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AGOMELATININ SIVI KROMATOGRAFIi YONTEMIi KULLANILARAK
TABLETLERDEN ANALIZI

OZET

Agomelatin, 2000’li y1llarin basinda gelistirilen, melatonerjik reseptor agonisti ve
5-HT,c reseptor antagonisti olan bir ila¢ molekiiliidiir. Yetiskinlerde major
depresif ataklarin tedavisi i¢in kullanilmakta olan uyku tizerine olumlu etkiler
gosterebilen antidepresan bir ilagtir. Bu ¢alismanin amaci tabletlerdeki
agomelatinin miktar tayini i¢in ucuz, basit ve duyarli bir analitik yO6ntem
gelistirmektir. Deneysel c¢alismalarda temel olarak yiiksek performansh sivi
kromatografisi teknigi kullanilmakla birlikte yontem gelistirme basamaklarinda
UV — goriiniir bolge spektrofotometrisinden de yararlanilmistir. Analizlerde
kullanilan C1g — bagli monolitik silika ve C1g — bagh “fused-core” silika kolonlarin
kromatografik performanslar1 ve elde edilen analitik verilerin karsilastirilmasi
gerceklestirilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve uluslararasi
validasyon uygulamalarina gore yontem gecerliligi sinanmistir. Bu calisma
sonunda rutin tablet analizlerinde giivenle kullanilabilecek yeni bir yontem
Onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agomelatin, yiiksek performansli sivi kromatografisi, tablet
analizi, farmas6tik analiz.



DETERMINATION OF AGOMELATINE IN TABLETS USING LIQUID
CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

Agomelatine, a drug molecule, which was developed at the beginning of 2000’s,
iIs a melatonergic receptor agonist and 5-HT.c receptor antagonist. It is an
antidepressant drug, which is in use for the treatment of major depressive episodes
in adults and may possess positive effects on sleep. The aim of this study is to
develop a cheap, simple and sensitive analytical method for determination of
agomelatine in tablets. Although high performance liquid chromatography is used
principally in the experimental studies, UV — visible spectrophotometry was also
utilized in the method development steps. Comparison of chromatographic
performances and analytical data obtained using Cis — bonded monolithic silica
and Cig — bonded “fused core” column was realized. The results were evaluated
statistically and the validity of the method was assessed according to the
international validation practices. At the end of this study a new method, which
can be securely utilizable in the routine tablet analyses was proposed.

Keywords: Agomelatine, high performance liquid chromatography, tablet
analyses, pharmaceutical analysis
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GIRIS ve AMAC

Diinya tizerinde 350 milyondan fazla insan, ¢alisma performanslarin1 kaybetmelerine
neden olan depresyonun etkisi altindadir. Depresyon normal duygu bozukluklarindan
farkli olarak iki hafta veya daha uzun siire boyunca tiziintii duygusuna sebep olarak
insanlarin is, okul ya da evdeki normal fonksiyonlarini yerine getirme yetenegini
kaybettirir (Rahman ve ark., 2008). Klinikte noropskiyatrik semptomlar, anksiyete
durumu, pigsmanlik duygusu, haz kaybi, istah degisiklikleri ve uyku bozukluklarini
igeren bir yelpazeden olusan, is yapma kabiliyetini sinirlayan diinya ¢apinda goriilen
major depresif bir bozukluktur (Shelton ve ark., 2007). Sosyal, psikolojik ya da
biyolojik etkilerin bileskesi olarak ortaya ¢ikar. Depresyonun, viicut sagligiyla
yakindan iligkisi vardir ve bireylerin yasam kalitesiyle verimliligi iizerindeki biiyiik
etkisi, dolayli yollardan kalp hastaliklar1 ve diger rahatsizliklara da sebebiyet
verebilir (Nease ve ark., 2003). Ekonomik yetersizlikler, issizlik, felaketler ve
yasanan psikolojik catigmalar bu hastaligin ortaya ¢ikisini kolaylagtirabilmektedir.
Bir arastirmaya gore her yil depresyonlu hastalarin yaklasik bir milyonu bu
sebeplerden intihar etmektedir (Rahman ve ark., 2008). Diinya genelinde ve
tilkemizde yasl niifusun hizla artmasina paralel olarak yasliliga 6zgii saglik sorunlari
da artmakta ve giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ilerleyen yasla birlikte
kronik hastaliklar ortaya ¢ikmakta, fiziksel yeteneklerde azalma, bilissel islevlerde ve
giinlik yasam aktivitelerde gerileme goriilmektedir; bunlarla birlikte psikiyatrik
sorunlar arasinda depresyon da onemli bir yer tutmaktadir (Demet ve ark., 2002).

Major depresif bozuklugun tedavisinde kullanilan ilaglarin hizli sinaptik etkileri
vardir fakat klinik etkinlikleri ge¢ baslar. Tedavide segici selektif — gerialim
inhibitorleri (SSRI), trisiklik antidepresanlar, monoamin oksidaz inhibitorleri,
norepinefrin gerialim inhibitorleri ve bunlarin disinda kalan diger antidepresanlar
kullanilabilir (Autry ve ark., 2012). Melatonerjik reseptor agonisti olan agomelatin
(AGO) de diger antidepresan ilaglar arasinda yer alir. AGO, biiyiikk depresyon
hastaliklarinin  tedavisinde kullanilan, serotonin ve ndradrenalin gerialim
inhibitorleriyle kiyaslandiginda daha az seksiiel yan etkilere sahip olan ve
farmakolojik profiline bakildiginda uyku kalitesini artiran antidepresan bir ilag
molekiildiir. Diger antidepresanlarin aniden birakilmasiyla ortaya ¢ikan yoksunluk
sendromu durumunun AGO igin gegerli olmamasi, Montgomery (2006), ilacin en
avantajl 6zelliklerinden biridir.

AGO sentezi 2000’1 yillarin basina dayanmakla birlikte, ilag gelistirilmis ve faz 3
calismalarinin yiiriitiilmesinin ardindan 2005 yili Mart ayimda Avrupa Ila¢g Ajansi’na
(EMEA) arz edilmistir. AGO’nun yan etkilerine dair 6zel bir siiphe duyulmamasina
ragmen ilac¢ etkinliginin net olarak gosterilememesinden otlirli Haziran 2006’da
Beseri Tibbi Uriinler Komitesi AGO igeren miistahzarlarin pazarlama yetkisinin
elinden alinmasimi yararli gérmistiir (http-1). Eylil 2007° de ise AGO modifiye
edilerek tekrar (EMEA) sunulmus ve Kasim 2008’de bazi kisitlamalarla birlikte
olumlu goriis alarak Subat 2009 da satis ruhsati verilmis, Ekim 2011°’de Birlesik
Devletler Gida ve ilag¢ Birligi'ne (FDA) sunularak sonuclar uygun goriilmiis ve
gelistirme ¢aligmalar1 tamamlanmistir (http-2).



Farmakolojik alandaki ¢aligmalari yogunlukta olan AGO’nun literatiirdeki analitik
calismalar1 oldukga sinirhidir. Bu tezin konusu AGO’nun farmasoétik tabletlerindeki
miktar tayini i¢in bir yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yonteminin
gelistirilmesi ve tablet 6rneklerine uygulanmasidir. Bu baglamda tez kapsaminda
YPSK ile analitik ve aletsel parametrelerin iki farkli analiz kolonu kullanilarak
incelenmesi, yoOntemin mimkiin olabildigince 1iyilestirilmesi, gecerliliginin
aragtirtlmas1 ve oOrneklere uygulamasi basamaklari yer almaktadir. Caligmalar
sonucunda, iilkemizde ve diinyada ilag¢ endiistrisi alaninda tiretim yapan kuruluslarin
kolaylikla uygulayabilecegi, analiz ara¢ ve gerecleri ucuz, dogru ve kesin sonuglar
veren bir analiz yontemi gelistirilmesi amaglanmistir.



KAYNAK BILGISI
Agomelatin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CAS numarast 138112-76-2 olan AGO’nun CAS adlandirmasi N-[2-(7-
metoksinaftalen-1-il)etilJasetamit olup molekiill formiilii CisHi7NO2’dir. 243.30
molekiil agirligia sahiptir. Bilesimini %74.07 karbon, %6.99 hidrojen, %5.77 azot
ve %13.17 oksijen elementi olusturur.
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Sekil 1. Agomelatin’in molekiil yapisi

AGO oda sicakliginda kokusuz beyaz renkli kat1 toz halinde bulunur. Suda ve pH 5.5
degerine sahip tamponlarda ¢ok az ¢oziinme Ozelligine sahiptir. Asidik ortamlarda
daha iyi ¢oziinen bu madde, MeOH i¢inde kuvvetli, metilen kloriir ve EtOH
icerisinde MeOH’a nazaran daha az ¢oziiniir (Fornaro ve ark., 2010). Log P degeri
2.46 olarak belirtilmistir (http-3).

Agomelatinin Farmakolojik Ozellikleri

AGO canlilardaki MT1 ve MT2 reseptorlerine giiclii afinite gosteren bir melatonin
agonistidir. Ayrica serotonin antagonisti olarak, diisiik seviyede olsa da insan ve bazi
hayvan tiirlerindeki 5-HT2c reseptorlerini etkiler (Audinot ve ark., 2003). Sunulan
resmi in vitro ¢alismalar, insanlar disindaki diger tlirlerde MT reseptorlerine afinite
gosterdigini sOylemese de depresyonlu bir¢ok hayvan modelinde imipramin ve
fluoksetin gibi antidepresanlarla benzer etkileri yeterince gosterdigi gézlenmistir.
Antidepresan etkisi melatonin reseptorlerini aktive etmesi, 5-HT2c reseptorlerini
bloke etmesi ve hiicre disindaki noéradrenalin ve dopamin miktarini artirmasiyla
iliskilidir (Chenu ve ark., 2013). Ayrica, antipsikotik etki belirtisi goriilmezken,
AGO anksiyolitik etki ve melatonin aktivitesine bagli olarak kronobiyotik aktivite
gosterir. AGO’nun farmakolojik etkisinin dozaj zamam ile iligkili oldugu ve en
yiiksek etki seviyesinin endojen melatoninin fizyolojik dalgalanmasina uygun olarak
ve uygulanan klinik pozolojiyle aksam alindiginda olustugu disiiniilmektedir
(Racagni ve ark., 2011).

Sekonder farmakodinamik ¢aligmalarda AGO’nun fareler iizerinde yapilan hafiza,
o0grenme ve dikkat ilizerine etkileri arastirilmasinin yani sira siganlarda sabah ve
aksam saatlerinde verilen dozlarla uyku ve EEG spektrumlar1 tiizerine etkileri
incelenmistir. Biitlin ¢alismalar sadece erkek gruplar iizerinde yapilmistir. Farelerin
uzaysal Ogrenme ve hafiza calismalarinda ve sicanlarin EEG kayitlarinda 10.0
mg.kg? (i.p., i.v.)) doz ve dozun altinda AGO’nun herhangi bir yan etkisi



gbzlenmemistir. Ozellikle aksam vakitlerinde alinan yiiksek dozlardaki AGO (1.0 —
10.0 mg.kg?, i.p.) hafizayr gelistirmistir. AGO’nun dikkat testlerinde herhangi bir
etkisi olmadig1 ve EEG gii¢ spektrumunda 3.0 mg.kg?, (i.p.) degerindeki dozun
fizyolojik ritimlerin resenkronizasyonunda etkin oldugu belirtilmistir. 10.00 pg.mL*
degerinden daha diisik AGO kan degerlerinin (yiikksek doz gruplarinda) EEG
spektral giiclinii degistirebilecegi kanisina varilmistir (Quera-Salva ve ark., 2007).

Giivenlik farmakolojisi ¢aligmalart AGO ve 7-DP metabolitinin yliksek dozlarda
onemli derecede merkezi sinir sistemi depresyonuna sebep oldugunu gostermistir.
AGO igin herhangi bir suistimal potansiyeli saptanmamistir. Bébrek fonksiyonlari,
solunum sistemi, kalp sistemi ya da gastrointestinal sistem (GIS) iizerinde biyolojik
olarak etkisi yoktur. Hafif miktarda GIS motilitesini yiikseltir. Sicanlardaki endokrin
calismalar AGO’nun erkeklerin bazal ve strese bagli prolaktin ve liiteinlestirici
hormon (LH) seviyelerinde, proostruslu disilerde muhtemel prolaktin ve LH
dalgalanmalarim1  ve her iki cinsiyetteki kortikosteron miktarim1 azalttigim
gostermistir. Ostrus dongiisii iizerindeki potansiyel etkileri degerlendirilmezken,
ACTH, GH, TSH tizerinde siipheli etkilere rastlanmistir (http-4).

AGO oral yoldan hizli ve iyi emilim gosterir (> %80.0). Mutlak biyoyararlanimi
diisiik (terapotik oral dozda < 9%5.0), bireyler arasinda gosterdigi degisiklik
onemlidir. Erkeklere oranla kadinlarda biyoyararlanimi daha yiiksektir. Oral
kontraseptif kullanimi1 biyoyararlanimi artirirken, sigara kullanimi azaltir. Bir iki saat
icinde plazma doruk konsantrasyonuna ulagir. Terapdtik doz aralifinda sistemik
AGO maruziyeti doz ile dogru orantilidir. Doz arttikca ilk gecis etkisi satlirasyonu
olusur. Gida (normal ya da yiiksek yagli 6giin) alimi1 biyoyararlanim ve emilim
oranina etki etmez (Sriniyasan ve ark., 2012). Yiksek yagli yiyecekler ilacin
kararsizligin artirir.

Yastan ve konsantrasyondan bagimsiz olarak kararli hal dagilim hacmi 35.0 L,
plazma proteinlerine baglanma orani %95.0’tir. Bu oranlar ve bobrek yetmezligi olan
hastalarda sabitken, karaciger yetmezligi olan hastalarda iki katina ¢ikar. Oral yoldan
alimi1 takiben AGO baslica CYP1A2, diisiik oranda CYP2C9 ve CYP2C19 karaciger
izoenzimleri tarafindan hizlica metabolize edilir. Ana metabolit olan hidroksillenmis
ve dimetillenmis AGO aktif degildir ve hizlica idrarla atilir (Sriniyasan ve ark.,
2009).

Eliminasyon hizlidir, plazma yari omrii bir ile iki saat arasindadir. Kandan
metabolizmayla hizli bir sekilde temizlenir (yaklasik 1.10 mL.dk™'). Atithm esas
olarak idrarla (%80.0) ve idrarda degisiklige ugramayan metabolitlerin geri kazanimi
thmal edilebilir olmasina ragmen bir kismi1 da metabolit formlar1 seklinde gerceklesir
(Zupancic ve Guilleminault, 2006). Agir bobrek yetmezligi olan hastalarda
farmakokinetik parametrelerle ilgili bir degisiklik gozlemlenmemistir (n=8, 25.0 mg’
lik tek doz) fakat, bu hastalarda kullanilabilir olmasina dair kisith klinik verilere
sahip olundugu icin orta ve agir bobrek rahatsizliklari olan hastalarda kullaniminda
dikkatli olunmalidir. Karaciger yetmezligi goriilen hafif kronik ya da orta sirozlu
hastalar1 kapsayan 6zel ¢aligmalarda yas, agirlik ve sigara igme aligkanligi olan
eslestirilmis hastalarla karsilastirildiginda AGO maruziyetinde 6nemli derecede artis
oldugu (sirasiyla 70 ve 140 kat) gozlenmistir. AGO kinetiginde irksal bir etki {izerine
veri bulunmamaktadir (http-5).



Agomelatin’in Etki Mekanizmasi

AGO yakin zamanda melatonerjik MT1 (KI = 0.1 nM) ve MT2 (KI = 0.12 nm) segici
agonistlerinden hareketle gelistirilen melatoninin naftalen analogudur (Millan ve
ark., 2003). Melatoninle karsilastirildiginda, daha uzun bir yar1 6miir ve nispeten
SCN ve beyinin diger bolgelerinde MT1 ve MT2 melatonin reseptorleri icin yiiksek
benzerlik gosterir (Delagrange ve Boutin, 2006). Hafif kronik stresli siganlara aksam
verildiginde AGO ve melatonin antidepresan etki gostermis, sabah uygulandiginda
ise yalnizca AGO’nun bu etkiyi gosterdigi gézlenmistir (Papp ve ark., 2003).

AGO ayrica serotonin 5-HToc (pKi=6.2 uM) reseptor antagonist aktivite de sergiler
(Millan ve ark., 2003). Serotonerjik sistem tizerindeki bu etkisi her ne kadar
baslangigta gereksiz ve istenmeyen bir durum olarak goriilse de, anksiyolitik ve
antidepresan degeri oldugu anlasilmistir. Depresyonlu hastalarda 5-HT2c reseptorleri
duyarliliginin artmas1 ve antidepresanlarin terapotik etkileri ile azalan 5-HTac
reseptor miktar1 arasindaki korelasyonundan hareketle 5-HT.c reseptor blokajinin
AGO’nun antidepresan profilini ortaya ¢ikaran mekanizma olarak diistiniilmiistiir
(Riedel ve ark., 2002). AGO’nun farkli reseptor aktivitelerindeki roliiyle
antidepresan etkisi arasindaki iligki tam anlamiyla aydinlatilamamasina ragmen, bu
bilesigin hem melatonerjik reseptorlerle hem de 5-HTac reseptorleriyle sinerjik
olarak hareket edebildigi goriilmektedir (Papp ve ark., 2003). Bu hipotezin mantigi
melatonerjik ve 5-HTac reseptorlerinin hem SCN hem de serebral Kkorteks,
hipokampiis, amigdala ve talamus gibi depresyon patopiskolojisiyle alakali beyin
bolgelerinde birlikte ifade edilmesinden temel almaktadir (San ve Arranz, 2008).

Amerikan ve Fransiz bilim adamlarinin depresyon/anksiyete modelinde AGO’nun
yararli davranigsal ve norolojik etkilerinin inceledigi bir ¢aligmada yetigkin farelere
icme suyu yoluyla 8 hafta boyunca kortikosteron (35.0 mg.giin.ml?) tedavisi
uygulandig1 bildirilmistir. Son 4 hafta hayvanlara AGO (10.0/40.0 mg.kg? i.p.) ya da
fluoksetin (18.0 mg.kg™ i.p.) tedavisi uygulanarak cesitli davranigsal modeller test
edilip aym1 zamanda da ev — kafes aktivitesi degerlendirilmistir. Sonuglar,
kortikosteron tedavisinin yol actigi depresyon/anksiyeteye hem kronik AGO
tedavisinin hem de fluoksetin tedavisinin engel oldugunu gostermistir. Ayrica AGO
ile tadavi edilen fare grubunda, AGO’nun ev — kafes aktivitesinin karanlik/aydinlik
oranini artirdid1 ve kronik kortikosteron tarafindan indiiklenen oransal degisiklikleri
tersine gevirerek bozulan fizyolojik ritmi normale donmesini sagladigi gozlenmistir.
AGO’nun biitiin  hipokampusun  kortikosteron tedavisinden dolayr hiicre
cogalmasindaki diisiisii de tersine g¢evirip yeni olusan noronlarin da olgunlagma
oranini artirdiglr gozlenmistir. Genel olarak bu c¢alismada, AGO’nun melatonerjik
agonist ve 5-HTxc antagonist ozellikleri arasindaki sinerjiden temel alarak ayrilan
mekanizmasiyla anksiyolitik/antidepresan 06zelliginin yaninda fizyolojik ritim
normalizasyonuyla farkli bir spektrum sagladigi gézlenmistir (Rainer ve ark., 2012).

Irbesertan’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Irbesertan (IRB) bu calismada i¢ standart (1S) olarak kullanilmistir. Anjiyotensin 11
reseptor antagonisti bir madde olan IRB, 2-biitil-3-[[20-(1H-tetrazol-5-il)[1,10-
bifenil]-4-il]metil]-1,3diazaspiro[4.4]non-1-en-4-on  seklinde adlandirtlir. Kapali



formiilii CasH2sNsO ve molekiil agirhig 428.5 g.mol™’diir. (Moffat ve ark., 2011).
IRB’nin molekiil formiilii Sekil 2°de verilmistir.

H,C

Sekil 2. irbesartan’in molekiil yapisi

Kati, kristal yapili ve beyaz bir fiziksel goriiniise sahip bir madde olan IRB’nin erime
noktas1 180.0-181.0 °C’dir. Apolar ve asidik karakterli bir maddedir. Suda ¢ok az
coziinlirliige sahipken alkol, metilen kloriir gibi apolar c¢oziiciilerde yiiksek
¢oziiniirliik gosterir. 4.50 pKa degerine sahip ve sulu asit ¢ozeltilerinde (0.2 mol.L*
HCI) mor 6tesi (UV) maksimum absorbans (A) verdigi dalga boylar1 224 ve 246
nm’dir (Moffat ve ark., 2011).

Agomelatin Analizleri ile Tlgili Yapilmis Calismalar

AGO ile ilgili yapilmis ¢alismalar genellikle etki mekanizmasi sinir sistemi ve
depresyon/anksiyete tizerindeki etkilerini konu alan farmakolojik c¢aligmalardir.
Analitik caligmalar ise oldukga kisithidir. Bu zamana kadar yayinlanan kromatografik
caligmalar ve patentler de dikkate alinarak derlenen analitik yontemler asagida
bahsedilmistir.

AGO’nun ara ve son {lrlinlerinin ayrilmast ve analizinde yontem olarak yiiksek
performansli sivi faz kromatografisi tercih edilmis, kromatografik kolon olarak silika
bazli Cig kolon (250x4.6 mm, 5 pum) kullanilmig, pH araligir 2.0 — 7.0 arasinda
degisen tampon ¢dzeltiler denenmis, bu tampon ¢dzeltinin yanina belli bir oranda iki
cesit organik ¢oziicli eklenerek ticlii bir bilesenden olusan hareketli faz karigimin
olusturulmus ve akis hiz1 1.0 mL.dk™? olarak uygulanmistir. Uygulanan bu ydntem
1s18inda AGO’nun ara ve nihai iiriiniiniin hizli ve etkin bir sekilde ayirma ve analizi
gerceklestirilmistir (Ning, 2008).

Bir baska ¢aligmada Plastil - C1g kolon (150 mmx4.6 mm, 5 um) kullanilarak ters faz
YPSK kullanilmis, hareketli faz bilesenleri asetonitril (ACN) ve su (30:70, h/h), 1.0
mL.dk? hizla kolona génderilerek 230.0 nm dalga boyunda tespit edilmistir.
AGO’nun kalibrasyon egrisi 5.00-80.00 pg.mL? araliginda dogrusallik gostermistir.
AGO geri kazanim orani %100.4 olarak bulunmustur (He ve ark., 2010).

Wang ve arkadaslari, AGO’nun igeriginin belirlenmesinde susuz ortam titrasyonu
yontemi kullanilmistir. Yontem gelistirme siirecinde, kloroform — asetik asit karigimi
¢oziicii olarak kullanilarak AGO’nun ¢6ziinmesi saglanmus, titrasyonu yiirlitmek igin



ise perklorik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Titrasyonda doniim noktasinin belirlenmesi
icin grafik metot yontemi kullanilarak AGO igerigi hesaplanmistir. Bu ¢alismaya
gore, AGO’nun igerik tespitinde kullanilan yontem YPSK kullanilarak yapilan
analizlerle benzerlik gostermis ve ayni sonuglar elde edilmistir (Wang ve ark., 2012).

Zhou ve arkadaslari AGO ve ara iirlinlerinde bulunan safsizliklar1 belirlemek
amaciyla YPSK kullanmiglardir. Calismada, etkili bir sekilde AGO ve sentetik ara
maddeleri olarak da yabanci maddelerin analiz edilmesi amag¢lanmistir. Bilindigi
tizere AGO’nun melatonin uyarici, depresif hastaliklara kars1 direng etkisi vardir ve
giindiiz aktivite durumu degismeksizin gece uyku esnasindaki kosullar altinda
artabilir. AGO ve sentetik ara maddeleri olarak da yabanci maddelerin ayrilmasi igin
etkili bir sivi kromatografi yontemi gelistirilmesi amaglanmistir. Caligmada kolon
tercihi oktadesilsilan baglh silikadan yana kullanilirken, hareketli faz olarak faz A
(organik faz) ve faz B (su fazi) kullanilmis, pH degeri 6.0 — 7.0 arasinda degisen
tampon ¢0zelti ve bu organik solventlerin degisik oranlardaki karisimlariyla hareketli
faz tertip edilmis akis hiz1 da 1.0 mL.dk? degisken hareketli faz eliisyonu olarak
tayin edilerek yabanci ve sentetik ara maddelerin belirlenmesi ve analizi
gergeklestirilmistir (Zhou ve ark., 2012).

Patil ve arkadaslar1 AGO’nun insan plazmasindaki ol¢iimii ve farmakokinetik
uygulamalar1 i¢in sivi — sivi ekstraksiyonunu temel alan bir metot gelistirip
validasyonunu gerceklestirmislerdir. IS olarak fluoksetin kullanilmis, analitlerin
kromatografik dagilimlar1 Betasil - C1g (4.0x100 mm, Sum) kolon kullanilarak kiitle
spektroskopisiyle (MS) tespit edilmistir. Hareketli faz olarak MeOH ve %0.1 asetik
asit igeren 2.0 MM degerinde amonyum asetat ¢ozeltisi (80:20 h/h) kullanilmais, 1.2
ml.dk? akis hizinda ve analiz siiresi 3.0 dk siirmiistiir. Sabit hareketli faz kullanilan
bu metot, pozitif iyonizasyon modundaki APl — 4000 MS sistemiyle desteklenmistir.
Bu yontem, 0.05 — 8.00 ng.mL? AGO dogrusallik aralifinda onaylanmistir.
AGO’nun tayin alt smir, i¢ ¢alisma ve ara calismalarda kesinlik oranlar1 sirasiyla
%12.12 ile %9.01 olmustur. AGO ve fluoksetin i¢in geri kazanim sirasiyla %67.10
ile %72.96 olarak plazma numunelerinin farmakokinetik calismalarinda kullanilmak
tizere bir metot gelistirilmistir (Patil ve ark., 2012).

YPSK ile yapilan literatiirdeki bir kag calismadan biri olarak AGO’nun tabletlerden
analizini yapan Wang ve arkadaslari, Phenomenex Luna - Cig (250x4.6 mm, 5 um)
sabit fazi kullanimmda MeOH — 0.05 mol.L"? sodyum dihidrojen fosfat (40:60)
oraninda hazirlanan hareketli faz1 1.0 mL.dk? akis hizinda kolondan gegirerek analiz
gerceklestirmislerdir. Dedektor dalga boyu olarak 230.0 nm segilmis ve kolon firini
sicaklign (T) 25.0 °C olarak sabitlenmistir. Kalibrasyon denklemi y=1.979x10°x-
1.258x10* (y=0.9999, n=5) bulunmus ve 1.07 - 10.7 png.mL? araliginda dogrusallik
gostermistir. AGO’nun geri kazanim degeri %1.28 standart sapmayla (SS) %98.73
(n=9) olarak kaydedilmistir (Wang ve ark., 2012).

AGO’nun ¢esitli kristal formlar1 seklinde polimorf molekiiller hazirlama
calismalarinda, dedektor olarak IR spektroskopisiyle X 1smnlart kirinimindan
yararlanarak AGO’nun diger alt1 ¢esit formundan farkli olarak yeni bir kristal formu
tespit edilmistir (Zhu ve ark., 2012).



Li ve arkadaglart AGO’dan nikel tayini i¢in yeni bir yontem gelistirmigler ve AGO
igersindeki nikel igerigini saptamak icin alevli atomik absorbsiyon spektrometresi
kullanmislardir. Analizler 232.0 nm dalga boyunda yapilmis ve ¢oziicii sistem olarak
amonyum pirolidin di tiyokarbamat (APDC) — metil izobutil keton (MIBK)
kullanilmistir. Orneklerin konsantrasyon hesabinda dis standart katma ydntemi
uygulanmis nikel dogrusal aralig1 0.05 — 4.00 pgxmL™ (r= 0.9990) ve ortalama geri
kazanim %93.30 olarak bulunmustur (Li ve ark., 2012).

Liu ve arkadaslart AGO’nun ila¢ formundan yedi adet yabanci madde tayini i¢in ters
faz YPSK yontemi gelistirmislerdir. Olas1 yabanci maddelerin kimyasal yapilari
niikkleer manyetik rezonans (NMR) ve IR spektroskopisi analitik yontemleri
kullanilarak dogrulanmistir. Hypersil BDS Cig (250 mmx4.6 mm, 5 um) kolon ile
potasyum dihidrojen fosfat (15.0 mM, pH, 3.0) ve ACN bilesiminden olusan 1.0
mL.dk? akis hizindaki hareketli fazin gradient uygulamas: ile ayrim saglanarak etkin
kromatogramlar elde edilmistir. 230.0 nm dalga boyunda fotodiyot dizisi dedektor
(DAD) ile tayin saglanmistir. Zorlandirilmis kosullar altindaki kararlilik ¢aligsmalari
cercevesinde AGO’nun asit ve bazik sartlardaki duyarliligi ile Onerilen yontemin
spesifik ozellik tasidigi gorlilmiistiir. Yonteme ICH’in tavsiyeleri dogrultusunda
spesifiklik, duyarlilik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik, saglamlik ve sisten uygunluk
testlerini iceren validasyon islemleri uygulanmistir. Safsizliklarin saptama sinir
araligt % 0.0008 — 0.0047 olarak bulunmustur. AGO ve igerdigi safsizliklar i¢in
uygulanan regresyon c¢aligmalarinda korelasyon katsayisi 0.999 bulunmustur.
Metodun dogrulugu biitiin safsizliklar i¢in geri kazanim yontemi ile (%94.4 -
%106.7) kanitlanmistir (Liu ve ark., 2013).

Organik c¢oziiciiler kullanarak AGO ekstraksiyon kosullarimin aragtirildigr bir
calismada kloroform, 1,2 — dikloroetan, hekzan ve kloroform:biitanol (1.0:1.0, h/h)
coziiciileri kullanilarak orta pH degerlerinde AGO ekstraksiyonunun verimliligi
aragtirtlmistir. Siilfirik asit ile konsantre ortamda p — dimetil amino benzaldehitin
reaksiyonunu dayali bu ¢aligma ile analiz sonuglarinin analitik kimya ile toksikoloji
alanlarinda da kullanilabildigi AGO igin kantitatif bir tayin yontemi gelistirilmistir
(Darmohrai, 2012)



GERECLER
Kullanilan Kimyasallar

Standart madde olarak kullanilan %98.0 safliktaki AGO Sigma-Aldrich (ABD)
firmasindan, IS olarak kullanilan %99.0 safliktaki IRB Ulkar Kimya Sanayii ve
Ticaret A.S. (Tiirkiye) firmasi tarafindan iiretilmis olup Nobel Ilag A.S. (Diizce)
firmasindan saglanmistir. YPSK safliktaki ACN, Merck KGaA (Almanya)
firmasindan, fosfat tamponu hazirlamak i¢in kullanilan %99.8 safliktaki NaH2PO4
Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan, H3POs Merck KGaA (Almanya) firmasindan,
YPSK safliktaki su Merck KGaA (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Valdoxan® Tablet (25 mg) ilag tablet drnegi ise Servier Ilag ve Arastirma A.S.
(Istanbul) firmasindan satin alinmustir.

Kullanilan Cihazlar

YPSK analizlerinin tamaminda LC-20AT model LPGE iinitesi takilmis gradient
pompa, SIL-20A otomatik o6rnekleyici, CBM-20A model iletisim {initesi, CTO-
10ASvp model kolon firni, SPD-M20A model DAD ve DGU-20A5 model gaz
giderme tiinitesinden olusan Shimadzu (Japonya) firmasinin iirlinii YPSK cihazinin
yaninda Intel Pentium 4 islemcili bilgisayar ve Shimadzu LabSolution LCsolution
v1.11 SP1 veri analiz programi kullanilmigtir.

UV - goriiniir bolge spektrofotometrisi ile yapilan incelemelerde Shimazdu
(Japonya) marka UV — 2450PC model ¢ift 151k yollu UV — goriiniir bolge
spektrofotometresi cihazi kullanilmistir. Olgiimlerde 1.0 cm 151k yoluna sahip kuvars
kiivetler kullanilmustir.

Analiz cihazlarinin yani sira analizler dncesi hazirlik asamalarinda cam malzemeler
ile kimyasal maddelerin tartiminda Ohaus (Isvigre) marka Explorer E12140 model
analitik terazi, ¢ozeltilerin hazirlanmasinda 20.0 — 100.0 puL ve 100.0 — 1000.0 uL
araliginda c¢alisabilen Eppendorf (Almanya) marka Research model pipetorler,
partikiillerin ayrimi i¢in Eppendorf (Almanya) 5810R model sogutuculu santrifiij
aleti, ¢ozeltilerde homojenligi saglamak i¢in Heidolph (Almanya) - Reax Top model
vorteks karistirici, ¢ozeltileri i¢inde barindirdigi ¢éziinmiis gazlardan arindirmak igin
Bandelin (Almanya) marka RK-100H Sonorex model ultrasonik banyo, ve
¢ozeltilerin pH 11 ayarlamada Seven Multi model Mettler Toledo (Isvigre) marka
pH metre kullanilmastir.

Sabit faz olarak Merck KGaA (Almanya) firmasinm {iriinii olan Chromolith®
Performance RP-18e ve Chromolith® High Resolution RP-18e, Sigma — Aldrich
(ABD) firmasinin iiriinii olan Ascentis® Express Cis, Teknokroma (Birlesik Krallik)
firmasinin iriinii olan Nucleosil® 100 Cis, Phenomenex (ABD) firmasinin iiriinii olan
Gemini® Cis ve Synergi® Hydro RP, Hamilton (ABD) firmasinin iiriinii olan PRP-1,
Thermo Scientific (ABD) firmasmmn iiriinii olan Fluophase® RP ile Fortis
Technologies Ltd (Birlesik Krallik) firmasinin iiriinii olan Fortis® C1s YPSK analiz
kolonlar1 kullanilmustir.



YONTEMLER
UV — Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi Yontemi
Standart cozeltilerin hazirlanist

UV — goriiniir bolge spektrofotometrik yontemde kullanilmak tizere hazirlanan
standart ¢ozeltiler i¢in ayr1 ayr1 1.0 mg AGO ve 10.0 mg IS tartilarak 100’er mL lik
balon jojelerde yine ayr1 ayr1 hareketli faz (ACN:Su:Tampon (0.025 M pH:2.0 fosfat
tamponu) 25:45:30, h/h/h) ¢ozeltisinde ¢oziilmiis, sirasiyla 4.11x10° M (0.10
pg/mL) ve 2.33x10% M (0.10 mg/mL) derisimlerine sahip AGO ve IS stok ¢ozeltileri
elde edilmistir.

Elde edilen AGO ve IS stok c¢ozeltilerinden IS’den sabit miktarda (500 upL),
AGO’dan ise 50.0 — 4000.0 pL arast artan oranlarda hacimler deney tiiplerine
aktarilmis, olusan karisimi seyreltmek icin son hacim 10.0 mL olacak sekilde yine
hareketli faz karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Boylece UV — goriiniir
bolge spektrofotometresinde kullanilmak iizere 2.06x107 M (0.05 pg/mL) ile
1.65x10° M (4.00 pg/mL) araliginda degisen ¢ozeltiler elde edilmistir. Elde edilen
bu cozeltiler kalibrasyon seti olarak kullanilmistir. Kullanilan miktarlar ve olusan
AGO derigimleri agsagidaki Cizelge 1°de belirtilmistir.

Cizelge 1. UV - goriiniir bolge spektrofotometrisi analizlerinde kullanilan Kkalibrasyon

cozeltilerinin hesaplar:

AGO Stok Hacmi | IS Stok Hacmi | Hareketli Faz Hacmi| Son Hacim | Caco
(nL) (nL) (nL) (nL) (M)
50.0 500.0 945.0 1000.0 | 2.06x107
100.0 500.0 940.0 1000.0 |4.11x107
200.0 500.0 930.0 1000.0 8.23x107
300.0 500.0 920.0 1000.0 1.23x10°®
400.0 500.0 910.0 1000.0 | 1.65x10°®
500.0 500.0 900.0 1000.0 2.06x10®

1000.0 500.0 850.0 1000.0 4.11x10®
2000.0 500.0 750.0 1000.0 |8.23x10°®
3000.0 500.0 650.0 1000.0 | 1.23x10%
4000.0 500.0 550.0 1000.0 1.65x10

Analiz parametreleri

UV — goriiniir bolge spektrofotometrisi ile yapilan 6lgiimlerde maddenin maksimum
absorpsiyon yaptigi dalga boyunu tespit edebilmek i¢in 190.0 - 400.0 nm araliginda
spektrum taramasi yapilmistir. Analiz sirasindaki gegerli aletsel parametreler Cizelge
2’de verilmistir.
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Cizelge 2. Analiz sirasindaki UV — goriiniir bolge spektrofotometrisi parametreleri

Parametre Deger
Tarama Aralig 190.0 - 400.0 nm
Olgiim Modu Absorbans
Tarama Modu Tek
Tarama Hiz1 Orta
Ornekleme Aralig 0.2 nm
Isik Yolu Uzunlugu 1.0cm
Aralik Genisligi 0.5nm

YPSK Yontemi
Standart ¢ozeltilerin hazirlanist

AGO standart stok ¢ozeltisi i¢in 1.0 mg standart madde tartilip 100.0 mL balon
jojede hareketli faz ¢ozeltisi i¢cinde c¢Oziilmiistiir. Daha sonra bu c¢ozelti 1/100
oraninda hareketli faz ¢ozeltisi ile seyreltilerek 4.11x107 M (0.10 pg.mL™?) derisime
sahip bir ¢ozelti elde edilmistir.

IS stok ¢ozeltisi i¢in 10.0 mg IRB tartilip 100.0 mL balon jojede hareketli faz i¢inde
¢oziilmiistiir. 2.33x10* M (100.00 pg/mL) derisiminde ¢dzelti elde edilmistir.

AGO standart cozeltisinden degisen ve IS stok ¢oOzeltisinden sabit hacimlerde
viallere cekilerek hareketli faz ¢ozeltisi ile 1.0’er mL’ye tamamlanmis, bu yolla
degisen derisimlerde ¢ozeltiler elde edilmistir. Elde edilen bu ¢ozeltiler kalibrasyon
seti olarak kullanilmustir. ilgili hesaplar Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 3. YPSK analizlerinde kullamilan kalibrasyon cozeltilerinin hesaplamalari

AGO Stok Hacmi IS Stok Hacmi | Hareketli Faz Hacmi | Son Hacim Caco
((10))] ((10))] (uL) (nL) (M)
10.0 50.0 940.0 1000.0 4.11x107
20.0 50.0 930.0 1000.0 8.23x107
30.0 50.0 920.0 1000.0 1.23x10°®
40.0 50.0 910.0 1000.0 1.65x107®
50.0 50.0 900.0 1000.0 2.06x106
100.0 50.0 850.0 1000.0 4.11x10°®
200.0 50.0 750.0 1000.0 8.23x10°
300.0 50.0 650.0 1000.0 1.23x107°

400.0 50.0 550.0 1000.0 1.65x107°
500.0 50.0 450.0 1000.0 2.06x10°

Hareketli fazin hazirlanisi

Analizler boyunca sabit kalan ve ACN:Su:Tampon (0.025 M pH:2.0 fosfat tamponu)
25:45:30, h/h/h)’dan olusan hareketli faz sistemi ile ayrim gerceklestirilmistir. Fosfat
tamponu hazirlamak i¢in 0.018 g katt NaH2PO4 (%99.8) tartilarak bir miktar YPSK
kalite su ile 250.0 mL’lik balon jojeye aktarilmis, iizerine pipetorle 0.421 mL H3POg4
(d: 1.695 g.mL?:, %86.0’lik) eklenmis ve YPSK kalite su ile son hacme
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tamamlanmistir. Daha sonra ¢ozelti 0.45um polivinilidenfloriir (PVDF) filtreden
stizlilerek olas1 ¢oziinmemis partikiillerden arindirilmistir. Tiim ¢ozeltiler, yaklagik 5
dakika ultrasonik banyoda bekletilerek ¢Oziinmiis gazlarin uzaklagtirilmasi
saglanmistir. Son asamada YPSK cihazinin pompa iinitesinde bulunan karistirici valf
ile ¢oziiclilerin istenilen oranda karistirilarak hareketli fazin olusturulmasi ve sisteme
gonderilmesi saglanmaistir.

Analiz parametreleri

Yontem gelistirme c¢alismalari sonucunda karar verilen hareketli faz olan
ACN:Su:Tampon (0.025 M pH:2.0 fosfat tamponu) (25:45:30, h/h/h) bilesimli
¢ozelti biitiin analizler siiresince 1.0 mL.dk™* akis hizinda kolondan gegirilmistir.

Analizlerde birinci nesil monolitik silika bazli kolonlarin bir 6rnegi olan
Chromolith® Performance RP-18¢ (100x4.6 mm) ile fused core (core-shell) partikiil
teknolojili kolonlarmn bir 6rnegi olan Ascentis® Express Cig (100x4.6 mm, 2.7 um)
YPSK kolonlar1 kullanilmistir.

Enjeksiyon hacmi 5.0 pL, kolon firmi sicakligi ise 40.0 °C olarak uygulanmustir.
Analitlerin dedektér yanitlar1 230.0 nm dalga boyuna ayarli sinyal toplama frekansi
6.25 Hz ve aralik genisligi 1.2 nm olan DAD ile 6l¢lilmiistiir.

Ornek Céozeltilerin Hazirlanis
Tablet ¢ozeltisinin hazirlanist

UV — goriiniir bolge spektrometrik ydntem igin 30 adet Valdoxan® 25 mg (Servier
flag ve Arastirma A.S.) ilag tableti tek tek 50.0 mL’lik balon jojelerde hareketli faz
cozeltisi icinde 1 saat boyunca manyetik kanigtirict ile karistirilarak
¢oziindiirilmiustiir. Tabletlerin ¢6ziindiigli balon jojeden 0.1 mL pipetdr yardimiyla
cekilerek 1.5 mL’lik polipropilen viallerde hareketli faz ¢6zeltisi ile 1.0 mL hacmine
tamamlanmistir. 1/10 oraninda seyreltilmesi saglanan ¢ozeltiye 4000 rpm hizda 15
dk santrifiij islemi uygulanmistir. Ustte kalan berrak kisim 0.45 um PVDF filtreden
siiziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti icerisindeki teorik AGO derisimi 2.06x10 M olarak
hesaplanmistir. Deney tiiplerine bu ¢ozeltiden 0.1 mL g¢ekilerek 0.5 mL IS stok
cozeltisi (2.33x10* M) ile karistirilmis ve olusan ¢ozelti 10.0 mL’ye tamamlandiktan
sonra spektrumlari alinmistir. Spektrumu alinan ¢ozeltideki son AGO derisimi
yaklasik 2.06x10° M ve IS derisimi 1.16x10° M olarak hesaplanmustir.

YPSK analizleri i¢in 30 adet Valdoxan® 25 mg (Servier Ila¢ ve Arastirma A.S.) ilag
tableti tek tek 50.0 mL’lik balon jojelerde hareketli faz ¢ozeltisi icinde 1 saat
boyunca manyetik karistirict ile karigtirilarak ¢ozilindiiriilmiistiir. Elde edilen
cozeltilerden tiiplere 500.0°er puL cekilerek 5.0 mL’ye tamamlanmis ve ¢ozeltiler
4000 rpm hizda 15 dk santrifiijlenmistir. Ustte kalan berrak ¢dzelti 0.22 pm gdzenek
capli PVDF filtreden silizlilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiye IS eklenerek 1.5 mL’lik
polipropilen viallerde hareketli faz ile 1:100 oraninda seyreltilmistir. Cozelti
icerisindeki son AGO derisimi yaklastk 2.06x10° M (0.50 pg.mL™) olarak
hesaplanmis ve elde edilen tablet ¢cozeltileri ve IS karigimlar: cihaza gonderilmistir.
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Sonuclarin Degerlendirilmesi

AGO’nun pik normalizasyonu (PN) yontemiyle PN degerleri hesaplanmis ve bu
degerler IS pikinin PN degerine oranlanarak analizlerdeki hatalar en aza indirilmeye
calistimistir. PN degerleri ilgili pikin alaninin tr degerine boliinmesiyle elde
edilmistir. Her bir derisime karsilik olarak AGO’nun ve IS’nin PN degerlerinin
birbirine boliinmesiyle elde edilen degerler analitik yanit olarak kabul edilmistir. PN
degerleri ve ¢ozeltilerin derisimlerinden yola c¢ikilarak yontem gegerliligi
(validasyon) uygulamalarindaki  hesaplamalar ve AGO’nun tabletlerdeki
miktarlarinin tayini gergeklestirilmistir.

Yontem gecerliliginin tespiti

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi’nin (ICH) tavsiye ettigi sekilde yontem
gecerliligi uygulamalari gelistirilen yonteme uygulanmis ve yontemin analitik agidan
kabul edilebilir veriler sagladigi kontrol edilmistir. Yontem gegerliligi i¢cin ICH
kilavuzunda da belirtildigi sekilde spesifiklik, kesinlik, dogruluk, dogrusallik, LOD,
LOQ ve sistem uygunluk testleri (SUT) yapilmistir (ICH, 2005).

Sistem uygunluk testleri

Analizler sirasinda kullanilan YPSK cihazi ve analiz kolonlarimin performansini
gosteren sistem uygunluk parametrelerinin  uygunlugu yontem gelistirme
basamaginda olduk¢a biiyiikk 6nem tagimaktadir. Ayirim giicii (Rs), kuyruklanma
(TF) ve asimetri faktorii (As), teorik tabaka sayisi (N), kapasite faktori (k') ve
secicilik faktorii () gibi parametreler sistem uygunluk parametrelerini olusturur
(USP 30, 2006). Yontem gelistirme sirasinda bu parametrelerin her biri AGO ve IS
icin Birlesik Devletler Farmakopesi (USP) metoduna gére Shimadzu LCsolution
vl.11 SP1 wveri analiz programi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalarda
kullanilan formiiller Cizelge 4’te verilmistir.

Spesifiklik

Yontemin spesifikligi, analizi yapilacak numunede var olan ve bu maddeyle girisim
yapabilecek safsizliklarin yaninda analiz edilmek istenen maddenin Olgiilebilme
yetenegi olarak degerlendirilmektedir. AGO safsizliklarinin muhtemel etkisini ve
tabletlerdeki katki maddelerinin olusturabilecegi girisimleri incelemek i¢in iki farkl
analiz Kkolonu ile aragtirmalar yapilmistir. Her iki kolon ile elde edilen
kromatogramlar birbirleriyle karsilastirilmis ve analit sinyallerini etkileyecek pozitif
ya da negatif girisimler incelenmistir. Ayrica analitlerin ve IS piklerinin safliklar
DAD ile kontrol edilmistir.

Dogrusallik

Derisime kars1 analit cevabinin dogru orantili olarak degistigi ve korelasyon katsayisi
(r) ile ifade edilen bir parametredir. Analizlerde AGO (0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50,
1.00, 2.00, 3.00, 4.00 ve 5.00 pg.mL™?) i¢in derisime kars1 analit cevabinin yer aldig
grafikler elde edilmistir. Dogrusallik, giin i¢i ve giinler arasi olarak incelenmis ve
dogrusal regresyon analiziyle e8im, kesim, korelasyon katsayisi, egim ve kesim
degerlerinin %95 giiven seviyesindeki olasi sinirlar1 hesaplanmigtir. Hesaplamalar
GraphPad Prism v6.0b (deneme siiriimii) programu ile yapilmistir.
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Cizelge 4. USP’ye gore SUT hesaplama esitlikleri

Parametre Esitlik

N: teorik tabaka sayisi
Teorik Tabaka Sayisi N = 16x(tr/W)? tr: alikonma zamani

W: pik genisligi

TF: kuyruklanma faktorii

Wo.0s: pikin %5 yiiksekligindeki
Kuyruklanma Faktorii TF = Wo,05/(2% at0.05) genisligi

ao.05: pikin %5 yiiksekligindeki
ilk yarisinin genisligi

R: ayirim giicti
tr: alikonma zamani
Ayirim Giicii R = 2% (tr - trp)/(W+W)y) trp: Onceki pikin alikonma zamani
W: pik genisligi
W,: dneeki pikin genisligi

k' = kapasite faktori
Kapasite Faktorii k' = (t/to)-1 t: alikonma zamani

to: 6lii zaman

a: bagil alikonma zamani
k1 birinci pikin kapasite faktori
k’: ikinci pikin kapasite faktorii
Bagil Alikonma Zamam |« = (k’2/k’1) = (tz- to)/( t1- to) o
t1: birinci pikin alikonma zamani

to: ikinci pikin alikonma zamani

to: 0lii zaman

Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin gergek degere yakinligi olarak
tanimlanmaktadir. Geri kazanim c¢alismalarinda gergek degere ne kadar
yaklasildiginin bir gostergesidir. Onceden analiz edilen tablet ¢ozeltisi igerisine
diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde (4.11x10° M, 8.23x10® M ve 1.23x10° M) AGO
standart maddesi ilave edilmistir. Her derisim seviyesi i¢in liger set hazirlanip analiz
edilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanmstir.

Kesinlik
Gelistirilen YPSK yontemiyle analizi yapilan etken maddelerin sonuglariin birbirine
yakinligimin olgiistidiir. Kesinlik calismalar1 gilinler igi ve giinler arasi deneyleri

igermektedir. Dogrusallik ¢aligmalarinda kullanilan 0.10 pg.mL™ derisimdeki AGO
¢ozeltileri (n=10) ayni1 giin igerisinde ve ardisik ti¢ giin siire ile belirlenen kosullarda
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analiz edilmistir. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde ortalama, ortalamanin
standart hatasi (SEM), SS, bagil standart sapmasi (BSS), ortalamanin %95 giiven
seviyesindeki olasi sinirlar1 olarak verilmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad
Prism v6.0b (deneme siiriimii) programi ile yapilmaistir.

Saptama sinir1 (LOD) ve tayin alt sinir1 (LOQ)

LOD, analizi yapilan Ornegin kromatogramdaki pikinin belirdigi, ancak giivenli
miktar tayini simirlart igine girmeyen en alt derisim olarak degerlendirilmektedir.
LOQ ise analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin en alt
sinirini olusturan derigim diizeyi olarak bilinmektedir. LOD ve LOQ degerleri i¢in
ICH’1n tavsiyelerine gore sinyal/giiriiltii oraninin kullanildigi hesaplamalarda elde
edilen oran degeri saptama smirt i¢in 3.3, tayin siri i¢in ise 10.0 olarak kabul
edilmistir.

Kararlilik

AGO igeren standart ¢ozeltilerin kararlilig1 6 ay siireyle takip edilmistir. Bu amagla
standart AGO ¢ozeltisi 1 hafta, 1 ay ve 6 aylik siirelerde gelistirilen YPSK
yontemiyle analiz edilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Agomelatin’in UV — Goriiniir Bolge Spektrofotometrisi Yontemi ile Analizi

Analit ve IS maddelerini ¢ozmek i¢in uygun bir ¢oziicii diisliniilmiis ve analizlerin
maliyeti de hesaba katilarak ilk etapta su denenmistir. AGO’nun diisiik polar
Ozellikte olmasindan dolayr suda tamamen ¢oziinmemesi ve IS’nin de apolar ve
asidik karakterli olmasindan dolay1 suda zayif ¢oziiniirliige sahip olmasi suyun tek
basina ¢oziicii olarak kullanilmasini zorlagtirmistir. Analitlerin ACN ile yiiksek
¢Oziiniirlik gosterdikleri gozlenmistir. ACN yiiksek maliyetli bir ¢oziicii oldugu i¢in
AGO ve IS’nin ¢oziinmesinde sadece ACN c¢ozeltisi kullanmaktan kagmilmistir.
Hareketli faz ile gecimli olan bu maddeler hareketli faz ¢dzeltisi iginde yliksek
coziinlirliik gostererek kararlilik acgisindan kisa vadeli bir problem yaratmamuistir.
Diistik ¢ozelti derisimlerinin kullanilmast UV — goriiniir bolge spektrofotometrisi i¢in
cok diisiik A degerleri ile sonuglanacagindan uygun bir derisim aralig1 se¢ilmis ve bu
aralikta ¢ozeltiler hazirlanmistir. UV — goriiniir bolge spektrofotometrik yontemde
kullanilmak tizere hazirlanan standart ¢ozeltiler i¢in ayri ayr1 1.0 mg AGO ve 10.0
mg IS tartilarak 100°er mL lik balon jojelerde yine ayr1 ayr1 hareketli faz ¢ézeltisinde
¢oziilmiis, swrasiyla 4.11x10° M (0.1 pg/mL) ve 2.33x10* M (0.100 pg/mL)
derisimlerine sahip AGO ve IS stok ¢ozeltileri elde edilmistir.

Elde edilen AGO ve IS stok c¢ozeltilerinden IS’den sabit miktarda (500 upL),
AGO’dan ise 50.0 — 4000.0 pL arasi artan oranlarda hacimler deney tiiplerine
konulmus, olusan karisimi seyreltmek igin son hacim 10.0 mL olacak sekilde yine
hareketli faz karisimi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Béylece UV — goriiniir
bolge spektrofotometresinde kullanilmak iizere 2.06x107 M (0.05 pg/mL) ile
1.65x10° M (4.0 ug/mL) araliginda degisen ¢ozelti gruplar elde edilmistir. Elde
edilen bu cozelti gruplar1 kalibrasyon seti olarak kullanilmistir. Calismalar sonunda
y=57991x+0.3236; r=0.9996 (y: A, X: Cm)) denklemi elde edilmis ve bu denklem
tablet analizlerinde kullanilmistir. Orneklerin kalibrasyon spektrumu Sekil 3’te
verilmistir.

1412

AGO

1,000 -

el Lo v v e e
190,00 250,00 300,00 35000 400,00
nm

Sekil 3. 1.16x10° M IS ve 2.06x107 — 1.65x10°> M derisim araliginda AGO iceren kalibrasyon
cozeltilerinin spektrumlar:
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Agomelatin’in YPSK Yontemi ile Analizi
Yontem Gelistirme

AGO’nun kimyasal yapisi ve nitelikleri goz oniinde bulundurularak, gec¢miste
yapilan c¢aligmalar incelenmis ve giincel gelismelerin de degerlendirilmesiyle
hareketli faz ve kolon (sabit faz) se¢cimi yapilarak YPSK analizleri i¢in yontem
gelistirme calismalarina baslanmistir.

Saglam, basit, hizli testler gelistirmek amaciyla, yeni ve gelismis analitik cihazlarin
kullanimi giiniimliz uygulamalarinda 6nemli bir noktadir. Bu durumda verimli
aymrmlar gerceklestirmenin temel yollardan biri, 2.0 um’nin altinda partikiillere
sahip polimerik ya da hibrit materyalli veya monolitik yapili sabit fazlar
kullanmaktir. 2.0 pm’nin altinda partikiilleri ve ¢ok dar bosluklariyla kolonlar diisiik
¢oziicli tiikketimi, daha yiliksek kolon verimi ve daha diisiikk analiz siiresi gibi
avantajlara sahiptir. Bunlarin yan1 sira, monolitik kolonlar, basing diismesi yoniinden
geleneksel Cig kolonlar ile karsilagtirildiginda, ig¢indeki tek bir monolitik silika
cubuguna sahip yapisiyla basing problemlerini ortadan kaldirmaktadir. 3.0 mL.dk™
ve daha fazla akis hizinda monolitik kolonlar siradan YPSK sistemleri ile
farmasotiklerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yeni hibrit ve polimerik
materyal ile dolu kolonlar, 6zellikle genis pH aralig1 ve etkili ayirimlar i¢in diger bir
secencktir. Monolitik yapili Chromolith® YPSK kolonlari, standart bir parcacikli
kolonun ayirim stiresiyle karsilastirildiginda daha iyi ayirimlar saglar, ¢iinki ¢ift
durumlu (bimodal) bir yapiya sahip, olduk¢a porlu, monolitik silika ¢ubuklardan
yapilmiglardir. Kolon kiigiik partikiiller halinde doldurulmak yerine, tek bir parga,
yiiksek saflikta silika jelden olugmustur. Daha uzun Omiirlii olmasi ve biyolojik
numuneler ile daha diisiik matriks hassasiyeti gdstermesi, Chromolith® kolonlarin ek
avantajlaridir (Can, 2011; Can ve Arli, 2010).

Monolitik silika bazli kolonlarin bu avantajlar1 dahilinde analizlere Chromolith®
Performance RP-18e ile baslanarak bu kolonun yani sira Ascentis® Express Cis
kolonun da analizlerde kullanilmasi planlanmistir. Burada ama¢ hem maddelerin
yiiksek ¢oziiniirliikli analizlerini gerceklestirebilmek hem de ayni ebatlara sahip (4.6
mmx100 mm) monolitik yapil1 bir kolon ile yeni gelistirilmis “fused — core” tipi bir
kolonun kromatografik performanslarini karsilastirmaktir. Kolonlarin baslica teknik
ozellikleri birbirleri ile karsilastirmali olarak Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express Cis kolonlarinin dzellikleri

Chromolith® Performance RP-18e | Ascentis® Express Cis
Partikiil Boyutu - 2.7 pm
Makropor/ Mezopor Biiyiikliigii 1.5 um/13 nm -
Yiizey Alam (m®.g?) 300 150
Karbon Yiizdesi (%) 18 17
Toplam Gegirgenlik (%) 80 -
Por Hacmi/Capi 1.0mL.g* 90 A
pH Arahg 2.0-7.5 2.0-9.0
Yiizey Kaplama 3.6 umol.m 3.5 umol.m

Yéntem gelistirme calismalarina Chromolith® Performance RP-18e ile baslanmis ve
8.23x10° M derisimdeki AGO ¢ozeltisi kullanilmistir. Hareketli faz bilesenlerinin
seciminde ACN, su ve cesitli tampon tiplerini igeren c¢ozeltiler gibi YPSK
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analizlerinde yaygin kullanimi olan kimyasallar hareketli faz olarak denenmistir.
Yontem gelistirme calismalar1 sirasinda hareketli fazin oranlar1 ve T degistirilerek
kromatogramlardaki AGO pikinin alikonma zamam1 ve pik morfolojileri
incelenmistir. AGO diisiik polaritede (log P=2.46) bir maddedir. ilk asamada 40.0C
sabit T degerinde hareketli fazdaki tampon oran1 %10.0’da sabit tutularak ACN’nin
degisen oranlardaki (%20.0, %25.0, %30.0, %35.0, %40.0, %45.0, %50.0) hareketli
faz bilesimlerinin AGO’nun alikonmasina etkisi incelenmistir. %20.0 ACN igeren
hareketli faz kullanildiginda AGO piki 28.90 dk’da gozlenmistir. Pikin alikonma
zamani ¢ok gec¢ bir zaman olarak kabul edilmis ve hareketli faz polaritesinin
kademeli olarak artirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmistir. %50.0 ACN igeren hareketli
faz kullanildiginda ise AGO piki alikonma zamani 2.27 dk’da gozlenmis, bu da
erken bir alikonma zamani olarak nitelendirilmistir. Ciinkii kromatografik analizlerde
analiz edilen maddelerin £’ degerinin 2.0-10.0 arasi olmasi istenmektedir. Bu
durumda, AGO i¢in £’ 2.0’den diisiik degerde olmaktadir. Deneysel c¢aligmalarin
devaminda %25.0 ACN igeren hareketli faz kullanildiginda ise AGO piki alikonma
zamant 13.01 dk’da gozlemlenmis, analizlerin maliyeti de g6z Oniinde
bulundurularak %25.0 ACN igeren hareketli faz ve bu zamanlama analizler i¢in ideal
kabul edilmistir. Hareketli fazdaki ACN degisiminin AGO’nun alikonma zamanina
(tr) etkisi Sekil 4 a-g’de verilen kromatogramlarda goriilmektedir.

mAU mAU

{230nm, 4nm (1.00) [230nm, 4nm (1.00)
45.04 1104
100
37.54 90
80

70+

13.009/1311516

60

N
N
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2259 507
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15.0 307

20+

10+
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Sekil 4. AGO’nun hareketli fazin degisen ACN oranlar:1 karsisinda 230.0 nm dalga boyundaki
kromatogramlari: (a): 2620.0, (b): %25.0, (c): %30.0, (d): %35.0, (¢): %40.0, (f):
%45.0, (g): %50.0
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Sekil 4. (Devam) AGO’nun hareketli fazin degisen ACN oranlar1 karsisinda 230.0 nm dalga
boyundaki kromatogramlari: (a): %20.0, (b): %25.0, (¢): %30.0, (d): %35.0, (e):
%40.0, (f): %45.0, (g): %50.0
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Sekil 4. (Devam) AGO’nun hareketli fazin degisen ACN oranlar1 karsisinda 230.0 nm dalga
boyundaki kromatogramlari: (a): %20.0, (b): %25.0, (c): %30.0, (d): %35.0, (e):
%40.0, (f): %45.0, (g): %50.0

Bunun yani sira ACN oranindaki degisime bagli olarak AGO’nun alanlarinda
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Alan degisimlerindeki bagil standart sapma
diizeyi %0.3 civarindadir. ACN degisiminin AGO’nun tr degerine etkisine ait
sonuclar Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. ACN degisiminin AGO’nun tr degerine etkisi

Hareketli Fazin ACN Orani (%) | tr (dKk) A
20.0 28.90 | 1302549
25.0 13.01 | 1311516
30.0 6.98 1313903
35.0 4.47 1312726
40.0 3.28 1313810
45.0 2.64 1310932
50.0 2.27 1306886

Hareketli fazin fosfat tamponu orani %10.0 oraninda sabit tutulmasinin yani sira
ACN orani da %25.0’te tutularak T’nin artan degerler karsisinda (15.0 T, 20.0 T,
25.07C, 30.0TC, 35.07%, 40.0C, 45.0 °C) AGO pikinin kolondaki davranisina baglh
olarak kromatogramdaki alitkonma zaman1 gbzlemlenmistir. Monolitik bazli kolonun
izin verilen en yiiksek galigma sicakligi 45.0 °C oldugu i¢in incelemelerde bu sicaklik
{ist sinir olarak alinmustir. T degerinin 15.0 C oldugu analizde AGO piki 18.16 dk’da
gozlemlenirken, 45.0 C oldugu analizde de 12.26 dk’da kolonu terk etmistir.
Sistemin kinetik enerjisinin artti§i ve hareketli fazin viskozitesinin distiigii bir
sicaklik olan 40.0 C analizlerin kalitesi ve kolon basimcinin da uygun seviyelerde
seyretmesi iizerine kabul edilebilir bir sicaklik olarak goériilmiistiir ve bu sicaklikta
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AGO pikinin alikonma zamani 13.02 dk olarak kaydedilmistir. T degisiminin
AGO’nun sabit fazdaki tr degerine etkisinin sonuglar1 Cizelge 7°de belirtilmistir.

Cizelge 7. Kolon firmi sicakhigi (T) degisiminin AGO’nun tr degerine etkisi
g g g

TEC) | tr(dk) A

15.0 18.16 | 1305745
20.0 16.88 | 1301245
25.0 15.87 | 1302251
30.0 14.83 | 1306119
35.0 1379 | 1300400
40.0 13.02 | 1309390
45.0 12.26 | 1308186

T orani ile AGO’nun alikonma zamani arasindaki iligskinin asagida verilen denkleme

uydugu tespit edilmistir (Esitlik 1).

treaco) = -0.1964 T + 20.866 (r=-0.9966)

AGO’nun kolondaki tr degerine T’nin etkisinin incelendigi analizlerde elde edilen
kromatogramlar Sekil 5a-g’de sunulmustur.

(Esitlik 1)
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Sekil 5. AGO’nun degisen T degerleri
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karsisinda 230.0 nm dalga boyunda elde edilen
kromatogramlari: (a): 15.0 °C, (b): 20.0 °C, (c): 25.0 °C, (d): 30.0 °C, (e): 35.0 °C, (f):
40.0 °C, (g): 45.0 °C
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Sekil 5. (Devam) AGO’nun degisen T degerleri karsisinda 230.0 nm dalga boyunda elde edilen
kromatogramlari: (a): 15.0 °C, (b): 20.0 °C, (¢): 25.0 °C, (d): 30.0 °C, (e): 35.0 °C, (H):
40.0 °C, (g): 45.0 °C
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Sekil 5. (Devam) AGO’nun degisen T degerleri karsisinda 230.0 nm dalga boyunda elde edilen
kromatogramlari: (a): 15.0 °C, (b): 20.0 °C, (c): 25.0 °C, (d): 30.0 °C, (e): 35.0 °C, (f):

40.0 °C, (g): 45.0 °C

Numunenin analize hazirlanma iglemlerinden, matriksteki diger maddelerin
varligindan ve analiz sartlart altinda kontrol edilemeyen i¢ ve dis etkenlerden
kaynaklanan hatalar1 azaltabilmek adina bir i¢ standart madde kullanilmasi uygun
goriilmustiir. IS nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri g6z onilinde bulunduruldugunda
AGO ile karigimlariin gecimsiz bir 6zellik tasimadigr ve kromatografik sistemde
uygun bir IS olarak kullanilabilecegi degerlendirmesi yapilmistir.

Yontem gelistirme c¢alismalarina hareketli fazdaki fosfat tamponu oranlar
degistirilerek (%10.0, %20.0, %30.0, %40.0) devam edilmistir. Analizler AGO
standart ¢oOzeltisi ve degisen fosfat tamponu karsisinda IS davranigini da
gbzlemlemek adina iki maddeyi de igeren ¢ozeltiyle yapilmistir. Enjeksiyonlar AGO
ve IS’nin ayr1 ayr1 bulundugu viallerde gergeklestirilmistir. %10.0 fosfat tamponu
igcerikli hareketli fazda AGO piki ortalama 13.09 dk’da gozlenirken IS piki 13.40
dk’da alikonmugstur. Bu durumda birlikte analiz edilen maddelerin piklerinin
birbirleri ile ¢akisacagi ongoriilerek bilesimdeki tampon oraninin arttirilmasi yoluna
gidilmistir. %40.0 fosfat tamponu icerikli hareketli fazda AGO piki 13.06 dk’da
alikonmus, IS pikinin 10.17 dakikaya kadar geriledigi gozlemlenmistir. Elde edilen
kromatogram ornekleri AGO ve IS ig¢in sirasiyla Sekil 6a-d ve 7a-d’de
gosterilmistir. Hareketli fazdaki fosfat tamponu degisimi AGO’nun tr degerini
yaklasik 0.03 dk kadar etkilerken, fosfat tamponunun %10.0’dan %40.0’a ¢ikmasi
hareketli fazda daha iyi bir tamponlama saglayarak zayif asit Ozellikli IS’nin
(pKa=4.50) kolonu yaklasik 3.23 dk daha erken terk etmesini saglamistir. %30.0
fosfat tamponu igerikli hareketli fazda AGO piki alikonma zamani yaklasik 13.09
dk’da IS piki ise yaklasik 10.67 dk’da gézlemlenmis ve kromatogramda piklerin tr
degerlerinin ideal mesafelerde meydana geldigi diisiiniilerek hareketli fazdaki gegerli
fosfat tamponu orani olarak kabul edilmistir.
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Sekil 6. AGO’nun hareketli fazin degisen fosfat tamponu oranlar1 karsisinda 230.0 nm dalga
boyunda Chromolith® Performance RP-18e kolonda elde edilen kromatogramlari: (a):
%10.0, (b): %20.0, (c): %30.0, (d): %40.0
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Sekil 7. IS’ nin hareketli fazin degisen fosfat tamponu oranlar1 karsisinda 230.0 nm dalga
boyunda Chromolith® Performance RP-18e kolonda elde edilen kromatogramlar:: (a):
%010.0, (b): %20.0, (c): %30.0, (d): %40.0

Hareketli fazdaki tampon orani degisiminin Chromolith® Performance RP-18e

kolonda ayr1 ayri AGO ve IS tr degerlerine etkisinin sonuglar1 Cizelge 8’de

verilmistir.

Bu asamaya kadar gerceklestirilen calismalar Chromolith® Performance RP-18e
kolonu kullanilarak ytiriitiilmiistiir.
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Cizelge 8. Tampon oram degisiminin ayri ayr1 AGO ve IS tr degerlerine etkisi

Hareketli Fazin Fosfat AGO IS

Tamponu Oranlari (%) | tr (dk) A tr (dK) A
10.0 13.09 1315001 13.40 180980
20.0 13.02 1307178 11.36 184029
30.0 13.09 1316401 10.69 185752
40.0 13.06 1309698 10.17 184792

Hareketli faz i¢inde fosfat tamponunun degisen oranlarinin AGO ve IS maddelerin
farkl1 bir kolondaki tr degerine etkisini gérmek iizere Ascentis® Express Cis kolon
kullanilarak AGO ve IS maddeleri karigimi1 birlikte analiz edilmek yoluyla hareketli
fazdaki fosfat tamponu oranlar1 degistirilerek (%0.0, %10.0, %20.0, %30.0, %40.0,
%50.0) enjeksiyonlara devam edilmistir. Tampon kullanilmayan (%0.0) hareketli faz
denemesinde AGO piki ortalama 13.30 dk’da gozlenmistir. Hareketli fazdaki tampon
oraninin  %50.0 oldugu analizlerde ise AGO piki ortalama 13.03 dk’da
gozlemlenmistir. Hareketli fazdaki fosfat tamponu orani degisimi AGO’nun
kolondaki tr degerine ¢ok ciddi bir etki etmedigi goriilmistiir. Fosfat tamponu
kullanilmayan analize oranla %50.0 oranda fosfat tamponu uygulanmasi standart
maddenin alikonma zamanmi 0.27 dk kadar 6ne ¢ekmistir. IS maddenin hareketli
fazdaki fosfat tamponu degisimine daha duyarli davrandigi goriilmiistiir. Tampon
igerigi %0.0 olan hareketli fazda IS, AGO’dan sonra kolonu terk etmistir. Ayrica bu
kosullarda AGO pikinin diizglin bir morfolojiye sahip olmasina ragmen IS pikinin
son derece bozuk bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. %10.0 fosfat tamponu
icerikli hareketli fazda kolondaki tr degeri ortalama 12.98 dakikaya denk gelirken,
tampon orani %50.0’ye ¢iktiginda kromatogramdaki yerini ortalama 9.73 dk’da
almistir. Ozetle tampon yiizdesindeki artis IS nin tr degerini azaltmistir. Analizlerde
elde edilen kromatogramlar Sekil 8a-f’de belirtilmistir. %10.0’dan %50.0’ye ¢ikan
hareketli fazdaki fosfat tampon orani degisiminin Ascentis® Express Cis kolonda es
zamanli analiz edilen AGO ve IS maddelerine tr degerine etkisinin sonuglari
Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 9. Tampon oram degisiminin AGO ve IS tr degerlerine etkisi (Ascentis® Express Cis)

Hareketli Fazin Fosfat AGO IS

Tamponu Oranlari (%) | tr (dK) A tr (dk) A
0.0 13.30 | 660250 - -
10.0 13.69 | 666372 | 12.98 | 96007
20.0 13.40 | 660763 | 10.91 | 95888
30.0 13.70 | 670196 9.89 97813
40.0 13.09 | 653021 | 10.07 | 91585
50.0 13.03 | 648172 9.73 94747

Devam edilen yontem gelistirme ¢alismalari1 esnasinda hareketli fazin fosfat tamponu
oranlarinin degistirilmesinin yaninda, yine bu kolonun 6zelliklerinden dolayr daha
diisiik bir akis hiz1 olan 0.5 mL.dk* AGO ve IS’ nin siiriiklenme oranlarini nasil
etkileyecegini gormek i¢in %10.0 ve %?20.0 fosfat tamponu igeren hareketli faz
lizerinde denenmistir. %10.0 fosfat tamponu igerikli hareketli fazin 0.5 mL.dk™ hizla
kolondan geg¢irilmesiyle elde edilen kromatogramda AGO ve IS pikleri ortalama
olarak sirasiyla, 27.40 ve 24.32 dk civarinda gézlemlenmistir.
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Sekil 8. AGO ve IS’ nin hareketli fazin degisen fosfat tamponu oranlar1 karsisinda 230.0 nm
dalga boyunda Ascentis® Express Cis kolonda elde edilen kromatogramlari: (a): %0.0,
(b): 9610.0, (c): 9%20.0, (d): %30.0, (e): %040.0, (f): %50.0
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Sekil 8. (Devam) AGO ve IS’ nin hareketli fazin degisen fosfat tamponu oranlar1 karsisinda
230.0 nm dalga boyunda Ascentis® Express Cis kolonda elde edilen kromatogramlari:
(a): 960.0, (b): 9010.0, (c): %20.0, (d): %%30.0, (e): %40.0, (f): 2650.0

0.5 mL.dk? akis hizinda hareketli fazdaki fosfat tamponu orani %20.0 olarak
degistirildiginde AGO ve IS pikleri ortalama olarak sirasiyla, 27.36 ve 20.90 dk’da
gozlenmistir (Sekil 9a-b).
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Sekil 9. AGO ve 1S’nin hareketli fazin degisen fosfat tamponu oranlar1 karsisinda 0.5 mL.dk*
akis hizinda 230.0 nm dalga boyunda Ascentis® Express Cis kolonda elde edilen
kromatogramlari: (a): %10.0, (b): %20.0
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AGO’nun tr degerinin degigsmesinde bu degisim ¢ok etkin rol oynamazken, IS nin
kolondan ¢ikma zamanini yaklasik 3.5 dk 6ne ¢ekmistir. Fakat bu diisiik akis hizinda
temel ¢izgi diizgiinliigii gozlenmemis ve 30.0’ar dakikalik analiz siiresini uzun bir
zaman dilimi olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler sonucu 0.5 mL.dk™ akis
hizinda daha fazla fosfat tampon oran degisimleri denenmeyerek, analizlere
tekrardan 1.0 mL.dk™ akis hiz1 ile devam edilmesi uygun goriilmiistiir.

Son basamaktaki yontem gelistirme c¢aligmalart da degerlendirilerek, sonugta
hareketli faz olan ACN:Su:Tampon (0.025 M pH:2.0 fosfat tamponu) (25:45:30,
h/h/h) ¢ozeltisinin 1.0 mL.dk™® akis hizinda sisteme pompalanmasina, kolon sicaklig
olarak 40.0 °C’nin kullanilmasina, bunlarin yam sira analit ¢ozeltilerinin sisteme
5.0’er pL’lik hacimlerde gonderilerek sinyallerin 230.0 nm dalga boyunda
izlenmesine ve analizlerin 20.0 dk’da sonlandirilmasina karar verilmistir. Belirtilen
kosullar altinda yiiriitiilen analizlerde gdzlenen sistem basmci, Chromolith®
Performance RP-18e kolonunda 29 bar, Ascentis® Express Cis kolonda ise 165
bardir. En uygun hale getirilmis kosullar altinda elde edilen AGO ve IS igeren
standart ¢ozelti kromatogramlari Sekil 10a-b’de gosterilmisir.
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Sekil 10. Gelistirilen yontem kosullarinda 8.23x10°° M AGO (13.05 dk, 13.66 dk) ve 1.16x10°5 M
IS (10.44 dk, 9.92 dk) standart cozeltisinin kromatogramlari: (a): Chromolith®
Performance RP-18g, (b): Ascentis® Express Cis

Akis hizi, T ve hareketli faz bilesenlerinden ACN ile fosfat tamponu oranlarinin
cesitli oranlarda degistirilerek denenmesiyle her basamakta iyilestirilen ve gelistirilen
bu analiz yonteminin hareketli faz, T, enjeksiyon hacmi, dalga boyu ve akis hiz
degistirilmeden diger analiz kolonlarinda uygulanabilirligi  incelenmistir.
Kromatografik performanslar1 birbirleriyle karsilastirilan bu kolonlarin 6zellikleri
Cizelge 10°da verilmistir.
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Cizelge 10.YPSK analizlerinde kullanilan diger kolonlarin 6zellikleri

Chro&gl;ngR Gemini®Cis | Fortis® Cis Nfg(l)egslf
Partikiil boyutu - 5.0 pm 5.0 pm 5.0 pm
Kolon uzunlugu 100 mm 100 mm 100 mm 100 mm
Kolon i¢ capr 4.6 mm 4.6 mm 4.6 mm 4.6 mm
Makropor/ Mezopor Biiyiikliigii | 1.15 um/ 15 pm - - -
Yiizey Alam (m?/g) 250 375 380 -
Karbon Yiizdesi (%) 18 14 17 15
Por Hacmi/Cap1 1 mL/g 110 A 100 A 100 A
1.0 mL/dk’de Kolon Basinci (Bar) 27 36 40 49
pH arahg 2.0-7.5 1.0-12.0 1.0-11.0 2.0-8.0
Cizelge 10. (Devam) YPSK analizlerinde kullanmilan diger kolonlarin 6zellikleri
Fluolggase® SynergliHydro PRP-1
Partikiil boyutu 5.0 um 4.0 pm 5.0 um
Kolon uzunlugu 100 mm 150 mm 100 mm
Kolon i¢ capi 4.6 mm 4.6 mm 4.6 mm
Yiizey Alan1 (m?/g) 100 475 415
Karbon Yiizdesi (%) 10 11 -
Por Hacmi/Cap1 100 A 80 A 100 A
1.0 mL/dk’de Kolon Basinci (Bar) 39 62 102
pH arah@ 2.0-8.0 1.5-7.0 1.0-13.0

Bu cercevede calismaya eklenen yeni kolonlarla kalibrasyon ¢aligsmalar1 yapilmis ve
bu caligmalardan elde edilen kromatogramlar yardimiyla SUT degerlerini igeren
validasyon parametreleri uygulanmistir (Cizelge 11).

Cizelge 11. Gelistirilen yontemin degisik sabit fazlara uygulanmasiyla elde edilen SUT degerleri

arametre Chromolih AR | Gemini* Cis | Fortis® Cug :;’Qfggéi Tavsiye
AGO | IS |AGO| IS |AGO| IS | AGO Degier
ta(dk) | 1290 | 1164 | 22.60 | 11.83 | 33.30 | 2452 | 44.24 | 29.23
N 11717 | 12212 | 9824 | 7203 | 14671 | 4418 | 27867 | 9970 |  >2000
TF 1180 | 1139 | 1187 | 1226 | 1.077 | 1.011 | 1.086 | 1.034 <2
Al 1184 | 1.118 | 1149 | 1183 | 1.082 | 0.951 | 1.110 | 1.031 | 0.95<A.<12
K 6.608 | 5.866 | 14.804 | 8.815 | 20273 | 14.665 | 21442 | 13210 | 2<k<10
a 1126 2014 1.382 1.551 >1
R, 2797 14393 5581 12.489 2
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Cizelge 11. (Devam) Gelistirilen yontemin degisik sabit fazlara uygulanmasiyla elde edilen SUT

degerleri
Nucleosil® Fluophase® PRP-1 Tavsiye
Parametre 100 Cus RP Edilen
AGO IS AGO IS AGO IS Deger
tr(dk) 28.37 24.61 8.53 23.44 36.08 22.10

N 11812 7490 7898 4096 17464 2345 >2000

TF 1.119 1.207 1.040 1.023 1.127 1.092 <2

As 1.126 1.184 1.052 1.011 1.117 1.092 0.95<A<1.2

k’ 17.789 15.293 5.018 15.536 26.741 15.990 2<k<10

a 1.163 3.096 1.672 >1

Rs 3.325 16.096 8.735 >2

Hazirlanan kalibrasyon serisi (4.11x107 — 2.06x10° M) sira ile C1g bagli monolitik
silika kolonlarin ikinci nesil bir érnegi olan Chromolith® High Resolution RP-18e
(Merck), Cis bagh silika parcacikli Nucleosil® 100 Cis (Teknokroma), Cis bagh
silika pargacikli Fortis® Cig (Fortis), silika parcacikli hibrit Gemini® Cig ve polar
kaplanmis uglu Cig silika Synergi® Hydro RP (Phenomenex), polistiren-
divinilbenzen polimer yapisindaki PRP-1 (Hamilton), perflorlii silika uglu Cig
Fluophase® RP (Thermo Scientific), analiz kolonlarina uygulanarak AGO ve IS’nin
kolondaki alikonma zamanlari gozlenmistir (Sekil 11a-g). Dedektérden sirasiyla
12.90 dk, 28.37 dk, 33.30 dk, 22.60 dk, 44.24 dk, 36.08 dk ve 8.53 dk civarlarinda
AGO sinyalleri elde edilmistir. AGO ve IS sinyalleri i¢in en yliksek N degeri
sirasiyla Synergi® Hydro RP (20308) ve Chromolith® High Resolution RP-18e
(12212) kolonlarinda gézlenmistir. Analizlerin kalitesi agisindan TF degerinin her
zaman en diisiik seviyelerde olmasi beklenmektedir. Fluophase® RP, Synergi® Hydro
RP ve Fortis® Cig sabit fazlart AGO sinyalleri igin en diisiik TF degerine sahiptir
(1.04, 1.08 ve 1.09). Gelistirilen yontem AGO ve IS’nin kolondaki alikonma
zamanlar1 gdz oniinde bulunduruldugunda ikinci nesil Chromolith® High Resolution
RP-18e sabit fazinda daha uygun, giivenilir ve gecerlidir. Ayrim giicliniin en yiiksek
oldugu sabit faz Fluophase® RP (16.10) olmustur. Alikonma zamanlari
incelendiginde AGO kolonu en erken terk ettigi sabit faz Fluophase® RP (8.53 dk) en
gec terk ettigi sabit faz ise Synergi® Hydro RP (44.24 dk) olmustur.

USP kriterlerine gore bir analitik yontemin seciciligi bir analitin varligimi 6l¢iim
esnasinda dogru tayin edebilmeye baglidir (USP 23, 1995). Bu dogrultuda AGO ve
IS analitlerinin kromatogramlardaki sinyallerine goére bagil alikonma degeri en
yiiksek olan kolonlar Fluophase® RP (3.10) ve Gemini® Cig (2.01) olmustur.

Analizlerde kullanilan kolonlarla degisik analiz gruplariyla daha fazla deneye ihtiyag
duyulmasina ragmen AGO tayini i¢in Chromolith® HR RP-18e basta olmak iizere,
Gemini® C1s, Fluophase® RP ve Nucleosil® 100 Cis birbirinin yerine alternatif olarak
kullanilabilir birer sabit faz olarak degerlendirilmistir. Degisik sabit fazlar
kullanilarak elde edilen bilgiler 1s13inda genel olarak yeni nesil kolonlar yiiksek
etkinlik gosterirken yiiksek ayrim giicii (Fluophase® RP), pik simetrisi (Fortis® Cis)
ve geg eliisyon (Synergi® Hydro RP) gibi analiz dzelliklerinin ihtiyaci durumlarinda
farkli segimler yapilabilecegi diislintilmiistiir.

31



AU AU
114230nm 4nm (1.00) 230nm,4nm (1.00)
8]
104
7
o]
oo}
] ] 61
mn o
9 ©
S 8
7] 8 g 5]
s g 2 &
5 3 o 4] S s
- F S
— o S 3
o ©O
54 — o o
o o
3 N B
S 3
4] < o«
2 :\5 34
3]
1]
] i
19 0 nl * x
0«0«'? * -]
1] N
2]
3]
3]
4]
——— T
oo 2's 50 75 100 125 150  min 0o 50 100 150 200 250 30.0 min
(@) (b)
mAU mAU
325230 (1.00) g-{230nm 4nm (1.00)
300
]
275
250 . 6] o
n o]
n el
2259 d @
<
] 5 59 &
2004 @ 1 Q
@ d 5 o
3 3 0 e
175 Q 8 4] o S
J 3 B
1504 g
3 3
@ 5] S
1259 X i)
N
N
100
2]
075
050 1
025
0 A LS N
I RN L W ‘ﬂ
0259 -19
-050
2]
v T
00 50 100 150 200 20 300 B0 mn 00 50 100 150 200 min

(c) (d)

Sekil 11. 8.23x10° M AGO ve 1.16x10° M IS standart ¢ozeltilerinin analiz kolonlarinda
kromatogramlari: (a): Chromolith® HR RP-18e, (b): Nucleosil® 100 Cis, (c): Fortis®
Cis, (d): Gemini® Cus, (e): Synergi® Hydro RP, (f): PRP-1, (9): Fluophase® RP
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Sekil 11.(Devam) 8.23x10 M AGO ve 1.16x10° M IS standart ¢ozeltilerinin analiz kolonlarinda
kromatogramlari: (a): Chromolith® HR RP-18e, (b): Nucleosil® 100 Cus, (c): Fortis®
Cis, (d): Gemini® Cis, (e): Synergi® Hydro RP, (f): PRP-1, (g): Fluophase® RP

YPSK yonteminin validasyonu

Tabletlerden AGO tayini icin gelistirilen YPSK yonteminin ne derece dogrulukta,
kesinlikte, giivenilirlikte ve tekrar edilebilir nitelikte oldugunu belirlemek i¢in ICH
(ICH, 2005) ve USP (USP 30, 2006) yaklasimlar1 temelinde bazi degerlendirmeler
yapilmistir.
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Oncelikle YPSK cihazinin ve yéntemin performansini gdsteren SUT uygulanmistir.
Bu testlerde N, Rs, TF, As, a ve k’ gibi parametreler hesaplanmistir. Analizler
sirasinda elde edilen kromatogram hesaplamalart YPSK cihazinin baglh oldugu
bilgisayara yiiklii olan Shimadzu LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz
programi kullanilarak elde edilmistir (Cizelge 12).

Cizelge 12. Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express Cis kolonlarimn SUT

sonuclar
Chromolith® Ascentis® Express .
Parametre | Performance RP-18e Cis TaVS'ye,
Edilen Deger
AGO IS AGO IS
tr (dK) 13.04 10.44 13.67 9.81
N 8752 9192 17577 18233 >2000
T 1.46 1.29 1.04 1.18 <2
As 1.43 1.20 1.03 1.17 0.95<A<1.2
k’ 3.11 2.29 4.25 2.77 2<k<10
%BSS(tr) 0.19 1.00 0.22 1.12 <1
a 1.36 1.53 >1
Rs 5.25 10.98 >2

AGO ve IS’nin dedektdr yanitlart pik alanlarinin tr degerine bdliinmesiyle
hesaplanan bir yontem olan pik normalizasyon (PN) yontemiyle yorumlanmistir.
Alet, ortam ve analizciden kaynaklanan hatalarin en aza indirilmeye hedeflenmesi
dogrultusunda validasyon calismalarinda AGO’nun degisen derisimlerine karsi
IS nin sabit derisimli bir ¢ozeltisi kullanilmis, yani analitlerin PN degerleri IS’ nin
PN degerlerine oranlanmistir. Sonuglar dogrultusunda AGO’nun IS’ye gore bagil tr
degerleri Chromolith® Performance RP-18e kolonda 1.25, Ascentis® Express Cis
kolonda ise 1.39 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 5’te sunulan karsilastirmaya ek olarak, yapilan ¢aligmada test edilen analitik
kolonlarin analit piklerinin tr ve PN degerlerine iliskin performans istatistikleri ise
Cizelge 13’te verilmistir.

ICH tarafindan yayinlanan kilavuzda belirtilen tavsiyeler tizerine AGO analizi i¢in
gelistirilen analitik yontem icin validasyon caligmalar1 yapilmistir. Bu kilavuz
dogrultusunda dogruluk, kesinlik, dogrusallik, LOD, LOQ ve spesifiklik testleri
yonteme uygulanmistir.

Cizelge 13. AGO ve IS’nin farkh kolonlar ile standart ¢ozeltilerde yapilan analizlerinde elde
edilen sinyallerinin tr kesinliklerinin karsilastirmasi (n=30)

Chromolith® Performance RP-18e | Ascentis® Express Cis
AGO IS AGO IS
tr Ort. 13.05 10.44 13.67 9.81
tr SS 0.02 0.10 0.03 0.11
tr %0BSS 0.22 1.00 0.19 1.12

Analitik bir metodun degerlendirilmesi, bilesimi giivenilir sekilde bilinen bir veya
daha fazla standart numunenin analizi ile yapilabilmektedir. Ayrica, Standart
numunelerin hem bilesim bakimindan hem de analit konsantrasyonu bakimindan
analizi yapilacak numune ile benzer olmasi1 gerekmektedir. Numuneye standart ilave
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edilmesi teknigi kullanilarak numuneye bilinen miktarda analit ilave edilerek ilave
edilen miktarin geri kazanilma orani ile metodun etkinligi dl¢iilebilir (Skoog ve ark.,
1991). Bu baglamda yontemin dogrulugunu belirleyebilmek amaciyla standart katma
yontemine dayali geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. AGO disindaki bilesenlerin
yontem ile yaptig1 etkilesimi incelemek i¢in bilinen derisimde AGO ve IS karigimu,
onceden analiz edilmis tablet ¢ozeltilerine eklenmis ve analiz edilmistir. Geri
kazanim verileri her bir 6rnek tipi i¢in 3 farkli 6rnek ¢ozeltisine katilan 3 farkli
derisimde analit igeren c¢ozeltilerin 3’er kez analiz edilmesi ile elde edilmistir.
Eklenen c¢ozeltilerdeki analit derisimleri diigiik, orta ve yiiksek standart katma
uygulamalarinda AGO igin 4.11x10° M, 8.23x10° M ve 1.23x10° M derisimlerde
eklenmistir. Bu analizler sonucunda elde edilen veriler dogrusallik calismalar
sonucu elde edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express Cig kolonlarin
kullanilmasiyla elde edilen sonuglar, numune bilesenlerinin analitlerin tayinine
beklenenden olumsuz etki yapmadigini gostermektedir. Yontemin dogruluguna
iliskin veriler Cizelge 14’te verilmektedir.

Cizelge 14 . Dogruluk calismalarinin sonuclari (n=9)

Eklenen Bulunan % Geri | Ortalama Geri

(M) (M) Kazanim Kazamm
4.11x106 4.31x106 104.9
Chromolith® Performance RP-18e | 8.23x10° | 8.22x10°¢ 99.9 101.96

1.23x10° 1.24x10° 101.1
4.11x10° | 3.97x10° 96.6
Ascentis Express® Cs 8.23x10° | 8.45x10° 102.7 100.26
1.23x10° 1.25x10° 101.5

Yontemin kesinligi, tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 yardimiyla tayin edilmistir.
Dogrusallik ¢alismalarinda 4.11x107 M (0.10 pg.mL™) derisime sahip AGO ¢ozeltisi
kullanilmistir. Bu ¢6zelti ayni giin igerisinde ve ardisik 3 giin siire ile belirlenen
kosullarda Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express Cig kolonlari ile
art arda analiz edilmistir. Elde edilen sonucglarin SS, BSS ve giiven aralifi
parametrelerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesiyle gelistirilen ydntemin
kesinlik yoniinden analitik agidan yeterli diizeyde oldugu goriilmiistiir. Kesinlik
sonuglari standart ¢ozeltiler igin Cizelge 15 ve Cizelge 16°da verilmistir.

Cizelge 15. AGO standart ¢ozeltileri icin kesinlik cahsmalarimin Chromolith® Performance RP-
18e kolon kullaniminda istatistiksel degerlendirmesi

Giin Ici ..
1.Gin | 2.Gin | 3.Gin G“I('rl]e:B‘g)r ast
(n=10) (n=10) (n=10)
Ortalama 0.08396 | 0.08235 | 0.08417 0.08349
En Diisiik Ortalama GA oes | 0.08303 | 0.08157 | 0.08300 0.08291
En Yiiksek Ortalama GA oo | 0.08489 | 0.08313 | 0.08535 0.08407
sS 0.001301 | 0.001097 | 0.001643 0.001556
SEM 0.0004116 | 0.0003468 | 0.0005194 0.0002840
%BSS 1.55 1.33 1.95 1.86
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Cizelge 16. AGO standart cozeltileri i¢in kesinlik ¢ahsmalarmin Ascentis® Express Cis kolon
kullamiminda istatistiksel degerlendirmesi

Giin Ici ..
1.Gin | 2.Gin | 3.Gin G“'(‘:]‘fs‘g)ras'
(n=10) (n=10) (n=10)
Ortalama 0.07184 0.07166 0.07217 0.07189
En Diisiik Ortalama GA 99 | 0.07093 0.07086 0.071 0.07139
En Yiiksek Ortalama GA o9 | 0.07275 0.07245 0.07335 0.07239
SS 0.001271 | 0.001109 0.001639 0.001328
SEM 0.000402 | 0.0003507 | 0.0005184 0.0002425
%BSS 1.77 1.55 2.27 1.85

Yontemin dogrusalligini incelemek amaciyla 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 1.00, 2.00,
3.00, 4.00 ve 5.00 pg.mL* AGO (4.11x107 M — 2.06x10° M) ve 5.00 pg.mL* sabit
derisimde 1S iceren ¢ozeltiler hazirlanmis ve belirlenen kosullarda analiz edilmistir.
Dogrusallik ¢alismalarinda da analizler giin i¢i ve giinler arasit olarak 3 kere
tekrarlanmistir. Elde edilen verilen en kiigiik kareler metoduyla degerlendirilmis,
buna gore egim, kesim ve bu degerlerin SS ve r degerleri hesaplanmistir. AGO igin
bu yontemin belirtilen derisim araliginda dogrusal sonuglar verdigi ve Lambert —
Beer Yasasi’na uydugu gortilmiistiir. Yontemin giin i¢i ve giinler arasi dogrusalligina
iliskin istatistiksel veriler Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express
Cis kolonlarin kullanilmasiyla elde edilmistir ve bu veriler Cizelge 17 ve 18’de
verilmistir.

Gelistirilen YPSK yontemin LOD ve LOQ degerleri, kromatogramlardaki sinyal ve
en yakin giiriiltii oranlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Sinyal siddetinin giiriiltiiye
oraninin kullanildig1 hesaplamalar sonucu elde edilen oran degeri LOD i¢in 3.3,
LOQ i¢in ise 10.0 ile carpilmistir. Bu sekilde hesaplanan LOD ve LOQ degerleri
AGO standart ¢ozeltisi i¢cin dogrusallik tablolarinda verilmistir.

Cizelge 17. AGO standart cozeltisi icin giin i¢ci ve giinler aras1 dogrusallik analizinin
Chromolith® Performance RP-18e kolon ile istatistiksel degerlendirmesi

Giin ici Giinler Arasi
1. Giin (n=10) | 2.Giin(n=10) | 3. Giin (n=10) (n=30)
Egim 159076 - 1095 | 150893+ 814.1 | 148464+772.2 | 152811+ 1279
. 0.01960 + 0.02555 + 0.02033 +
Kesim 0.01061 0.007892 0.007486 0.02186 + 0.0124
r 0.099 0.999 0.099 0.999
Egim GA vgs | 156552 - 161601 | 149016 - 152770 | 146683 - 150244 | 150192 - 155430
) 20.004782 - 20.003533
Kesim GA s e |0.007351-0.04375 | 0.00307 - 00376 P
LOQ (M) 3.75x107 3.71x107 3.76x107 3.74x107
LOD (M) 1.25x107 1.24x107 1.25x107 1.25x107

Analizi yapilacak numunenin yapisindaki ve bu maddeyle girisim yapabilecek
safsizliklarin yaninda analiz edilmek istenen maddenin Olctlilebilme yetenegi olarak
bilinen spesifikligin belirlenmesi i¢in numune analizleri farkli iki kolonla yapilmistir.
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Cizelge 18. AGO standart cozeltisi icin giin ici ve giinler arasi dogrusallik analizinin Ascentis®
Express Cis kolon ile istatistiksel degerlendirmesi

Giin iCi Giinler Arasi
1. Giin (n=10) 2. Giin (n=10) 3. Giin (n=10) (n=30)
Egim 145887 + 996.8 137891 +971.3 132235 + 897.3 138671 + 1424
. 0.009555 + 0.03034 +
Kesim 0.009663 0.02299 + 0.009417 0.008599 0.02096 + 0.01380
r 0.999 0.999 0.999 0.999
Egim GA o5 | 143588 - 148185 | 135651 - 140131 | 130166 - 134305 | 135755 - 141587
. -0.01273 - -0.007305 —
Kesim GA o5 0.03184 0.001273 - 0.0447 | 0.01028 - 0.05040 0.04923
LOQ (M) 3.65x107 3.61x107 3.55x107 3.60x107
LOD (M) 1.22x107 1.20x107 1.18x107 1.20x107

Elde edilen kromatogramlardan higbirinde analit piklerine karg1 olumsuz etki yaratan
herhangi bir girisime rastlanmamistir. Bununla birlikte kromatogramlardaki AGO
piklerinin safliklart DAD ile kontrol edilmis ve girisime sebebiyet veren bir madde
gbézlenmemistir. Bu sonuglar kapsaminda yeterli spesifiklige sahip oldugu kabul
edilmistir.

Kararlilik caligmalarinda 6 ay boyunca saklanan ve analiz edilen ¢dzeltilerin
kromatogramlarinda yapilan incelemelerde ilk 1 aylik ¢ozeltilerde alikonma zamani
ve alanlar yoniinden bir farklilik gozlenmemis olmakla birlikte uzun dénem bekleyen
cozeltilerin analizlerinde ortalama 3.41 dk (Chromolith® Performance RP-18e) ve
2.98 dk (Ascentis® Express Cig) yakinlarinda kromatogramlarda ilave bir pik ve
AGO alanlarinda artis tespit edilmistir (Sekil 12a-b).

AU AU
230nmAnm (1.00) 104230nmdnm (1.00)

®
S
S
3
5 %
2 o
=)
S
=

10.306/90166/5323
10.093/88198/8406|
13.740/142400/9376|

2.980/2238/554

(@) (b)

Sekil 12. 8.23x10°°M AGO standart ¢ozeltisinin 6 aylik kararhibk kontrollerinde elde edilen
kromatogramlari: (a): Chromolith® Performance RP-18e, (b): Ascentis® Express Cis
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Gelistirilen Yontemlerin Numunelere Uygulanmasi
UV — goriiniir bolge spektrofotometrik yontemin tabletlere uygulanmast

AGO analizi i¢in gelistirilen UV — goriiniir bolge spektrofotometrik ydntemi
Valdoxan® 25 mg (Servier ilag ve Arastirma A.S.) ila¢ tableti ¢dzeltisine
uygulanmistir. Tablet ¢ozeltisi deneysel kisimda anlatildigi sekilde hazirlanmis ve
190.0 — 400.0 nm araliginda spektrumu alimmistir. Valdoxan® 25 mg (Servier Ilag ve

Arastirma A.S.) ilag tabletinin spektrumu Sekil 13’te verilmektedir.
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Sekil 13. IS ile karistirllan Valdoxan® 25 mg (Servier ila¢ ve Arastirma A.S.) ila¢ tabletinin
(2.06x10° M) 190.0 — 400.0 nm arah@indaki spektrumu
Elde edilen spektrumdan AGO’nun maximum dalga boyundaki A degerleri her biri

icin kalibrasyon denklemlerinde yerlerine konularak tabletteki AGO miktarlar
hesaplanmaistir. Sonuglar Cizelge 19°da verilmistir.

Tablet analiz sonuglar, AGO analizi igin gelistirilen UV — goriiniir bolge
spektrofotometrik metodu kullanilarak maddenin tabletlerden yiiksek verimle analiz
edildigini gostermektedir.

YPSK yonteminin tablet numunelerine uygulanmasi

Bu ¢aligmada gelistirilen YPSK ydntemiyle AGO’nun Valdoxan® 25 mg (Servier
flag ve Arastirma A.S.) ilag tabletlerinden analizleri yapilmistir. Ydntemin numuneye
uygulanmas1 konusunda karsilastirmali sonuglar elde ederek yontemin numuneler

lizerindeki spesifikligininin gdsterilmesi diisiincesiyle Chromolith® Performance RP-
18e ile Ascentis® Express Cis kolonlar1 kullanilmustir.

Ik ¢alismalarda Chromolith® Performance RP-18e kolon kullanilmistir. Valdoxan®

25 mg (Servier Ilag ve Arastirma A.S.) ilag tableti ¢ozeltisi daha once deneysel
kisimda bahsedildigi gibi hazirlanmistir. 50.0 pL 1:10 oraninda hareketli faz karigimi
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ile seyreltilen tablet ¢ozeltisine 50.0 pL IS eklenip yine hareketli faz ¢ozeltisiyle 1.0
mL’ye tamamlanmistir. Cozeltinin iyice karistirilip homojenizasyonu saglandiktan
sonra analiz edilmistir. Elde edilen kromatogramlardan bir 6rnek Sekil 14-a’da
verilmistir.

Aym tablet ¢ozeltileri ayn1 giin icinde Ascentis® Express Cig kolon kullanilarak
analiz edilmis ve elde edilen kromatogramlardan bir 6rnek Sekil 14-b’de verilmistir.

Analiz edilen 30 adet tablet ¢6zeltisinden elde edilen kromatogramlardan AGO’nun
IS’ye gore PN degerleri hesaplanmis ve bu PN degerleri yardimiyla AGO’nun
dogrusallik ¢aligmalarindan elde edilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak
tabletlerdeki AGO miktar1 her iki kolon i¢in de hesaplanmistir (Cizelge 19).

Cizelge 19. Belirlenen kosullar altinda gerceklestirilen Valdoxan® 25 mg (Servier Ilac ve
Arastirma A.S.) ila¢ tableti analizlerinin sonuglari (n=30)

A . @ | Chromolith® UV — Goriiniir
scentis -
Express Cis Performance Bolge N
RP-18e Spektrofotometrisi
Ortalama 25.07 25.12 25.31
Minimum 23.23 22.75 23.40
Maksimum 26.70 26.60 27.43
Yiizde Icerik 100.30 100.50 101.20
Standart Sapma 1.03 0.93 1.27
SEM 0.19 0.17 0.23
En Diisiik Ortalama GA g5 24.69 24.77 24.83
En Yiiksek Ortalama GA g5 25.46 25.47 25.78
Varyasyon Katsayisi 4.13 3.70 5.04

Yapilan Ornek uygulama calismalariyla deneysel calismalar sonlandirilmistir.
Sonuglar, gelistirilen yontemin Orneklere kabul edilebilir diizeyde bir basariyla
uygulanabildigini gostermektedir.
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Sekil 14. Valdoxan® 25 mg (Servier ila¢ ve Arastirma A.S.) ila¢ tableti cozeltisinin analiziyle
elde edilen kromatogramlar: (a): Chromolith® Performance RP-18e, AGO (2.06x10°M,
13.01 dk), IS (1.16x10°M, 10.45 dk), (b): Ascentis® Express Cis (2.06x10°M, 13.66 dk),
IS (1.16x105M, 9.95 dk)
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SONUC VE ONERILER

AGO’nun literatiirdeki kromatografik ¢alismalart olduk¢a kisithdir. YPSK ile
tabletlerden AGO tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmesiyle literatiirdeki
yetersizliklerin tamamlanmasi ve diger aragtirmalar i¢in kolay uygulanabilir bilimsel
bir ornek teskil etmesi hedeflenmistir. Ek olarak yeni gelistirilmis olan yiiksek
teknoloji  iirinli  kolonlarin  analizlerde kullanilmis ve performanslarinin
karsilastirilmis olmasi da bu alanda ¢alisan bilim insanlarinin ¢alismalarina destek
verici niteliktedir. Chromolith® Performance RP-18e ve Ascentis® Express Cis
kolonlarin kullanimiyla gelistirilen bu yontemdeki tablet sonuglari, evrensel bir
yontem olan UV — goriiniir bolge spektrofotometrisi ile yapilan analiz sonuglariyla
da desteklenmis ve bu kolonlarla elde edilen sonuglar birbirleriyle karsilagtirilmistr.
Bu acilardan degerlendirildiginde hem uygulama hem de kullanilan malzemeler
acisindan énemli veriler elde edilebilecek bir tez ¢alismasi gerceklestirilmistir.

Diinya genelinde ve iilkemizdeki depresonlu insanlarin sayisinin ¢oklugu ve depresif
ilag maddelerin kullaniminin artmasi yeni bir antidepresan bir ilag molekiilii olan
AGO’nun analizini daha da ©onemli hale getirmektedir. AGO’nun farmasdotik
preparatlardan analizi i¢in Ornek hazirlama basamaklar1 basit ve giivenilir analiz
sonuclarini igermesinin yaninda tayin alt sinir1 ve saptama sinir1 degerlerinin diisiik
miktar olmasi ile kisa analiz siiresi sayesinde de avantajlidir. Kolay erisilebilir bir i¢
standarda sahip olan bu yontemde kullanilan alet ve kimyasal maliyetlerinin de MS
kullanilan yontemlerle karsilastirildiginda daha ucuz olmasindan dolayr tercih
edilebilir bir YPSK yonteminin gelistirildigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica
gerceklestirilen bu calisma ile AGO’nun farmasotik preparatlardan tayini rutin
kontrol laboratuvarlar1 ve ilag endiistrisinde giivenilir, basarili, dogru ve hassas bir
sekilde gerceklestirilebilecektir.

Sonug olarak, bu ¢aligma ile AGO’nun farmasétik preperatlardan rutin tayini igin
gelistirilmis giivenilir, dogrulugu yiiksek ve duyali bir yontem 6nerilmektedir.
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EK 1 Chromolith® Performance RP-18e (100x4.6 mm) kolon analiz sertifikasi

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Chromolith® Performance
RP-18¢ 100-4.6

Batch No. UM6151

Ord. No. 1.02129.0001 Rod No. UM6151/067

Date 16.05.2007

This batch of monolithic columns has
successfully passed all production quality
tests regarding our specifications for
reproducibility

a. Capacity Factor k

b. Efficiency (Plate Number N/m)

c. USP Tailing Factor (Tygp)

d. Selectivity (Separation Factors o)
e. Chemical Stability

)

COLUMN PERFORMANCE TEST CHROMATOGRAM

mAU

Test result for Anthracene

oy |
k =41
700+
N/m  =84854 aorl
Tysp =157 500+
AP =21 bar 40T
« (Anthracene/Progesterone) = 2.01 my
200 -
100
g 0.0 0}5 1}0 1.=5 2}0 2,:5 3}0 3.=5 3.%9 4.%4 RT(min)

Sample Components Test Conditions

1. Thiourea (10 pg/ml) Eluent: Acetonitrile/Water (60/40, v/v)
2. Progesterone (100 ug/ml) Flow; Rate: 2 mi/min
3. Anthracene (10 pg/ml) Inj. Volume: 1 pl
Detection: UV 254 nm
Dr. Hans D.J. Mller Cell Volume: 13 pl

Quality Assurance Production Temperature: ambient

This document has been produced electronically and bears no signature.

DIVISION Performance & Life Science Chemicals (PLS)

Certified Quality Management System

according to DIN ISO 9001

Merck KGaA - 64271 Darmstadt - Germany

Fax +49 (0)6151 7260 80

Website: www.chromatography.merck.de
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EK 2 Supelco Ascentis® Express Cis (100x4.6 mm, 2.7um) Kkolon analiz
sertifikasi

SUPELCO

Analytical
595 North Harrison Road |
Bellefonte, PA 16823-0048 USA |
Telephone 800-247-6628 * 814-353-3441 ; |
Fax 800-447-3044 » 814-359-3044 |
email: supelco @sial.com
sigma-aldrich.com/supelco

A

‘S

SERIAL NO.: USPY003871
COLUMN: Ascentis Express C18 10cm x 4.6mm
PART NO.: 53827-U

PACKING LOT NO.: S10041

TEST CONDITIONS:

MOBILE PHASE = 60/40 ACETONITRILE/WATER
PRESSURE = 230 bar
FLOW = 1.8 mL/min
LINEAR VELOCITY = 0.400 cm/sec
TEMPERATURE = AMBIENT
PERFORMANCE RESULTS FOR TOLUENE K= 2,90 )
PARAMETER SPECIFICATION COLUMN USPY003871
THEORETICAL PLATES MIN: 22000 28853
USP TAILING FACTOR MAX: 1.25 To17
SELECTIVITY RANGE: 1.37 - 1.57 1.50
: 2 _ " QC Sample:
f ] = Uracil (20 ug/ml)
W Acetophenone (30 pg/ml)
i 4-Cl-Nitrobenzene (80 pg/ml)
“ { | Toluene (2.40 mg/ml)
|
{ ‘\
\:‘ \
1 ‘
I
|
I |
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EK 3 Agomelatin standart maddesinin analiz sertifikasi

SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

Product Name:
Agomelatine - =98% (HPLC)

3050 Spruce Street,Saint Louis,MO 63103,USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA:

Qutside USA: eurtechserv@sial.com

techserv@sial.com

Certificate of Analysis

Product Number: A1362 (o]
Lot Number: 011Ma710V .
Brand: SIGMA HICO_m A H
CAS Number: 138112-76-2 |
Formula: C15HI7NO2 NN
Formula Weight: 243.30 g/mol
Storage Temperature: Store at 2 - 8 T
Quality Release Date: 28 FEB 2011
Test Specification Result
Appearance (Color) White to Off-White White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Turbidity) Clear Clear
> 20 mg/mL DMSO
Elemental Composition Pass Pass
C15H17NO2
Purity (HPLC) > 97.5% > 99.5%
HPLC Identity Conforms Conforms

co-elutes with the reference lot

Brendan Nye, QC Team Leader
Quality Centrol
Natick, Massachusetts US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing

slip for additional terms and conditions of sale.
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EK 4 irbesartan standart maddesinin analiz sertifikas1

ULKAR KiMYa sanayii VE TICARET A.S.
59500 Organize Sanayi Bdlgesi, Qerkezkdy, Tekirda§

t\ @! ULKAR KIMYA

SANAYIl VE TICARET A.§.

ANALIZ SERTIFIKAST

Malzeme Kodu/Tanimi

Oretici/Satici Firma

Saklama Sarti

:11000012 Irbesartan E.U.

Analiz Tarihi :20.11.2008 Miktar :28,890 KG
SAP Batch No :8L0008 Kontrol Parti No 1040000021251
Satici Batch No -

Son Kullanma Tarihi :16.11.2013

:1¥i KAPATILMIS KAPLARDA. 30°C'NIN ALTINDA SAKLANIR.

Etil alkolde ve metilen{ve metilen klorirde az

ANALIZLER SPESIFIKASYONLAR SONUCLAR METOD
GORONTS Beyaz veya beyazimsi, 0001 UYGUN USP Current
kristal toz. Beyaz kristal toz. Edition
POLIMORFIZM Form A olmali. UYGUN Firma
Form A Spesifikasyonu
COHZONJRLUK Pratik olarak suda 0001 UYGUN USP Current
¢ozinmez. Suda ¢ozuinmedi.Etanol (Edition

Standart ile numune
ayni pikleri verdi.

uymalidar.

kloriirde ¢oziundd.
az c¢ozlnir.
TANIMA A-IR SPEKTRUM IR spektrumu standarda 0001 UYGUN USP Current

Edition
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TANIMA B-HPLC HPLC kromatogrami UYGUN USP Current
standarta uymalidair. Edition
=14) Max 0,50 % 0,34 % USP Current
Edition
AGIR METAL Max 0,002 % 0,002 % USP Current
Edition
KURUTMA KAYBI Max 0,50 % 0,19 % Firma
Spesifikasyonu
BAGIMLI Max 0,20 % 0,00 % USP
MADDELER - IMPURITE A Cur.Ed.-Firm.Sp.
BAGIMLI Max 0,10 % 0,00 % usp
MADDELER - IMPURITE B Cur.Ed.-Firm.Sp.
(1-[(2 '-C
BAGIMLI Max 0,10 % 0,00 % usp
MADDELER-TRIFENIL Dedekte edilmedi. Cur.Ed.-Firm.Sp.
METANOL
SONUG Kabul ONAY TARIHI|28.11.2008
AGTKLAMA /// A x wwog
ANALIZI YAPAN KONTROL EDEN ONAY
;Tm DAsTaRE Zh- Durle Garm
o va Mo AL Edlgaden e ﬂ“ ‘ Y. ). 2008
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