analizler
yapildi.
4.1.8.2. Secicilik
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ICH Q2 (R1) kilavuzunda, deney testindeki safsizliklar1 veya bozunma iiriinlerini
icerip igermedigini kontrol etmek i¢in ikinci bir analitik prosediir denenmistir [81, 82].
Kilavuzda belirtildigi sekilde IVA’ya nem, 151k, 1s1, asidik, bazik ve okside ortamlarda
hizl1 bozundurma kosullar1 uygulanarak ¢ozeltileri hazirlanmis ve analizleri yapilmastir.
Elde edilen sonuglar spesifikligi belirlemek i¢in kullanilmistir. Pozitif veya negatif bir
cevabin gozlenmedigini onaylamak i¢in kromatogramlar ve ilgilenilen piklerde siipheli
ve belirsiz sinyallerle arastirilmistir. Ayrica, pik safliklar1 fotodiyot dizilimi kullanilarak
pik saflig1 ve kiitle detektorii ile de elde edilen piklerin sadece analite ait olup olmadigi
goriintiilenmistir [83, 84].
4.1.8.3. Dogrusallik ve Calisma araligi

Dogrusallik i¢in on konsantrasyon seviyesini kapsayan test ¢ozeltilerinin tahmini
konsantrasyonunun %1-200’iine karsilik gelen (0,10; 0,51; 1,01; 2,53; 5,06; 8,09; 10,11;
12,1; 15,2; ve 20,2 pg/mL) seviyelerde ¢ozeltiler hazirlanmis ve analizleri yapilmistir.
Her enjeksiyon en az {i¢ kez tekrar edilmis ve ortalama degerleri hesaplamaya katilmistir.
Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi ii¢ tekrar olmak tizere ¢alisilmis ve elde edilen lineer
regresyon analizleri incelenmistir. Egim, kesim, tanimlayicilik katsayisi, egim ve kesim
degerlerinin %95 giiven seviyesindeki olas1 sinirlar1 hesaplanmistir. Bunlarin yan sira
gruplar aras1 uyum, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Istatistiksel
hesaplamalar GraphPad Prism v6.0b programui ile yapilmistir.
4.1.8.4. Dogruluk

Yontem dogrulugunu belirlemek i¢in geri kazanim deneyleri uygulanmistir. Elde
hazirlanmis olan pseudo tablet formiilasyonu ile bilinen miktarlarda IVA ¢ozeltileri ile
diisiik seviyede (8,09 pg/mL;) orta seviyede (10,1 pg/mL) ve yiiksek seviyede (12,1
pg/mL) olmak iizere 3 farkli seviyede (%80, %100 ve %120) hazirlanarak analizleri
yapilmustir. Her seviye icin 3 paralel set hazirlanmistir. Elde edilen sonuglarin standart
sapma (ss), bagil standart sapma (%BSS) ve %95 giiven seviyesinde giiven sinirlari ile
ortalama geri kazanim hesaplanmuistir.
4.1.8.5. Kesinlik

Kesinlik g¢alismalar1 giin i¢i ve gilinler arasi deneyleri olmak iizere iki kisim
igermektedir. Dogrusallik ¢aligmalarinda kullanilan ¢6zeltilerin %100°ne denk gelen 10,1
pug/mL derisime sahip standart ve pseudo tablet ¢ozeltileri, ayn1 ve ardigik 3 giinde
onerilen yontem kullanilarak 8 kez analiz edilerek yontemin kesinligi yorumlanmustir.

Sonuglar, ortalama, ortalama standart hata, standart sapma, %BSS ve %95 giiven seviyesi
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dahil olmak {izere istatistiksel olarak hesaplanmistir. Ayrica giinler arasi gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonlii ANOVA ile incelenmis ve istatistiksel hesaplamalar
GraphPad Prism v6.0b programai ile yapilmustir.

4.1.8.6. Teshis ve tayin alt sinirt

Yontemin gecerliligi i¢in diger énemli parametreler olan LOD ve LOQ, ICH
kilavuzuna gore hesaplanmistir. Buna gore teshis sinir1 igin ¢alisilan her bir sivi
kromatografisi cihazi i¢in giirtiltiiniin 3,3 katin1 veren konsantrasyon belirlenmis ve
cozeltisi hazirlanarak analizi yapilmistir (n=10). Buna gore tayin sinir1 igin ¢alisilan her
bir siv1 kromatografisi cihazinda elde edilen giiriiltiiniin 10 katin1 veren konsantrasyon
belirlenmis ve ¢ozeltisi hazirlanarak analizi yapilmistir (n=10).

4.1.8.7. Sistem uygunluk testleri

Analizler sirasinda kullanilan YPSK cihazinin ve analiz kolonlarinin performansini
gosteren sistem uygunluk parametrelerinin hesaplanmasi yontem gelistirme basamaginda
olduk¢a onemlidir. T, N, k ve USP genislik gibi parametreler sistem uygunluk
parametrelerini olusturur. Analizler sirasinda degisken hareketli faz ile eliisyon
yapildigindan bu parametrelerden N hesaplanmamistir. Yontem gelistirme sirasinda bu
parametrelerin her biri tiim tatlandiric1 standart maddeleri igin Amerika Birlesik
Devletleri Farmakopesi (USP) metoduna gore Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11
SP1 veri analiz programi kullanilarak hesaplanmaistir.

4.1.8.8. Saglamhik

Bir analitik yontemin saglamligi yontem parametrelerindeki goézlenen kiiciik
degismelerin analitik yanita etkisinin kabul edilebilir diizeylerde oldugunun
gosterilmesidir. Bu amagla LC-DAD ve LC-MS/MS i¢in 10.0 pg/mL derisimindeki [VA
cozeltileri akis hiz1 (0,225 ve 0,275 mL/dk), kolon sicakligi (27 ve 33 °C) ve hareketli faz
apolar bilesen yiizdesi (%56,7 ve %69,3) parametreleri degistirilerek analiz edilmis (n=3)
ve %BSS degerleri hesaplanmigtir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

IVA analizinde yiiksek dogruluk, tekrarlanabilirlik ve ayirma giicii ile daha diisiik
tayin ve tespit sinirlarina inme imkani verdiginden dolay1 sivi kromatografisi ile ayrimi
yapilip ardindan foto diyot dizisi ve kiitle dedektor ile tayin ve tespiti yapilmistir. Foto
diyod dizisi dedektdr i¢cin metot segiciliginin saglanmasi amaciyla hizli bozundurma
kosullar1 uygulanmis ve bu girisimlerin varliginda maddenin tayini yapilmistir. Metot
gelistirme ¢alismalart her iki tipteki dedektor i¢in kullanilabilecek ortak metot olmasi
amactyla kiitle dedektoriine uygun metot bilesenleri ile c¢aligilmistir. Ayr1 zamanda
calismada elde edilen bozunma iirlinleri yiiksek c¢oziiniirliklii kiitle spektrometresi
(HRMS) 6zelligine sahip LC/MS-IT-TOF cihazi ile tespit edilmistir. Etken maddenin
ayrica hem ultraviyole goriiniir alan (UV-Vis) hem de kiitle spektroskopisi 6zellikleri
ayrintili olarak analiz edilmistir. Metodun bagka laboratuvarlarda da ayni kosullarda ayni
parametrelerle uygulanabilir oldugunu gostermek amaciyla YBSK i¢in laboratuvarlar
aras1 karsilagtirma yapilmistr. Ayrica elde edilen metot ¢esitli ekonomik sebeplerden
tableti elde edilemeyen KALYDECO®’nun piyasaya siiriilmiis olan patentine uygun
olarak tablet formiilasyonu hazirlanmis ve her bir ayr1 cihazda analizleri yapilmistir.

5.1. IVA’nin UV-Gériiniir Alan Bélgedeki Spektral Ozelliklerinin Incelenmesi

Deneysel calismalarin bir basamaginda foto diyod dizisi dedektor ile hedef APT’nin
tayin ve tespit islemleri yapilacagindan oncelikle UV-Vis spektroskopisinde bilesigin
maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu analiz edilmistir. Bunun i¢in pg/mL derisimde
asetonitrilde hazirlanmis IVA ¢ozeltisinin 190-400 nm araliginda okumasi yapilmistir.

Elde edilen spektrum Sekil 5.1°de verildigi gibidir.
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Sekil 5.1. IVA 'min UV-gériiniir bolgedeki spektrumu (C=10,1 ug/mL)

Bilindigi gibi maddelerin UV spektrumlarinin incelenmesinde ortam ¢dziiciisiiniin
batokromik ya da hipsokromik etkilerinden dolay1 elektroaktivite dzelliklerinin etkisi gok
yadsinamaz durumdadir. Calisilan bilesik olan IVA igin asetonitril ¢oziicli olarak
kullanildiginda birden ¢ok dalga boyunda yiiksek absorbanslar elde edilmistir. Yapida
tahmin edilen elektronik gegisler sahip oldugu karboksik grubu, karboksiamid grubu ve
benzen halkasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen bu dalga boylarimin absorbans
biiyiikliiklerine gore siralandiginda sirasina goére 202 nm, 221 nm, 247 nm ve 305 nm
seklindedir. Yapida birden ¢ok kromafor grup bulunmasi ve ¢ok fazla elektronik gecisi
s0z konusu oldugu i¢in bu absorbans profili normaldir. Ancak kantitatif ¢alismalar da
max absorbans ne kadar fazla olursa o kadar diisitk LOD ve LOQ degerleri vermektedir.
Calismada bu nedenle yiiksek absorbans veren ayn1 zamanda diisiik enerji ile uyarilma
saglayan ve kullanilan ¢oziiciilerin sogurma yapmadigi dalga boyu olan 247 nm
secilmistir. 247 nm dalga boyunun yapidaki karboksil fonksiyonel grubunun yaptigi
n—m* elektronik gecisinden, 305 nm absorbansin ise karboksiamid grubunun yaptigi
n—n* gecisinden dolayr oldugu diisiinilmektedir. Ancak ¢oziicii etkisi ile ortalama 15
nm kadar batokromik kayma gdzlenmistir.

5.2. NMR spektroskopisi teknigi ile [IVA’nin ‘HNMR spektrumlarinin tespiti

IVA etken maddesinin standardinin spektroskopik 6zelliklerinin incelenmesi

amactyla tHNMR ve elde bulunan imkanlar dahilinde *CNMR spektrumlar alinmis ve

57



yapinin iskeleti gibi belirlenmistir. Elde edilen HNMR spektrumu Sekil 5.2°de
13CNMR spektrumu Sekil 5.3°de verilmistir.

' Curtsnt Data Farameters
HAME Iva
EXENO 2
PROCHO 1
===e==mn CHANNEL fl ==mm===n
e TE.45TBEET MHz
UG
Pl 1
15. 09000
== CHANHEL £l =mmm===
300,181
1
Fi - Processing paraneters
51 12768
5F TS, 4803210 MHz
WON EM
8B o .
T T T T T T T T e R 1.00 B2
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppmec 140

Sekil 5.2. IVA i¢in alinmis "HNMR spektrumu
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z oz ig BRUKER
Current Data Parameters
NAME IVA
EXPNO 1
PROCHO 1
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FZ - Processing parameters
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SF 300.1800000 MEHz
WDW EM
55R 1]

J Jlt LB 0.30 Hz
GH o
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12 11 10 & 5 4 3 2 ppm
)_1 S
- £l A

Sekil 5.3. IVA icin alinmis *CNMR spektrumu

5.3. IR spektroskopisi teknigi ile karakterizasyonu

IVA etken maddesinin standardiin spektroskopik o6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla IR spektrofotometresi ile analiz yapilmis ve yapiya 6zgii fonksiyonel gruplar

Sekil 5.4’deki gibi belirlenmistir.
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Sekil 5.4. IVA i¢in IR Spektrumu

5.4. Sivi Kromatografisi Yontem Gelistirme

Metot gelistirme caligsmalari ilk olarak tiim deneylerde ve testlerde kullanilabilecek
evrensel bir ¢oziicli ortam1 aranarak baslatilmistir. IVA, yukarida fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinde bahsedildigi gibi polaritesi diisilk olup apolar c¢oziiciilerde ¢6ziinme
kabiliyeti daha iyi olan bir bilesiktir. Bu nedenle bilesik sadece asetontirilde ¢oziilmiis
herhangi bir polar fazla karisim yapilmamistir. Ciinkii maddenin ayrim ¢aligmlar
yapilirkende goriildii ki maddenin ayrimi ancak yiiksek oranda apolar ¢oziicli iceren
ortamda gergeklesmektedir. Bundan dolay1r faz ayrimi, kolon i¢ dinamiklerinde
farklilasma olmamasi ve c¢esitli ¢okmelerin yasanmamasi icin bilesik bozunma
calismalar1 da sadece asetonitril i¢inde ¢oziinerek ¢alismalar yapilmistir.

Sunulan bu ¢aligmanin alt amaclarindan biri, detektorii degistirerek hem ¢ok benzer
hem alet kosullarinin uygulanabilecegi nitelikli kromatografik yontemler gelistirmek
olup bu ¢ok yonliiliigiin kilit noktast olarak kabul edilmistir. Buna gore, girisimsiz
ayrilma ve tespit ile kabul edilebilir kromatografik tutunma IVA i¢in amaglanmistir. Bu
amaca ulagmak icin, baz1 ortak kromatografik baslangic noktalar1 degerlendirilmis ve

yontem gelistirme siirecinde test edilmistir. Asetik asit, amonyum format veya formik asit

60



gibi bir iyon baskilayict maddenin kullanimi ¢esitli konsantrasyonlarda test edilmistir;
Mobil fazda %0,1 formik asit (h/h) kullaniminin, kabul edilebilir pik sekli ve IVA’nin
iyonlagmasini sagladigi bulunmustur. Yukarida belirtildigi gibi IVA i¢in oldukga yiiksek
asitlik ve bazlikta olmak iizere iki pKa degeri mevcuttur. Calismada sabit faz olarak kolon
dolgu maddesi silika olan kolonlarla ¢alisildig1 i¢in mobil faz pH se¢iminde en fazla notr
bolgeye kadar gidilecegi bazik bolgeye dogru gecis ise kesinlikle planlanmamistir. API
icin tespit ve tayininde kiitle dedektoriinlin kullanimi da diisiintildiigii i¢in iyonlastirici
reaktiflerin eklentisi sart olmustur. LC mobil fazinda, 6zellikle formik asit ve amonyum
formatta degisik konsantrasyonlarda katki maddelerinin karboksiamid tiirevi bilesiklerin
negatif iyon elektrosprey tepkisi lizerindeki etkilerinin incelenmesi oldukga agiklayicidir
[85]. En iyi yanit formik asit kullanilarak elde edilmistir. Amonyum format ise asidik
bolgede formik asitle benzer ararlikta tamponlama yapmasi ve formik asitle ayni oranda
ilave edildiginde kayda deger herhangi bir degisim gbzlenmediginden dolayi iyonlastirict
reaktif ve tampon olarak formik asit se¢ilmistir. Bununla birlikte, bu kosul altinda analitin
tutulma siiresi, tekrarlanan enjeksiyonlar lizerinde formik asidin hem organik hem de
polar faza ilave edilmis olmasinin iyonlasmaya herhangi bir efektif etkisi oldugu
gozlenmemistir. Bu nedenle, nadir goriilen fikrin aksine, analitin pKa’s1 ile tepkili ve
tematik faz fazlarinm pH’1 arasinda basit bir 6ngoriilebilir korelasyon yoktur. Ote yandan
mobil faza ilave edilen formik asit orani toplamda %0,1 (h/h) oldugu deneysel olarak
belirlenmistir. Ancak bu oranin hem organik hem de polar faza paylastirilmis olarak ilave
edilmesi elde edilen pikin kapasite faktorii i¢in oldukca 6nemli oldugu goriilmiistiir. Bu
durum nispeten yiiksek asetonitril konsantrasyonunda bile analit i¢in oldukg¢a yiiksek bir
kapasite faktorii elde edilmesine biiylik avantaj saglamistir.

Es zamanli olarak, asetonitril ve metanol baglangigta mobil fazda suya tamamlayici
organik degistirici olarak test edilmis; bunlar arasinda asetonitril daha iyi ayrim vermistir.
Bu gozlem bilesigin sadece asetonitrilde ¢oziilmesinin de sebebi olmustur. Ciinkii
maddenin ayriminda metanol kullanildiginda ne kadar yiiksek oranda kullanilmis olursa
olsun hep ¢ok uzun alikonulma siireleri elde edilmistir. Metanoliin IVA’y1 kolondan
cikarmaya herhangi yeterli bir etki etmedigi goriilmiistiir. Bu gozlem asetonitrilin UV
bolgesinde diisiik absorpsiyona ve diisiik viskoziteye sahip olmasindan dolay1 da ayrica
sevindiricidir [86]. Bunlarinda yaninda IVA’nin ¢6ziiniirliik probleminde daha iyi kiitle
aktarimi saglamasi1 ve daha iyi performans gostermesi de sivi kromatografisi ayriminda

hareketli faz uyumunu daha da verimli hale getirmistir. Calismada temel mobil faz orani
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ve kompozisyonu inceleme analizlerinden sonra mobil faz su ve asetonitrilin ikisinde de
hacimce %0,1 formik asit (h/h) olup apolar faz orami (63:27, h/h) IVA’nin bozunma
tirlinleri varliginda ayrimai i¢in en iyi segenek oldugu bulunmustur.

Mobil faz ile iliskili faktorlere ek olarak, yontemlerin toplam ¢ok yonliiliigiini
arttirmak i¢in yiiksek verimli ayirmalara izin verebilen verimli ve saglam bir analitik
kolonun kullanilmasi tercih edilmistir. Bu agidan elde var olan iki tip tek tip ¢ekirdekli
dolgu materyali silika olup Cig fonksiyonel gruba sahip iki tip sabit fazda denemeler
yapilmistir. Bu kolonlardan bir tanesi Supelco® marka Ascentis Express Cis fonksiyonel
gruba, 90 A por biiyiikliigiine sahip 100 mm x 3,0 mm x 2,7 um o&lgiilerine digeri de
Phenomenex marka Kinetex® Cig fonksiyonel gruba 100 A por biiyiikliigiine sahip 150
mm x 3,0 mm X 2,6 um olan sabit fazdir.

Kolon sicakligi c¢alismalart 25-40 °C arasinda yapilmistir. 25 °C sicaklikta
calisildiginda elde edilen kromatogramlardan kromatografik sistemde gergeklesen
etkilesimlerin yetersiz oldugu ve bu nedenle kromatogramlarda ciddi sekilde bozulmalar
ve yetersiz ayrimlar tespit edilmistir. Ayrica yiiksek viskoziteye bagl oldugu tahmin
edilen pik sinyallerinde azalmada mevcuttur. 30 °C ve 35 °C sicakliklarda ayrim
calismalar1 yapildiginda ise yeterli kromatografik sistem etkilesimlerine ve diisiik
viskozite bagli olarak olduk¢a iyi ayrim verimliligi, pik morfolojisinde ve pik
simetrisinde toparlanmalar gbéze c¢arpmistir. Bu iki sicaklik degeri birbiri ile
kiyaslandiginda ise aralarin pek sistem uygunluguna etki edecek fark olmasa da giiriiltii
pikleri daha az gozlendiginden dolay1 verimliligi arttirmak ve viskoziteyi azaltmak igin
30 °C’ye kolon firin1 ayarlanmistir. 40 °C’de calisma yapildiginda ise giiriilti
sinyallerinde 6nemli 6lgiide artis ve analit sinyallerine girisim goriilmiistiir.

Bu ¢alismada kullanilan Kinetex® kolonun yapilan ¢alismalarda; klasik tamamen
gbzenekli silika parcaciklar ile karsilastirilmis ve kolonunun izokratik ayrimlarindaki
istisnai performansinin, eddy dispersiyonunda veya a teriminde azalma ve mobil ile sabit
faz arasinda daha diisiik bir kiitle transfer direnci nedeniyle oldugu diistintilmiistiir.
Kinetex Cig partikiillerinin kiigiik partikiil biiytikligii dagilimma bagl olarak kisa
mesafeli kanallar arasi hiz sapmalar1 da daha azdir [87]. Kolon oldukg¢a basarilimi bir
ayrim yapmasina ragmen Supelco® etiketli kolunun kendinden 50 mm daha kisa oldugu
distintildiigiinde elde edilen sonug sasirticidir. Her iki kolonda IVA’un oksidasyon
kosullar1 altinda gergeklestirilen ayrima ait kromatogramlar Sekilde 5.5 ve 5.6’da

verilmistir. Her iki kolonun performanslarinin tam olarak karsilagtirmalarinin yapilmasi
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icin aym1 kromatografik sartlar saglanmistir. Bu sartlar mobil faz su ve asetonitrilin
ikisinde de hacimce %0,1 formik asit (h/h) olup apolar faz orani (60:30, h/h), akis hizi
0,3 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 1 pL, kolon sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir.
Oksidasyon kosullarinin se¢ilmesinin nedeni ise en fazla ayrim i¢in analit igeren bu

kosullarin olmasidir.

Datafile Name:ival16.lcd
Sanple Nameiva h202%63
mAY
fAaTnm Anm

6.087/273559|

Sekil 5.5. Oksidatif bozunma kosullarinda Ascentis Express kolonda analiz (31.5 ug/mL IVA)

Datafile Nameivai2L lcd
Sample Nameiva %3202
nay

27.5-ATm anm

Sekil 5.6. Oksidatif bozunma kosullarinda Kinetex kolonda analiz (31.5 ug/mL IVA)
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Diger yandan, LC-DAD ve LC-MS/MS teknikleri i¢in en uygun akis hizi olarak
0,25 mL/dk segilmistir. Kromatografik ayrim ¢aligsmalari bozunma {irlinleri varliginda
yapildiginda yiiksek apolar yiizdeye sahip mobil faz ve diisiik akis hiz1 az yiizdeli apolar
faz ve yliksek akis hizina oranla daha basarili pikler elde edilmesine neden olmaktadir.
Organik faz yiizdesi diistiigiinde alikonulma zamani ¢ok artmakta ancak bu durumun
ayrim verimligine etkisi ise olduk¢a az oldugu goriilmiistiir. Akis hizinin azaltilarak
ayrimi yapilmak istenen bilesiklerin kolonda daha ¢ok kalmas1 ayrimi iyilestirme de daha
¢ok yardimci olmus, pik morfolojilerinde, simetrilerinde ve tabanlarinda ise etkili bir
bozulma ya da artma gézlenmemistir. Bu nedenle ¢alismada organik faz yiizdesi arttirilip
akis hizinin ise azaltilarak uygun siirede kromatografik ayrim basarilmistir. LC-DAD
yontemi daha yiiksek akis hizlarina izin vermesine ragmen, 0,25 mL/dk IVA ve mobil
fazin MS/MS detektdriine sokulmasi i¢in miimkiin olan akis hiz1 aralifinda yer almasidir.
Enjeksiyon hacmi her iki dedektor icinde 1,0 uL olmasi tercih edilmistir. Bu miktar hem
dedektorlerdeki tayin ve tespit simirlarini oldukga diisiirmiis hem de yeterli kolon
doygunlugunu saglayan hacim araliginda bulunmaktadir.

Kromatografik parametrelerin yan1 siwra, LC-DAD analizleri ig¢in tespit
parametreleri de incelenmistir. Yukarida belirtilen mobil faz kosullar1 altinda IVA’nin
absorpsiyon Ozellikleri, foto diyot dizisi detektorii kullanilarak UV ve goriiniir bolgede
izlenmis ve 247 nm, en yiiksek absorpsiyon yaptig1 dalga boyunda olarak belirlenmistir.
Akis hiz1 yiiksek olmadigindan 1,5625 Hz veri 6rnekleme frekansi yeterli olup dedektor
ornekleme hizi ve zaman sabiti 640 msn’ye ayarlandi, bu da kromatografik bir pikin
olusmasi i¢in en az 36 noktaya izin vermistir.

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

SUT analiz sonuglar1 Tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1. IVA analizi i¢in elde edilen SUT verileri

Hesaplanan Deger Tavsiye Edilen Deger
Parametre LC-DAD UPLC LC-MS\MS
Alikonulma zamani (dk) GA%95 8,297 + 0,0061 8,251 +0,029 8,435+ 0,0059 -
Alikonulma zamam i¢in %BSS 0,0623 0,339 0,0671 BSS <%l
Pik alam kesinligi icin %BSS (n=6) 0,621 0,839 0,431 BSS < %1
Alikonulma zamani igin enjeksiyon kesinligi %BSS (n=6) 0,069 0,810 0,0826 BSS < %1
Kuyruklanma faktorii (T) 1,17 1,266 1,63 T<2
Kapasite faktorii (k) 2,65 2,099 - 2<k<10
Teorik tabaka sayisi (N) 16289 30025 11387 N > 2000
USP Genislik 0,277 0,489 0,330 <I
HETP (USP) 10,497 33,306 14,965 -

65



5.5. MS/MS yontem gelistirme

Kiitle detektorii kullanilarak IV A’nin yiiksek secicilik ve diislik saptama siirlarinin
elde edilmesi i¢in MS/MS teknigi ile ¢alismasi tercih edilmistir. Bu amagcla, analitin
yiiksek derisimde ¢ozeltisi hazirlanmig ve hangi iyonizasyon tiiriiniin desteklendigini
belirlemek icin kiitle dedektoriinde genel taramasi yapilmistir. Yapir bu amagla
incelendiginde yapisindaki karboksi amid grubu nedeniyle iyonlasma olasiliginin Mod+
daha yiiksek olmasi beklenmistir. Pozitif modda elde edilen maksimum iyonlagma Q3
taramasinda gozlenmistir ve boylece MRM+ modu secilmistir. MRM+ tespit edilen ve
miktar tayini i¢in kullanilan yavru iyonlar1 ve uygulanan optimum enerjileri Tablo 5.2°de

verilmistir. Her bir iyon igin tutma siiresi 100 ms olarak se¢ilmistir.

Tablo 5.2. IVA ’nin ¢oklu reaksiyon izleme kosullart

Bilesik Ana iyon Yavru iyon Q1 Pre Bias (V) CE(V) Q3 Pre Bias (V)
337,10 -14,0 -16,0 -23,0

Ivacaftor 393,10 319,15 -19,0 -29,0 -20,0
172,05 -19,0 -30,0 -29,0

Protonlanmis veya pargalanmis molekiillerin pargalanmasi (sirasiyla pozitif ve
negatif modlar) yiik tutma ve yiik gocii par¢alanmalar1 olmak tizere iki ana reaksiyon
grubuna ayrilabilir. Katyonize molekiiller (ve diger ilgili tiirler) normalde yiik tutma
parcalanma reaksiyonlarini takiben parcalanir. Cogunlugu siilfat ve fosfat bilesikleri ile
sinirlt olan birkag ylik go¢ii parcalanmasi 6rnegi vardir. Bununla birlikte, katyonize tiirler
icin ana parcalanma reaksiyonlar1 grubunun smirlandirilmas: protonlu tiirlerden daha
fazla yap1 bilgisinin elde edilebilecegini gostermez (her iki reaksiyon grubunun olasi
olusumuyla). Oncii iyon yapis ve parcalanma reaksiyonlar1 hakkinda bilgi, sadece ESI-
MS/MS’ye dayanan dogal ve sentetik bilesiklerin yapi aydinlatilmasinda kilit bir rol
oynar. Cihaz kosullarin1 ayarlarken beklendigi gibi, enerjiyi aktarma verimliliginin
momentumun korunma yasasia gore her gaz icin farkli olmasi gerekir. Bu nedenle,
uygulanan ¢arpisma gazi, MS/MS spektrumlarinin karsilagtirmali analizi i¢in goz 6niinde
bulundurulmalidir. Ciinkii farkli gazlar MS/MS spektrumunda iyon yogunlugundaki
farkliliklara neden olabilir [88].
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Segilen molekiiller ESI kosullari altinda bir elektronu kaybederek molekiiler iyonlar
(oddelektron iyonlari) iiretir. Ek olarak, belirli bilesikler i¢cin, EST kaynaginda tiretilen ¢ift
elektron iyonlari, CID kosullar1 altinda homolitik boliinme yoluyla radikal katyonlar (tek
elektron iyonlar1) da iiretebilir. Radikal tiirlerin par¢alanmasi, 6nerilen mekanizmanin
baslatilmasi i¢cin 6nemli olan enerjiye ve radikal bolgeye baglhidir. Yiik bolgesi ve kok
bolgesi arasinda ayrim gosteren iyonlar distonik iyonlar (ayn1 molekiil i¢indeki farkl
atomlarda kok ve iyon yiikleri igeren iyonlar) olarak etiketlenmistir [88].

Hem ketonlar hem de aldehitler, belirgin M+ pik ketonlarda daha belirgin olmasina
ragmen, belirgin molekiiler iyon piki degerleri verir. Bu kategorilerdeki bilesiklerin ¢ogu
McLafferty yeniden diizenlemesi ad1 verilen 6nemli bir yeniden diizenlemeye tabi tutulur.
Bu yeniden diizenleme, hidrojenin molekiiler iyonun bir kismindan digerine, tercihen alt1
tiyeli bir siklik gecis durumu yoluyla transferini icerir. Enerjik olarak tercih edilir, ¢iinkii
kopuk oldugu kadar ¢ok bag olusur. McLafferty yeniden diizenlemesinde karbonil
grubuna y pozisyonunda olan hidrojen atomu igeren bilesiklerin nispi yogun bir tepe
noktast oldugu bulunmustur. Bu durum yapida muhtemelen nétr molekiil kayb1 ve
ardindan yeniden diizenlenmeye sebep olmaktadir. McLafferty’nin yeniden
diizenlenmesi i¢in, uygun sekilde yerlestirilmis bir heteroatom (6rnegin oksijen), bir ¢ift
bag ve y pozisyonda gekilebilir bir H olmasi1 gerekir. Bu yeniden diizenlemeye genellikle
karbonil grubunun = sistemleri aracilik eder, ancak nitriller gibi diger m sistemlerinde de
olusabilir [89].

IVA yapisinda 3 konumunda hidroksi fenil, 1,4 konumunda dihidrokinolin, 3
konumunda karboksiamit fonksiyonel gruplarini iceren O ve N hetero atomlarina sahip
bir organik molekiildiir. Yapinin ana m/z degeri 393,22 olup siddetli kiitle spektrumuna
sahiptir. Ana iyonun iyonlasmasi i¢in proton yakalanmasini o atomuna gore daha
elektropozitif atom olan N atomunun yaptigi diisiiniilmektedir. Yapida karbonla yaptigi
o ve © bag1 nedeniyle pozitivitesi diisiik olan amit fonksiyonel grubu tarafindan 1 proton

yakalayarak iyonlagmistir.
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Sekil 5.7. IVA i¢in ana iyon ve baskin parc¢alanma yollari.

Kiitle parcalanmalarinda genellikle oncii ve aktif rol oynayan atomlar heteroatomlar
ve doymamis baglardir. IVA’nin parcalanma yolu, Sekil 5.7°de gosterilmistir. [VA’nin
yapisinda kiitle pargalanmasinda aktif rol oynayan N ve O heteroatomlaridir. islevsel
gruplar goz oniline alindiginda karboksiamit ve fenol grubu goze carpmaktadir. Kiitle
parcalanmalarini inceleme amaciyla molekiil MRM+ analiz edilmistir. Ardindan molekiil
pargalanmis ve ii¢ adet m/z 337,10; m/z 319,15 ve m/z 173,05 sahip kantitatif tayinde
kullanilabilecek yavru iyon ortaya ¢ikmistir. Daha sonra bu iyonlarin eldesi i¢in
uygulanan enerjiler optimize edilmistir. Elde edilen en yiiksek m/z 337,10 sahip yavru
iyon en diislik parcalanma enerjisine 6zellikle ¢arpisma enerjine sahip olmasina ragmen

kantitatif olarak en yiiksek miktarda olusmustur. Bu nedenle, ana iyon yapisinin en dig
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kisminda ¢esitli sterik etkilerden uzak fenol yapisinda MacLafferty yeniden
diizenlenmesi sonucu ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir. Sekil 23’deki mekanizma da
gorildiigli gibi bu yeniden diizenlenme olusurken alkol yapisi ketona donilismiis ve
yapidan propen kopmustur.

Elde edilen ikinci biiyiik m/z degerine sahip olan yavru iyon m/z 319,14 tlir. Bu
iyonun parcalanma enerjisi m/z 337,10 sahip yavru iyondan oldukga yliksek ozellikle
carpisma enerjisi neredeyse iki kat daha biiyiiktiir. Pik kantitatif olarak diger iki iyona
kiyasla en kiiciik miktara sahiptir. Iyonun tahmin edilen olusma mekanizmas1 m/z 337,10
yavru iyonuna benzer olup MacLafferty yeniden diizenlenmesidir. Burada fenol yapisinin
ketona doniismedigi ortamdaki asiditeden dolayr H2O c¢ikist ile yapidan koptugu
diisiiniilmektedir. Bu teoriyi destekleyen en biiylik kanitlardan birisi fenil yapisinin sahip
oldugu cifte bag konjugasyonun bilesigi bu aktif iyon formunda tutabilir olmasidir.
Ayrica Q1 ve Q3 enerjilerinin m/z 337,10 sahip yavru iyonla birbirine yakin olup sadece
carpisma enerjilerinin arasinda iki kat fark olmasi da bu su molekiiliiniin yardimci oldugu
sOylenebilir.

Yik gocli ile parcalanma, yilikiin Onciil iyondan ayrildigi parcalanma
reaksiyonlaridir. Genel olarak, negatif iyonlarin yiik gocii ile parcalanma gaz fazi
reaksiyonlari, pozitif iyonlara benzer, ¢iinkii yiik bolgesinden uzak konumlarda meydana
gelirler. Bununla birlikte, negatif iyonlardaki yiik gocii ile par¢alanma pozitif iyonlardan
onemli ol¢iide farklidir. Pozitif iyonlarda, yiikk gocli ile pargalanma reaksiyonlar
genellikle yiik bolgesinin baslangigta nétr bir molekiiliin yeri oldugu bir ayrilma grubunu
ortadan kaldirir. Bununla birlikte, negatif iyonlardan kaynaklanan nétr kayip tipik olarak
baslangicta yiiklii olan iyon yapisinin bir kisminda meydana gelir. Endiiktif yarilma,
yalniz bir ¢ifti tagiyan bir heteroatomdan meydana gelen yavru iyonundaki yiik bolgesine
bitisik oldugunda olusabilir. Bu heteroatom, karbon i¢indeki bos orbitalin & orbitalleriyle
iist tiste gelebilir, béylece yavru iyonunun yapisini stabilize eder [88, 90].

IVA molekiiliiniin kiitle par¢alanmasi sonucu elde edilen son yavru iyon ise m/z
172,05 iyonudur. Iyon en kiigiik m/z oranina, en biiyiik ¢arpisma enerjisine ve ikinci
biiyiik kantitatif pike sahiptir. Iyonun carpisma enerjisi ile m/z 337,10 yavru iyonun
carpigma enerjisi birbirine ¢cok yakindir. Ancak kantitatif miktarlar1 arasindaki oran ise
neredeyse 4 kattir. Bunun sebebinin ise par¢alanma reaksiyonlart ile ilgili oldugu tahmin
edilmektedir. m/z 172,05 iyonunun olusum mekanizmas: yiik gocli ile parcalanma

prensibine dayanir. Ana iyon yapisinda bulunan amit grubundaki O atomu ile N atomu
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arasindaki asidik ortamin destegi ile gerceklesen yiik gocii ile parcalanma meydana gelir.
Parcalanma sonucu o karbonundan yapisindan N atomu, bagin protonlarini alarak kararl
halde ayrilir. Geride kalan C-O bagini kararli kilmak i¢in polar O atomu tizerindeki n
orbitalinde yer alan elektronlar baga saldirarak © bagini olustururlar. Ortamdaki formik
asidin destegi ile C-N bagi kopmus olan C atomu radikalik yapida kalir. Bu gaz fazi
pargalanma reaksiyonunun mekanizmasi, E; ve SNi mekanizmalarinin iyonlasma
asamasina benzer. Bununla birlikte, bu duruma ve sonrasinda yavru iyonu kararl halde
tutacak ¢oziicli etkisi mevcut degildir. Bu nedenle, bu smif tip reaksiyonlarin ortaya
cikmasi, yavru iyonunun kararliligina biiyiik 6l¢iide baghidir. Genellikle CO, H20 veya
ROH gruplarimin basit endiiktif yarilmalarla ortadan kaldirilmasi, rezonans stabilize
edilmis alilik ve benzilik iyonlar1 ile sonuglandiginda tercih edilebilir [88].

5.6. LC-MS-IT-TOF Metot Gelistirme

Bu cihazdaki yontem gelistirme calismalari, LC-MS/MS cihazinda gelistirilen
mobil ve sabit fazin taginmasi ile gerceklestirilmistir. Aletlerde, LC-MS/MS ydntemiyle
ayristirllmig ayrisma tepe noktalarini daha 6énceden tanimlayan {iriinler tanimlanmustir.
LC-MS/IT-TOF hem kantitatif hem de kalitatif belirlemeye izin verir. Bununla birlikte,
mevcut enstriiman ¢ok pahali ve karmasik bir cihaz oldugundan ve yapilan teknoloji
0.0000 kiitle Olgegine sahip oldugundan, ¢ogunlukla nitel arastirmalarda
kullanilmaktadir.

Bozundurma c¢alismalarinda iki adet bazik bozundurma ii¢ tanede oksidasyon
kosullarinda olmak iizere toplam 5 adet bozunma {iriinii tespit edilmistir. Bu bilesiklerin
hepsi LC-MS/IT-TOF cihazinin hassasiyeti sayesinde karakterize edilmis, yapilart ve
olusum mekanizlar1 aydinlatilmistir. Bilesiklerden oksidasyon kosullarinda tespit
edilenlerden iki tanesi yapilan literatiir taramasinda cesitli aktivite ¢alismalar1 i¢in
sentezlendigi ve CAS numarasina sahip olduklar1 bulunmustur. Diger bir tanesi
oksidasyon kosullarinda ve alkali kosullarda elde edilen iki bilesigin bu zamana kadar
literatiirde hi¢ var olmayan 6zgiin bilesikler oldugu bulunmustur. Karakterize edilen

bilesikler ve elde edilen bozundurma kosullar1 Tablo 5.3’de verilmistir.
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Tablo 5.3. Cesitli stres kosullarinda IVA 'nin elde edilen toplam bozunma iiriinleri

Alkali Bozunma Peroksit Bozunma

Yeni impiirite 1 Yeni implirite 2
Yeni impiirite 3 3-Kinolin Karboksamid, 1,4-dihidro-4-okso-

- 3-Kinolin Karboksamid, N-[4-(1,1-dimetiletil)-3-hidroksifenil]-1,4-dihidro-4-okso-

5.6.1. Bozunma Davranmslari

IVA’nin bozundurma calismalari i¢in ¢ozeltiler oda sicakliginda hazirlandi ve
hizlandirilmis sekilde bozundurma iiriinii elde etmek amaciyla 60 °C’de kontrollii 1s1
uygulamasi yapilmistir. Etken maddenin bozundurma c¢ozeltilerinin 1s1 uygulamasi
yapilmadan 1 saat bekletilip analize verildiklerinde herhangi bir bozunma {iriinii
gbzlenmemistir. Sadece 1sitma ile analiz edilen bozulma davranisi i¢in standart ¢ozeltiye
dogrudan 60 °C sicaklikta 1sitilmistir. Bu kosullar altinda madde oldukca kararlidir ve
Sekil 5.8’de verilen kromatogramda goriildiigii gibi herhangi bir bozunma {iriinii

gozlemlenmemistir.

———— T — — T —
L1} 11 H ] un u 0 L1} 1] L1} L] 1 12 hH1 ) 1 o] 11

Sekil 5.8. IVA Sicakiik uygulandiginda elde edilen kromatogrami

Etken madde IVA 1518a olan dayanakliligini testi amaciyla asetontrilde ¢o6zeltisi
hazirlanmis ve 6 saat giin 15181na maruz birakilmistir. Daha sonra ¢ozelti LC/MS-IT-TOF
ile analizi yapildiginda oldukc¢a kararli oldugu goriilmiis herhangi bir bozunma iiriinii

gozlenmemistir. Elde edilen s6z konusu kromatogram Sekil 5.9°da verildigi gibidir.
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Sekil 5.9. Giin i1s18inda elde edilen IVA kromatogrami

Ayrica madde asidik stres kosullarina olduk¢a dayaniklidir. Oda sicakliginda ve 60
C’de 3 saat 1s1tilmasina ragmen Sekil 5.10°da kor ¢ozeltiden ve Sekil 5.11°de IVA iceren
asidik bozundurma kosullarinin kromatogramlarinda goriildiigii gibi herhangi bir ayrisma

reaksiyonu vermemistir.

&Zﬂ:
iH
15
1H
L5
A A
W : - e e e e e e ‘ - ‘ e
n 1 21 F1 ] 0 H | [1] I [1] n 101 111 124 111 14 151

Sekil 5.11. A4sidik kosullarda IVA ¢ozeltisinden elde edilen kromatogram

Etken maddenin oksidatif stres altinda oda kosullarinda bilesik oldukca kararli olup
herhangi bir oksitlenme reaksiyonu vermezken madde 60 °C’lik sicakliga 1sitildiginda
madde reaksiyon vermis ve li¢ adet bozunma iiriinii tespit edilmistir. S6z konusu kosullar
icin LC/MS-IT-TOF cihazi elde edilen kor ¢ozeltinin kromatogrami Sekil 5.12°de, etken

maddenin bozundurma kromatogrami Sekil 5.13’de verildigi gibidir.
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Sekil 5.12. Oksidasyon kosullarinda kor ¢ozelti ile elde edilen kromatogram
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Sekil 5.13. Oksidasyon kosullarinda IVA ¢ézeltisinden elde edilen kromatogram

IVA oda kosullarinda 1 N NaOH c¢ozeltisi icerisinde herhangi bir ayrigma

reaksiyonu vermemistir. Ancak 60 °C sicaklik uygulandiginda etken maddenin iki adet

bozunma {riinii olusturdugu goriilmiistiir. Calismanin kor ¢ozeltisine ait kromatogram

Sekil 5.14’de ve etken madde iceren bozunma kosullarina ait kromatogram ise Sekil

5.15°de verildigi gibidir.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 E i 50 60 7o L1} a 100 mno 120 120 140 150

Sekil 5.14. Alkali kosullarda kor ¢ozelti ile elde edilen kromatogram
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AL B
{rmc:

184

Sekil 5.15. Alkali kosullarda IVA ¢ozeltisinden elde edilen kromatogram

Bozundurma galismalarinda MS (ESI-IT-TOF) spektrumuna dayanarak, 351,13
g/mol molekiiler agirliga sahip yeni bozunma {iriinii yeni implirite 1 bazik ortamda m/z
351 ile ana iyon iirlinii olarak CID pargalanmasi ile tanimlanmistir. Elde edilen kiitle atlasi
Sekil 5.16’da verilmistir. Diger yeni bozunma {iriinlerinden birisi olan yeni impiirite 2
m/z 367,12 g/mol molekiil agirligina sahip olup oksidasyon bozundurma kosullarinda
CID pargalanmasi ile m/z 367 ana iyon olarak dogru bir sekilde tespit edilmistir. Sekil
5.17 yeni impiirite 2’ye ait olan kiitle atlasina aittir. Oksidasyon kosullarinda m/z 189 ana
iyonuna sahip olan ikinci bilesigin 189,06 g/mol molekiil agirligina sahip olan 3-
kinolinkarboksiamit,1,4-dihidro-4-okso oldugu tespit edilmistir. Sekil 5.18 3-
kinolinkarboksiamit,1,4-dihidro-4-okso bilesigine ait olan kiitle atlasin1 vermektedir.
Ayrica oksidasyon kosullarinda 6,32 dak alikonma zamanina sahip olan 3-kinolin
karboksamid, n-[4-(1,1-dimetiletil)-3-hidroksifenil]-1,4-dihidro-4-okso- oldugu m/z 337
sahip ana iyon ile CID pargalanmasi ile tespit edilmistir. Sekil 5.19°da n-[4-(1,1-
dimetiletil)-3-hidroksifenil]-1,4-dihidro-4-okso- bilesigine ait kiitle atlas agik bir sekilde
verilmistir. Alkali kosullarda son tespit edilen bilesik 5,75 dak alikonma zamanina sahip
olan m/z 393 ana iyonuna sahip olan yeni impiirite 3 bilesigidir. Caismanin en ilging
noktasinin bu bilesigin kesfi oldugu diisiiniilmektedir. Clinkii yapt ana bilesik IVA ile
ayn1 m/z degerine sahip olmasina ragmen alikonma zamani farklidir. Bilesigin 393,21
g/mol olan molekiil agirligi CID pargalanmasi ile tespit edilmistir. Tespit edilen yeni

impiirite 3 bilesigine ait kiitle atlas1 ise Sekil 5.20°de verilmistir.
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Bmt | Val| Mn Max HBmi Val M Max HBmi Val| Mn Max Bmi Val Min Max Use Adduct
H 1 a0 [#] Z i 5 S 2 { 0 Ru 2 i i H
C 4 an F 1 0 0 Cl 1 { 0 Pd 2 a 0
M 3 L P 3 0 ] Br 1 { ] | 3 a 0

Error Margin (ppm): 5 DBE Range: 9.0-13.0 Electron lons: bath

HC Rabo: unlimited Lpply W Rule: yes Use MSn Info; ves
Max |sctopes: 3 Izatope RI (%) 1.00 Isotope Res: 5000
MSn Iso BRI (%) 10.00 M5Sn Logic Mode: AND Max Results: 500

Event®: 1 MS(E+) Ret Twne:4.320 Scand : 643
3.000e5
2500e5]

389.0880
2/000e5 3511331
1500e5]
1.000e5
5,000e4] 3621343 o
|| | | 407.1623

e , . , ]
100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0

Measured region for 351.1331 m'z

100.0- 351130

50.04

31343 353,:1295

2506 3508 3510 3512 3514 3516 3518 3520 3522 3524 35J6 3523 3530 3532 3534

C20 H18 N2 O4 [M+H]+ - Predicted region for 351 1338 miz

100.0- 3511338

50.04

3521301

i A N

3505 3508 3510 3512 3514 3516 518 3520 302 24 525 3508 3530 532 3634
Rank Score Formuks (M) lon Meas.mz  Pred mz Df (mDa) DFf (ppm) Iss DBE
T G168 (Z0HTB M2 OF W+HF F1I0 Bih 15 22 &3 130

Sekil 5.16. Yeni impiirite 1 icin kiitle atlast
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Elmt  Val Min Max Elmt WVal. Min Max Elmt  Val.| Min Max Elmt | Val.| Min Max Use Adduct
H 1 4 30 [o] 2 [vi 5 5 2 [ [1] Ru 2 ] [1] H
C 4 4 30 F 1 0 0 Cl 1 0 Q Pd 2 d Q
M 3 a 3 P 3 ¢ 0 Br 1 0 a | 3 a a
Error Margin (ppm): 5 DBEE Range: 5.0-13.0 Electron lons: both
HC Ratic: unlimited Apply N Rule: yes Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 3 Isotope RI{%): 1.00 |sctope Res: S000

MSn Isc RI (%): 10.00 MSn Logic Mode: AMD Max Results: 500
Eventf: 1 MS(E+) Ret Tme:3.107 = 3120 Scan : 467 - 468

5.000e5

8.000e54

7.000e5

§.000e54

5.000e54 367 278

4.000e5 368.1335

3.000e54

2.000e54

369.1338 . N
1.000e5] 483. 321 479.1581
n Il . Il |Ih|‘lh ll 1 5 I_I |L||l ll llr 5 ;
100.0 150.0 200.0 230.0 300.0 330.0 400.0 430.0 300.0 350.0
Measured region for 3671276 miz
F—
100.0- 367.1276
368.1335
50.04
3691339

\

-
365.6 3658 3670 3672 3674 3676 3678 3650 3657 3634 3686 3685 3600 3602 3694

C20H18 N2 O5 [M+H]+ : Predicted region for 367.1288 miz

367.1288
100.04

50.04

368.1320

|
! A

.
365.6_ 3668 3670 3672 3674 3676 3678 3600 3652 3684 3686 3685 3690 3692 3694

Rank Score Formula (M) lon Meas. mfz  Pred m/z DF (mDa) DF (ppm) Iso

DBE

1 4716 C20HIE N2 05 [M+H[+ 367.1276  367.1288 -1.2 -3.27 50.00

Sekil 5.17. Yeni impiirite 2 igin kiitle atlasi
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Elmt | Val Min Max Bmt Val Min Max Eimt | Val. Min Max Bimt Val | Mn Max Use Adduct
H 1 o 30 Q 2 1] |t S 2 [o) 0 Ru 2 0 [1] H
C 4 10 30 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 0 1]
| 3 2 5 P 3 o 0 Br 1 0 0 | 3 Q0 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: not fixed Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: ves Use MSn Info: yes
Max |sotopes: 3 Isatope RI(32): 1.00 |sotope Res: 5000
MSn Isa Rl (%): 10.00 M5n Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret Time: 1.627 Scan# : 245
7.000e
60005
5.000e2
4 000e™
183P65E ap3geis
3.000e5 292 f383
10005+ 3169968 | F3.047%
Il wion didi] 1] | |
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Measured region for 189.0652 miz
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C10 H8 W2 02 [M+H]+ - Predicted region for 189 0655 miz
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1836 1833 1890 1892 1854 1855 1898 150.0 1%02 1904 1906 1308 1910 1912 1914
Rank Score Formula (M) lon Meas. miz Pred m/iz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
1 6553 CIDHE M2 02 [M+H]+ 185.0652 1890655 0.7 =370 7455 2.0

Sekil 5.18. 3-Kinolin karboksamid, 1,4-dihidro-4-okso- icin kiitle atlas
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Emt Val Min Max Bmt Val Min Max Emt Val. Mn Max Bmt Val| Mn Max Use Adduct
H 1 4 30 [#] 2z 5 S ] [i 0 Ru 2z 0 [i H
C 4 4 30 F 1 ] Cl 1 0 0 Pd 2 0 ]
N 3 2 5 P 3 0 Er 1 0 0 | 3 0 0

Ermror Margin (ppm): 15 DBE Range: 9.0-40.0 Electron lons: both

HC Ratio: unlimited Apply N Rule: ves Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 3 |satope BRI (%2): 1.00 |zatope Res: 9000
MSn Iso RI(3£): 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 6.433->6.760 Scan# : 575-> 1015
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Sekil 5.19. 3-Kinolin Karboksamid, N-[4-(1,1-dimetiletil)-3-hidroksifenil]-1,4-dihidro-4-okso- i¢in kiitle

atlasi
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Bmt Val Min Max Hmt Val Min Max HBmt | Val Min Max HBmt Val| Mn Max Use Adduct
H 1 o 30 [8] ] ] 5 S ] [i ] Ru 2z a 0 H
C 4 10 30 F 1 0 0 Cl 1 0 0 Pd 2 a 0
N 3 2 5 P 3 0 0 Br 1 0 0 ] 3 a 0
Error Margin (ppm): 5 DBE Range: not fixed Electron lons: both
HC Ratio: unlimited Apply N Rule: ves Use MSn Info: yes
Max lsotopes: 3 |zotope RI(32): 1.00 |sotope Res: 5000
MSn Iso RI (%) 10.00 MSn Logic Mode: AND Max Results: 500

Evert#: 1 MS(E+) Ret Time: 5680 ->5.747 Scanf - 853 -» 863

£ 500e]
£.000e]
5 500e]
5 000e6]
4 500eE]
4.000e61 393 p1ag
3 500e]
3 000e6]
2 500e€]
2.000e€] .

e 37 bsza 394 2179
5.000e57 . 4311718

: 100.0 150.0 200.0 500 300.0 35h.0 400.0 450.0 500.0 550.0

Measured region for 393.2144 miz
3932144

100.04

50.04

334173

A AT

1928 3930 2932 3934 3936 3938 3940 2942 3944 3946 3948 3950 3952 3954 3956

C19 H28 M4 OB [M+H]+ : Predicted region for 393.2132 m/z

383.2132
100.04
50.04 ||
|‘ } 384 2162
} Ih T T T ﬂl\ T T T A
3928 3930 3932 3934 3935 3938 3940 23942 3944 3946 3948 3950 3952 23954 3966
Rank Score Fomula (M) lon Meas. miz Pred. miz Df (mDa) Df (ppm) Iso DBE
T 8057 C19 HZ8 N4 05 [M=HF= ikl EF I kW) K 12 05 B49r 80

Sekil 5.20. Yeni impiirite 5 igin kiitle atlast

Ayrica tespit edilen bozunma {irliinlerine ait tiim karakterizasyon bilgileri Tablo
5.4°de 6zetlenmistir. Maddenin 1s1 kosullarinda, asidik kosullarda herhangi bir bozunma
irtinii elde edilememistir. Bu durum yapinin 6zellikle asidik kosullarda ve yiiksek

sicakliklara olduk¢a dayanikli ve kararli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 5.4. Pozitif iyon modunda LC-ESI-IT-TOF-MS kullanilarak IVA bozunma iirtinlerinin karakterizasyonu

. Tahmin Fark CAS Numarasi
tr Olgiilen m/z . Fark . Mmax DBE (Cift bag
Bilesik r edilen m/z  (mDa) 1zotop Skor Molekiil formiilii
(min) [M-H]* (ppm) (nm) esdegeri)
[M-H]*
Yeni impiirite 1 430  351,1331 351,1339 0.8 -2,28 63,71 61,68 13,0 CaoH1sN204 -
Yeni impiirite 2 315  367,1276 367,1288 -1.2 -3,27 50,00 47,16 13,0 Ca2oH1sN20s -
3-Kinolin Karboksamid, 1,4-dihidro-4-okso- 1,61 189,0652 189,0659 0.7 -3.70 74,56 69,53 8,0 C10HsN20, 103914-79-0
3-Kinolin Karboksamid, N-[4-(1,1-dimetiletil)-3-hidroksifenil]- -1,5 873054-39-8
6,32 337,1532 337,1547 -4,45 58,85 53,77 12,0 C20H20N,03
1,4-dihidro-4-okso-
Yeni impiirite 3 5,75 393,2144 393,2132 +1,2 +3,05 84,93 80,57 8,0 C19H28N4O5 -
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Sekil 5.21. IVA 'nmin ¢esitli ortamlarda meydana gelen bozunma reaksiyonlar

Yapilan bozundurma ¢aligsmlar1 sonucu karakterize edilen bozunma iiriinlerine ait

tahmin edilen olusum mekanizmalar1 Sekil 5.21°de verilmistir.
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Alkali bozundurma kosullarinda elde yeni impiirite 1 olusumunun heteroatom
yardimiyla meydana gelen indiiktif yarilma oldugu tahmin edilmektedir. Bazik ortamda
bulunan OH" iyonunun halkaya bagli bulunan biitil gruplarina saldirmasiyla reaksiyon
baslamistir. Burda 6nemli nokta halkada orto ve para olmak tizere iki farkli konumda iki
biitil grubuna sahip olmasidir. Ancak meydana gelen hidroksilasyon reaksiyonun 3
karbonunda meydana gelmistir. B karbonu elektronegativitesi oldukca yiiksek olan O
atomuna komsu olmasi nedeniyle iizerindeki elektropozitiflik 6 konumundaki C atomuna
gore daha fazladir. Yiik ¢ekimi etkisi nedeniyle hidroksil iyonunun O atomu tizerindeki
eslesmemis elektron g¢iftleri B karbonuna saldirarak halkadan biitil grubunu kopartarak
kendisi baglanir. Ancak ortam bazik olmasi nedeniyle hidroksil iyonunda var olan
asitliligi artmis H iyonu kendisinden kopartilarak halka ile {izerindeki serbest elektronlar
7 bag1 yapmaya zorlanir. Boylece bazik ortamda kararliligi saglanmis olur. Ortamdan
H20 ¢ikis1 meydana gelir.

Oksidasyon kosullarinda elde edilen yeni impirite 2 bilesiginin olsum
mekanizmasinin ayni sekilde yeni impiirite 1 bilesigin bozunma reaksiyonuna benzer
sekilde oldugu diisiiniilmektedir. Buna gore ayn sekilde halkanin B karbonuna saldirinin
gerceklestigi ancak bu kez ortamin bazik olmasi nedeniyle eslesmemis elektronlara sahip
O atomu kaynagt H>0, molekiiliidir. Halkaya saldiran H>O, molekiiliindeki
oksijenlerden biri ¢ ve m bagi olusturarak halkanin elektron doygunlugunu saglarken
reaksiyon sonucu bir H.O molekiilii ¢ikist olur. Bu yiikseltgenme ortaminda en distaki
fenil halkada hidroksilasyon reaksiyonu gerceklestigi tahmin edilmektedir. Sterik engel
nedeniyle molekiiliin diger bdlgelerinde herhangi bir OH grubu baglanmasi
beklenmemektedir.

Oksidasyon bozunma kosullarinda ger¢eklesen diger bir reaksiyon ise 3-kinolin
karboksamid, 1,4-dihidro-4-okso- bilesiginin olustugu reaksiyondur. Burada ger¢eklesen
reaksiyon bilesigin dayanikli olmadigi bir ortama sokulmasi sonucu gergeklesen
homolitik kirilmadir. Kirilma iki aromatik bdlgenin ortasinda bir koprii gibi duran amit
yapisindaki N atomunda meydana gelir. Kirllma sonucu yapidan 2,4-di-ter-biitilfenol
ayrilir.

Son oksidasyon bozunma kosullarinda ger¢eklesen mekanizma kiilte pargcalanma
reaksiyonlarinda 6zellikle dogal molekiillerin kiitle haritalar1 olusturulurken oldukga sik
karsilagilan McLafferty yeniden diizenlenmesidir. Bu diizenleme hidrojen metil yapisinda

varolan H atomunun komsu O atmonun eslesmemis elektronlar1 tarafindan ¢ekilmesiyle
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tetiklenir. Yapidaki aromatiklikten dolayr bagli bulundugu hidroksil grubunda © bag:
varyasyonu s0z konusudur. Bu durumda bagli benzen halkasina bagli bulunan f
karbonunda artan elektropozitiflik nedeniyle ortamda bulunan eslesmemis elektrona
sahip H202 molekiiliinden gelecek saldirilara agik hale gelir. Saldir1 sonucu yapidan biitil
stibsitiie olarak ayrilir. Bu ayrilma sonucu yapidaki pozitif yiiklii karbonil grubu tekrar
eski hidroksil haline geri doner ve yap1 kararliligini korur.

Bazik ortamda gergeklesen son reaksiyon ise yeni impiirite 3 bilesigini olusturur.
Bu bilesigin olusumu ¢alismada karsilagilan en ilging olaydir. Bilesik IVA ile ayn1 m/z
degerini vermis ancak alikonulma zamani ise oldukg¢a farklidir. Elde edilen kiitle atlasi
incelendiginde safsizligin bazik ortamda meydana gelen amit-iminol tautomerizasyonu
sonucu oldugu tahmin edilmektedir. iminol yapisi, o pozisyonunda hidroksil grubu ve
amino grubuna sahip vinil aminlerdir. Bu tip yapilar sekonder aminlerden olusurlar. Amit
yapist ise primer aminlere katilmis aldehit veya keton yapilarindan meydana gelirler.
Tautomerizasyon o hidrojenin asitliliginden kaynaklanir ve bu asitlik baz olmaksizin bile
oldukga belirgindir. Bu birbirine doniisen 6zel yap1 izomerizasyonu ¢ift bagin ve a
hidrojenin yerinden kaynaklanir. Iminol tautomerinine gére amit tautomerlerinin
stabilitesinin, ti¢iinciil sistemlerde ve en azindan birincil doymamis aminlerde daha biiytik
oldugu bilinmektedir, ancak birincil ve ikincil enaminlerin bile f-karbonunda uygun bir
pozisyonda stabilize edilebilecegi bilinmektedir [91]. Ayrica polar ¢oziiciilerin
iminolizasyonu destekledigi gosterilmistir. Ama yapilan ¢aligmalarda tautomer gifti olan
vinilamin/asetaldiminin tautomerler arasindaki enerji farkin1 3,9 kcal/mol olarak imin
lehine tahmin edilmis; ortamin dielektrik sabitindeki degisiklikler i¢in sadece kii¢iik
etkiler hesaplanmistir [92]. Amit iminol karigimlari, 3-alkoksikarbonilmetil-2-okso-1,
2,3,4-tetrahidrokinoksalinlerin ve 3-(arilhidrazono) metil-2-okso-I, 2-
dihidrokinoksalinlerin, fakat iminol tautomerlerinin dimetil siilfoksit c¢o6zeltilerinde
gozlenir. 3-alkoksikarbonilmetilen-2-okso-l, 2,3,4-tetrahidrokinoksalinlerin kloroform
cozeltilerinde agirlikli olarak bulunur. Protonasyon, 3-alkoksikarbonilmetilen-2-okso-1,
2,3,4-tetrahidrokinoksalinler igin amit totomeri stabilize eder, ancak 3-(arilhidrazono)
metil-2-0kso-1, 2-dihidrokinoksalinler igin iminol tercih edilir [93]. Tlgili bilesiklerde,
iminol tautomeri, tiim ¢oziiciiler ve protonasyon yoluyla tercih edilir. Ancak s6z konusu
yapt bazik ortamla muamele edildiginde iminol bilesigi yoniine dogru reaksiyonun
kaydig1 DBE ve kapali formiile dayanilarak tahmin edilmektedir. Tautomerlik bilesigin

etkinligini ve kimyasal 6zelliklerini etkileyebilir. Ayrica olusan yap1 oldukg¢a kararli olup
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ancak kuvvetli yiikseltgenme ortamlarinda C=N bagindan reaksiyona girebilir. Ancak bu

tarz reaksiyonlarda verimin oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir [94, 95].

5.7. Yontem Gegerliliginin Tayini

Dogrusallik calismalarinda en yiiksek alanlarin hesaplanmasi ile analit derigsimine
kars1 elde edilen dedektdr sinyalleri hesaplanmigtir. Kalibrasyon grafigi, ¢ozeltilerin kiitle
veya PDA detektoriindeki karsilik gelen pik alanlarina karsi ¢esitli konsantrasyonlarda
cizilmesiyle elde edilmistir. Dogrusallik, kesinlik gibi yontem uygulanabilirlik
parametrelerinin her iki detektdr tipi i¢in uygun aralikta oldugu Tablo 5.5’de verilmistir.
Ek olarak, YBSK yontemi UPLC cihazinda laboratuvarlar arasi karsilastirma amaciyla
baska bir laboratuvarda tekrarlanmig ve gerekli tiim dogrulama parametreleri ¢alisilmistir.
Muhtemel bozucu etkilerin ortadan kaldirilmasi i¢in yontemin 6zgilligi ve segiciligi
kanitlanmistir. Bu amacgla bozunma iiriinlerin varliginda, her gelistirilen yontem igin
yontemin iyilestirilmesi ve pikin saflik derecesi belirlenerek mevcut piklerin sadece hedef
bilesikten kaynaklandigi tekrar kamitlanmistir. Analit i¢in en yiiksek saflik, HPLC’de
0,999997 ve UPLC i¢in 0,999998 oldugu hesaplanmistir.
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Tablo 5.5. IVA i¢in dogrusallik ve kesinlik verileri

Parametre LC-DAD LC-MS\MS
Dogrusal aralik (ug/mL) 0,55-20,22 0,11-20,22

Egim + SS (giin ici, n=6) 13541,7 + 47,8808 1050831 +21020,79
Kesim £ SS (giin i¢i, n=6) -214,744 + 501,381 616418,5 +208823,21
Tammlayicilik katsayisi (intraday, n=6) 0,9999 0,9968

Teshis sinir1 75,8 ng/mL 0,1 pg/ mL

Tayin siniri 200 ng/ mL 1 pg/mL

Egim % SS (giinler arasi, k= 3, n=18) 13666,57 + 40,1874 1045318 £20774,33

Kesim £ SS (giinler arasi, k= 3, n=18)

Tanimlayicilik katsayisi (giinler arasi,
k=3, n=18)
ANOVA

Tekrarlanabilirlik + SS (giinler arasi,
ortalama, n = 6)

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, BSS®
%, n = 6)

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, SEMY,
n=6)

Tekrarlanabilirlik (giinler arasi, CI¢, n
=8)

Tekrarlanabilirlik + SS (giin ici,
ortalama, n = 6)

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

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, SEMY, n =
6)

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i, CI¢, n = 8)

ANOVA

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

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

Onerilen yontemlerin, tablet analizleri i¢in ¢alisma arahiginda dogrulugu iki farkli
yontemle test edilmistir. Geri kazanim deneyleri i¢in standart ekleme metodu kullanilmis
ve aralig1 kapsayan 3 farkli konsantrasyonda 9 bagimsiz tayin yapilmistir. Bu amacla
KALYDECO® patent almis formiilasyonu elde hazirlanmis ve bu tabletlere belirli
miktarda IVA c¢ozeltisi eklenerek geri kazanim caligmalar1 yapilmistir. Elde edilen
sonuclar biitiinliige yakin olmasi nedeniyle olduk¢a basarili bulunmustur. Dogruluk
calismalarindan elde edilen veriler Tablo 5.6’da gdsterilmektedir.

gbzlemlenen geri kazanimlari, seyreltme, siizme gibi islemelerin yonteminin tahlilin

dogrulugunu azaltmadigini ortaya koymustur.
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Tablo 5.6. Geri kazanim verileri

Kesinlik Dogruluk
Eklenen Bulunan SS BSS (%) Geri kazanim Hata (%)
(ng/mL) (ng/mL)+GA* (%)
8,088 7,889 £ 0,094 0,075 0,956 97,55 -2,45
YBSK 10,11 9,892 + 0,066 0,052 0,536 97,84 -2,16
12,132 12,058 £ 0,067 0,054 0,448 99,39 -0,61
Lc. 8,088 8,20 + 0,099 0,079 0,969 101,4 1,43
MS/MS 10,11 10,46 £ 0,107 0,086 0,821 103,4 3,43
12,132 13,45+ 0,334 0,268 1,997 110,83 10,83

*%95 Giiven seviyesinde

S6z konusu yontemin teyidi amaciyla bagska bir YBSK cihazinda ara kesinlik
calismalarida yapilmistir. Bu amagla ayni kalibrasyon ¢ozeltileri bagka bir cihazda ayni
metot kosullari, aynm tip dedektér ve ayni sabit faz ile yeniden analiz edilmistir ve

aralarinda anlamli bir fark olup olmadigi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

5.7°deki gibidir.

Tablo 5.7. Ara kesinlik verileri

Parametre

Dogrusal aralik (ng/mL) 0,1011-15,165
Egim + SS (giin i¢i, n=6) 12618,1 + 305,08
Kesim + SS (giin i¢i, n=6) -632,40 + 2352,8
Tanimlayicilik katsayisi (intraday, n=6) 09965
Enjeksiyon kesinligi (SS) 0,013

Yontemin saglamligi, organik mobil faz bilesimi, pH ve tampon konsantrasyonu,
akis hizi, kolon firin sicakligi ve dedektor dalga boyunda kiigiik degisiklikler (%10°u
kadar degistirme) yapilarak her iki dedektor igin 10,11 pg/mL IVA ¢ozeltisinin
enjeksiyonlari ile hesaplanmistir. Alikonulma siiresindeki fark, teorik plakalarin sayisi ve
kuyruklanma faktorii parametreleri bu kosullarda ii¢ tekrardan sonra degerlendirilmistir.

Tablo 5.8°deki sonuglar prosediiriin saglamligini géstermektedir.
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Tablo 5.7. Metot saglamlik ¢alismalary (n = 3)

Degistirilen Parametre Alikonulma  Fark (%) HETP Geri  kazammm Kuyruklanm  Geri kazanim
zamani (dK)  (ortalama + (%) a faktorii (%)
GA¥)
8,289 10,818
Akis hizi (mL/dk) 0,275 7,605 -0,68+0,002 10,830 0,01 £0,168 1,196 0,26 +£0,012
0,225 9,164 0,88 £ 0,009 10,566 -0,252 + 0,409 1,426 0,256 + 0,585
Kolon sicakligi (°C) 33,0 8,141 -0,148 + 0,006 11,135 0,317 +0,074 1,166 -0,004 + 0,020
% 27,0 8,371 0,82 + 0,006 10,547 -0,271 £ 0,263 1,172 0,002 £+ 0,001
s}
> Hareketli faz organik 69,3 6,05 -2,235 £ 0,006 14,324 3,507 £0,174 1,276 0,106 £+ 0,004
¢Oziicii orant (%)
56,7 12,59 4,31+0,074 8,066 -2,752 £ 0,302 1,119 -0,051 £ 0,155
Dalga boyu (nm) 249 8,285 -0,004 + 0,015 10,556 -0,262 + 0,098 1,184 0,014 £ 0,008
245 8,284 -0,005 + 0,016 10,547  -0271+0,116 1,185 0,02+ 0,018
Akis hizi (mL/min) 0,225 9,323 0,896 + 0,007 14,320 -0,296 £ 0,75 1,556 -0,08 + 0,094
0,275 7,724 -0,703 + 0,004 14,191 -0,425 + 0,160 1,666 0,034 + 0,083
(2]
=
g Kolon sicakligi (°C) 33 8,273 -0,154 + 0,007 15,580 0,964 £ 0,610 1,698 0,066 £ 0,057
S 27 8,505 0,078 £ 0,005 14,726 0,111+0,775 1,667 0,0343 + 0,044
Hareketli faz organik 69,3 6,185 -2,242 £ 001 20,795 5,880 £ 0,645 1,852 0,226 0,017
- o
gozticti orant (%) 567 12,738 4311+ 0,063 10426 -3,733+0999 1428 -201 + 0,092
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IVA ¢ozeltilerinin stabilitesi, farkli kosullar altinda depolandiktan sonra 10 pg/mL
derisime sahip c¢ozeltinin analizi ile arastirilmistir. Bir set kisa siireli stabiliteyi
degerlendirmek icin 24 digeri 48 saat boyunca oda sicaklifinda, digeri uzun siireli
stabiliteyi degerlendirmek i¢in —20 ° C'de 3 hafta boyunca ve {i¢iincii ila ic donma-
¢oziilme dongiisii yapilarak depolanmistir. Tiim ¢6ziimler {i¢ tekrar halinde analiz edilip
elde edilen sonuclar %95 giiven seviyesinde geri kazanimlart ve %BSS sonuglari
degerlendirilmistir. Tablo 5.8 bu kosullar altinda IVA ¢ozeltilerinin stabil oldugunu
gostermektedir.

Calismada yapilan ikinci dogruluk calismasinda ise elde hazirlanmis ve analizi
yapilmis IVA igeren tablet cozeltileri gerekli oranlarda seyreltme yapilip standart
cozeltisinden tekrar ilave yapilarak c¢ozeltiler tekrar analiz edilmistir. Elde edilen geri

kazanim ¢alismalar1 Tablo 5.9°da verilmistir.
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Tablo 5.8. 10,11 ug/mL IVA igin karalilik ¢alismalart (n = 6)

Eklenen  Kisa donem kararhhk (24 s,

derisim oda sicakhg)

Kisa donem kararhhk

(48 s, oda sicakhigl)

Uzun donem kararhhk

(3 hafta, -20°C)

Dondurma ¢cozme

kararhihg (3 tekrar)

Bulunan BSS (%) Bulunan BSS Bulunan BSS (%) Bulunan BSS (%)
(Ortalama =+ (Ortalama = (%) (Ortalama (Ortalama
GA*) GA*) + GA¥)) + GA¥)
DAD
10,11 10,08 + 0,09 0,68 10,29+0,11 0,86 9,86+£0,07 0,55 9,93+0,10 0,85
(ng/mL)
MS
10,11 10,39 +0,19 0,45 10,09 +0,36 0,88 9,77+0,33 0,69 9,680,226 0,14
(ng/mL)

*%95 Giiven seviyesinde

Tablo 5.9. Elde hazirlanmis KALYDECO® formiilasyonu analiz sonuglari (n = 6)

Kesinlik Dogruluk
Eklenen (pg/mL) Bulunan SS BSS (%) Geri kazamim (%) Hata (%)
(pg/mL)=GA*
8,088 7,76 £ 0,044 0,358 0,462 95,94 -4,06
YBSK 10,11 9,64 + 0,041 0,033 0,345 95,38 -4,62
12,132 11,48 = 0,054 0,044 0,380 94,67 -5,33
Lc. 8,088 8,47 + 0,082 0,066 0,781 104,73 4,73
MS/MS 10,11 11,22+ 0,136 0,109 0,980 111,01 11,01
12,132 12,57 £0,371 0,300 2,381 103,68 -3,68
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Kantitatif ve kalitatif proses yaklasimlarini i¢eren etkileyici bir LC-MS/MS bazhi
metot cesidi, artik ilag gelisimini hizlandirmak igin rutin olarak uygulanmaktadir.
Sonuglar 6nemlidir, yenilik¢i tedavilerin ve sayisiz yeni ilacin basarili bir sekilde
gelistirilmesine yol agar. LC/MS’nin numune hazirlama, analiz ve veri yonetimi i¢in
diger teknolojilerle birlikte kullanilmasi, su anda ayrilmaz bir sekilde baglantili ilag
gelistirme unsurudur.

Bu ¢aligmada yapilan LC uygulamalari, bu essiz teknolojinin temel olarak ilag¢
endiistrisinde analiz icin nasil degerli bir ara¢ olarak kuruldugunu gostermektedir. Ilag
endiistrisindeki genisletilmis bir uygulama kapsaminin gosterimi, analitik bir yontemin
besinci asamasi, LC/MS’nin, ilag gelistirmenin tiim asamalarinda farmasoétik analiz igin
yaygin olarak kabul edilen ve rutin bir arag (altinc1 asama) olusturdugunu gostermektedir.
Arastirma ve gelistirme ihtiyaglar1 arasindaki dengenin yani sira akademi, enstriiman
iireticileri ve endiistri arastirmacilar1 arasindaki ortakligin, farmasotik endiistrisinde
LC/MS teknolojilerinin siirekli kabul edilmesine ve ilerletilmesine izin verecegi
muhtemel gériinmektedir.

Bununla birlikte, ila¢ endiistrisi analist odakli degildir. Ancak, analiste bagimlidir
ve yeni teknolojiler gelismeye devam ederken, LC/MS gibi bilgi bakimindan zengin
araglara olan ihtiyag artacaktir. En iist siradaki islerde siirekli bir degisim olmasi sonucun
¢ok biiyiik bir odaklanma ile birlesmektedir. Ayrica baskilar, veri iiretme, laboratuvari
yonetme ve bilgileri kullanma sorumluluklarinin artmasiyla birlikte, karar vericilerin
teknoloji ve uygulamalar1 ¢ok daha hizli uygulamalarini anlamalar1 gerekecektir. Tabii
ki, bu anlayisi isletme hedefleriyle iliskilendirmek de esit derecede 6nemli bir zorluktur.

Her ne kadar literatiirlerde bahsedilen gelismeler uygulamada ¢ok goriillmesede
artik yol o kadar karanlik degildir. Etken madde sentezi daglar1 giin gegtikge biiytidiikge
iist diizey analitik yontemlerin gerekliligi daha da ortaya ¢ikacaktir. Su bir gergektirki ne
kadar ¢cok madde sentezlerse sentezlesinler o ilag daglarinin otoritelere uygun yeterli
analizleri ve karakterizasyonlar1 yapilamadigr siirece bir adim dahi ileri
gidemeyeceklerdir.

Analitik bir yontemin yedi asamasi gibi, ilag gelisimini etkileyen dnemli sosyal
olaylar olmustur. Biz analitik kimyacilarin babasi sayilan Hollandal1 Analitik kimyac1 ve
egitimci lzaak Maurits Kolthoff (1894-1993) tarafindan 1973 yilinda yapilan anlayish ve
gicli ifadeyi biz analitik kimyacilara hatirlatmakta fayda vardir: “Biz analitik
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kimyagerler artik diger kimyagerlerin hizmetcisi degiliz, sadece birlikte tiim kimya
alaninda daha fazla ilerlemeye katkida bulunuyoruz” Umarim, uygulama anlayisinin
temelleri, strateji ve analizler karmasiklasip ilag gelistirme ile daha biitiinlesmis hale
geldikge, yeni teknoloji, siire¢ ve isbirligini anlama derinligi gelismeye devam edecektir.

Hizlandirilmis ilag gelisimi i¢in son zamanlarda LC/MS uygulamalari, ilag
endistrisinde heyecan verici bir gelecegi gostermektedir. Bir¢ok ihtiyag, kaygi ve zaferle

dolu olacaktir. Belki de 6niimiizdeki on yil devrimler dolu gegecektir. ..
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