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OZET
ELEKTROKIMYASAL YONTEM VE MiKROZOMAL FRAKSIYON
ARACILIKLI iLAC METABOLITLERI URETIMI VE ENZIMATIK
KARAKTERIZASYONU

Bu tez kapsaminda ileri ¢calismalarda referans olarak kullanilabilecek ila¢ metaboliti
tiretme yontemi olarak, secilmis olan model ilaglara elektrokimyasal oksidasyon
yontemi uygulanmistir. Elektrokimyasal yolla {iretilen bu oksidasyon {iriinlerinin
biyolojik uygunluklarini arastirmak amaciyla ayni ilag molekiilleri gerekli kofaktorler
ve karaciger mikrozomlar1 ile eszamanli olarak inkiibe edilmistir. Elektrokimyasal
yontem olarak denenen dongiisel voltametri yontemi ve g¢evrim-i¢i elektrokimyasal
yontemden ikincisinin daha fazla miktarda metabolit olusturdugu goriilmiis ve
calismalara bu yontemle devam edilmistir. Model ilag molekiilii olarak segilen
parasetamoliin reaktif metaboliti N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) {iretimi igin
optimum kosullar belirlenmistir. Diger iki model ilag molekiilii olan olanzapin ve
klozapin ayn1 sekilde elektrokimyasal yontemle okside edilmis, her iki molekiiliin hem
reaktif metabolitleri, hem de stabil metabolitleri elde edilmistir. Literatiirde daha once
tanimlanmis olan bu metabolitler karaciger mikrozomlar1 ile de olusturularak biyolojik
uygunluklar1 dogrulanmistir. Sitokrom P450 (CYP450) aktivitesi igin gerekli
rediikleyici kofaktéor NADPH inkiibasyon ortamina konmadiginda olusan metabolit
miktarinin ¢ok az olmasiyla s6z konusu reaksiyonlar1 CYP450 enzimlerinin katalize
ettigi gosterilmistir. Maddelerin HPLC-UV analizlerini takiben kimyasal yap1
dogrulama ig¢in LC-MS/MS teknigine dayali selected reaction monitoring (SRM)
yontemleri kurulmus ve tez sonrasi donemde s6z konusu ilaglar1 kullanan hastalarda

planlanan klinik ¢aligmalar i¢in hazirliklar tamamlanmastir.

Anahtar kelimeler: ila¢ biyotransformasyonu; elektrokimyasal oksidasyon;

mikrozomal inkiibasyon, parasetamol; klozapin; olanzapin



ABSTRACT
GENERATION AND ENZYMATIC CHARACTERIZATION OF DRUG
METABOLITES BY ELECTROCHEMICAL METHOD AND MICROSOMAL
FRACTION

In this thesis, electrochemical oxidation method was applied to model drugs in order to
generate their metabolites as reference compounds for further studies. Simultaneously,
biological relevancy of electrochemically generated metabolites were checked by
incubating the same parent molecule with liver microsomes in the presence of required
cofactors. It has been observed that the on-line electrochemical method generated more
metabolites compared to cyclic voltametric method. Therefore the former was used
throughout the studies. The optimum conditions for generating N-acetyl-p-
benzoquinonimine (NAPQI), the reactive metabolite of paracetamol, were determined.
The other two model drugs, olanzapine and clozapine were oxidized similarly, and both
reactive and stable metabolites were obtained from both molecules. These previously
identified metabolites were generated also by liver microsomes, and their biological
relevancy was confirmed. The observation of dramatically diminished amount of
metabolites when NADPH, the reducing factor for cytochrome P450 (CYP450) was
omitted from incubation medium showed CYP450-dependency of formation of the
metabolites. Following products’ analyses by HPLC-UV technique, selected reaction
monitoring (SRM) methods with LC-MS/MS were optimized and preparations were
done for further clinical studies in post-thesis period, which were planned in patients

medicated with these drugs.

Key words: Drug biotransformation; electrochemical oxidation; microsomal

incubation; paracetamol; clozapine; olanzapine
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BOLUM 1
1. GIRIS ve AMAC

Eczacilik Bilimleri igerisinde ilag gelistirme ¢alismalarinda ilag ya da ilag
adaymin viicuda girdikten sonra olusturacagi metabolitlerin arastirilmasi biyiik
Onem tasir, ¢linkli hem ilagtan beklenen farmakolojik etkiler hem de istem dis1 ortaya
cikan toksikolojik etkiler ¢ok biiyiilk oranda metabolitlerin 6zelliklerine ve onlarin
miktarlarina  baghdir. Metabolitlerin  kimyasal yapilarmin  kesin  olarak
belirlenmesinde bu metabolitlerin saf halde elde edilmeleri gerekir. Bilimsel
calismalarda bir ¢ok kimyasal madde ve metaboliti ticari olarak satin alinabilmesine
karsin 6zellikle ilk kez calisilan ve yapilart bilinmeyen metabolitlerin laboratuarda
sentezlenmeleri gerekir. Kimyasal yapi aydinlatilmasinda birbirini tamamlayacak
sekilde en ¢ok kullanilan iki teknik olan sivi kromatografisi kiitle spektrometrisi (LC-
MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) tekniklerinin ilkinde genellikle diisiik
miktarlarda (ng diizeylerde) referans madde yeterli olurken ikincisi olan NMR
tekniginde yeterli tanimlayici sinyaller elde edebilmek i¢in ortalama 1 mg kadar saf
maddeye gereksinim vardir. Giiniimiizde gerek akademi, gerekse ila¢ endiistrisinin
arastirma laboratuarlarinda ilag adaylarinin metabolitlerini iiretmede birkag farkli
yontem kullanilir, bunlar biyolojik ve biyolojik olmayan yontemler olarak iki ana
gruba ayrilirlar. Biyolojik yontemlerde genellikle karaciger dokusundan elde edilen
mikrozomal fraksiyon, dogrudan primer karaciger hiicre kiiltiirli (hepatositler) ya da
karaciger doku kesitleri kullanilir. Bunun yaninda insan ya da kemiricilerden
saflastirilmis enzim fraksiyonlari, rekombinant teknoloji ile bakterilere iirettirilen ve
saflagtirillan enzimler de kullanilabilir. Biyolojik olmayan yontemlerin basinda
elektrokimyasal yolla ila¢ adaylarinin okside edilmeleri gelir. Bu yontemin avantaji
cok daha hizli, kolay ve mikrozomal ya da diger yollara gore cok daha az kompleks
bir inkiibasyon ortami gerektirmesi iken dezavantaji ise bu yolla olusan oksidasyon
iriinii metabolitlerin viicutta olusanlarla her zaman ayni olmamasi, yani bu yolla
tiretilen metabolitlerin “biyolojik” ya da “fizyolojik uygunluk” sorunlaridir.
Bu tez ¢alismasinda biyolojik olmayan yol olarak elektrokimyasal oksidasyon
teknigini  kullanarak sectigimiz ilaglarin metabolitlerinin {iretilmesi ve bu
metabolitlerin biyolojik uygunluklarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amacla
parasetamol, klozapin ve olanzapin molekiilleri hem elektrokimyasal yontemle, hem
de mikrozomal inkiibasyonlar yoluyla metabolitlerine doniistiiriilmiis, olusan

metabolitlerin kimyasal yapilar1 LC tandem MS teknigi ile dogrulandi ve birbirleri



ile kiyaslanmistir. Calismada klozapin ve olanzapinin hem reaktif, hem de stabil
metabolitleri her iki yolla da olusturulmustur. Parasetamoliin sadece reaktif

metabolitinin elde edilmesi planlanmis ve bu sonuca ulasilmistir.

1.1. GENEL BILGILER

lag gelistirme ¢alismalarinda ilacin viicuda girdikten sonra gecirecegi
enzimatik donlisim sonucu olusturacagr metabolitlerin nitelik ve niceliklerinin
belirlenmesi gerekir. Bunun hem ilag¢ etkinliginin siiresi, plazma pik konsantrasyonu,
yarilanma siiresi ve viicutta kalis siiresinin belirlenmesi gibi kinetik amaglarla
yapilmasi1 gerekirken hem de ilag¢ etkisinden asil sorumlu yapinin (ana madde ya da
metabolitler) bulunmasi, metabolik yolaklarin belirlenmesi ve metabolitlerin olas1
toksik etkilerinin ortaya ¢ikarilabilmesi i¢in dinamik amaglarla da yapilmasi gerekir.
flag adayr molekiillerin metabolik profili ve yolaklarmi belirleyebilmek amaciyla
cesitli yontemler vardir. Klinik 6ncesi faz ¢aligmalarinda madde bir enzim kaynagi
ile in vitro olarak gerekli kosullar altinda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonucunda
olusmast muhtemel metabolitler c¢esitli tekniklerle analiz edilerek yapilar
belirlenmeye ¢alisilir (1). Enzim kaynagi olarak genellikle karaciger dokusundan
hazirlanan mikrozomal fraksiyon, S9 fraksiyonu ve sitozolik fraksiyon yaninda
karaciger doku kesiti, primer hepatosit hatti ya da farkli hiicre kiiltiirleri
kullanilabilmektedir. Mikrozomal fraksiyon ¢ok biiyiik oranda faz | enzimlerini
icerdiginden dolay1 bu enzim kaynaginin kullanilmasi: durumunda faz I metabolitleri
olan oksidasyon, rediiksiyon ya da hidroliz iirtinleri elde edilir. Sitozolik fraksiyon
CYP450 enzimleri disindaki oksidaz, rediiktaz, esteraz ve diger enzimleri igerir ve
buna uygun metabolitleri {iretir. S9 fraksiyonu ise hem mikrozomal hem de sitozolik
fraksiyonu birlikte icerdiginden dolay:r faz | ve faz Il metabolitleri birlikte elde
edilebilir (1). Bir kimyasal molekiilden olusan metabolitlerin toksikolojik
potansiyelinin ana yapiya gore artmasi olarak tanimlanabilecek biyoaktivasyon,
biiylik cogunlukla faz I reaksiyonlar1 sonucunda gerceklestigi i¢in bu ¢aligmalarda en
¢ok mikrozomal fraksiyon kullanilir. Mikrozomal ya da diger enzim kaynaklar ile
inkiibasyonlardaki temel nokta, birim hacimdeki enzim miktarinin miimkiin
oldugunca fazla olmasidir. Bunun nedeni, iiretilen metabolitlerin yapilarinin
tanimlanabilmesi i¢in kullanilacak teknikler agisindan belirli miktarlarin {izerinde
olmasi gerekliligidir. Ornegin niikleer manyetik rezonans teknigi icin genellikle 1

mg/mL saf madde gerekmektedir. LC/MS i¢in daha diisiik madde yeterli olmakla
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birlikte, baz1 metabolitlerin dogas1 geregi toplam metabolitler i¢indeki oranlarinin
cok diisilk olmasi, yani normal kosullarda c¢ok az miktarda olusmalar1 fark
edilmemelerine ve gozden kagirilmalarina neden olabilir. Bu giigliigi asabilmek
amaciyla in vitro biyotransformasyon inkiibasyonlarinda ortama konan biyolojik
materyal (mikrozom, sitozol, S9 fraksiyonu vb.) i¢inde enzim orani olabildigince
yiiksek tutulmaya caligilir. Bunun klasik ve ekonomik yolu, bu materyallerin elde
edildigi genellikle kemirici deney hayvanlarinin (fare ya da sican) dokular
cikarilmadan once belirli siirelerle ¢esitli enzim indiikleyicilerle dozlanarak belirli
enzimlerin gen ekspresyonu diizeyinde sentezlerini artirmak ve dolayisiyla dokularda
enzim miktarini/oranint da artirmaktir. Bu amagla genellikle fenobarbital ya da f-
naftoflavon gibi P450 indiikleyicileri kullanilir (2,3). ila¢ endiistrisinde daha giiclii
ve yaygmn indiiksiyon saglayan poliklorlu bifenil karigimi olan Aroklor
kullanilmaktadir (1).

Aroklor’un bu istiinliigline karsin yine de Ornegin kimyasal yap1
tanimlamasinda NMR i¢in gerekli en az 1 mg metabolit elde edilmesi, ¢ok fazla
miktarda mikrozom, ana molekiil ve kofaktoér kullanilmasini, uzun bir siireyi ve
yogun saflastirma caligmalarini gerektirir. Dolayistyla hem ekonomik degildir, hem
de pratik degildir. Bu nedenlerle gelistirilen alternatif yontemler arasinda bakterilere
gen transferi yoluyla ya da enzim kodlayan genlerinde mutasyon yoluyla fazla
miktarda metabolit irettirmek (4,5) hayvan ya da insan dokularindan enzim
saflastirmak (1) ya da rekombinant teknolojilerle belirli enzimlerin tiretilmesi ve
saflagtirilmasi (1) sayilabilir.

Enzim indiiksiyonu ya da yukaridaki diger teknikler sonucunda elde edilen
biyolojik materyalin biyotransformasyon kapasitesi belirli enzimler agisindan ¢ok
fazla artirilsa da, saflastirilmis enzimleri disinda tutarsak genel dezavantaj, istenen
metabolitlerin yaninda dokuda bulunan bir ¢ok diger maddenin analiz sirasinda
girisim yapmasi ve olugsmast muhtemel metabolitlerin saptanmasini giiclestirmesi,
bazen tamamen engellemesidir. Bu agidan gelistirilen bir yontem, CYP450 katalitik
aktivitesi biiylikk oranda oksidasyona dayandigr i¢in ilag molekiilliniin
oksidasyonunun, biyolojik bilesen bulunmayan ortamda tamamen kimyasal yolla
gerceklestirilip metabolitlerinin saf halde iiretilmesidir (6,7). Bu konu 6zellikle son
20 yildir ¢alisilmaktadir (1). Elektrokimyasal yontemle madde oksidasyonu degisik
sekillerde yapilabilmektedir, ilgili baslik altinda daha fazla bilgi verilmistir.



Elektrokimyasal yontemle ilgili bir dezavantaj, oksidasyon iiriinlerinin
biyolojik ortamda olusan iiriinlerle her zaman birebir ayni olmamasidir. Bu nedenle
elektrokimyasal yontemle {iretilen iirlinlerin biyolojik uygunluklarinin paralel
inkiibasyonlarla dogrulanmasi gerekir. Biyolojik olarak olustugu dogrulananlari tama
yakin saf halde ve yliksek miktarda {iretmek i¢cin EK yontem kullanilabilir.

Bir bilesigin biyotransformasyonu sonucunda baslica iki farkli ozellikte
metabolit olusur. Bunlar stabil metabolitler ve kimyasal agidan reaktif metabolitlerdir
(RM). Bu RM’ler kimyasal agidan ¢ok agresif olduklari i¢in in vivo ortamda
olustuklar1 anda ¢evrelerinde bulunan diger hiicresel molekiillerle etkilesir ve onlarin
yapilarini degistirerek islevlerini bozarlar. Deney tiipii igerisinde de olustuklarinda
ortamda bulunan protein ya da diger yapilarla reaksiyona girerlerse kimyasal
yapilariin belirlenmesi imkansiz hale geleceginden inkiibasyon ortamina dnceden
eklenen ve yapist bilinen niikleofilik maddelerle reaksiyona sokulup stabil hale
getirilmeleri, yani “hapsedilmeleri” gerekir. Bu in vitro metabolit iiretimi ve yap1
belirlenmesi i¢in gerekli olan bilesenler bir deney tiipii icinde faz 1 metabolitleri
liretmeye yarayan bir sistem (mikrozom, S9, hepatosit, vb.), gerekli kofaktorler, ilag
etkin maddesi ve niikleofilik ajan olarak genellikle glutatyon (GSH) veya KCN’dir.
Bu kosullarda ortamda ila¢ molekiiliinden olusan elektrofilik ara {iriin, niikleofilik
ajanla birlesir ve olusan konjugatin kimyasal bilesimi MS ve/veya NMR teknikleri

yardimu ile belirlenmeye galisilir, bu siire¢ Sekil I.1°de 6zetlenmistir (1).
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Sekil 1.1. Reaktif metabolitlerin in vitro tiiretim ve karakterizasyonu.

In vivo ¢aligmalarda semadakinden farkl olarak radyoaktif isaretli ana molekiil ya da hapsedici ajan

kullanilir, hapsedilmis metabolit sintilasyon sayimi gibi degisik tekniklerle analiz edilir (1).

1.1.1. In vitro reaktif metabolit iiretme sistemleri
1) Konvansiyonel Sistemler
a. Mikrozomal fraksiyon
b. S9 Fraksiyonu
2) Hepatositler
3) Biyolojik Olmayan Sistem: Elektrokimya

1.1.1.1. Konvansiyonel Sistemler: Mikrozomlar ve S9 Fraksiyonlari

Mikrozomlar, karacigerden elde edilen CYP450 enzimlerini igeren hiicrelerdir.
Insan dokusu kokenli mikrozomlarla inkiibasyonlar1 yonetmek en iyi yontem olarak
goriilmektedir. Sicanlardan elde edilen mikrozomlar ile insanlardan elde edilen
mikrozomlar birbirine ¢ok benzerdir. Bundan dolay1 sigan dokularindan elde edilen
mikrozomlarda, biyotransformasyon enzimlerini Onceden 1yi bilinen CYP450
indiikleyicileri tarafindan indiiklemek miimkiindiir.

En ¢ok kullanilan indiikleyici ajan fenobarbital (FB)’dir. FB, periton i¢ine
genellikle art arda 3-4 giin, mikrozom ya da eksizyon organ igeriginden 6nce verilir.
Daha az kullanilan diger ajanlar 3-metilkolanteren ve p-naftoflavon’dur (1).
Mikrozomlar, sadece faz 1 metabolitleri gerektiginde kullanilirlar. Bu in vitro
reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in, NADPH gibi bir elektron kaynagmin yani sira

glukoz-6-fosfat/glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ¢ifti gibi NADP’nin NADPH’a



doniistimiinii saglayarak elektronlarin ekonomik kullanimini saglayan bir sistem de
kullanilabilmektedir (8).

S9 fraksiyonu, mikrozom elde edilirken diiz endoplazmik retikulum (SER)
parcaciklar1 elde edilmeden Once hiicre lizatina 9.000 xg santrifiij uygulanmasiyla
elde edilen fraksiyondur. Dolayisiyla hem mikrozomal (SER), hem de sitozolik
fraksiyonu igerir. Mikrozom ve S9 fraksiyonu arasindaki fark, yapilarindaki
membrana bagli biyotransformasyon enzimlerinin igerdigi P450 enzim yiizdesinin
farkliligt ve S9 fraksiyonun mikrozomal enzimler yaninda ¢oziinebilir sitozolik

enzimler i¢cermesidir.

1.1.1.2. Hepatositler

Primer kiltlirii  yapilmis  hepatositler, in vitro biyotransformasyon
calismalarinda kullanilir. Fizyolojik olarak zengin enzim kombinasyonlarini igerirler.
Ancak mikrozomlar, S9 fraksiyonu ya da saflastirilmis enzimlerle karsilastirildiginda
biitiin hiicre 6zelliklerinden dolay1 biyolojik duruma daha yakin olmalarina karsin
inkiibasyon ortaminda P450 aktivitesi 36 saat sonra azalir. Diger yandan CYP2B6,
2C9, 2C19, 2E1 gibi izozimlerin aktivitesi, ilk 4. saatte yiikselir. Bu olay izole

hepatositlerdeki organizma igi etkilesim yetersizliginden kaynaklanmaktadir (9).

1.1.1.3. Biyolojik olmayan sistem: Elektrokimya

Maddelerin elektriksel davramiglarimi ve elektrik enerjisi ile kimyasal
tepkimeler arasindaki iligkileri inceleyen bilim dalina elektrokimya, maddelerin
elektrokimyasal 6zelliklerini analiz amaciyla kullanan yontemlere de elektrokimyasal
yontemler denir (10). Maddeye negatif veya pozitif potansiyel uygulandigi zaman
elektron transferi maddenin rediiksiyonuna ya da oksidasyonuna neden olur.
Potansiyel degerler disaridan kontrol edilebildigi siirece, redoks islemleri dikkatli bir
sekilde segilebilir. Bu sekilde herhangi bir bilesigin, organik/inorganik igerikli
ilaglarin, biyomolekiillerin ve metabolitlerin redoks hareketlerini kontrollii
calisabilmek, elektrokimyay1 ¢cok kullaniglh bir ¢calisma yontemi haline getirir (11).
Dolayisiyla farmasétiklerin gelistirilme siirecinde, olast metabolitlerin erken safthada
belirlenebilmesi ve tanimlanabilmesi i¢in on-line EK/MS yontemi olduk¢a uygun bir
uygulamadir.

EK sonuglar1 insan Kkaracigerindeki durumla birebir oOrtiismedigi halde,
farmasdtiklerin insan viicudundaki metabolizmasina dair ilk ipuglarini vermektedir.
Tandem MS’de benzer fragmentler veren farkli izomer yapilarinin olusumu ya da

6



oksidasyon tirlinlerinin polaritesiyle ilgili énemli bilgilere sadece EK/MS ile ulasmak
miimkiin olmadigindan; oksidasyon iiriinlerinin dogasiyla ilgili daha fazla bilgi elde
edebilmek i¢in EK LC/MS ile birlikte kullanilmalidir. Faz I reaksiyonu sonucu
olusan farkli oksidasyon firiinleri ve faz II GSH konjugatlart EK’yle olusturulup,
LC’yle ayrilip tandem MS’le de tanimlanmaktadir (12).

1.1.1.3.1. Acik Sistem: Uclii Elektrot Sistemi

Olgiimler ¢ogunlukla ilgili bilesikler ve destekleyici elektrolit iceren soliisyona
daldirilmis elektrotlardan olusan ii¢lii elektrot sistem kullanilarak, elektrokimyasal
hiicrede yapilmaktadir. Bu {ii¢ elektrot potansiyostata baglidir ve sonuglar da
bilgisayara kaydedilir (13).

Ucglii elektrot sistemindeki elektrotlar:

1. Calisma elektrotu

2. Referans elektrot

3. Yardimc elektrot

e Calisma elektrodu: Zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen, yiizeyinde
analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi mikro elektrotlardir.

e Referans elektrot: Elektrokimyasal uygulamalar sirasinda potansiyeli dis
ortamdan etkilenmeyen, sabit kalan ve calisilan ¢ozelti bilesimine duyarsiz olan
elektrotlardir.

e Yardima elektrot: Karsit elektrot olarak da adlandirilir. Bir elektrokimyasal
hiicrede ¢6zelti direnci yliksek ise bu direnci yenmek igin gerekli olan potansiyel
onemli bir diizeye ¢ikar. Ayrica, iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot
tizerinden akim gectigi i¢in, yiiksek akimlarda bu elektrotlar da polarlanir. Bu
nedenlerden dolayi ¢aligsma elektrodunun polarizasyon potansiyeli hatali algilanir. Bu
sorun sistemde tigiincii bir elektrot kullanilarak ¢éztimlenir (14).

Bu yontemde kullanilan teknikler lineer siipiirme, difransiyel atim, siklik
voltametri, kronoamperometri, kronokalorimetri ve kiitle elektrolizini igermektedir.
Biitiin bu teknikler, bilesiklerin merkezi hakkinda ve onlarin redoks siireci hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Fakat voltametrik ve elektroanalitik yontemler;
elektroaktif ilaglar, onlarin metabolitleri ve biyomolekiillerle metabolit etkilesimleri

ile ilgili calismalara daha uygundur (11).



1.1.1.3.1.1. Voltametri

Bir indikator ya da c¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak ol¢iilmesinden faydalanarak,
analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yonteme verilen isimdir. Tam
derisim polarizasyonu sartlarinda bir elektrokimyasal hiicrede olusan akimin
Ol¢iilmesine dayanir (10). Uygulanan potansiyele gore, ¢ozelti hacmi degismeden
kalirken ¢alismada kullanilan analit/ilag elektrot yilizeyinde yiikseltgenir ya da
indirgenir (11).

1.1.1.3.1.1.1. Dongiisel Voltametri (Siklik Voltametri; SV)

Dongiisel voltametri, elektrokimyasal rediiksiyon sliresince maddenin
ozelliklerinin ve {irlin hareketlerinin calismasi i¢cin ¢ok faydalidir. Bu teknigin
uygulanabilirligi  ¢ogunlukla uygulanan potansiyel seviyedeki elektroaktif
bilesiklerin sayisina baglidir. Dongiisel voltametrideki 6onemli bir nokta, deneylerin
oraninin iyi ayarlanabilmesi ve hizli bir sekilde gergeklestirilebilir olmasidir. Ayrica
kisa yar1 omiirlii kimyasal yapilarla ¢alisma imkani da saglar (11). Nicel amagla
kullanim1 seyrek olmakla beraber yiikseltgenme/indirgenme reaksiyonlarinin
incelenmesinde, reaksiyon ara iriinlerinin gézlenmesinde ve elektrodlarda olusan
triinlerin  olusum sonras1 reaksiyonlarmi yakalamada ¢ok yaygin olarak
uygulanabilmektedir. SV yonteminde uygulanan potansiyel dnce bir yonde, sonra
ters yonde taranirken akim olgiiliir. Bir SV deneyinde tek bir tam dongi, bir yarim
dongii veya bircok dongiiler kullanilabilir.

Bir SV deneyinde, kiigiik boyutlu durgun bir elektrodun durgun bir ¢ozeltide
Sekil 1.2.°de goriilene benzer dalga formuna sahip bir potansiyel degisimi
uygulanarak, bir akim sinyali vermesi saglanir. Uggen dalga formu, ileri ve bunun

tersi yondeki potansiyel taramasini temsil eder (10).
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Sekil 1.2. Dongiisel voltametri araciligiyla tersinir bir elektron transferi ile

gerceklesen reaksiyonun SV'si.

I.1.1.3.2.Kapal Sistem: Koruyucu Hiicre ve Analitik Hiicre
(Guard Cell; Analytic Cell)
Kapali sistem hiicre ¢esitleri;

» Koruyucu Hiicre (5020): Mobil fazdan gelebilecek olan  elekroaktif

kirliliklerin enjektor, kolon ve analitik hiicreye gelmeden uzaklasmasini saglar.

* Analitik Hiicre (5010); (Stnd): Uzun siireli stabilite, tekrarlanabilirlik,

islemin uzun periyotlarla olmasina izin verir.
* Analitik Hiicre (5011): En yiiksek duyarlilik, segicilik ve stabiliteye sahiptir
(15).
Koruyucu hiicre ile yapilan calismada, elektrokimyasal oksidasyonlar ESA
Coulochem II  elektrokimyasal koruyucu hiicrede (Model 5020)

gerceklesmektedir. Model 5020°de ¢alisma elektrodu cam karbon elektrot; yardimei
elektrot Pd (palladyum) elektrot; referans elektrot Pd/H; elektrottur. Bu g¢aligmada
saptanan biitiin potansiyeller icin referans elektrot baz alinir. Calisma elektrodunu
korumak i¢in hiicrenin girisine sirali PEEK filtre yerlestirilmektedir (16).

Analitik hiicre ile yapilan calismada, elektrokimyasal oksidasyonlar ESA

Coulochem 11 elektrokimyasal analitik hiicrede (Model 5011) gerceklesmektedir.
Por6z grafit calisma elektrodu, Pd yardimci elektrot ve Pd/H, referans elektrot
kullanilir. Hiicre ESA Coulochem potentiostat (Model 5100 A, ESA Bioscence,
Inc.) tarafindan kontrol edilmektedir (17).



I.1.2. Elektrokimyasal Yontem Kullanmanin Avantajlari
1. Reaktif metabolitlerin liretiminde basit bir kuruluma sahip olmasi,
2. Tiim stabil ve kisa yar1 dmiirlii metabolitlerin hizli bir sekilde tiretilmesi ve
dogrudan tanimlanmasina olanak saglamasi,
3. Laboratuar hayvanlari ve organ ekstraktlarina gerek olmamasi, (6,7)

4. Yiiksek saflikta ve miktarda metaboit olusumuna imkan saglamasi.(18).

1.1.3. PARASETAMOL (PAR)

Parasetamol (asetaminpfen), analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Atesin
diistiriilmesi, basagrist ve diger mindr agrilarin tedavisinde kullanilir. Ayrica,
metabolit-biyomolekiil etkilesimleri tizerine en ¢ok caligilan ilagtir.

Parasetamoliin oksidatif metabolik yolaginda olusan NAPQI’in insan
karacigerinde toksisite olusturdugu iyi bilinmektedir. Bu metabolit normal kosullarda
viicutta GSH ile konjugasyon sonucunda detoksifiye edilir. Fakat parasetamoliin doz
asimi durumunda karacigerde GSH tiikenir. Parasetamol ya da metabolitin GSH veya
N-asetilsistein (Nac) konjugatini belirlemek ve parasetamoliin detoksifikasyon
yolaklarimi ¢alismak i¢in EK-MS ve EK-LC-MS c¢ok kullanilmaktadir (11). Sekil

|.3'te parasetamol’iin metabolizma basamaklar1 gosterilmistir.

Acetaminophen Metabolism ’

H

o

Acetaminophen

HO
O,
& 2,
S/ %
e\)\\@\ .6?.}\0 O}Io ‘9//,',/}
&°‘\\ %
S
PAPS 0\&’ NAPQI
N
UDP-GA Y
Detoxification
and Elimination O
o O
\\s\"’\\o &
W \

Detoxification Interaction
and Elimination with Cellular
Macromolecules
TOXICITY

Sekil 1.3. Parasetamol metabolizmasi.

Parasetamoliin elektroaktif bir molekiil oldugu bilindiginden ve sistematik
olarak elektrokimyasal oksidasyon mekanizmasi g¢alisildigindan dolay1, ilk
asamadaki metabolizma c¢alismalari i¢in on-line EK/MS’in 6nemli bir yontem oldugu

diistinilmiistiir (12).
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I.1.4.OLANZAPIN (OLA)

Sizofreni, Amerika’da popiilasyonun yaklasik %1’ini etkileyen kronik bir
psikotik akil hastaligidir (19). Diinya ¢apindaki psikiyatrik bozukluklarin 6nde gelen
sebepleri arasinda yer alan depresif bozukluklar, kadinlarin %25’ini erkeklerinse
%12’sini etkilemektedir (20).

Ikinci jenerasyon antipsikotikler arasinda yer alan olanzapin sizofreni

hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (21).

CH
Vs
(N
)
N=—
‘&
N
H S° CHs

Sekil I.4. Olanzapinin kimyasal yapisi (22).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) olanzapini bipolar bozukluklarin
direnme giicii tedavisinde, manik ya da karisik epizodlarin akut tedavisinde ve
sizofreni tedavisinde kullanilmak amaciyla onaylamistir. Yeni yapilan bir ¢caligmaya
gore, diger atipik antipsikotiklerle kiyaslandiginda OLA kullanan hastalarin ¢esitli
metabolik bozukluklar gelistirme egiliminde oldugu bildirildigi halde (23);
ekstrapiramidal yan etkileri diisiik olan bir ndroleptik olarak satilmaktadir (24).

Birinci jenerasyon antipsikotiklerle kiyaslandiginda ikinci jenerasyondakiler,
negatif semptomlar {izerindeki etkinlikleriyle tedaviye biiylik Olgiide yanit
gelistirmislerdir (25,26). OLA i¢in plazmada olmasi gereken terapétik referans
araligi (20—80 ng/ml) olarak ileri siiriilmiistiir (27).

Oral uygulamay1 takiben OLA’nin  %357°s1 metabolitleri seklinde atilir. OLA
esas olarak 10-N-glukronid, 4’-N-desmetilolanzapin (DMO) ve olanzapin-N-okside
metabolize olur; bu metabolizasyonda sirasiyla iiridin difosfo glukronozil transferaz
(UGT) 1A4, sitokrom CYP 1A2 izoenzimleri ve flavin igerikli monooksijenaz

enzimleri yer alir (28).
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OLA biyotransformasyonu; insan plazmasinda N-glukuronid, 2-hidroksi, N-
oksit, N-desmetil ve 2-karboksilik asit tiirevlerini gosteren Kassahun ve arkadaslari,

tarafindan arastirilmistir (29).

NH HaC e

: : '\\170 (N

N i ; NA>

N Ne N N
8 @[ / %
N N

H S CH3 H S CHj3 H S CH3

N-desmetil OLA N-oksit OLA 2-OH-OLA

Sekil 1.5. Olanzapin metabolitlerine ait kimyasal yapilar (22).

Olanzapin metabolizmasi insan karaciger dokusuyla yapilan inkiibasyonlarla
arastirilmis ve bilinen faz 1 metabolitleri N-desmetil-, 2-hidroksimetil-, 4’N-oksidin
yant sira yeni bir hidroksillenmis tiir saptanmistir.

Tespit edilen faz 2 metabolitleri ise; bilinen N-10-glukuronidleri, doérdiinciil
glukuronid ve yeni bir glukronid konjugatini icermektedir. Yapilan bu inkiibasyon
calismasiyla, ileri ¢aligmalar i¢in olanzapin glukronidlerinin yeterli  miktarda
retilebilmesinde  insan  karaciger doku Orneklerinin kullanimindaki fizibilite

gosterilmistir (22).
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Sekil 1.6.: Olanzapine ait par¢alanma {irliniiniin kiitle spektrumu (22).
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1.1.5.KLOZAPIN (KLZ)

Klozapin, diger ndroleptiklere gore birkag ekstrapiramidal advers etkiye sebep
olan atipikal bir antipsikotik ilagtir (30-32).

Ciddi agraniilositoz riskinden dolayi, sadece diger noroleptik ilaglara cevap
vermeyen sizofreni hastalarina onerilir (31, 32). Agraniilositozdan sonra, hastalarin
%37’sinde hafif derecede hepatotoksisite olusurken %0,06’sinda bu durum karaciger
yetmezligine kadar gidebilmektedir (33).

CHs

7
N

Y
0

Sekil 1.7. Klozapinin kimyasal yapis1 (34).

Tam mekanizmasi heniiz bilinmemekle birlikte klozapinin  reaktif
metabolitlerinin  karacigerde ~CYP450 araciligiyla, ve noétrofillerde ise
miyeloperoksidazlar (MPO) araciligyla olustugu diisiiniilmektedir.(33-38).

Klozapin kullanan hastalardan alinan serum ve idrar 6rneklerinin analiziyle ve
insan karaciger mikrozomlar: kullanilarak yapilan bir¢ok in vitro ¢alisma sonucunda
klozapinin CYP enzimleriyle yiiksek oranda metabolize olarak farkli {riinlere
doniistiigii gdsterilmistir. Idrar ve serumdaki baslica metabolitlerin N-demetilasyon,
N-oksidasyon ve aromatik halka hidroksilasyonundan kaynaklandigi gortilmiistiir

(39-41).
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Sekil 1.8. Klozapin N-oksit ve N-desmetilklozapin metabolitlerinin kimyasal

yapilari (34).

Bircok ¢alisma, KLZ’nin HLM (Human Liver Microsome-insan karaciger
mikrozomu) ile reaktif nitrenyum iyonuna dontistiigiinii gdstermistir (37-45). Ayrica,
KLZ-NO, DMKLZ ve KLZ yapisindaki piperazin halkasinin dehidrojenasyonu (-H)
sonucu reaktif iminyum iyonlar1 da olugsmaktadir (45-48).

Olusan bu reaktif ara firlinlerin belirlenmesinde giiclii elektrofilik yapilar
tutabilme 6zelligine sahip olan GSH, CN™ gibi hapsedici ajanlar kullanilmaktadir
(49).
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Sekil 1.9. Insan Kkaracifer —mikrozomlariyla (HLM) KLZ’in oksidatif
biyotransformasyonu (49).
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BOLUM 11
I.1. MATERYAL VE YONTEM
11.1.1. MATERYAL

I1.1.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde
Asetonitril (ACN)
Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,)
Etanol (EtOH)

Formik Asit

G6P (Glukoz-6-fosfat)

G6PDH (Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz)
Glutatyon (GSH- indirgenmis Form)
Klozapin (KLZ)

L-Sistein (L-Cys)

Metanol (MeOH)

Mikrozom

NADPH

N-Asetilsistein (Nac)

Olanzapin (OLA)

Parasetamol (PAR)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
Potasyum Siyaniir (KCN)

S9 Fraksiyonu

Sitozolik Fraksiyon

Susuz Magnezyum Kloriir (MgCl,)

Firma Adi

Sigma 34870

AppliChem A-3006
AppliChem A-2945
Merck 100986

Sigma 27001

A-3789

G-8404

Sigma G-4251

Abdi ibrahim

Sigma C-7880

Merck 106018
Tarafimizdan hazirlandi (2012)
A-1395

Sigma A-8199

Abdi ibrahim
96/8045-9601021
AppliChem A-2946
Riedel-De Haenag-067103
Tarafimizdan hazirlandi (2012)
Tarafimizdan hazirlandi (2012)

M-8266
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I1.1.1.2. Kullanilan Materyaller
Makine ve Techizat

HPLC

LC-MS/MS

pH Metre
Santrifiij

Elektrokimyasal Detektd

Elektrokimyasal Hiicreler

Vorteks

Manyetik karistirict

Su Banyosu

Evaporator

Su aritma cihazi

Saf Su Cihazi1 (FABAL)
Thermo Shaker (FABAL)
Derin Dondurucu (-86°C)

Buzdolab1

Liyofilizator (FABAL)
Ultrasonik Banyo
Hassas Terazi

Hassas Terazi (FABAL)
Buz Makinesi

Otomatik mikropipet
Ceker ocak

Firma Ad1

Agilent

Thermo Scientific TSQ Quantum
Access Max

Hanna Instruments HI 221
Thermo Scientific CL31R
Multispeed Centrifuge

ESA Coulochem Il

ESAAnalitic Cell 5011 ;

ESA Guard Cell 5020

Velp Scientifica Niive NM 110
Velp Scientifica 2x°

Velp Scientifica 100162

Wisestir MSH-20A

Niive-BM 302

Heidolph Laborota 4000 efficient
Millipore Direct Q

ELGA PureLab Classic UV
BOECO Germany, TS-100

New Brunswick Scientific U 410
Premium

Argelik

Labconco Free Zone 6

Elma Transsonic T4601H
Sartorious GP1200P

Denver Instrument TB 215D
Hoshizaki

Eppendorf, Gilson

Shinsaeng Fumehood
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I1.1.1.3. Kullamilan Cozeltiler

I1.1.1.3.1. Elektrokimyasal Yontemde Kullanilan Cozeltiler

Ortam: 100 mM Potasyum fosfat tamponu pH:7.40

25-500 uM PAR  (Uglii Elektrot Sisteminde)
(Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)

25-100 uM OLA (Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)

100 uM KLZ (Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)

5-62.5 mM GSH (Uglii Elektrot Sisteminde)
(Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)
62.5 mM Nac (Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)
62.5 mM L-Cys (Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)
62.5 mM KCN (Elektrokimyasal Hiicre Sisteminde)

11.1.1.3.2. Mikrozomal Inkiibasyon Cahsmalarinda Kullanilan Cézeltiler
Ortam: 100 mM Potasyum fosfat tamponu (MgCl ; igeren) pH: 7.40
Inkiibasyon ortaminin hacmi: 250 pl

20-100 uM OLA

100 pM KLZ

5mM GSH

5mM Nac

5mM L-Cys

1 mM NADPH

1 U/mL G6PDH

1mg/mL Mikrozom

Img/mL S9 fraksiyonu

Img/mL Sitozolik fraksiyon
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IL.1.2. YONTEMLER
I1.1.2.1. DENEYSEL YONTEMLER
11.1.2.1.1 ELEKTROKIMYASAL (EK) YONTEM
I1.1.2.1.1.1. Acik Sistem: Uclii Elektrot Sistemi
Olgiimler ¢cogunlukla ilgili bilesikler ve destekleyici elektrolit igeren ¢ozeltiye
daldirilmig elektrotlardan olusan iiclii elektrot sistem kullanilarak, elektrokimyasal
hiicrede yapilmistir. Bu {i¢ elektrot potentiostata baglidir. Sonuglar da bilgisayara
kaydedilir (13).
Uclii elektrot sistemindeki elektrotlar:
4. Calisma elektrodu
5. Referans elektrot
6. Yardimci elektrot
Referans elektrot olarak Ag/AgCI elektrot; ¢alisma elektrodu olarak kalem grafit
karbon (Pencil Grafit Electrode) ve yardimcei elektrot olarak platin tel kullanilmistir.

I1.1.2.1.1.2.Kapah Sistem: Cevrim-i¢i Koruyucu Hiicre ve Analitik Hiicre
Kapali sistem adi altinda elektrokimyasal hiicrelerle gergeklestirilen
calismada, ila¢ ¢ozeltisinin hiicreye girisi HPLC pompasiyla saglanmis olup hiicre
cikisindan okside olan ilag ¢ozeltisi hapsedici ajan olarak kullandigimiz GSH

¢ozeltisi icine toplanmaistir.

Sekil II.1: Kapali sistem elektrokimya hiicrelerinden analitik hiicre 5010 modeli
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11.1.2.1.2. BIYOLOJIK OKSIDASYON (Mikrozomal Inkiibasyon) YONTEMI

37°C de 1 saat mnkibasvon

|

— . NADPH

MIKROZOM Reaksiyon durdurulur
. GSH >'_ !
——> ILAC oo
; Santrifiy
——> TAMPON \L
)ﬁ Analiz

Yapilan inkiibasyonlar sematik olarak yukarida gdsterilmistir. Maddelerin tiiplere

konulus sirasi agagidan yukariya dogrudur.

11.1.2.2. ANALIZ YONTEMLERI

11.1.2.2.1.PARASETAMOL CALISMALARI

11.1.2.2.1.1.Parasetamol Uclii Elektrot Sistemi (A¢cik Sistem) Cahsmalar
Fosfat Tamponu Cozeltisinin Hazirlanmasi:

100 mM 500 ml (pH: 7.40) fosfat tamponu hazirlamak i¢in 400 ml 100 mM
bazik dipotasyum fosfat (K;HPO,) ¢ozeltisi ve 150 ml 100 mM asidik potasyum
dihidrojen fosfat (H,PO4) ¢ozeltisi karistirildi. Asidik olan ¢dzelti, bazik iizerine
eklenirken 80 ml’den baglanarak pH: 7.40 olana kadar devam edildi.

[k 6nce siire tutulmadan PAR’m hangi potansiyelde okside oldugunu gérmek
i¢in direkt 6lgiim yapilarak potansiyel uygulanmadan SV’si alinmustir. Olgiim sonucu
optimum voltaj 0.37 V ¢ikinca, ¢ozeltinin o potansiyelde yiikseltgenme durumunu
kontrol etmek i¢in 0.37 V’luk potansiyelin siire tutularak uygulanmasma karar
verilmistir. Farkl1 potansiyellerde dért deneme yapilmistir. Olgiimler sonunda HPLC
analizi i¢in Oornekler alinmistir.

Benzer sekilde, GSH cozeltisi ile yapilan c¢alismada da ilk Once siire
tutulmadan GSH’in hangi potansiyelde okside oldugunu gormek igin potansiyel
uygulanmadan SV’si alinmustir.

Ardindan GSH Kkonsantrasyonunun olusan konjugat miktarina etkisi

incelenmistir.
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50 mM PAR stok ¢ozeltisinden 0.5 mM PAR ¢ozeltisi ve 100 mM GSH stok
cozeltisinden 3 mM GSH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in gerekli hesaplamalar yapilarak
deney i¢in gercken ¢ozeltiler hazirlanip 0.37 V potansiyelde 300 sn denemesi
yapilmistir. HPLC analizi i¢in 6rnekler alinmistir.

Voltaj potansiyellerinin olusan konjugat miktarina etkisi incelenmistir:

0.5 mM PAR ve 5 mM GSH ¢ozeltisi i¢in 0.2, 0.37 ve 0.6 V voltaj
potansiyelleri 300 sn siireyle uygulanarak denemeler yapilmistir ve deneylerin
tekrarlanabilirligi kontrol edilmistir.

Bunun i¢in 3, 5, 7 ve 10 mM GSH konsantrasyonlarinda dublike ve triplike
caligmalar yapilip HPLC analizi yapilmustir.

Son olarak degisen GSH konsantrasyonlariyla voltaj potansiyeli ve uygulanan
siirenin kontrolii i¢in 6rnekler hazirlanmstir:

0.5 mM PAR ¢ozeltisi ile 3, 5, 7 ve 10 MM GSH ¢ozeltileri ayr1 ayr1 100, 200 ve
300 sn oksidasyona tabii tutularak her 100 saniyede bir 6rnek alinmis, en son

3 SV sonrasindan da 6rnek alinarak HPLC ile analiz edilmistir.

Analizi kosullar1 asagidaki gibidir;

Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %99 d.su  %1ACN  %0.2 Formik asit
Mobil Faz B: %99ACN %1l d.su %0.2 Formik asit
Gradiyenti -1 ;

Omin — %0B

Smin — %0B

30min — %100 B

35min — %0B

40 min — %0 B

Gradiyenti -2 ;

Omin — %0B

3min — %0B

20 min — %100 B

22min — %0B

25min  — %0B

Kolon-1; Waters, Symmetry Shield RP18, 3.5 pm 4.6x100 mm column

—_—

Kolon-2: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, 5 um 4.6x15 mm column
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Enjeksiyon hacmi-1 : 100 pl

Enjeksiyon hacmi-2: 50 pl

Akis hizi: 0.7 ml/dk

UV deteksiyon: 254 nm

Kullanilan LC-MS/MS Y ontemleri
NAPQI-SG Konjugatinin Analizi i¢in;

Yontem 1
Tablo I11.1. Agik sistem EK yonteminde NAPQI-SG konjugat i¢in kullanilan

SRM yontemi
Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
NAPQI-SG 457 328, 382 20

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar;
NAPQI-SG konjugati [M+H]': 457 i¢in parcalanma {irlinleri: 328 ve 382

I1.1.2.2.1.2.Parasetamol Cemvim-i¢ci Elektrokimyasal Hiicre (Kapali Sistem)
Cahismalan

I1.1.2.2.1.2.1.Farkli  voltaj potansiyellerinin NAPQI-SG konjugati

olusumuna etkisinin incelenmesi

Voltaj siddetinin oksidatif metabolit olusumuna etkisini incelemek amaciyla,
analitik hiicrede pH: 7.40’te 62.5 mM GSH ile 200, 400, 600, 800 ve 1200 mV
potansiyel uygulanarak 25 pM PAR analitik hiicreden ge¢irilmis ve LC-MS/MS’de

analiz edilmistir.

11.1.2.2.1.2.2.0rtam pH degerinin NAPQI-SG konjugat1 olusumuna

etkisinin incelenmesi

62.5 mM GSH, pH: 6.50, 7.40 ve 8.50’te hazirlanan potasyum fosfat
tamponlarinda ¢oziilmiistiir. PAR ¢ozeltisi (2 ml 25 pM) 50 pl/dk akis hiziyla
pompalanarak 600 mV oksidasyon potansiyeli uygulanan analitik hiicreden
gecirilerek GSH ¢ozeltisi iceren bir beher icerisinde toplanmig ve LC-MS/MS’de

analiz edilmistir.
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11.1.2.2.1.2.3.GSH konsantrasyonunun NAPQI-SG konjugati olusumuna

etkisinin incelenmesi

Farkli GSH konsantrasyonlarinin metabolit olusumuna etkilerini incelemek
amaciyla 10, 25, 62.5, 100 ve 250 mM GSH c¢ozeltileri igerisine analitik hiicreden
gecirilen PAR ¢ozeltisi damlatilmigs ve alinan ornekler LC-MS/MS’de analiz

edilmistir.

11.1.2.2.1.2.4. NAPQPl’in GSH Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle Konjugatinin
Olusturulmasi
600 mV potansiyel uygulayarak, parasetamoliin GSH disindaki niikleofilik

bilesikler olan sistein (Cys) ve N-asetilsistein (Nac) ile de konjugatlar1 olusturuldu.

Analiz kosullart asagidaki gibidir;

Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %699 d.su ~ %1ACN  %0.2 Formik asit
Mobil Faz B: %99 ACN %1 d.su %0.2 Formik asit
Gradiyent Programi

Omin — %0B

3min — %0B

20min — %100 B

22min — %0 B

25min  — %0B

Kolon: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, Sum 4.6x15mm column
Enjeksiyon hacmi: 50 ul (HPLC)
Enjeksiyon hacmi: 25 ul (LC-MS/MS)

Akus hazi: 0.7 ml/dk
UV deteksiyon: 254 nm
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Kullanilan LC-MS/MS Yoéntemleri
NAPOI-SG Konjugatinin Analizi icin;

Yontem 1

NAPQI-SG konjugati i¢in m/z 457 olan molekiiler iyonu aranmustir.

Yontem 2

Tablo 11.2. Kapali sistem EK yonteminde NAPQI-SG konjugati i¢in kullanilan SRM

yontemi
Madde Prekiirsor Parc¢alanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
NAPQI-SG 457 328, 382 20

NAPQI-Cys Konjugatimin Analizi i¢in;

Yontem 1
NAPQI-Cys konjugati icin m/z 271 olan molekiiler iyonu taranmustir.
Tablo 11.3. EK-PAR konjugati i¢in kullanilan biitin SRM yo6ntemleri

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) enerjisi (V)
NAPQI-SG 457 382, 328 20

Kiitle Spektrometresi Tune Ayarlar ;

Tablo 11.4. Parasetamol ¢alismalarinda kullanilan LC-MS/MS tune ayarlari

Total iyon Analizi | SRM Analizi
Parametre ; (Tune 30 05 2013) | (Tune 2013 03 11)
(+) iyonizasyon
Spray Voltage 3000 3500
Vaporizer Temperature 350 350
Sheath Gas Pressure 60 60
Aux.Gas Pressure 20 12
Capillary Temperature 280 280
Capillary Ofset 35 35
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I1.1.2.2.2.0LANZAPIN (OLA) CALISMALARI
11.1.2.2.2.1.0lanzapin Cevrim-I¢i Elektrokimyasal Hiicre Calismalari
600-1800 mV aras1 degisen potansiyel uygulamalar1 sonucunda olanzapin

oksidasyonu i¢in 600 mV’un uygulanmasina karar verilmistir.

Analiz kosullar asagidaki gibidir;

Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %099 d.su  %1ACN  %0.2 Formik asit
Mobil Faz B: %99ACN %1 d.su %0.2 Formik asit
Gradiyent Programi

Omin — %0B

3min — %0B

20min — %100 B

22min — %0B

25min — %0B

Kolon: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, 5 um 4,6x15 mm column
Enjeksiyon hacmi: 50 ul (HPLC)
Enjeksiyon hacmi: 25 pl (LC-MS/MS)

Akis hazi: 0.7 ml/dk
UV deteksiyon: 254 nm (HPLC)
PDA deteksiyon: 254 nm (LC-MS/MS)

Kullanilan LC-MS/MS Yontemleri
OLA-SG Konjugatinin Analizi icin:

Yontem 1

Tablo 11.5. OLA-SG-EK konjugati i¢in kullanilan SRM ydntemi

Madde Prekiirsor Parcalanma yonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
OLA-SG 618 489, 543 31

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar;
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OLA-SG konjugat1 [M+H]": 618 i¢in par¢alanma {iriinleri: 489 ve 543
Yontem 2
OLA-SG konjugati i¢cin m/z 618 olan molekiiler iyonu taranmistir.

OLA-Nac Konjugatinin Analizi icin;

Yontem 1
OLA-Nac m/z 474 olan molekiiler iyonu taranmustir.
Yontem 2

Tablo 11.6. OLA-Nac-EK konjugati i¢in kullanilan SRM yontemi

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
OLA-Nac 474 84, 245, 254, 288 31
314, 345

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar (50)
OLA-Nac konjugati [M+H]": 474 icin pargalanma iriinleri: 84, 245, 254, 288, 314,
345

OLA-Cys. Konjugatinin Analizi icin;

Yontem 1

OLA-Cys konjugatt m/z 432 olan molekiiler iyonu taranmigtir
Yontem 2
Tablo 11.7. OLA-Cys-EK konjugati i¢in kullanilan SRM yo6ntemi

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/2) Enerisi (V)
OLA-Cys 432 311, 343, 375 31

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar;
OLA-Cys konjugat: [M+H]": 432 i¢in par¢alanma tirtinleri: 311, 343, 375

(Hipotetik olarak belirledigimiz fragment
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Tablo 11.8. EK-OLA konjugatlar1 i¢in kullanilan biitiin SRM yontemleri

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) enerjisi (V)
OLA-SG 618 489, 543 31
OLA-Nac 474 84, 245, 254, 288, 31
314, 345
OLA-Cys 432 311, 343, 375 31

11.1.2.2.2.2. Olanzapin Sican Karaciger Mikrozomlariyla (RLM) Inkiibasyon
Cahismalan

Calismalarimiz 250 pl’lik  inkiibasyon hacminde gerceklestirilmistir.
Inkiibasyonlar genellikle Aro ile indiiklenmis sigan karacifer mikrozomlariyla

yapilmustir.

Analiz kosullar1 agagidaki gibidir;

Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %99d.su %1 ACN  %0.2 Formik asit
Mobil Faz B: %99 ACN %1 d.su %0.2 Formik asit
Gradiyent Programi

Omin — %0B

3min — %0B

20min — %100 B

22min — %0B

25min — %0B

Kolon: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, 5 um 4,6x15 mm column
Enjeksiyon hacmi: 50 ul (HPLC)
Enjeksiyon hacmi: 25 ul (LC-MS/MS)

Akis hazi: 0.7 ml/dk
UV deteksiyon: 254 nm (HPLC)
PDA deteksiyon: 254 nm (LC-MS/MS)
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KULLANILAN LC-MS/MS YONTEMLERI
OLA-SG Konjugatinin Analizi i¢in:

Yontem 1 : Bu yontemde full ve SRM analizleri ayn1 anda izlenmistir. Bunun ig¢in

yontem kurulurken 2 tane scan event penceresi agilip birine total iyon analizi

kosullart girilirken digerine de SRM kosullar1 girilmistir. Total iyon ve SRM igin

kosullar asagidaki gibidir.

Tablo 11.9: OLA-SG mikrozomal inkiibasyonunda stabil metabolitlerin ve konjugat

tirtiniiniin saptanmasinda kullanilan SRM yontemi

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
OLA 313 256 31
N-desmetil
OLA 299 198 31
31
2-OH-OLA 329 272
. 31
N-oksit-OLA 329 213
10-N- 489 31
glukuronid 355
OLA-SG 618 489 31
LC-MS/MS’de izlenen reaksiyonlar (30)
OLA [M+H]™: 313— 256.2
N-desmetil-OLA [M+H]": 299 198.2
2-OH-OLA [M+H]": 329 272.2
N-oksit-OLA [M+H]*: 3295 213.2
10-N-glukuronid-OLA [M+H]": 489— 355.12
OLA-SG [M+H]": 618— 489

Total Iyon Analizi :

[100.000-700.000 Da]
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OLA-Nac Konjugatimin Analizi icin;

Yontem 1

Tablo 11.10. OLA-Nac mikrozomal inkiibasyonunda konjugat iiriiniiniin

saptanmasinda kullanilan SRM ydntemi

Madde Prekiirsor Parcalanma | Iyonizasyo
(m/z) Uriinii (M/z) | Enerjisi (V)
OLA-Nac 474 254 31
OLA-Nac 474 288 31
LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar (50)
OLA-Nac [M+H]":  474— 254
OLA-Nac [M+H]":  474— 288
OLA-Cys. Konjugatimin Analizi icin;
Yontem 1
Tablo 11.11. OLA-Cys mikrozomal inkiibasyonunda
saptanmasinda kullanilan SRM yo6ntemi
Madde Prekiirsor | Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
31
OLA-Cys 432 311
375 31
OLA-Cys 432

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar;

OLA-Cys [M+H]™:
OLA-Cys [M+H]™:

432— 311
432— 375

urininin
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Tablo 11.12. OLA mikrozomal inkiibasyon ¢alismalarinda kullanilan biitin SRM

yontemleri
Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii (M/z) Enerjisi (V)
OLA 313 256 31
N-desmetil 299 198 31
OLA
2-OH-OLA 329 272 31
N-oksit-OLA 329 213 31
10-N- 489 355 31
glukuronid
OLA-SG 618 489 31
OLA-Nac 474 254 31
OLA-Nac 474 288 31
OLA-Cys 432 311 31
OLA-Cys 432 375 31

Kiitle Spektrometresi Tune Ayarlari,
Tablo 11.13. OLA ¢alismalarinda kullanilan LC-MS/MS tune ayarlari

Parametre; Total iyon Analizi SRM Analizi
(+) iyonizasyon (Tune _30 05 (Tune _2013 03

2013) 11)

Spray Voltage 3000 3500

Vaporizer Temperature 350 350

Sheath Gas Pressure 60 60

Aux.Gas Pressure 20 12

Capillary Temperature 280 280

Capillary Ofset 35 35
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11.1.2.2.3. KLOZAPIN (KLZ) CALISMALARI
11.1.2.2.3.1. Klozapin Cevrim-ici Elektrokimyasal Hiicre Calismalari

Kapali sistemle gerceklestirilen KLZ caligmalarimizda ilacin sisteme verilisi
HPLC pompasiyla gerceklestirilmistir.

Literatlir aragtirmalart sonucunda 400 mV (51) ve 600 mV (17) potansiyel
uygulanmistir. Metabolit ¢ok reaktif oldugu i¢in, diger kapali sistem c¢alismalarindan

farkli olarak ila¢ ve GSH analitik hiicreden birlikte gecirilmistir.

Analiz kosullar1 asagidaki gibidir;

Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %699 d.su  %1ACN  9%0.2 Formik asit
Mobil Faz B: %99 ACN %1 d.su %0.2 Formik asit
Gradiyent Programu;

Omin — %0B

3min — %0B

20min — %100 B

22min — %0B

25min — %0

Kolon: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, 5 um 4,6x15 mm column
Enjeksiyon hacmi: 25 ul (LC-MS/MS)

Akus hazi: 0.7 ml/dk
PDA _deteksiyon: 254 nm (LC-MS/MS)
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Kullanilan LC-MS/MS Yoéntemleri
KLZ-SG Konjugatinin Analizi icin:

Yontem 1

Tablo 11.14. KLZ-SG-EK konjugat1 i¢in kullanilan SRM yo6ntemi

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonlasma

(m/z) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
KLZ 328 271 39
KLZ-SG 632 614 40
KLZ-SG 632 575 40
KLZ-SG 632 503 40
KLZ-SG 632 446 40
KLZ-SG 632 359 40
KLZ-SG 632 302 40

Yontem 1 icin LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar (17)
328 — 271

KLZ [M+H]":

KLZ-SG [M+H]™:
KLZ-SG [M+H]™:
KLZ-SG [M+H]™:
KLZ-SG [M+H]™:
KLZ-SG [M+H]™:
KLZ-SG [M+H]™:

Yontem 2: Bu yontemde

632 — 614
632 — 575
632 — 503
632 — 446
632 — 359
632 — 302

total iyon analizi ve SRM yontemleri ayni anda

izlenmistir. Bunun i¢in yontem kurulurken 2 tane scan event penceresi agilip birine

total iyon analiz kosullar1 girilirken digerine de SRM kosullart girilmistir.

Analiz kosullar1 asagidaki gibidir.
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Tablo 11.15. KLZ-SG-EK ¢alismasinda stabil metabolitlerin ve konjugat {irliniiniin

saptanmasinda kullanilan SRM yontemi

Madde Prekiirsor Par¢alanma Iyonlasma
(m/z) Uriinleri (m/z) Enerjisi (V)
KLZ 328 271 39
Nor-KLZ 313 192 52
Nor-KLZ 313 270 52
KLZ
. 343 192 55
N-oksit
KLZ
: 4 2
N-oksit 343 56 55
KLZ-SG 632 503 40
KLZ-SG 632 302 40

Yontem 2 icin LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar

KLZ [M+H]": 328271
Nor-KLZ [M+H]*: 313—192
Nor-KLZ [M+H]": 313—270
KLZ-N-oksit [M+H]": 3435192
KLZ-N-oksit [M+H]": 343256
KLZ-SG [M+H]": 632—503
KLZ-SG [M+H]": 632302
Total iyon Analizi: [100.000-700.000 Da]
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Tablo 11.16. KLZ-SG-EK ¢alismalarinda kullanilan biitiin SRM yontemleri

Prekiirsor Parcalanma iyonizasyon
Madde (m/z) Uriinii (M/z) Enerjisi (V)
KLZ 328 271 39
Nor-KLZ 313 192 52
Nor-KLZ 313 270 52
KLZ-N- 343 192 55
oksit
KLZ-N- 343 256 55
oksit
KLZ-SG 632 503 40
KLZ-SG 632 302 40
KLZ-SG 632 614 40
KLZ-SG 632 575 40
KLZ-SG 632 446 40
KLZ-SG 632 359 40

11.1.2.2.3.2. Klozapin Sican Karaciger Mikrozomlariyla inkiibasyon Calismalari

Calismalarmiz 250 pl’lik

inkiibasyon

hacminde

gerceklestirilmistir.

Inkiibasyonlar genellikle Aro ile indiiklenmis sigan karacifer mikrozomlariyla

yapilmistir.

Analiz kosullar1 asagidaki gibidir;
Mobil Fazlar

Mobil Faz A: %99d.su %1 ACN
Mobil Faz B: %99 ACN %1 d.su
Gradiyent Programi

Omin — %0B

3min — %0B

20min — %100 B

22min — %0B

25min — %0B

9%00.2 Formik asit
%0.2 Formik asit
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Kolon: Phenomenex, Inertsil, ODS-2 RP18, 5 um 4,6x15 mm column
Enjeksiyon hacmi: 50 ul (HPLC)
Enjeksiyon hacmi: 25 ul (LC/MS-MS)

Akis hazi: 0.7 ml/dk
UV deteksiyon: 254 nm
PDA deteksiyon: 254 nm

Kullanilan LC-MS/MS Yoéntemleri
KLZ-SG Konjugatinin Analizi icin:

Yontem 1: Bu yontemde total iyon analizi ve SRM yontemleri ayni anda
izlenmistir. Bunun i¢in yontem kurulurken 2 tane scan event penceresi agilip birine
Total iyon analiz kosullar girilirken digerine de SRM kosullar1 girilmistir.

Analiz kosullar asagidaki gibidir.

Tablo 11.17. KLZ-SG mikrozomal inkiibasyonunda stabil metabolitlerin ve

konjugat tiriiniiniin saptanmasinda kullanilan SRM yo6ntemi

Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/z) Uriinii(m/z) Enerjisi (V)
KLZ 328 271 39
Nor-KLZ 313 192 52
Nor-KLZ 313 270 52
KLZ
. 4 192
N-oksit 343 o >
KLZ
. 4 2
N-oksit 343 56 55
KLZ-SG 632 503 40
KLZ-SG 632 302 40

LC-MS/MS’ de izlenen reaksiyonlar

KLZ [M+H]": 328— 271
Nor-KLZ [M+H]": 313— 192
Nor-KLZ [M+H]": 313— 270
KLZ-N-oksit [M+H]": 343— 192
KLZ-N-oksit [M+H]": 343— 256
KLZ-SG [M+H]": 632— 503

35



KLZ-SG [M+H]":
Total fyon Analizi :

632— 302

[100.000-700.000 Da]

Tablo 11.18. KLZ-SG mikrozomal inkiibasyon ¢alismalarinda kullanilan biitiin SRM

yontemleri
Madde Prekiirsor Parcalanma Iyonizasyon
(m/2) Uriinii (m/z) Enerjisi (V)
KLZ 328 271 39
Nor-KLZ 313 192 52
Nor-KLZ 313 270 52
KLZ-N-oksit 343 192 55
KLZ-N-oksit 343 256 55
KLZ-SG 632 503 40
KLZ-SG 632 302 40

Kiitle Spektrometresi Tune Ayarlart,

Tablo 11.19. KLZ c¢alismalarinda kullanilan LC-MS/MS tune ayarlari

Parametre; Total Iyon Analizi SRM Analizi
(+) iyonizasyon (Tune _3005 (Tune _2013 03
2013) 11)
Spray Voltage 3000 3500
Vaporizer Temperature 350 350
Sheath Gas Pressure 60 60
Aux.Gas Pressure 20 12
Capillary Temperature 280 280
Capillary Ofset 35 35
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BOLUM I11
I11. BULGULAR
III.1.PARASETAMOL CALISMA SONUCLARI
II1.1.1.Parasetamoliin Dongiisel Voltametri (SV) Yontemiyle Oksidasyonu

Bu ¢aligmalarda SV yonteminde bazi degiskenlerin NAPQI-SG konjugat
olusumuna etkisi incelenmistir. Oncelikle GSH ortama PAR oksidasyonundan énce
ve sonra eklenmistir. GSH 6nce eklendiginde yiiksek miktarda konjugat olusumu

gbzlenmis, ancak sonra eklendiginde ¢ok diisiik miktarda olusmustur, sonuglar Sekil

I11.1°dedir.

VD A, Wavelength=264 nm (PARECOKSASIG 10002, 0)
WD A, Wavelength=254 nm (FARECOKSASIG10013.0)

mAL |

12353

= Parasetamol —
] Kirmiz1 : Oksidasyondan dnce GSH ilavesi
8- NAPQI-SG

konjugati Mavi  : OksidasyondansonraGSH ilavesi

10802
14382

| 1
i

§ | F | 0
5 0 15 20 25

Sekil III.1. SV yonteminde GSH un oksidasyondan dnce ya da sonra eklenmesinin

NAPQI-SG konjugati olusumuna etkisi (0.37 V).

Ardindan PAR c¢ozeltisine uygulanacak voltaj potansiyelinin etkisi arastirilmis
ve 0.2, 0.37 ve 0.6 V uygulanmustir. Sekil I11.2°de goriildiigi iizere en yliksek
konjugat olusumu, 0.6 V uygulandiginda elde edilmistir.
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VUVD A, Wavelength=254 nm (PARECOSWS1G10010.0
VWD A, Wavelength=264 nm (PARECOSWSIG10012.00)
VDA A, Wavelength=254 nm (FARECOSAVS1G 10010

maL g ﬁ
100: Y )
: Mavi :0,2V;5mM GSH; 300sn;3SV sonrasi
] Parasetamol
s NAPQI-SG — Kirmizi: 0,37 V; 5mM GSH; 300sn; 3SV sonrasi
konjugati .
. Yesil  :0,6 V; 5mM GSH; 300sn;3SV sonrasi
o
20— o] -
: g
o
10 12 19 15 12 |

Sekil II1.2.SV yonteminde uygulanan voltaj potansiyelinin NAPQI-SG konjugati

olusumuna etKkisi.
Daha sonra biyolojik yontemle (mikrozomal inkiibasyon) ve SV yontemle

tiretilen konjugat miktar1 kiyaslanmis, SV yonteminin bir {istiinliik saglamadigi

gozlenmistir (Sekil 111.3).

WD A, Wiavelength=254 nm (21022013% ARECOO4. [
VWD A, Wavelength=284 nm (21022012WARECO21 D)

Al

o
G
- i
I==1

Mavi  :Fb+GSH

| Kirmizi : Karisim 0,6V; 300sn;

oo 5mM GSH; 3 SV sonrast NAPQI-SG Parasetamol
1 konjugati

E——

20—

[ I | l | l
2 Q 10 11 1z 12

Sekil IT1.3. Mikrozomal ve elektrokimyasal yolla (SV) iiretilen NAPQI-SG
konjugatina ait HPLC-UV kromatogramlari (254 nm). 0.5 mM parasetamol
¢ozeltisi+5SmM GSH, SV yontemde 0.6 V, 300 sn; 3SV

Sekil I11.4 ve IIL.5 her iki yolla tiretilen konjugatlarin LC-MS/MS SRM

analizine ait kromatogram ve kiitle spektrumlarini1 géstermektedir.

38



G calibun dmikrarof_

3/28/2013 6:1 3:58 PM

RT:0.00- 2000
100

Relative Abundance

0.33 085 127 155

256 279
T

8.73

NAPQI-SG

£

363 431 482 5.03 545 586 630 7.3 301 914 997 1090 1119 1176 1248 1370 1401 1474
T T

1568

1677 1739 17.83 1841
T

ML
23864
TIC MS
mikrarofl_

19.48

T T
1 2

T T T
s

T T T T T
11 13 14 18

m_lé

3 4 [ 10

Time (mir)

12

100

Relative Abundance

mikrarol_ #5377 RT: 871 AV 1 ML 1.21E4
T+ ¢ ESI SRW ms2 457.000 [327.999-328 001, 381.993-382.001]

(e}

o™

HN

YH

o

H3C

S
\Q H
m/z328
OH

38200

m/z382
o

O

OH

NH,

N O

m/z 457
[M+H*

0 T
327.8980

Annasanae:
327.9995

Anasasses: T T T T
328.0000 328.0005 320.3EM09990 381.9995
miz

Assasiasas:
382.0000

Ansassasas:
382.0005

1
3820010

Sekil I11.4. Fenobarbitalle indiiklenmis sican mikrozomlar1 araciligi ile iiretilen
NAPQI-SG konjugatina ait LC-MS/MS, SRM kromatogrami ve izlenen kiitle
doniisiimleri (m/z 457 [M+H]"; m/z 328 ve 382).
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Sekil IIL.5. SV yontemiyle iiretilmis NAPQI-SG konjugatina ait LC-MS/MS; SRM

kromatogrami ve izlenen kiitle doniisiimlerinin spektrumu (m/z 457 [M+H]"; m/z

328, 382). 0.5 mM parasetamol + 5mM GSH (0.60 V; 300 sn; 3 SV sonrasi).
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I11.1.2.Parasetamoliin Cevrim-i¢ci EK Yontemle Oksidasyonu

SV yonteminde mikrozomal yolla iiretilen konjugat miktarina gore bir tstiinliik
saglanamadig1 icin elektrokimyasal yol olarak ikinci bir yontem denenmistir. Bu
yontem, kapali sistem olarak adlandirilan ve maddelerin redoks potansiyellerine gore
hem nitel, hem de nicel analizin yapilabildigi HPLC-elektrokimyasal detektoriin
(EK) kullanildigi yontemdir. Detektoriin HPLC eliientine oksidasyon uygulanan
guard hiicresi araciligr ile siirekli bir voltaj potansiyeli uygulamak miimkiindiir.
Kurdugumuz yontemde guard hiicre igerisinden gecirilen PAR ¢ozeltisine kontrollii
bir sekilde 0.6 V potansiyel uygulanmis, hiicreden ¢ikan ve oksidasyon iiriin(ler)ini
tagiyan eliient, GSH iceren ¢ozelti i¢ine damlatilarak olugsmasi muhtemel elektrofilik
metabolitlerin GSH ile konjuge olmasi saglanmistir. Sekil 111.6, 0.6 V potansiyel

uygulanmis ve GSH c¢ozeltisi i¢ine damlatilmis PAR ¢ozeltisine ait sonuglar

gostermektedir.
VD1 A Wavelength=254 nm (12032013WFARECKO0.D)
VWD A Wavelength=254 nm (B032013S1610003.0)
VWD A Wavelength=254 nm (B0320131S1610004.0)
VWD A, Wavelength=254 nm (B032013AS1610006.0)
mALl
140
] Kirmizi : PAR-25uM
] Parasetamol Mavi  :PAR+0,6V+GSH; Lyflze-kons.
1 NAPQI-GSH Yesil  : PAR+0,6V+GSH;ink. 6ncesi
ool konjugati Pembe :PAR+0,6V+GSH;ink. sonrasi
1 ——
] &
80— o

§ | 7 | | l
a 10 1 12 13 14 min

Sekil I11.6. 25 uM Parasetamoliin EK detektérde 0.6 V uygulanarak yiikseltgenip
62.5 mM GSH ile karistirilmasi sonucu olusan 6rnegin; inkiibasyon dncesi-sonrasi ve

liyofilize-konsantre hallerine ait kromatogram

GSH ¢ozeltisi igine damlatilan eliient hemen (yesil iz) ve 37°C’de 10 dk
inkiibasyon sonrasinda (pembe iz) HPLC-UYV ile analiz edilmistir. Her iki NAPQI-
SG konjugatina ait pik alanlarinin esit olmasi, ortamda olusan NAPQI’in GSH ile
inkiibasyon gerektirmeden aninda konjuge oldugunu gostermektedir.

Sekil 1IIL.7, EK detektdor yontemi ve SV yonteminin kiyaslamasini
gostermektedir. EK detektorde 0.6 V potansiyel uygulanan 25 pM PAR ¢ozeltisinin
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62.5 mM GSH ¢ozeltisi icine damlatilmasiyla olusturulan ve liyofilize edilen
konjugat piki (yesil iz), SV yonteminde ise 0.6 V potansiyel uygulanan 500 uM PAR
¢oOzeltisinin 5 mM GSH ile birlikte okside edilmesi sonucu olusan konjugat pikine ait

kromatogram goriilmektedir (mavi iz).

WD A, Wavelength=254 nm (21022013WPARECO31 D)
WD A, Wavelength=254 nm (203201345 1510004, [
WD A, Wavelength=254 nm (12032013\PARECKO0.D)

mAL
B 3 Mavi  :PAR+5mM GSH+0,6V;300sn; 3SV sonrasi
] Kirmizi  : PAR+0,6 V+GSH; ink. 6ncesi
: NAPQI-SG Yesil : PAR+0,6V+GSH; Lyflze-kons.
00| konjugati
-] 3 Parasetamol
1 NAPQI-SG s
] konjugati
o
o /\Ei\ -
] 9 : 3
o g A G S
_ s 10 1 12 13 1% min

Sekil IIL.7. EK ve SV yontemle olusturulan NAPQI-SG konjugatina ait HPLC-UV
pikleri

Her iki yontemde PAR ve GSH konsantrasyonlarinin farkli olmasinin nedeni, 2
ayr1 yontemde konjugat olusumu agisindan daha dnce belirlenen optimum kosullar
nedeniyledir. Sekil II1.8’de ise EK, SV ve mikrozomal inkiibasyon sonucu olusan

konjugat pikleri gosterilmistir.

WD A, Wiavelength=269 nm (21022013WPARECOO04.0)
VDA A, Wavelength=254 nm (2102201 3P ARECO31.0)
WD A, Wiavelength=2869 nm (12032013 ARECKOO. D)

mAL %
] 3 . Mavi  :Fb+GSH,mikrozom
] NAPQI'GSH Kirmizi : PAR+5mM GSH+O,6V,3003”,
] konjugatt 3SV sonrast
| Yesil  : PAR+0,6V+GSH; Lyflze-kons.
100 ——
BD—-
| NAPQI-SG Parasetamol
B0 konjugat1 —
- & o
x- 2 § ;E
| T
o
5 7 g s 1 1 1z 13 14 15 min

Sekil I11.8. SV yontem, EK yontem ve fenobarbital-indiiklenmis sigan mikrozomlar1
aracilikli olusturulan NAPQI-SG konjugatina ait HPLC-UV kromatogramlari. Her ii¢

ornek, analiz oncesi liyofilize edilerek konsantre edilmistir.
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Sekil II1.9. EK yontemde 0.6 V uygulanarak okside edilen ve GSH ¢d6zeltisi icine
elde NAPQI-SG 6rneginin LC-MS/MS  analizine ait
kromatogram ve kiitle Ustteki

damlatilarak edilen

spektrumlari. kromatogramda konjugat piki
gozlenmemesine karsin pozitif ESI’da konjugatin molekiiler iyonu olan m/z 457
([M+H]"), 8.95. dakikada belirlenmistir. Bu molekiiler iyonun ekstrakte edilmesi
sonucu asagidaki ekstrakte iyon kromatogrami (XIC) kromatogrami ve konjugatin

hem piki, hem de QIMS spektrumu elde edilmistir.
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111.1.2.1. Voltaj Potansiyelinin NAPQI-SG Konjugati Olusumuna Etkisinin
incellenmesi

600 mV ile yapilan ¢alismadaki konjugat olusumu LC tandem MS cihazinda
secilmis SRM analiz teknigiyle incelenmis ve konjugat olusumu alikonma zaman
8.66 dk.’da olan ve pozitif ESI’da molekiiler iyonu ([M+H]") olan parasetamol piki
gozlenmistir (Sekil 111.10).

T FPARES CUUREEEESL

z
Time k)

T k)

Sekil I11.10. Voltaj potansiyelinin NAPQI-SG olusumu iizerine etkisini gosteren LC-
MS/MS, SRM kromatogramlart. A: 200 mV; B: 400 mV; C: 600 mV; D: 800 mV;
E: 1200 mV.
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111.1.2.2. Ortam pH Degerinin NAPQI-SG Konjugati Olusumuna Etkisinin

Incelenmesi

pH 8.5 ile yapilan galigmadaki konjugat olusumu LC tandem MS cihazinda

secilmis full analiz teknigiyle incelenmis ve konjugat olusumu alikonma zamani 8,66

dk.’da olan ve pozitif ESI’da molekiiler iyonu ([M+H]+) m/z 456,78 gbzlenmistir

(Sekil II1.11). MS2 analizinde bu molekiiler iyonun iiriinleri olan iyonlar arastirilmis,

GSH konjugatlarinin karakteristik fragmentleri olan m/z 129 noétral kopma

(piroglutamik asit) ve m/z 75 kopmasi sonucu olusan sirasiyla 382 ve 328 kiitleli

iyonlar, iiriin iyonlar (product ion) olarak seg¢ilmistir.
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Sekil II1.11. Ortam pH degerinin NAPQI-SG olusumu iizerine etkisini gosteren total

iyon kromatogramlari. A: pH 6.50; B: pH 7.40; C: pH 8.50.
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111.1.2.3. GSH Konsantrasyonunun NAPQI-SG Konjugati Olusumuna Etkisinin
Incelenmesi

250 mM GSH konsantrasyonu ile yapilan ¢alismadaki konjugat olusumu LC
tandem MS cihazinda secilmis SRM analiz teknigiyle incelenmis ve konjugat
olusumu alikonma zamani 8.76 dk.’da olan ve pozitif ESI’da molekiiler iyonu

([M+H]+) olan parasetamol piki gozlenmistir (Sekil 111.12).
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Sekil I11.12. GSH konsantrasyonunun NAPQI-SG olusumu {izerine etkisini gosteren
LC-MS/MS, SRM kromatogramlari. A: 10mM GSH; B: 25 mM GSH; C: 62.5 mM
GSH; D: 100 mM GSH; E: 250 mM GSH
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Reaksiyon ortami pH degeri, GSH konsantrasyonu ve uygulanan voltaj

degerinin NAPQI-SG olusumu iizerine etkileri, Sekil II.13-15 arasinda

karsilastirmali olarak ¢ubuk grafik seklinde gosterilmistir.

160 -

Pik Alani

200 400 600 800 1200
Voltaj Potansiyeli (mV)

Sekil 111.13. Voltaj potansiyelinin NAPQI-SG olusumuna etkisi

Pik Alam

10 25 62,5 100 250

Konsantrasyon (mM)

Sekil 111.14. GSH konsantrasyonunun NAPQI-SG olusumuna etkisi

7000 4
6000 -
5000

4000

Pik Alam

3000 -

2000 -

0 T

pH 6,5 pH 7,4 pH 8,5

Sekil 111.15. Ortam pH’sinin NAPQI-SG olusumuna etkisi

En yiiksek NAPQI-SG konjugat olusumu 0.6 V potansiyel, 250 mM GSH

ve pH 8.50’de gozlenmistir.
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III.1.3. NAPQPI’in GSH Disi Niikleofilik Bilesiklerle Konjugatinin
Olusturulmasi

NAPQI’in diger niikleofilik bilesikler olarak secilen Cys, Nac ve KCN ile
reaksiyon verip vermedigini arastirmak iizere EC yontem uygulanmis, Cys ve Nac
konjugatlar1 olusurken KCN ile herhangi bir konjugat olusumu gozlenmemistir

(Sekil TI1.16).

WD A, Wavelength=254 nm (19031244515 10002. )
WD A, Wavelength=254 nm (19031344515 10003, [
WD A, Wfavelength=254 nm (1803134513 10004 D)

PAR Mavi  :PAR+0,6 V+Nac
— Yesil PAR+0,6 V+Cy5
Kirmiz1 : PAR+0,6 V+KCN
NAPQI-Cys
Konjugati
NAPQI-Nac
Konjugati

I )
75 0 125 15 17.5 20 22.5m

Sekil II1.16. EC yontemde PAR oksidasyonu ve Cys, Nac ve KCN ile reaksiyonu
sonucu elde edilen 6rneklere ait HPLC-UV (254 nm) kromatogramlari.
Sekil II1.17, NAPQI-Cys konjugatinin LC-MS/MS analiz sonucunu gostermektedir.

Cibdealibut. INAP Q-Cys 32002013 350:32 PM
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Sekil III.17. NAPQI-Cys konjugatinin +ESI-total iyon analizi. m/z 271 (270.73,
[M+H]")
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I11.2.0LANZAPIN CALISMA SONUCLARI

111.2.1. Olanzapinin Cevrim-ici EK Yontemle GSH Konjugatinin
Olusturulmasi

Olanzapinin (OLA) oksidasyon sonucu GSH ile konjugat olusturabilecek
metabolitlerini aragtirmak tlizere 25 uM OLA EC yontemde 0.6 ve 1.2 V uygulamasi
ile okside edildi ve 62.5 mM GSH igeren ¢ozelti igine toplandi. Sekil II1.18, bu

deneylerin HPLC-UV analizi sonuglarin1 géstermektedir.

WD A, Wavelength=264 nm (1903201315 1G10002 07
WD A, Wavelength=254 nm (1903201345 1310005.0)
WD A, Wavelzngth=254 nm (1903201345 1510005.0)

Mavi :Olanzapin ¢ozeltisi
Kirmizi : Olanzapin+0,6V+GSH
Yesil  :Olanzapin+1,2V+GSH

Olanzapin

——

] OLA-SG
-] konjugati

34968

= + F @ . o ]
g o B % @ 5 @ =
g 4 oo E 2 Eﬁg % § @ b o g
] - o i S @ Soo T W Il ] =) e -
22 T o
0 ke = I 11
T T T T T ! T T T
4 & g 10 12 14 15 13 20min

Sekil I11.18. Olanzapinin EC yontemde 0.6 V ve 1.2 V uygulanarak oksidasyonunu
takiben 62.5 mM GSH ile karistirilmasi sonucu olusan 6rneklerin HPLC-UV analizi

(254 nm) kromatogramlari.

Kirmizi iz ile gosterilen 0.6 V uygulanmis OLA orneginde 9.5 ve 12.7.
dk.’larda, mavi iz ile gosterilen okside edilmemis OLA c¢ozeltisine ait
kromatogramda olmayan 2 pik gbzlenmistir. Buna karsin 1.2 V uygulanan 6rnekte
herhangi bir pik gozlenmemistir. HPLC sonuglarina gére OLA’in %100 okside
oldugu goriilmektedir. OLA piki tamamen yok olmus, onun hemen 0.5 dk. dncesinde
de konjugata ait oldugu diisiiniilen bir pik gézlenmistir (Sekil II1.18). Ayn1 6rneklerin
+ESI-full MS analizinde 6ncelikle okside olmamis OLA analiz edilmis ve Sekil
I1.19°daki kromatogram, OLA’e ait molekiiler iyon olan m/z 313 ([M+H]") ve

fragmentleri gozlenmistir.
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Sekil IIL.19. 195 pg olanzapin’e ait +ESI-total iyon kromatogram ve Kkiitle
spektrumu. Gézlenen kiitleler; [M+H]" = m/z 312.76.

Ardindan 0.6 ve 1.2 V uygulama sonucu okside edilen drnekler +ESI-MS’de
analiz edilmis ve HPLC anlizini destekler sekilde 0.6 V ile okside edilen Ornekte
OLA-SG konjugatinin kiitlesi ile uyumlu pik gozlenmistir (Sekil I11.20).
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Sekil IT1.20. OLA-SG (600 mV-20dk+azot altinda yogunlastirma) konjugatina ait
Q1 MS total iyon, PDA kromatogramlar1 ve kiitle spektrumu. Beklenen [M+H]" m/z
olan 618 (617.73) gézlenmistir.
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Ardindan hassasiyeti artirmak amaciyla OLA-SG konjugati i¢in SRM
yontemi kurulmus ve OLA’in oksidasyonu sonucu elde edilen konjugat analiz
edilmistir, sekil II1.21 total iyon kromatogrami, aranan kiitle dontistimleri olan m/z
618; m/z 489 ve m/z 543 SRM kromatogramlar1 ve PDA (photodiode array)

kromatogramini, ayrica m/z 489 kiitle spektrumunu gostermektedir.
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Sekil I11.21. OLA-SG (600mV-20dk+azot) konjugatina ait SRM, PDA
kromatogramlari ve kiitle spektrumu. [OLA-SG Rt:7.96 [M+H]": 618—489, 543]
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I11.2.2. Olanzapinin Cevrim-ici EK Yontemle GSH Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle

Konjugatimn Olusturulmasi

GSH’un yani1 sira OLA’in -Nac ve -Cys konjugatlar1 da olusturulmus ve analiz

edilmistir (Sekil I1.22, Sekil I11.23 ve Sekil 111.24).

OLA-Nac-EK Konjugati
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Sekil I11.22. 100 uM OLA-Nac (Analitik Hiicre-600mV) konjugatina ait +ESI-total

iyon, PDA kromatogramlari ve kiitle spektrumu. [OLA-Nac [M+H]": 474]

GSH konjugatina benzer sekilde Nac konjugati i¢in de ileri calismalarda

uygulanmak amaciyla SRM yontemi kurulmus ve asagidaki kromatogramlar ve kiitle

spektrumlari elde edilmistir (Sekil 111.23)
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Clralibunt, MOLA-MAC-12111 2DEMEY-ERM 1118/2013 72244 PM
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Sekil 111.23. 100 uM OLA-Nac (Analitik Hiicre-600mV) konjugatina ait SRM, PDA

kromatogramlari ve kiitle spektrumlari. [OLA-NAC [M+H]": 474—345, 314, 288, 254, 245,
84].
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OLA-Cys-EK Konjugati
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Sekil 111.24. 100 uM OLA-Cys (Analitik Hiicre -600mV) konjugatina ait +ESI-total

iyon, PDA kromatogramlari ve kiitle spektrumu [OLA-Cys [M+H]": 432].
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Sekil IIL.25. 100 uM OLA-Cys (Analitik Hiicre

-600 mV) konjugatina ait SRM,

PDA kromatogramlari ve kiitle spektrumu [OLA-Cys [M+H]": 432,14—375, 343, 311].
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111.2.3. Olanzapinin Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH

Konjugatinin Olusturulmasi

OLA, ARO ile indiiklenmis sican karaciger mikrozomlariyla inkiibe edilerek

GSH konjugatinin yaninda literatiirde bilinen metabolitlerinin olusumu analiz

edilmigtir. Sekil II1.26 ortama NADPH eklendiginde, sekil II1.27 ise NADPH

eklenmedigi durumdaki kiitle doniisimii kromatogramlarini gostermektedir. NADPH

olmayan ortamda daha diisiik diizeyde olmasina karsin GSH konjugati dahil tiim

metabolitlerin olustugu gozlenmistir.
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Sekil 1I1.26. 100 uM OLA-RLM (+NADPH) inkiibasyonundaki OLA, OLA stabil

metabolitleri ve OLA-SG konjugatina ait SRM, PDA kromatogramlar1 ve kiitle

spektrumu. OLA [M+H]": 313.4—256.2 , Rt:8.18; N-desmetil-OLA [M+H]": 299.4—198.2
Rt:8.06; 2-OH-OLA [M+H]": 329.4—272.2,

Rt:8.52; 10-N-glucronide-OLA [M+H]": 489—355.12,

618—489, Rt:8.04

Rt:7.88; N-oxide-OLA; [M+H]": 329.4—-213.2,

Rt:1.56/2.51 (?); OLA-SG

[M+H]"
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OLA-SG-INK-KONT-1501 1 4-deney 1152014 4:15:22 P
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4 1.3 Sl 466 583 BES 710 B8.48 933 1060 1166 1240 1314 15051590  17.27 1844 1850 2035 21.94 2247 2385 24.59
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Sekil II1.27. 100 uM OLA-RLM (-NADPH) inkiibasyonundaki OLA, OLA stabil
metabolitleri ve OLA-SG konjugatina ait SRM, PDA kromatogramlart ve kiitle

spektrumu OLA [M+H]": 313.4—256.2, Rt:8.18; N-desmetil-OLA [M+H]": 299.4—198.2
Rt:8.06; 2-OH-OLA [M+H]": 329.4—-272,2, Rt:7.88; N-oxide-OLA [M+H]": 329.4—213.2, Rt:8.52;
10-N-glucronide-OLA [M+H]": 489—355.12, Rt:1.56; OLA-SG [M+H]": 618—489, Rt:8.04
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111.2.4. Olanzapinin Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH
Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle Konjugatinin Olusturulmasi

OLA-Nac- Mikrozomal inkiibasyonu

Sekil I11.28, OLA reaktif metabolitinin -Nac konjugatin1 géstermektedir.

OLANAC-INK+NADPH-15011 4tieneyi 17162014 4:41:22 PM
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Sekil II1.28. 100 uM OLA-RLM (+NADPH) inkiibasyonundaki OLA-Nac

konjugatina ait SRM ve PDA kromatogramlari ve kiitle spektrumu. OLA-Nac [M+H]™:
474—254, Rt:8.45; OLA-Nac [M+H]": 474—288, Rt:8.45
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OLANAC-INK-KONT-150114-deneyi 1152014 5:07:22 PM

RT:0.00-26.00 SM: 116

249 ML 5T1E3
100 869 075 TIC MS OLA-NAC-INK-KONT-15011 d-deneyi
& 812
074 143 245 302 487 613 631 188 1060 1194 1305 1430 1540 1681 1615 1902 3008 2214 2264 2314 2408
100 948 078 ML 4.18E3
Base Peak iz 253.50-254.50 F. + ¢ ESI 6RM
52 474,000 [263 88-264.001,
50 OLA-Nac — 287.999-288.001] M8
812 CNAC-INKKONT- ¥
118 151 242 307 420 487 B24 755 - 1053 11899 1353 1468 1503 1691 1769 1885 03 2183 7314 2311 ass O RCTCKONTASD édeney
100 68 ML 4.62E3
Base Peak miz= 267.50.288.50 F. + ¢ ESI SRM
- ms2 474000 [253.833-264.001,
50 OLA-Nac > 267.999-288.001] M8
312 975 CAC-INKICONT- §
067 145 282 373 47 610 638 785 1 G047 1081 1305 1439 1543 1660 1810 1905 1982 2133 2264 2348 40 O o NKKONTIENTTEdeney
BT ML 267E5
Total Sean PDA
— 200000 OLANAC-INKKONT-150114-teneyi
S 100000
o 11.98 1294 1378 1431 1647 16.66 18.14 2030 2152 2246 2291
) 05 1198 1204
RN NN R R R Ama!
o 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 1" 12 13 14 18 16 17 18 18 20 21 22 23 24 26
Time (min)
OLANAC-NKKONT-1501 14-deneyi #253 RT. 848 AV 1 NL 6.30E3
F. + ¢ ESI SRM ms2 474.000 [253.633-354.001, 267.838-288.001] CH
1005 354.00 o3
3 N m/z 474
o] q ) [M+H"]
80 N
E m/z 286+2H =288
[E N=
§ 60 /3
£ 509 S N S CH3 288.00
= ang
g 3
g OH
E N0 miz2s2+2H=254
2] O H
I
o 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 T T T T T T T T T T
2538080 2533095 2540000 2540005 254 MEM3990 287.2005 288.0000 286.0005 268.0010
iz miz

Sekil II129. 100 uM OLA-RLM (-NADPH)

inkiibasyonundaki OLA-Nac

konjugatina ait SRM, PDA kromatogramlar1 ve kiitle spektrumu. OLA-Nac [M+H]":

474—254, Rt:8.46; OLA-Nac [M+H]": 474—288, Rt:8.69.

OLA-Cys-Mikrozomal inkiibasyonu

OLA-CYS-INK+NADPH-15011 4deneyi 111512014 5:3322 PM

RT:0.00-2500 SM 116

100 450 NL 3.02E4
TIC MS OLA-CYS-INK+NADPH-150114deneyi
50
235 216 745 785
101 151 515 976 1006 1107 1191 1235 14.26 14.99 1690 19415  19.39 2036 2173 2294 2378
NL 25664
- EXE] D)
L OLA-Cys Base Peak miz= 310.50-311.50 F: + ¢ EGI SRM
< 7 Yy 10152 432140 [310.999-311.001,
50 235 318 s 974.999-375.001] M3
0.98 151 819 826 1006 1107 1204 1335 1436 1586 16.64 17.11 1815 1979 2038 2173 2267 2378 OLACYS-INKNADPH-15011ddeneyi
ML 7.36E3
100 el
L OLA-Cys Base Feak miz= 374.50-375.50 F: + ¢ ES| SRM
Yy ms2 432140 (310.999-311.001,
50 374.990-375.001] MS
1o 1es ass 2 879 939 1067 1181 1261 1412 14.99 1677 1750 1589 2090 2140 zpee  gaqr  CTOTEINKNADPRASDTIEned
EEE] NL 27565
Total Scan PDA
—, 200000 311 OLA-GYE-NK+ NADPH-1 5011 ddeneyi
ES 225 8,60
100000 2280
/ 600 6.45 787 1053 1194 1272 1372 1543 1702 1768 21.00 2160
e R T T T T T T T T o R
[ 2 3 4 5 8 7 &8 9 10 1 1z 4 15 1@ 17 18 18 0 1 2z 2% 24 18
Time (min)
OLA-CYE-INK+#MNADPH-150114deneyi #235 RT: 7.85 Av:1 ML 1.22E4 -
Fr+c ESISRM ms2 432,140 (310.909-311.001, 374.996-375.001]
100 m/z 432 e
] 1+
an m/z 375 M+H']
60
709
IV N=
g o0
Z 50 m/z 311 N S\
= ] o ‘
I &
0] (o] N
20 N
" a11.00
o 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 T T T T T T T T T
3109980 310.9995 311.0000 311.0005 1. ER09G90 3749085 375.0000 375.0005 375.0010
miz miz

Sekil II1.30. 100 puM OLA-RLM (+NADPH) inkiibasyonundaki OLA-Cys

konjugatina ait SRM, PDA kromatogramlar1 ve kiitle spektrumu. OLA-Cys [M+H]":

432.14—311, Rt:4.63; 5.64; 7.45 (?); OLA-Cys [M+H]": 432.14—375, Rt:4.56; 5.60; 7.85 (?)
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OLACYS-INK-KONT-15011 d-deneyi 1152014 55932 PM

RT:0.00-26.00 SM: 116

564 1811 ML 4.10E2
100 151 460 TIC M3 OLA-CYS-INK-KONT-150114-deneyi
235 7.85 912
T4
5 312 B 13.20 1855 1852 o045
054 9.59 1050 11,64 1238 1493 1707 1734 < UBE 22 gya e
100 151 son 8 n TEAT L 36562
450 7 _ Base Peak miz= 310.50-311.50 F: + ¢ EGI SRM
238 2 £ OLA-Cys 1052 432.140 (310.999-311.001,
" a2 i 1258 18591952 9016 91 g3 g&feémﬁknggrﬂiﬁmu d
0.64 812 aps  11.34 1211 1282 1647 1707 17.34 A0 2187 9394 g5 OO TEIETENE deneyt
100 785 NL 25962
7 Base Peak miz= 374.50-375.50 F: + ¢ ESI SRM
é'—OLA-CyS ms3 432140 (310.888-311.001,
50 ot 374.990-375.001] M8
084 151 249 312 33 05 611 741 ) | 859 5731050 1104 1238 1353 1486 1630 4741 1861 1218 2120 2224 1294 gyyy  OLACYSINGKONTASOI14-deney
EEH] NL 291E5
Total Sean PDA
= 200000 312 OLA-CYE-INKKONT-15011 4-deneyi
E 224
= 100000
J\L_L‘oﬂ 613 753 9.00 1009 10.89 11.79 1296 1372 1547 1685 1758 1964 2023 7153 7254 2291
e T T I T A T e T T e e e e e
o 1 2 3 4 & 6 7 g a 1o 1" 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25
Time {min}
QLA CYS-INK-KONT-15011d-deneyi 235 RT: 785 AV 1 NL 3.54E2 —
Fr+c ESISRM ms2 433,140 [310.999-311.001, 374.986-375.001]
100 m/z 432 375.00
] +
E mizars [M+H]
a0 % N
60 N
m/z 311@[st\ﬁ\
|
OJ\' S
20 N
10
E 311.00
e s S A R BNt SRR AR e A s T A A A R SRR g A e g
3109980 310.9995 311.0000 311.0005 1. ER09G90 3749085 375.0000 375.0005 375.0010
iz iz

Sekil III.31. 100uM OLA-RLM (-NADPH) inkiibasyonundaki OLA-Cys

konjugatina ait SRM ve PDA kromatogramlar ve kiitle spektrumu. OLA-Cys [M+H]":
432.14—311, Rt:4.80; 5.64; 7.41 (?); OLA-Cys [M+H]": 432.14—375, Rt:7.85 (?

I11.3. KLOZAPIN CALISMA SONUCLARI

111.3.1. Klozapinin Cevrim-i¢i EK Yontemle GSH Konjugatinin Olusturulmasi
Klozapin (KLZ), EK yontemde 400 ve 600 mV uygulama yapilarak okside

edilmis ve {riin olusumu incelenmistir. Asagida Sekillll.32 ve 33°de 400 mV

uygulama sonugclar1 verilmistir, 600 mV’da metabolitler olusmasina karsin ¢cok daha

diisiik diizeyde kaldigindan dolay1 sonuglar gosterilmemistir.
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CLZ-8G-EC-400my-12051 4deneyi FI22014 T:52:35 PM

RT:0.00-24.88 8M: 86
NL 32384

100 H
TIC M5 CLZ 56-EC-400my- 1206 14deneyt
30.35 281 348 654 T4 gzi,f\j\ 0.84 12,90 1504 12,60 10.64 20.57 22.00
3 WL 23184
100 KLZ TIC F: + oESI SRM ms2 326 000 [270.795-270.801] MS CLZ56-EC-400m\-1205 ddeneyi
3085 277 576 fif4 828 /(\\ 11 1407 1507 1036 2025 2780
67 WL 12060
100 971 1724 2292 Buase Fes miz= 5137061470 F:+ o ES| SRM ms2 632 300 [301 888302 001, 355 605355 (01, 445.095.446 101, 503 088503101,
047 214 575.000675.101, 614.190-614.201] MS CLZ-S6-EC-400mV-120514deneyi
L 131e2
wu KLZ-SG Base Foak miz= 5745067560 F: + o ESI SRM me2 632 300 [301,006.302 001, 358 600,350 00 1, 446.005.446.101, 503.008.503.101,
in 29 242 473 583 747 12.06 1461 15080 1584 2082 7285 24 41 575092875101, 814.199-614.201] MS CLZ-SE-EC-400mV1205 14dansyi
WL 107
100 KLZ-SG ase Peds miz= 502.00-503 60 F: + ¢ E51 SRW ms2 632,200 [301.099-302,001, 358 099-360,001, 440.009-940.101, 60%.009-502.101,
012 225 377 591 672 84 )\ 10T IS0 1390 1660 1834 2000 1338 24,50 DRI 01, 61515514201 S CLESEELA00m 20 dene
o5 WL 150
= Base Pad miz= 445.50-448.60 F: + ¢ ESI SRM mz2 532,700 [301.009-302,001, 356 999-350 001, 445.099-998.101, §02.099-502.101,
w25 sar 92 {\ KLZSG 1520 1oa7 1972 22.85 24,53 575005575, 101, B14.160.614.201] WS CL2. 56 EC.400m\: 1205 1adanayi
364 WL 12080
100 KLZ-SG Base ek miz= 355.60:350 50 1+ ¢ EGI SRM me2 632 300 (301 G98-302 001, 355 888-358 001, 446.088-448 101, 503.008.503.101,
WL 3455
LZ-SG Base Peak miz= 301.50-202.60 F: + o ES| SAM ms2 632 300 [301.898-302.001, 356 G88.350.001, 446.099-446.101, 503.009-503.101,
3&18 ZED 335 445 508 686 860 A 1D 52 1208 13 51 16.03 17 27 18 72 2136 2317 S7E.099675.101, 514.198.514.201] MS CLZSG-EC-400mY- 1205 14deneyi
[BARSRARSRARNRRRN RN T T T T
4 ] 8 1EI 12 N 16 EEI 22 24
Time (min)
CLZ-5G-EC-400mV-120514deneyi #544 RT. 9.64 AV: 1 NL 5.03E4 NH;
F:+ CESISRMms2 632.300 [301.999-302.001, 358.999-359.001, 446.099-446.101, 503.093-503.101, 575.093-575.101, 614.199-614.201] OH.
100
m/z614
° o]
o N NH miz 501+2H=503
N
3
2 m/z 357+2H=35
ES
Z
£ 350,00 miz 302 B
& cr N
N
miz 446
4\ - Glutamik asit
N,
w510 Scw,  miz 574+1H=575
50310
57510 B14.20
e Wl e e e Bl e e e e e e
301.999 302.000 302.883.999 359.000 359.448.099 446.100 446.503.099 503.100 503.585.099 575100 614.200
miz miz miz miz miz miz
CLZ-8G-EC-400my-12051 4deneyi TIZI2014 76235 PM
RT:0.00- 2408 &M 8G
100 967 ML 3.23E4
TIC MS CLZ-SG-EC-400rmV-120514deneyi
A0 1017
9.49
0.86 221 2.81 331 476 573 686 764 935 10.70 11.87 12.90 14.11 1504 17.27 18.69 19.54 20.36 23243 22.99 2413
100 10.20 ML 2.31E4
TIC F: + ¢ ESISRM ms2 326.000 [270.799-270.801] MS
KLZ CLZ-3G-EC-400rmv-120514deneyi
A0
0.86 1.64 277 3.34 476 676 6.54 726 8.28 008 1142 1200 14.07 1507 1613 1848 10.58 20.25 2343 2299 2308
100 2001 ML 1.29E1
Base Peak miz= 612.70-614.70F. + ¢ ESI SRM ms2 632,300
20688 22.92 [301.999-302 001, 358 809-350.001, 446 050-446.101,

503.099-503.101, 575.099-575101, 614.199-614.201] MS
2480 ¢| 7.56-EC-400rmv-120514deneyi

971 gog

11.63 1244 1504 1596 16.21

214 438 5.5 686 7.88 857

347

ML 1.31E2

2 (X2
5" Base Peak miz= 574.60-575.60 F: + ¢ ES| SRM ms2 632,300
5 _ [301.509-302 001, 355.000-350.001, 446.000-445.101,
25 KLZ-SG 503.099-503.101, 575.009-575.101, 514.190-614.201] WS
B CLZ-5G-EC-400rV-120814deheyi
E 029 111 242 303 473 598 6.3 747 857 1045 1205 1284 1481 1485 1638 18.84 20,82 2285 2441
@mu 964 NL 1.07E3
Base Peak miz= 502.60-602.60 F: + ¢ ES SAM ms2 §32.300
[301.999-302 001, 368900360001, 446.009-446.101,
a0 KLZ-SG 503.058-503.1 01, 5T5.000-575.101, 51410061 4.201] MS
CLZ-5G-EC-400rV-12081 ddeneyi
012 1.07 235 3.77 463 6.30 6.72 7.50 864 Lw 1131 1280 1347 1596 1660 1834 1926 2090 2286 13.39 2458
0 NL: 1.84E3
Base Peak miz= 445.60-446.60 F: + ¢ ESI SAM ms2 §32.300
KLZ-SG [301.509-302 001, 356.000-350.001, 445.000-445.101,
50 503.099-503.101, 575.008-575.101, 514.190-614.201] WS
CLZ-5G-EC-400rmiy-120514deneyi
0.61 321 353 445 681 544 50 .21 1127 1275 1468 1533 1602 1837 1872 2145 3286 2463
00 ML 1.26E4
Base Peak miz= 358 50-350.60 F: + ¢ E3 SRM ms2 632,300
[301.999-302 001, 356.90-350.001, 445.009-446.101,
0 KLZ-SG 503.098-503.101, 575.009-575.101, 514.190-514.201] WS
CLZ5G-EC-400rmi-1201 4deneyi
118 221 386 473520 6.90 TES B3 10551109 1280 1450 1847 1600 1860 2056 2198 23.42 2416
o NL: 3.45E4
Base Peak miz= 301.50-202.50 F: + ¢ ES SAM ms2 632,300
[301.509-302 001, 356.000-350.001, 445.000-445.101,
50 KLZ-SG 503.099-503.1 01, 575.009-575.101, 514.190-614.201] WS
CLZ-5G-EC-400rmiy-120514deneyi
018 136 260 335 445 600 685 B850 1052 12.08 12,97 13,07 1603 1727 1784 1873 21.36 2317 24,13
-_— T T T
0 2 4 6 ] 10 12 14 186 18 20 2 24
Titne (trin)

Sekil II1.32. EK yontemde 100 uM KLZ ile olusturulan GSH konjugatina
(Analitik Hiicre-400mV-birlikte) ait SRM kromatogramlart ve izlenen Kkiitle

doniistimleri.Alttaki sekilde piklerin blyitilmiis sekli gosterilmistir. [M+H]"
328-270.8; KLZ-SG [M+H]": 632356142, KLZ-SG [M+H]": 632.3—575.1; KLZ-SG
[M+H]": 632.3—503.1; KLZ-SG [M+H]": 632.3—446.1; KLZ-SG [M+H]": 632.3—359.0; KLZ-
SG [M+H]": 632.3—302
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CLZ-5G-EC-400my-12051 4deneyi 713/2014 55303 PM

RT: 0.00-25.02 SM: 9G
100+

50
] 1.4

7
22 BAE T4 781 g5y gy g

30 11654 1218 1330 1479 15.82

1719 17,66 18,64 19.80

ML 1.43E7
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e
100
a0
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1345

1422 1530 1627
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Base Peak miz= 255.70-256 70 F: + ¢ ES|
SRM ms2 343,000 192.098-192.101,
2444 2495256195256 201] MS
— CLZ-8G-EC-400ry-120514deneyi

2136

ms 961 NL: 1.66E3
Base Peak miz= 502.60-502.50 F: + ¢ ESI
_ SRM ms2 532.000 (301 899-302.001,
50 KLZ SG 502.999-503.001] MS
CLZEG-EC-400rm-12061 4deneyi
118 221 324 371 444 546 623 .00 846 1008 11.87 1346 1401 1572 1642 1816 1070 2043 2167 2347 2402
100 B ML 4.39E4
Base Peak miz= 301 50-302.50 F: + ¢ ESI
SRM ms2 632.000 (301 993-302.001,
50 KLZ-SG 502.998-503.001] M5
CLZ-BG-EC-400rm-12051 4deneyi
024 131 185 3.24 435 550 632 709 781 837 10.68 11.36 1329 1427 1483 1658 1718 17.78 1832 2030 2163 2338 2445
T e T T T T T T T T T e e e e e e e e e
0 i 4 5 8 1 8 w1 115 18 17 W M 2 2 M 25
Time (min)

Sekil I11.33. EC yontemde 100 uMK ile olusturulan GSH konjugat1 ve stabil

metabolitlere (Analitik Hiicre-400mV-birlikte) ait SRM kromatogramlari ve izlenen

kiitle doniistimleri. KLZ [M+H]": 328—270.8; Nor-KLZ [M+H]": 313—192; Nor-KLZ
[M+H]": 313—270.2; KLZ-N-oxide [M+H]": 343—192.1; KCLZ-N-oxide [M+H]": 343—256.2;

KLZ-SG [M+H]": 632—503; KLZ-SG [M+H]": 632—302.
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111.3.2. Klozapinin Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH

Konjugatinin Olusturulmasi

WD A, Wavelength=254 nm (1212123481 10005.0)
WD AL Miavelength=254 nm (1812 13051G10006 D)

mal %

i KLZTSG
] Konjugati

380 l o Mavi  :100uM KLZ-RLM ink.+ NADPH
1 Kirmizi : 100pM KLZ-RLM ink.- NADPH

300 E

@0 - Klozapin
i ¥

ZDD—i T

1505 ;

100

50— w %
_ g9l fF 8 ¢ By

o3

i} 2‘5 : 7‘5 1'0 12'.5 1'5 1'(".5 2'0 22‘.5 min

Sekil I11.34. 100 uM KLZ-RLM inkiibasyonunun azot altinda yogunlastirilmasiyla

elde edilen 6rnege ait HPLC-UV kromatogrami (254 nm). Mavi iz: 100 uM KLZ-RLM
inkiibasyonu+NADPH. Kirmizi iz: 100 uM KLZ-RLM inkiibasyonu-NADPH
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Cwealibur. JCLZ-INK-17121 3-deneyi 12/23/2013 5:16:00 PM
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0 NL: 20367
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50 2430
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030 131 245 298 413 409 542 623 7.05 839 882 1451 1523 1594 16.90 18,00 19.00 2034 2087 2278 23.88
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§ Base Peak miz= 265.70-270.70 F: + ¢ E51
H SRM 52 313.000 [191.098-192.001,
2 5 Nor-KLZ 270198-270.201] WS
B CLEINK-171213-geneyi
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'Im; 10.73 WL 4.27E5
Base Peak miz= 191 60-182 60 F: + ¢ E81
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CLZ-INK-171213-geneyi
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50 KLZ-N-oksit 256,199-256.201) M8
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Base Peak miz= S02.50-503.50 F: + ¢ E81
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070132 208 3.8 473 587 653 730 845 1048 1232 13.38 1510 1586 1691 1811 1892 2069 2127 2237 2294 2380
100 Tl WL 1.38ES
Base Peak miz= 301 50-302 50 F: + ¢ E81
SRM ms2 532,000 [301,999-302.001,
50 KLZ-SG 302.608-303.001, 502.833-503.001] M
CLEINK-171213 geneyt
050 113 333 338 386 481 572 711 778 830 1094 1185 1333 1471 1581 1681 1768 1873 2007 370 3333 3476
} R e [T T i e e
0 2 4 5 ] 10 12 14 16 18 20 i 2
Time (min)

Sekil II1.35. KLZ-RLM inkiibasyonu sonrasinda (100 uM KLZ+NADPH) KLZ

stabil metabolitleri ve KLZ-SG konjugatina ait SRM ve PDA kromatogramlari. KLZ
[M+H]*: 328—270.8, Rt:10.16; Nor-KLZ [M+H]": 313—192, Rt:9.71; Nor-KLZ [M+H]"
3135270.2, Rt:9.71; KLZ-N-oxide [M+H]": 343—192.1, Rt:10.73; KLZ-N-oxide [M+H]":
343—256.2, Rt:70.73; KLZ-SG [M+H]": 632—503, Rt:9.64; KLZ-SG [M+H]": 632—302, Rt:9.64.

Ortama NADPH eklenmediginde de ayn1 metabolitlerin  olusumu
gbzlenmistir, ancak ¢ok daha diisiik diizeyde kalmistir (Sekil 111.36).
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Sekil II1.36. 100uM KLZ-RLM inkiibasyonundaki (-NADPH) KLZ, KLZ stabil
metabolitleri ve KLZ-SG konjugatina ait SRM, PDA kromatogramlar1 ve kiitle

spektrumu. KLZ [M+H]": 328—270.8, Rt:10.16; Nor-KLZ [M+H]*: 313192, Rt:9.71; Nor-KLZ
[M+H]": 3135270,2, Rt:9.71; KLZ-N-oxide [M+H]": 343—192.1, Rt:10.73; KLZ-N-oxide [M+H]":
343256.2, Rt:70.73; KLZ-SG [M+H]": 632503, Rt:9.64; KLZ-SG [M+H]": 632—302, Rt:9.64.
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BOLUM IV

IV. TARTISMA

IV.1. PARASETAMOL CALISMA SONUCLARININ TARTISMASI
IV.1.1. Parasetamoliin SV Yontemiyle Oksidasyonu Tartismasi

Yapmis oldugumuz agik ortam oksidasyon ¢alismalarinda dncelikle PAR’1n
laboratuvarimiz kosullarindaki oksidasyon potansiyeli belirlendi ve sonug olarak
0.37 V bulundu. Yapilan literatiir arastirmalarina gére Parasetamol 0.6 V da okside
olurken ¢alismamizda bu degerin 0.37 V olarak belirlenmesinin sebebi, kullanilan
referans ve calisma elektrotlarinin farkli olmasi olabilir, ¢aligmalarimizda Referans
Elektrot olarak Glassy Carbon, ¢alisma elektrodu olarak ise Pencil Grafit Elektrot
kullanilmistir. PAR+GSH’un birlikte okside edilmesine karar verildikten sonra bu
yontem igin tekrar optimum oksidasyon potansiyeli arastirildi ve 0.6V olarak
belirlendi.

En yliksek miktarda GSH konjugati olusumu, GSH ve parasetamoliin birlikte
okside edildigi Ornekte saptanmistir. GSH’in sonra ilave edildigi, ayni miktarda
potansiyel uygulanmis 6rnege gore fark yaklasik 350 kattir (Sekil II1.1).

Yapilan LC-MS/MS analizi sonuglarina gore enzimlerle ve elektrokimyasal yolla
elde edilen konjugatin ayni oldugu gorilmiistiir (tec=8.70 ; tmix=8.71); (Sekil IIL.4
ve 5). Ancak SV yontemle olusturulan konjugat miktar1 enzimatik ve EK yontemle

olusturulanin altinda kaldig1 i¢in kullanilmasinin yarari olmadigina karar verildi.

IV.1.2. Parasetamoliin Cevrim-ici EK Yontemle Oksidasyonu Tartismasi

Sonuglar EK detektorii (Koruyucu hiicre-Guard Cell)) ile yapilan oksidasyon
caligmalarinin siklik voltametriye gore 5.8 kat daha fazla {irlin olusturdugunu
gostermektedir.

Enzimlerle elde edilen konjugat miktariyla bir kiyaslama yapmak gerekirse,
EK yontemle yapilan oksidasyon sonucunda olusturulan konjugat enzimlerle elde
edilenin yaklasik 6 kat1 kadardir (Sekil II1.7). EK yontemin biyolojik yontem olan
mikrozomal inkiibasyona gore 6 kat daha fazla konjugat olusturmasinin yaninda en
az onun kadar 6nemli bir diger ustiinliigli, reaksiyon ortaminda GSH ve ana ilag
molekiilii disinda hicbir kimyasal igermemesidir. Bu da daha sonra konjugat

saflagtirmasi agisindan biiyiik kolaylik saglamaktadir.
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IV.1.2.1. NAPQI-SG Olusumu Uzerine Etkili Faktorlerin Belirlenmesi
Tartismasi

Her reaktif/elektrofilik — metabolitin  fizikokimyasala ve elektronik
Ozelliklerinden dolay1 kendine 6zgii bir reaksiyon kinetigi vardir. NAPQI da, 600
mV oksidasyon potansiyeli, pH 8.50 ve 250 mM GSH varliginda en yiiksek oranda
konjugat olusturmaktadr.

IV.1.2.2. NAPQPI’in GSH Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle Konjugatinin
Olusturulmasi Tartismasi

NAPQI’in Cys ve Nac konjugatlar1 hem EK, hem de mikrozomal yolla
iiretilmis ve sonraki ¢alismalar icin referans madde olarak saflastirilmalart miimkiin

olmustur.

IV.2. OLANZAPIN CALISMA SONUCLARI TARTISMASI
IV.2.1. Olanzapinin Cevrim-i¢ci EK Yontemle GSH Konjugati Olusturulmasi
Tartismasi

Yapilan ¢alismalarda olanzapinin 0.6 V da okside olup OLA-SG konjugatini
olusturdugu gozlenmistir. SRM yontemiyle OLA-SG [M+H]": 618— 489 ve 543
dontisiimleri izlenmis ve 489 kiitleli parcalanma {iriiniiniin 543’e gore daha fazla
olustugu goriilmiistir (618— 489 — 4.15 XE>; 618 — 543 — 2.92 xE*). EK ile
mikrozomal inkiibasyon kiyaslandiginda EK’nin yaklagik 9,8 kat daha ytiksek sonug
verdigi goriilmektedir (EK’deki konjugat sinyali 5,53 xE> (SRM) iken mikrozomal
inkiibasyondaki  konjugat sinyali 5.59xE* (SRM) diizeyindedir-Mikrozomal
inkiibasyondaki analiz kosullar1 EK ile aynidir).

IV.2.2. Olanzapinin Cevrim-i¢ci EK Yontemle GSH Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle
Konjugatinin Olusturulmasi Tartismasi

OLA-Nac-EK-Konjugati

Yapilan caligmalar sonucunda OLA-Nac konjugat iiriinii EK yontemle
olusturulabilmistir. Sekil 111.22.°de ilgili konjugat iiriinliniin molekiiler iyonu m/z
474, 8.51.dk.’da goriilmektedir. Sekil I11.23°te ise yine ayn1 OLA-Nac konjugatinin
LC-MS/MS, SRM kromatogrami ve kiitle spektrumu goriilmektedir. Analiz
sonuglarina bakildiginda beklenen tiim fragmentlerin ¢ok net bir sekilde olustugunu

gorliyoruz. 5 fragment arasindan en yiiksek oranda m/z 254 ve m/z 288 olusmustur.
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OLA-Cys-EK-Konjugati

Yapilan c¢aligmalar sonucunda OLA-Cys konjugat iiriinii EK yontemle
olusturulmaya calisilmistir.Sekil II1.24.’te ilgili konjugat {iriinliniin molekiiler iyonu
m/z 432 10.05.dk.’da gorilmektedir. Sekil II1.25’te ise yine aymi OLA-Cys
konjugatinin LC-MS/MS, SRM kromatogrami ve kiitle spektrumu goriilmektedir.
Analiz sonuglarina bakildiginda SRM analizinde 5.33.dk.’larda pikler gozlenmis
fakat inkiibasyon ¢alismasinda 7.45-7.85.dk.’larda da pikler gbzlendiginden OLA-

Cys konjugatinin tam olarak olustugundan emin olunamamistir.

IV.2.3. Olanzapinin Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH
Konjugati Olusturulmasi Tartismasi

OLA sigan karaciger mikrozomlari ile inkiibe edilerek olasi reaktif ve bilinen
stabil metabolitleri analiz edilmistir. inkiibasyon ortamina rediikleyici kofaktor
NADPH eklenmedigi kontrol inkiibasyonunda —SG konjugati ve diger stabil
metabolitler, NADPH varliginda olusan miktarlara gore ¢ok daha az (10-100 Kkat)

olmakla birlikte yine de olusmustur, tablo sinyal yogunluklarini géstermektedir.

Tablo 111.1. OLA-SG mikrozomal inkiibasyonu i¢in yogunluklarin gosterildigi

sonu¢ tablosu

OLA Metabolit | Metabolit sinyali | Metabolit sinyali
+NADPH -NADPH

OLA 2.97 E7 3.29 E7
N-Desmetil OLA | 3.82 E5 3.50 E3
2-OH-OLA 1.58 E6 1.06 E4
N-Oxide-OLA 1.87 ES 1.50 E3
N-Glukronid 1.39 E2 -

OLA-SG 2.22 E4 1.20 E3

Ilging bir sekildle NADPH eklenmeyen inkiibasyonlarda N-glukronid konjugati

olusmamustir.
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IV.2.4. Olanzapinin Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH
Dis1 Niikleofilik Bilesiklerle Konjugatinin Olusturulmasi Tartismasi

OLA-Nac konjugat1 full analizde 8.51 de pik vermis fakat PDA’da aym
oranda pik goriilmemistir. Ayrica srm analizinde de 8.43 ve 8.53 lerde pikler

gozlenmistir.

OLA-Nac-Mikrozomal inkiibasyonu

OLA-Nac-INK icin daha dnceki verilere dayanarak en yiiksek oranda olusan
iki fragmentin kullanildigi bir SRM yontemi kuruldu ve 8.45. dakikada pikler
gozlendi. (Sekil I11.23), 254 kiitleli fragment daha yiiksek oranda olusmustur.

Tablo 111.2. OLA-Nac mikrozomal inkiibasyonu i¢in yogunluklarin gosterildigi

sonug tablosu

Kiitle Metabolit sinyali Metabolit sinyali
Doniisimii (m/z) +NADPH -NADPH
474254 1.62 E6 4.18 E3

474288 6.47 E5 4.62 E3

OL A-Cys-Mikrozomal Inkiibasyonu

OLA-Cys-INK igin daha 6nceki verilere (EK analiz sonuglarina) dayanarak
en yiiksek oranda olusan iki fragmentin kullanildigi bir SRM yontemi kuruldu ve

311 kiitleli fragmentin daha yiiksek oranda olustugu gortildii (Sekil II1.25).

Tablo 111.3. OLA-Cys mikrozomal inkiibasyonu i¢in yogunluklarin gosterildigi

sonu¢ tablosu

Kiitle Metabolit sinyali Metabolit sinyali
Doniisiimii (m/z) +NADPH -NADPH
432.14—311 2.56 E4 3.65 E2
432.14—375 7.36 E3 2.59 E2
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Yapilan SRM analizi sonucundaki piklerin ayriminin ¢ok net olmadigi
goriilmiis ve bu nedenle OLA-Cys konjugasyon iiriiniin frgamentleri hakkinda ¢ok
net bir sonuca varilamamistir. Kontrol amaciyla yapilan -NADPH ¢alismasinda da

yogunluklar azalmis ve farkl yerlerde pikler gézlenmistir.

IV.3. KLOZAPIN CALISMA SONUCLARI TARTISMASI
IV.3.1. KLZ’in Cevrim-ici EK Yontemle GSH Konjugati Olusturulmasi
Tartismasi

KLZ elektrokimyasal oksidasyonu i¢in 400 ve 600 mV denenmis ve
asagidaki kiitle doniisiimleri LC-MS/MS ile arastirlmistir:
KLZ [M+H]": 328—270,8
KLZ-SG [M+H]": 632—614, 575, 503, 446, 359, 302.

Elde edilen LC-MS/MS analizi sonucunda 400 mV’da 614 donisimii
disindaki tiim doniistimler net bir sekilde gézlenmistir.
Ayni 6rnekte KLZ stabil metabolitleri de arastirilmis, yine KLZ-n-oksit ve nor-KLZ
stabil metabolitlerine ait fragmentler gdzlenmistir.
KLZ [M+H]": 328—270.8
KLZ-SG [M+H]": 632—503, 302
KLZ-N-oksit [M+H]": 343—192, 256
Nor-KLZ [M+H]": 313—192, 270

Ayni calisma 600 mV’da da yapilmis ancak 400mV’a gore yaris1 kadar

metabolit olusumu gézlenmistir.

IV.3.2. KLZ Sican Karaciger Mikrozomal Inkiibasyonu Yoluyla GSH
Konjugati Olusturulmasi Tartismasi

KLZ sigan karaciger mikrozomlari ile inkiibe edilerek olasi reaktif ve bilinen
stabil metabolitleri analiz edilmistir. Ayrica OLA’da oldugu gibi NADPH’in
reaksiyon tiizerindeki etkisi de incelenmistir. EC yontemle olusturulan metabolitler
i¢cin izlenen kiitle dontistimleri, LC-MS/MS analizinde mikrozomal inkiibasyonlar
icin de izlenmistir.

HPLC sonuglarma goére ortamda NADPH oldugunda 10.07 ve 11.36.dk’larda
gelen pikler -NADPH durumunda gézlenmemistir, 11.8.dk’da goézlenen pikin ise
KLZ’e ait oldugu diisiiniilmektedir.
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Yapilan LC-MS/MS analiz sonuglarina gore KLZ-SG+NADPH ve KLZ-SG-
NADPH analizinde metabolit miktarlart OLA icin oldugu gibi yaklasik 100 kat
diistiktiir.

Mikrozomal ve EK olarak olusturulan KLZ-SG konjugasyon iiriinleri
kiyaslandiginda mikrozomlarla elde edilen konjugasyon iiriinlerinin daha yiiksek

oranda olustugu goriilmiistiir.

IV .4. Genel Tartisma

Tez calismasina konu olan parasetamol, olanzapin ve klozapin’le yapilan bu
calismalar sonucunda, in vitro klinik oncesi ilag gelistirme ¢alismalarindan “reaktif
metabolit olusumu taramasi1” igin test ve analiz yontemleri kurulmustur. Tezin ana
konusunu olusturan elektrokimyasal yolla metabolit {iretimi diizenegi laboratuar
kosullarimiza uyarlanmis, bu yolla tretilen metabolitlerin ¢aligilan 3 ilag igin
biyolojik uygunlugu, yani elektrokimyasal yolla olusturulan metabolitlerin viicutta
olusanlarla ayni oldugu gosterilmistir. Boylece elektrokimyasal yolla saf olarak
olusturulabilen bu metabolitlerin gerektiginde referans madde olarak yiiksek
miktarda tiretilebilmelerinin hazirliklar yapilmistir.

flag ana molekiilleri ve metabolitlerinin LC-MS/MS teknigi kullanilarak
hassas, se¢ici ve dogru analizleri i¢in SRM yontemleri kurulmus, tez sonrasi i¢in
planlanan ve bu ilaglar1 kullanan hastalar1 kapsayacak ila¢ biyotransformasyonu ve

klinik toksisite iliskisi ¢alismalarinin hazirliklar1 yapilmistir.
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