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OZET

Burmaoglu, R.E. (2017). Levodopa, karbidopa, entakapon ve ilgili bilesiklerinin
analizleri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya AD. Doktora
Tezi. Istanbul.

Levodopa, karbidopa, entakapon ve bu aktif maddelere ait safsizliklar olan
levodopa safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa, entakapon
safsizlik C ve entakapon safsizlik A’nin film kapl tabletlerde tayini i¢in tandem kiitle
spektrometrik yiiksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak bir miktar tayini
metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Kromatografik ayirma C18 kolon ile hareketli
faz olarak % 0,5 formik asit igeren metanol ve % 0,5 formik asit igeren suyun gradiyent
eliisyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,5 ml/dakikadir. UV
dedektor dalgaboyu olarak 280 nm, kiitle dedektoriinde ise MRM modu kullanilmistir.
Safsizliklara ait teshis ve tayin sinirlari levodopa safsizlik B icin 1,3 ve 3,94 ng/mL,
levodopa safsizlik C i¢in 5,26 ve 15,9 ng/mL, metildopa icin 0,833 ve 2,53 ng/mL,
metilkarbidopa i¢in 3,31 ve 10,0 ng/mL, entakapon safsizlik C i¢in 1,67 ve 5,06 ng/mL
ve entakapon safsizlik A i¢in 0,61 ve 1,86 ng/mL olarak belirlenmistir. Levodopa,
karbidopa ve entakapon sirasiyla 100-300 ng/mL, 25-75 ng/mL, 100-300 ng/mL
kalibrasyon araliginda dogrusallik ve dogruluk parametreleri ¢alisilmis ve uygun
bulunmustur. Levodopa, karbidopa ve entakapon safsizliklar i¢in kalibrasyon araliklari
ise sirasiyla 20- 1600 ng/mL, 10-1000 ng/mL, 7,5 -600 ng/mL arasindadir. Aktif
maddelere ait safsizliklarin dogruluk ¢aligmalari tayin sinirt degeri ve sinir degerin %
150°si seviyeleri arasinda yapilmis ve uygun bulunmustur. Metot hizli, dogrusal,
giivenilir, kesin ve tekrar edilebilir sonuglar vermektedir. Gelistirilen bu metot
farmasotik preparatta bulunan aktif maddeler olan levodopa, karbidopa, entakapone ve
bunlara ait olan safsizliklarin tayini i¢in kullanilabilir niteliktedir. Ayrica stabilite
numunelerinin tayininde de kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Levodopa, Karbidopa, Entakapon, Safsizlik, HPLC, LC-MS/MS
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ABSTRACT

Burmaoglu, R.B. (2017). Analysis of Levodopa, Carbidopa, Entacapone and their
related substances. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Analytical Chemistry. Doctorate Thesis. Istanbul.

An LC-MS/MS method has been developed and validated to determine
levodopa, carbidopa, entacapone and their corresponding related substances; levodopa
impurity B, levodopa impurity C, methyldopa, methylcarbidopa, entacapone impurity C
and entacapone impurity A in film coated tablets. Chromatographic separation was
achieved with gradient elution by using a C 18 column, mobile phase containing 0,5 %
formic acid in water and 0,5 % formic acid in methanol. The mobile phase flow rate
was 0,5 ml/min. UV detector was used at 280 nm and mass detector was used in MRM
mode. LOD and LOQ results were found as 1,3 and 3,94 ng/mL for levodopa impurity
B, 526 and 15,9 ng/mL for levodopa impurity C, 0,833 and 2,53 ng/mL for
methyldopa, 3,31 ve 10,0 ng/mL for methylcarbidopa, 1,67 ve 5,06 ng/mL for
entacapone impurity C and 0,61 ve 1,86 ng/mL for entacapone impurity A. Levodopa,
carbidopa and entacapone were found linear and accurate within the range of 100-300
ng/mL, 25-75 ng/mL, 100-300 ng/mL respectively. Linearity was studied for the related
substances of levodopa, carbidopa and entacapone within the range of 20- 1600 ng/mL,
10-1000 ng/mL, 7,5 -600 ng/mL respectively. Accuracy was studied for the related
substances within the range of LOQ value of corresponding impurity and 150 % of the
limit value. The method was rapid, linear, accurate, and reproducible. The developed
LC-MS/MS method to determine the related substances and assay of levodopa,
carbidopa and entacapone can be used to evaluate the quality of regular samples. It can

be also used to test the stability samples.

Key Words: Levodopa, Carbidopa, Entacapone, Related substances, HPLC, LC-MS/MS



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), elli yas iizeri diinya niifusunun yaklagik % 1-2’sini
etkileyen yavas ilerleyici norodejeneratif (beyin hiicrelerinde kayip ile seyreden) bir
beyin hastaligidir. Cografi bolge, cinsiyet gibi belirli bir ayirict 6zelligi yoktur. Hastalik
beyinde substantia nigra adli bdlgede bulunan nigrostriyatal dopaminerjik ndron
hiicrelerin kaybi sonucu kendini gosterir. Olusum sebebi tam olarak bilinmemekle
birlikte etiyolojisinin genetik ve ¢evresel faktorler oldugu sanilmaktadir (1). Alzheimer
hastaligindan sonra yasli popiilasyonunu en ¢ok etkileyen bu hastaligin olusum
sebepleri iizerine yapilan aragtirmalar Ozellikle monogenetik mutasyonlarin
bulunusundan sonra artis gostermis olsa da bu arastirmalar olusum sebeplerinin ¢ok

azini agiklayabilmistir (2).

PH temel olarak kol ve bacak kaslarinda katilik, titreme, bradikinezi
(hareketlerde yavaslik), istirahat esnasinda uzuvlarda titreme, gastrointestinal
problemler ve uyku bozukluklar1  gibi belirtilerle kendini gosterir. En Onemli
belirtilerinden biri viicudun bir tarafinda kendini gostermesi, diger bir ifade ile asimetrik

bir hastalik olmasidir (3-5).

Dopaminerjik ndron hiicrelerin kaybi sonucu merkezi sinir siteminde dopamin
seviyesinde azalma olur. Ciinkii zarar gdren bu beyin dokular1 dopamin iiretiminden
sorumludurlar. Azalan dopamin seviyesi motor sistemlerde dengesizliklere ve yukarida

belirtilen PH sendromlarina yol agar (6).

PH tedavisi Once ila¢ tedavisi ile baslar, fizik tedavi ve cerrahi miidahale
segenekleri de mevcuttur. ilag tedavisinin amaci beyindeki dopamin seviyesini artirmak
ve bdylece motor kontrol yetenegini iyilestirmek, hastaligin belirti ve semptomlarinm
azaltmaktir. Giiniimiiz PH tedavisi agirlikli olarak en giivenli ve en yaygin yontem olan
dopamin ikamesi iizerine kuruludur. Bu amag icin en yaygin kullanilan ve en iyi tolere
edilen ilag aktif maddesi levodopadir. Levodopa dopamin maddesi i¢in 6n ilagtir (7-9).
Ancak oral yolla alimini takiben c¢evresel sinir sistemindeki iki enzim sebebiyle
levodopa cok hizli metabolize olur ve kan-beyin beriyerinin gecebilen levodopa oram
sadece yaklasik % 1 seviyelerinde kalir. Bu enzimlerden ilki aromatik aminoasit
dekarboksilaz (AADC) enzimidir ve levodopayr dopamine metabolize eder. Ancak bu

dopamin kan-beyin bariyerini gecemez. Kanda dopamin seviyesinin yiiksekligi bulanti



ve ortostatik hipotansiyon gibi yan etkilere yol agar. Diger enzim olan katesol-O-metil
transferaz (COMT) enzimi ise levodopayr 3-O-metildopaya gevirir. Her iki enzimin
inhibe edilerek kan-beyin beriyerini gegen levodopa miktarmin artirilmasimi saglamak
ve merkezi sinir sistemi i¢inde dopamin olusumunu miimkiin kilmak i¢in levodopa,
giinimiizde iki adet inhibitor ile birlikte tedavi amagli olarak pazara sunulmaktadir.
AADC enzimini inhibe etmek i¢in karbidopa, COMT enzimini inhibe etmek igin ise
entakapon yaygin olarak kullanilmaktadir (10-11). Novartis firmasi Stalevo ticari adi ile
yukarida belirtilen 3 maddeyi kombine olarak igeren ilaci ¢esitli yitiliklerde hastalarin

kullanimina sunmustur.

Doz titrasyonu sonucu kullanilmasi gereken miktarlar belirlenir ve PH tedavisi
yasam boyu siirer. Giinliik olarak belirtilen dozda kullanilmasi gereken bu ilaca ait
miktar tayini ve safsizliklarinin tayini analizlerinin giivenilir ve hassas olarak
yapilabilmesi ¢ok oOnemlidir. Bu tez calismasinin amaci levodopa, karbidopa ve
entakapon aktif maddeleri ve safsizliklarina ait yeni ve hassas bir LC-MS/MS tayin

yontemi gelistirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastah@ ve Tedavisi

2.1.1. Parkinson hastahg

Hastalig1 ilk kez Ingiliz doktor James Parkinson 1817 de tarif etmis ve bu
sebeple tip diinyasinda hastalik onun adi ile anilmistir (12). Parkinson hastaligi (PH)
tim diinya niifusunun yaklasik % 0,3’iinii, 60 yas istii niifusun yaklasik % 1’ini
etkileyen norodejeneratif bir hastaliktir. Erkeklerde goriilme siklig1 biraz daha fazladir.
Olusum sebebi tam olarak bilinmemektedir (4). Genetik ve cevresel faktorler sonucu
beyinde substantia nigra pars compacta (corpus striatum) adli bolgede hiicre hasari
olusumu sonucu dopamin tUretimi azalir yada durur. Genetik faktorler olarak otozomal
baskin ve ¢ekinik genler olan a-synuclein, ubiquitin karboksi terminal hidrolaz L1
(UCHL1) ve ubiquitin protein ligase gibi genler sebep gosterilmektedir (1). Cevresel
faktorler olarak ise kursun, civa, kadmiyum gibi agir metaller, pestisitler, solventler
belirtilmektedir (13,14). Mitokondriyel bozukluk, oksitleyici stress gibi sebeplere bagh
olarak protein yigisimi beyinde Lewi cisimciginin olusmasina yol agar. Bu yigisim,
fibroz yapili proteinlerin sitoplazmik yigisimi olarak da adlandirilir. Dopamin
iretiminden sorumlu bdlgelerin  yikimina bu protein  yigisiminin - yol actigi

diistiniilmektedir. Yapilan otopsi ¢caligmalar1 bu diisiinceyi desteklemektedir.

PH’nin semptomlart motor ve non-motor olmak iizere ikiye ayrilir. Hareket
becerileri olarak ifade edilen motor semptomlar, asimetrik olarak bedenin bir tarafinda
bas ve kolda titreme, istirahat halinde titreme, uzuvlarda katilik hissi, yavas hareket
etme (bradikinezi), yiirime bozuklugu (gait disturbance) olarak siralanabilir. Non-motor
semptomlar ise REM uyku bozukluklari, huzursuzluk, depresyon, gastrointestinal
bozukluklar, mesane kontrolii bozukluklar: sayilmaktadir. Yasam kalitesi iizerine her iki

tiir semptomlarin ¢ok ciddi olumsuz etkileri vardir (15, 16).

2.1.2. Tedavi

[lk dénemlerde antikolinerjikler tedavi amagl kullanilmigsa da bu gruba dahil
olan atropin ve bir ¢esit patates ekstrakti olan belladonna gibi ilaglar basarili sonuglar
vermemigtir. Daha sonralar1 iiretilebilen sentetik antikolinerjikler ile titreme ve hareket
kisitliligr gibi septomlarin giderilmesinde ilerleme kaydedilmistir. Tedavide doniim

noktasi ise levodopanin 1960’larda Parkinson hastaligi (PH) tedavisi i¢in kullanilmaya



baslanmasidir ve cesitli klinik ¢aligsmalarla bu tedavinin etkinligi arastirilmaya devam
etmistir. Amerikan Ilag ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan 1970’te tedavi igin
kullanilmasia izin verilmesinden giliniimiize levodopa en etkili ve en iyi tolere

edilebilen ilag olarak 6nemini stirdiirmektedir (1, 12, 15).

Yeni PH tanis1 konmus hastalarda eger hastalik ilk evrelerinde ise levodopa
tedavisi ilk secenek olarak diisiiniilmez. Once dopamin agonisti denilen grup tedavi
amacli kullanilir. Dopamin agonisti ilaglar levodopanin aksine beyinde dopamine
donlismezler. Beyin sinir hiicrelerindeki reseptorleri uyararak dopaminin yaptigi gorevi
yerine getirmeye ¢alisirlar (17). Bu ilaclar 6rnek olarak apomorfin, donepezil, ropinirol,
bromokriptin, pergolid, pramipeksol ve kabergolin sayilabilir. Bu agonistler levodopa
ile kombine olarak kullanilabilirler. Tedavide levodopa kullanimina olabildigince geg
gecilmesi hedeflenir. Bunun sebepleri uzun siireli levodopa tedavisi ile hastalarda “on”-
“off” donemi denilen PH semptomlarmin goriilmedigi ve gorildiigi donemlerin
olusmast ve motor beceri dalgalanmalarinin gézlenmesidir (6,15). Ancak dopamin
agonisti ilaclarda psikolojik bozukluklar, bulanti, kusma, ortostatik hipotansiyon,
somnolans (uykuya egilim), uykuda istemdis1 hareket ve yorgunluk gibi non-motor yan

etkilere yol acabilmektedir (18).

Dopamin kan-beyin bariyerini asamadigi i¢in disardan dopamin takviyesinin
tedavi edici faydas1 yoktur. Dopaminin aksine levodopa kan- beyin bariyerini asabilir.
Levodopa dopaminin 6n ilacidir. Ancak levodopa, intravenoz ya da oral yol ile tatbiki
sonrasinda ¢evresel sinir siteminde ¢ok hizli bir sekilde metabolize olur ve merkezi sinir
sitemine sadece % 1 kadar1 gecebilir. Bu sebeple levodopa ile PH tedavisinin ilk
yillarinda beyine ulagan levodopa miktarinin yeterli olmasi i¢in 16 grama kadar varan
tedaviler uygulanmistir. Ancak bu doz bile yeterli klinik etkiyi saglayamamistir. Bu
yiiksek doz beraberinde bulanti, kusma ve motor hareketlerde bozukluk, dar agili
glokom gibi yan etkileri getirmistir. Levodopa cevresel sinir sisteminde katesol-O-
transferaz enzimi (COMT) ve aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi (AADC)
sebebiyle hizla, sirasi ile 3-O-metildopa (3-OMD) ye ve dopamine metabolize olur.
Cevresel sinir sisteminde metabolize olan bu dopamin kan-beyin bariyerini asamaz ve
medulla postrema da bulunan dopamin reseptorlerini harekete gegirerek bulanti, kusma
gibi yan etkilere yol acgar. Dekarboksilaz inhibitdrlerinin kullanilmasi ile levodopanin

metabolize olmasi kontrol altina alinmistir. Bu sebeple levodopa-benserazid (Madopar



tablet, Roche) ve levodopa-karbidopa (Sinemet tablet, MSD) gibi kombinasyonlarin
formiile edilmesi ile tedavi iyilestirilmistir. Giiniimiizde en etkin tedavi levodopa ve
¢evresel enzim inhibitorleri olan karbidopa ve entakaponun 3 li kombinasyonu (Stalevo
tablet, Novartis) ile saglanmaktadir (Sekil 2-1). Tabletlerde karbidopanin levodopaya
orani 1:4 tiir. Entakapon tiim yitiliklerde 200 mg olarak bulunmaktadir (19).

Metabolitler Inhibitor

Catechol-O-methyl
Transferaze

(COMT) enzimi 3-O-methyldopa Entak
/ (3-OMD) i apon

Aromatic aminoacid
decarboxylase (AADC)
enzimi

Levodopa

Sekil 2-1: Levodopa maddesini metabolize eden enzimler, olusan metabolitler ve bu
metabolitlerin inhibe edilmesi icin levodopa ile birlikte formiile edilen
inhibitorler (19)

2.2. Klinik Farmakolojisi
2.2.1. Etki mekanizmasi

2.2.1.1. Levodopa

Mevcut kanitlara gére PH semptomlar1 beyinde korpus stratium bolgesinde dopamin
eksikligi ile iligkilidir. Dopamin kan-beyin bariyerini agsamadigi igin ilag olarak alimi
faydasizdir. Ote yandan, dopaminin metabolik prekiirsoru olan levodopa kan-beyin
bariyerini gecer ve beyinde dopamine doniisiir. Bu mekanizmanin levodopanin PH
semptomlarini iyilestirdigi diisliniilmektedir. Asagida beyin dokularinda dopaminin 6n
ilag olan L-tirozinden levodopanin olusumu, buradan dopaminin sentezlenmesi ve
ardindan 2 enzim tarafindan degrede olmasi gosterilmistir (6) (Sekil 2-2). Levodopanin

giinliik alim dozu 1500 mg’dir.
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Sekil 2-2: Insan beyninde dopaminin sentezlenmesi ve parcalanmasi (6)

a) MAO: Monoamin oksidaz enzimi
b) COMT: Katesol-O-metil transferaz enzimi

2.2.1.2. Karbidopa
Levodopa oral yoldan alindiginda hizla dekarboksile olarak ekstraserebral dokularda

dopamine doniisiir, ¢ok az bir kismi degismeden dogrudan merkezi sinir sistemine
(MSS) ulasabilir. Karbidopa, levodopanin gevresel sinir siteminde dekarboksilasyonunu
engelleyerek daha ¢ok levodopanin MSS ye ulagmasini saglar. Giinlik alim dozu 350

mg’dir.

2.2.1.3. Entakapon

Segici ve tersinir bir katesol-O-metil transferaz (COMT) inhibitoridiir. COMT, S-
adenosil-L-metyonine ait metal gruplarinin katesol yapilar1 igeren substratlarin fenolik
gruplarma transferini hizlandirir.  COMT’un fizyolojik substratlarindan biride

DOPA’dir. Digerleri ise katesolaminler (dopamin, norepinefrin ve epinefrin) ve



bunlarin  hidroksillenmis  metabolitleridir. Levodopanin karbidopa tarafindan
dekarboksilasyonu engellendiginde, COMT enzimi levodopay1 3-metoksi-4-hidroksi-L-
fenilalanin (3-OMD)’ye metabolize eder. Giinliik alim dozu 2000 mg’dir.

2.2.2. Farmakokinetigi

Levodopa, karbidopa ve entakapon (Stalevo) tabletlerin farmakokinetigi 45 ile
75 yaslan arasinda saglikli kisiler iizerinde incelenmistir. Degisik dozlarda Stalevo
alimi sonrast1 elde edilen levodopa, karbidopa, entakapon ortalama plazma
konsantrasyonlar1 levodopa ve karbidopa igeren tablet ve yaninda sadece entakapon
iceren tablet (Comtan) alimi sonrast elde edilen degerler ile karsilastirilabilir

bulunmustur.

Emilim ve dagilim: Levedopa ve entakapon hizli emilir ve elimine edilir.
Ikisinin dagilim hacimleri kiigiiktiir. Karbidopa ise, levodopa ve entakapona gore
nispeten daha yavas emilir ve elimine edilir. Levodopa, karbidopa ve entakapon emilim
degerlerinde, 6zellikle Cmax degerinde olmak {izere, birey i¢i ve bireyler aras1 degerlerde
azimsanmayacak Olcilide varyasyonlar vardir. Besin alimmin Stalevo iizerine etkileri
incelenmemistir. Ciinkii levodopa c¢esitli amino asitlerin gut duvarindan gegisi ile
rekabet eder, levodopanin emilimi proteince zengin beslenme sonrasi bazi hastalarda
etkilenmistir. Proteince zengin beslenme levodopanin emilimi geciktirebilir ya da

azaltabilir. Levodopa plazma proteinlerine yaklasik % 10- 30 civarinda baglanir.

Tek doz Stalevo alim1 sonrasi levodopaya ait farmakokinetik 6zellikler Tablo 2-

1 de gosterilmistir.



Tablo 2-1: Farkh yitiliklerdeki Stalevo’ya ait Levodopanin farmakokinetik degerleri
(ortalama = SD) (19)

Tablet Yitiligi AUCq. Crmax Tmax

(L, C,E)* (mg) (ng.saat/mL) (ng/mL) (saat)
50-12,5-200 1,040+ 314 470+ 154 1,1+0,5
100-25-200 2910+ 715 975 + 247 1,4+0,6
150-37,5-200 3,770 +£ 1,120 1,270 + 329 1,5+0,9
200-50-200 6,115+ 1,536 1,859 + 455 1,76 £ 0,7

* (L,C,E): (Levodopa, Karbidopa, Entakapon)

Saglikli kadin ve erkek goniilliilerde tek doz Stalevo alimi sonrasi karbidopa pik
konsantrasyonuna ulasim siiresi ortalama 2,5 ila 3,4 saattir. Siras1 ile 12,5 mg, 25 mg,
37,5 mg ve 50 mg dozlarda karbidopa i¢eren Stalevo alimi sonrasi elde edilen ortalama
Cmax degeri 40 ng/mL ile 225 ng/mL arasinda ve ortalama AUC degeri ise 170 ng.saat
ile 1200 ng.saat degerleri arasindadir. Karbidopanin plazma proteinlerine baglanma
orani yaklasik % 36’dur.

Saglikli kadin ve erkek goniilliilerde tek doz Stalevo alimi sonrasi entakapon pik
konsantrasyonuna ulasim siiresi ortalama 0,8 ila 1,2 saattir. 200 mg entakapon icerek
degisik dozlarda Stalevo alimi sonrasi elde edilen ortalama Cmax degeri 1200 ng/mL ile
1500 ng/mL arasinda ve ortalama AUC degeri ise 1250 ng.saat ile 1750 ng.saat
degerleri arasindadir. Entakaponun 400 ng/mL ile 50000 ng/mL konsantrasyonlari
arasinda plazma proteinlerine baglanma orani yaklasik % 98°dir. Agirlikli olarak serum

albumine baglanir.

2.2.3. Metabolizasyon ve eliminasyonu

Levodopanin yarilanma omrii yaklasik 1,7 saattir. Degerler 1,1 saat ile 3,2 saat
arasinda degisebilmektedir. Levodopa farkli metabolitlere doniislir, en Onemli iki
metaboliti dekarboksilasyon sonucu olusan dopamin ve O-metileasyon sonucu olusan 3-

OMD’dir.

Karbidopanin yarilanma omrii ise ortalama 1,6 saat ile 2 saat arasindadir. Klinik

deger olarak 0,7 saat ile 4,0 saat degerleri de mevcuttur. Iki 6nemli metabolite



metabolize olur. Bunlar a-metil-3-metoksi-4-hidroksifenilpropionik asit ve a-metil-3,4-
dihidroksifenilpropionik asittir. Bu iki metabolit biiylik oranda degismeden yada bir
kismi glukuronid konjugeleri olarak idrarla elimine olurlar. Toplam {iriner atimin

yaklasik % 30’unu degismemis karbidopa olusturur.

Entakaponun yarilanma 6mrii ortalama olarak 0,8 saat ile 1 saat arasindadir.
Klinik deger olarak 0,3 saat ile 4,5 saat degerleri de mevcuttur. Entakapon atilim 6ncesi
neredeyse tamamen metabolize olur. Metabolize olmayan kisim yaklasik % 0,2 dir. Tek
aktif metaboliti olan sis-izomeri izomerizasyon sonucu olusur. Entakapon ve

metabolitleri, glukunorid konjugeleri olarak idrarla atilir.

Cok kisa yarilanma Omiirleri olduklar igin, birbirini takip eden dozlar sonrasi

sistemde gercek anlamda bir levodopa ve entakapon akiimiilasyonu olugsmamaktadir
(19,20).

2.3. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler
2.3.1. Etken maddeler

2.3.1.1. Levodopa

OH

Sekil 2-3: Levodopa'nin kimyasal formiilii

Levodopa kimyasal adi (2S)-2-Amino-3-(3,4-dihidroksifenil) propanoik asit ya
da (-)-3-(3,4-dihidroksifenil)-L- alanin olan beyaz renkli kristal toz halinde bir aromatik
amino asittir (Sekil 2-3). Molekiil agirligi 197,2 dir. Kapali formiilii CoH11NO4 tiir.
Elementel analiz degerleri C: % 54,82, H: % 5,62, N: % 7,10, O: % 32,46, asitlik sabiti
degeri 25°C de pKa: 2,32 olarak bildirilmistir. Erime derecesi 284-285 °C dir. Suda az
¢Oziiniir, pratik olarak % 96’lik etanolde hemen hemen hi¢ ¢dziinmez. 1 M HCI

¢ozeltisinde kolay ¢oziiniir, 0,1 M HCI ¢ozeltisinde zor ¢6ziiniir (21, 22, 23).
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5: Levodopanin 0,2 mg/mL konsantrasyonda % 0,5 formik asit sudaki ¢o6zeltisinin

UV spektrumu.
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2.3.1.2. Karbidopa

Sekil 2-6: Karbidopanin kimyasal formiilii

Karbidopa aromatik aminoasit dekarbosilasyonu inhibitoriidiir (AADC). Beyaz
yada beyaza yakin kristal tozdur. Kimyasal ad1 (25)-3-(3,4-Dihidrofenil)-2-hidrazino-2-
metil-propanoik asit monohidrat ya da as (-)-L-(a-hidrazino-(a-metil-p-(3,4-
dihidroksibenzen) propanoik asit monohidrattir. Elementel analiz degerleri C: % 49,17
H: % 6,60, N: % 11,47, O: % 32,75 dir. Molekiil agirligit monohidrat formunda 244,2,
susuz formda ise 226,3 tiir. Kapali formiilii C10H14N204°H20 olan bu molekiil suda az
¢Oziinlir, % 96’lik etanolde ¢ok az ¢oziiniir, metilen kloriirde hemen hemen hig

¢cOziinmez. Mineral asitlerin seyreltik ¢ozeltilerinde ¢oziiniir. Erime derecesi 208 °C dir.

Asitlik sabiti degerleri pKa: 3,59 ve 5,65 olarak bildirilmistir (24, 25).

i,
20

82.5

‘ -
60 ' {] \ &

4400 4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
carbidopa

Sekil 2-7: Karbidopanin FT-IR spektrumu
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a

280.2, 2.4612

2. N

Absorbans
“,...a"‘

200 250 300 350 400
Dalgaboyu (nm)

Sekil 2-8: Karbidopanin 0,2 mg/mL konsantrasyonda % 0,5 formik asit sudaki ¢ézeltisinin
UV spektrumu.

2.3.1.3. Entakapon

CHj;
CN
HO

OH

Sekil 2-9: Entakaponun kimyasal formiilii

Entakapon molekiil agirligi 305,3 olan nitro-katesol yapili bir katesol-O-metil
transferaz (COMT) inhibitoriidiir. Yesilimsi sar1 ya da sar1 renkte tozdur. Kimyasal adi
(2E)- 2- siyano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil)-N,N-dietilprop-2-enamid ya da (E)-a-
siyano-N,N-dietil-3,4-dihidroksi-5-nitrosinnamamid’dir. Kapali formiili C14H15N3Os
olan bu madde suda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez, asetonda zor ¢6ziiniir, susuz etanolde
az ¢oziiniir. Elementel analiz degerleri C: % 55,08, H: % 4,95, N: %13,76, O: % 26,20
dir. Polimofizm gosterir. Asitlik sabiti degeri pKa:4,5 olarak bildirilmistir (26-30).
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Sekil 2-10: Entakaponun FT-IR spektrumu
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Sekil 2-11: Entakaponun 0,2 mg/mL konsantrasyonda metanoldeki ¢ézeltisinin UV
spektrumu.
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2.3.2. Safsizliklar

2.3.2.1. Levodopa Safsizliklar:

1) Levodopa Safsizhk  B: Kimyasal ad1 (2S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)propanoik asittir (Sekil 2-12). Kapali formiili CoH11NO3’tiir. Avrupa
farmakopesinde safsizlik B olarak adlandirilir. Diger yaygin bilinen adi L-tirozin’dir.
Levodopanin sentezlenmesinde 6n siibstrattir. Fenilalaninden elde edilir (12). Molekiil

agirhgn 181,2 dir (21,22).

OH

T
/// 1,

NH,
HO

Sekil 2-12: Levodopa Safsizhik B kimyasal formulii
ii) Levodopa Safsizlik C : Kimyasal adi (2RS)- 2-amino-3-(4-hidroksi-3-
metoksifenil)propaonik asittir (Sekil 2-13). Kapali formiilii C10H13NO4’tiir. Avrupa

farkoesinde safsizlik C olarak adlandirilir. Diger yaygin bilinen adlari 3-O-metildopa
(3-OMD) ya da 3-metoksi-DL-tirozindir.

Cevresel sinir siteminde levodopanin katesol-O-metil transferaz (COMT) enzimi

ile metabolize olmasi sonucu olusur. Molekiil agirligi 211,2 dir (21,22).

)

OH

NH,
HO

OCH;

Sekil 2-13: Levodopa Safsizhik C kimyasal formulii
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2.3.2.2. Karbidopa safsizliklari

i) Metildopa: Kimyasal adi (S)-2-amino-3-(3,4-dihidroksifenil)-2-metil-
propanoik  asittir.  Avrupa farmakopesinde karbidopanin  safsizligi  olarak
adlandirilmstir. Molekiill agirhigr 211,2 dir (Sekil 2-14). Kapali formiili
C10H13NOg’tiir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir maddedir. Merkezi sinir
sistemi lizerine etkilidir. DOPA dekarboksilaz enzimini inhibe eder. DOPA
dekarboksilaz enzimi levodopanin dopamin prekiirsorlart olan epinefrin  ve
norepinefrine doniismesine yol agar (24, 25, 31). Levodopa Safsizlik C’nin yapisal

izomeridir.

HO

Sekil 2-14: Metildopanin kimyasal formiilii

i) Metilkarbidopa: Kimyasal adi a-Hidrazino-4-hidroksi-3-metoksi-o-
metilbenzen propanoik asittir. Diger adi 3-O-metilkarbidopa’dir. Kapali formiilii
C11H16N204’tiir.3-OMC  kisaltmasi ile de adlandirilir. Avrupa farmakopesinde
karbidopanin safsizlig1 olarak tanimlanmigtir. Molekiil agirligr 240,3 tir (Sekil 2-15)
(24, 25).

HO

OCH,

Sekil 2-15: Metil karbidopanin kimyasal formiilii
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2.3.2.3. Entakaponun safsizliklari

i) Entakapon Safsizlik A: Kimyasal adi (2Z7)-2-siyano-3-(3,4-dihydroksi-5-
nitrofenil)-N,N- dietilprop-2-enamid’dir. Avrupa farmakopesinde Entakaponun A
safsizligr olarak adlandirilir. Entakaponun Z-izomeridir (Sekil 2-16). Kapali formiili
C14H15N30s’tiir. Molekdil agirligr 305,3 tiir. Isiga maruz kalma sonucunda agiga ¢ikar.
Entakapon metabolitlerinin % 75’1 glukuronitler ve % 25’1 de Z-izomeridir. Z-izomeri

entakaponun insan plazmasinda bulunan tek faz 1 metabolitidir (26, 27, 32).

O,N CN
X
/\CH3
HO o) N
o4 \\CH3

Sekil 2-16: Entakapon Safsizlik A’nin kimyasal formiilii

ii) Entakapon Safsizlik C: Kimyasal adi 3,4-dihidroksi-5-nitrobenzaldehit’tir.
Avrupa farmakopesinde Entakaponun C safsizhigi olarak adlandirilir. (Sekil 2-17).
Kapali formiilii C7HsNO4’tiir. Molekiil agirligi 183,12 dir (26, 27).

O,N

o

HO

OH

ekil 2-17: Entakapon Safsizik C’nin kimyasal formiilii
p Y
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2.4. Gelistirilmis Analitik Yontemler

2.4.1. HPLC Yontemleri

Literatiirde levodopa, karbidopa ve entakapon i¢in aktif maddeye ait ya da tablet
formlarinda miktar tayinlerinin veya safsizliklarinin gesitli analitik yontemlerle tayinini
miimkiin kilan farkli analitik yontemlere ait ¢alismalar bulunmaktadir. Bu béliimde bu

caligmalara ait 6zetler asagida sunulmustur.

Bugamelli ve arkadaslar1 (10) elektrokimyasal dedektorliit HPLC yontemi ile
insan plazmasinda es zamanl olarak levodopa, karbidopa, entakapon ve 3-O-metildopa
maddelerinin tayinin yapmislardir. Bu ¢alismada levodopa, karbidopa ve 3-O-metildopa
icin numuneler protein ¢oktiirme yontemi ile hazirlanmis ve RP-C18 HPLC kolonu ve
hareketli faz olarak (8:92, h/h) oraninda metanol ve pH 2,88 fosfat tamponu kullanilarak
analiz edilmistir. Entakapon analizi i¢in ise numune hazirlamada kat1 faz ekstraksiyonu
tercih edilmis, bu amagla Oasis HLB marka SPE kartuslar1 kullanilmis ve % 96 nin
tizerinde verim elde edilmistir. Kromatografik olarak ise C8 kolon ve hareketli faz
olarak da siras1 ile (17,5: 22,5: 60) oranlarinda metanol, asetonitril ve pH 1,9 fosfat
tamponu karisimi1 kullanilmistir. Her iki analiz iginde + 0,8 Volt potansiyel fark
uygulanmistir. Konsantrasyon araliklar1 levodopa igin 100-4000 ng/mL, 3-O-metildopa
icin 200-10.000 ng/mL, karbidopa i¢in 25-4000 ng/mL ve entakapon icin ise 20-4000
ng/mL olarak uygulanmis ve dogrusallik sonuglart uygun bulunmustur. Kesinlik
parametresi sonucu RSD % 5,64 olarak bulunmus ve geri kazanim calismasinin

sonuglari da % 90’1n lizerinde ¢ikarak uygun bulunmustur.

Paim ve arkadaglar1 (33) kapl tabletlerde entakapon ¢éziinme hiz1 tayini testi
gelistirmislerdir. Bu yontemde aparat olarak 50 rpm doniis hiz1 ayarli palet, her bir
kiivette 900 mL hacminde pH 5,3 asetat tamponu kullanilmis ve belirli siireler sonunda
bu sistemden alinan numuneler HPLC sisteminde analiz edilmistir. Agilent Eclipse
XDB RP-18 kolon ve (65: 35, h/h) oranlarinda pH’1 % 10 luk fosforik asit ile 3,0’a
ayarlanmig su ve asetonitril karistmina sahip hareketli faz kullanilmistir. Analiz 2,0
mL/dakika hareketli faz akis hizinda ve entakaponun en yiiksek yanit verdigi UV 305
nm dalgaboyunda yapilmistir. Metot 10-60 pg/mL araliginda dogrusal bulunmustur.
Metot kesinligi % 1,58 olarak bulunmus, geri kazanim ¢alismalart c¢alisma
konsantrasyonunun % 80-120 araliginda c¢alisilmis ve degerler % 95,0-% 105,0

araliginda bulunmustur.
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Kafil ve arkadaslar1 (34) tabletlerde levodopa, karbidopa miktar tayini ve
bunlara bagli safsizliklarini tayini yontemini gelistirmislerdir. HPLC yonteminde
dedektor olarak kulometrik dedektor, C18 kolon, hareketli faz olarak 0,05 M asetat
tamponu kullanilmistir. Metot, numune ¢dzeltileri oda sicakliginda beklediginde 6-
hidroksidopa’dan olusan safsizliklarin tayinini yapabilmektedir. Dedektérde uygulanan
hiicre potansiyel degerleri referans elektrod i¢in +0,3 V, numune elektrodu i¢in +0,6 V°
dir. Yontemin dogrusallik araligi 0,1-250 nmol, kesinligi levodopa i¢in % 2.0,
karbidopa i¢in % 1,6 olarak bulunmustur.

Issa ve arkadaslar1 (35) HPLC ile tabletlerde levodopa, karbidopa ve entakapon
tayini yontemi gelistirmislerdir. Olgiimler UV 282 nm dalgaboyu, C8 kolon, 1
mL/dakika hareketli faz akis hiz1 kosullarinda yapilmistir. Hareketli faz olarak 75 hacim
tampon (1000 mL sinde 30 mL Tetrahidrofuran ve 0,2 mL trietil amin i¢eren pH’1 3,0 a
ayarll) ve 45 hacim asetonitril karigimi kullanilmigtir.  Konsantrasyon araliklari
levodopa, karbidopa ve entakapon i¢in sirasiyla 1,25-500 pg/mL, 0,31-125 pg/mL ve
2,5-850 pg/mL’dir. Geri kazanim degerleri levodopa, karbidopa ve entakapon icin
sirastyla % 99,2-100,8, % 99,3-100,7 ve % 98,85-101,16 arasinda bulunmustur.

Kesinlik degerleri her madde i¢in % 2,0 nin altinda bulunmustur.

Tekale ve arkadaslar1 (36) tabletlerde entakapona ait safsizliklar olan stage IV
(1-[2-siyano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofenil-1-okzo-2-propenil piperidin) ve entakapon
safsizlik A (entakapon Z-izomeri) tayini icin gelistirdikleri HPLC yonteminde C8
kolonu, (55: 45, h/h, pH 3,0) oranlarinda amonyum asetat ve metanolden olusan
hareketli faz ve 283 nm dalgaboyunda UV dedektor kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada
gozlenebilme smir1 (LOD) stage IV safsizligi i¢cin % 0,008, entakapon safsizlik A i¢in
% 0,004, tayin siir1 (LOQ) ise stage IV safsizligi i¢in % 0,02, entakapon safsizlik A
icin 0,012% olarak bulunmustur. Kesinlik calismasinda stege IV ve entakapon safsizlik

A i¢in % RSD degerleri sirasiyla % 0,98 ve % 1,52 olarak bulunmustur.

Rihbani ve arkadaslar1 (37) gelistirdikleri elektrokimyasal dedektorli HPLC
yonteminde levodopaya ait safsizliklar olan 3-(3,4,6&hidroksifenil)alanin ve levodopa
safsizlik C (3-metoksi-DL-tirozin) ile karbidopaya ait safsizliklar olan metildopa ve
metilkarbidopa (3-O-metilkarbidopa)’nin tayinlerini gergeklestirmislerdir. HPLC
sisteminde UV 283 nm dalgaboyu, C8 kolon ve 0.8 mL/dakika akis hizinda iyon ¢ifti

kimyasali igeren mobil faz kullanilmigtir. Camsi karbon ¢aligma elektrodu ve Ag/AgCl



19

referans elektroduna sahip amperometrik dedektor ile ¢alisma elektrodu oksidasyon
modunda +0,9 V potansiyel fark kosullarinda 6lgiimler alinmistir. Olgiimlerde UV
dedektor ile % RSD %0,96, elektrokimyasal dedektor ile % RSD % 0,28 bulunarak

yeterli seviyede kesinlik degerleri elde edilmistir.

Soukhova ve arkadaslar1 entakapon etken maddesi ve safsizliklart i¢in (38)
gelistirdikleri HPLC metodunda kloramfenikol maddesini i¢ standart olarak kullanarak
151k degradasyonu sonucu olusan entakapon z-izomeri ve diger olusan safsizliklarin
analizlerini yapmuslardir. Calisilan yonteme ait dogrusallik calismasi entakapon piki
icin 0,1-0,3 mg/mLkonsantrasyonu araliginda ¢alisilmis ve dogrusal bulunmustur.
Kesinlik ¢aligsmasi sonuglari ise % 1,0 bulunmus, yontemin dogrulugu ise % 80- % 120

araliginda ortalama % 100,1 olarak bulunmustur.

Shalini ve arkadaslar1 (39) HPLC de gelistirdikleri yontem ile tablet formunda es
zamanlt olarak levodopa ve karbidopa miktar tayini analiz etmiglerdir. Gelistirilen
yontemde C18 kolon kullanilmis ve hareketli faz olarak kullanilan pH 3 fosfat tamponu:
asetonitril (90:10, h/h) karisimi1 0,5 mL/dakika hizda yiiriitiilmustir. UV dedektoriin
dalgaboyu 280 nm’dir. Yontemin dogrusallik araligi levodopa i¢in 50 ppm-150 ppm,
karbidopa i¢in 12,5 ppm-37,5 ppm olarak uygulanmistir. Kesinlik degerleri levodopa
icin % 0,72, karbidopa i¢in % 0,45 olarak bulunmustur. Yontem dogruluk ¢alismasi

sonuglart ise levodopa ve karbido igin sirasi ile % 99,8 ve % 99,9 bulunmustur.

Paim ve arkadaglar1 (40) tarafindan gelistirilen ters faz HPLC yontemi ile
tabletlerde entakapon aktif maddesi miktar tayini 305 nm de stabilite gosterir sekilde
analizlenmistir. C18 kolon ve pH 3 e ayarli su: asetonitril (65:35, h/h) karisiminin
hereketli faz olarak kullanildigi yontemde UV 254 nm 1s1&ina maruz birakilmis
entakapon ¢ozeltilerinin yanisira asit, alkali ve peroksit gibi etkilere maruz birakilan
cozeltilere de analizler yapilmis, elde edilen kromatogramlarin spektral olarak saf

bulunmasi sonucu yontemin stabilite gosterir bir yontem oldugu belirtilmistir.

Shetty ve arkadaslar tarafindan gelistirilen bir baska yontemde yine tabletlerde
entakapon ve 3 adet safsizliklarinin tayini ¢alismast yapilmistir (41). Sozii edilen
entakapon safsizliklar1 asit-alkali, fotoliz, oksidasyon, sicaklik ve hidroliz gibi
bozundurmalar sonrasi elde edilen metoksi entakapon, vanillin entakapon ve dihidroksi
entakapondur. Gradiyent akis programinin 1,5 mL/ dakika olarak uygulandigi yontemde

220 nm ayarli UV dedektor, C 18 kolon ve % 0,1 fosforik asit tamponu ve asetonitril
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kullanilmistir.  Elde edilen kromatogramlarda entakapon ve safsizliklarinin
birbirlerinden ayrim faktorlerinin 2 den biiylik oldugu goézlenmistir. Metodun kesinlik
degeri % 2,0 simirinin altinda, dogruluk degeri entakapon i¢in % 99,2-101,5, safsizliklar
icin % 99,5-102,2 degerleri arasinda bulunmustur.

Gelber ve arkadaglar1 siral hareketli faz kullanarak HPLC de levedopa,
metildopa, karbidopa ve triptofan maddelerinin enantiyomerik safliklarin1 analiz
etmislerdir (42). Bu ¢alismada C18 kolon esliginde i¢ine fenilalanin ve bakir (II) stilfat
eklenmis hareketli faz kullanilarak maddelerin D ve L izomerlerinin ayrilmasi
hedeflenmistir. UV dedektor kullanilarak 280 nm de yapilan bu calismada dogrusallik
icin korelasyon katsayis1 0,986, dogruluk calismasinda yilizdesel fark olarak % 0,5 ve
kesinlik calismasinda % RSD degeri ise % 1,0 altinda bulunmustur.

Saxer ve arkadaglar1 (43) elektrokimyasal dedektoér kullanarak levodopa ve
onemli bir metabolit olan 3-O-metildopa (3-OMD)’nin insan plazmasinda tayinini
yapmiglardir. Klinik ¢alismalara 6zgii tasarlanan bu ¢alismada ilgilenilen maddeler iyon
cifti ters faz kromatografi yontemi ile perklorik asit ile protein ¢oktlirmesi islemine tabi
tutulmus numunelerden analizler yapilmis ve dedektor olarak redoks modunda calisan
cift-elektrod sistemli elektrokimyasal dedektor kullanilmistir. Metodun giinlerarasi
kesinlik degerleri levodopa ve 3-OMD i¢in sirasiyla % 1,34-6,54 ile % 3.90-5.50
degerlerinde bulunmustur. Dogruluk degeri ise levodopa i¢in yaklasik % 90, 3-OMD
icin ise yaklasik % 100 olarak bulunmustur.

Tablet dozaj formunda es zamanli olarak levodopa, karbidopa ve entakaponun
miktar tayini ¢alismasini Krishna ve arkadaslar1 (44) HPLC’de C18 kolonu ve hareketli
faz olarak su (pH 4.5 potasyum dihidrojen fosfat ile ayarlanmis) ve metanol (60: 40,
h/h) karigimi kullanarak gelistirmislerdir. Bu yontemde dedektor UV 287 nm de
kullanilmis ve dogrusallik ¢aligmalarinda korelasyon katsayilar1 0,99 olarak metot geri

kazanim degerleri ise {i¢ madde i¢inde % 100 olarak bulunmustur.

Kumar ve arkadaslar1 (45) yar1t mamiil ve tablet dozaj formunda levodopa ve
karbidopa miktar tayini i¢in gelistirdikleri yontemde C18 kolon, 1,0 mL/ dakika akis
hizinda pH 2,8’e ayarli fosfat tamponu ve metanol (20:80, h/h) karisimindan olusan
hareketli faz, UV dedektor (282 nm) kullanmislardir. 10 dakikalik enjeksiyonlar ile her
iki madde levodopa i¢in 60-140 pg/mL, karbidopa icin 6-14 pg/mL konsantrasyon

araliginda dogrusal bulunmustur. Elde edilen korelasyon katsayilar1 0,999’un
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iistiindedir. Metodun ortalama geri kazanim degerleri ise levodopa ve karbidopa igin
sirasyla % 99,23 ve % 98,97 olarak bulunmustur. Giinleraras1 kesinlik degerleri ise

sirastyla % 0,41 ve % 0,42°dir.

Madhavi ve arkadaslar ise gelistirdikleri HPLC yonteminde (46) yar1t mamiil ve
tablet formunda levodopa, karbidopa ve entakapon miktar tayinini 15 dakikalik bir
enjeksiyon ile yapmislardir. Analitik yontemde C18 kolon, UV dedektor (280 nm)
kullanilmigtir. Gradiyent akis programinda hareketli faz olarak A hattinda % 0,05 (h/h)
fosforik asit ¢oOzeltisi ve B hattinda asetonitril kullanilmistir. Metodun ¢alisma
konsantrasyon aralig1 levodopa, karbidopa ve entakapon i¢in sirasiyla 10-50 pg/mL, 5-
25 pg/mL, 20-100 pg/mL olarak belirlenmis ve bu araliklarda dogrusallik igin
korelasyon katsayilar1 0,997 ile 0,999 arasinda bulunmustur. Geri kazanim degerleri ise

% 2 kesinlik degerinin altinda % 98-% 102 araliginda bulunmustur.

Zaveri ve arkadaglar1 (47) gelistirdikleri ters faz HPLC yonteminde tablet dojaz
formunda levodopa, karbidopa ve entakapon miktar tayinini belirlemislerdir. Hibrit C18
kolon (Xterra C18) kullanilan bu yontemde gradiyent akis programi uygulanmistir. Akis
hizinin 1,5 mL/ dakika oldugu bu yontemde hareketli faz olarak A hattinda 1-dekan
stilfonat sodyum iyon ¢ifti tuzu iceren pH 3 e ayarl fosfat tamponu, B hattinda ise
asetonitril kullanilmistir. UV dedektér 280 nm’ye ayarlanmistir. Elde edilen metot
validasyon parametreleri dogruluk i¢in % 98,0-102 araliginda, kesinlik i¢in ise RSD

degeri % 2,0 altinda bulunmustur.

Mantena ve arkadaslar1 (48) ultra performans likit kromatografi cihazi (UPLC)
ile gelistirdikleri yontemde levodopa, karbidopa ve entakapon maddelerinin ve bunlara
ait bilinen 15 safsizligin analizini yapmislardir. Bu safsizliklarin proses kaynakli ya da
degradasyon kaynakli safsizliklar oldugu belirtilmistir. Tanecik boyutu 1,7 pm olan 6zel
bir hibrit C18 kolonun kullanildigi yontemde dedektdr 225 nm de veri toplamistir.
Gradiyent programda 0,5- 0,7 mlL/dakika aras1 degisen akis hizinda % 0,1 perklorik asit
cozeltisi ve asetonitril kullanilmis ve tiim piklerin 20 dakikalik kromatogramda elde
edilmeleri saglanmistir. Hareketli fazda bulunan perklorik asidin iyon cifti olustuma
ozelliginden yararlanilmistir. Pik sekilllerinde kuyruk olusumunu engellemek icin kolon
firin sicakligi 45°C ye ayarlanmistir. Yontemin stabilite gosterir metot oldugunu ispat

etmek icin asit, alkali, oksidasyon, 1s1, nem, 1sik kosullarinda bozundurma sartlar
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uygulanmis numuneler ilgili metot ile analizlenerek sonuglar incelenmis ve ardindan

validasyon islemi uygulanmstir.

Vemic ve arkadaglar1 (49) kaotropik ajan olarak trifloroasetik asit ile hazirlanmis
hareketli faz ve CI18 kolon kullanarak farkli polaritelere sahip bulunan levodopa,
karbidopa, entakapon ve bunlarin safsizliklarinin HPLC de ayirimlarini saglamislardir.
Deneysel tasarim yaklagimiyla belirlenen gradiyent programi 1,0 mL/dakika akis
hizinda, pH 2,0 a ayarli 20 mM trifloroasetik asit tamponu ve metanolden olusmaktadir.
Maddelere ait bilinen 6 adet safsizligin beraberinde analiz edildigi yontemin dedektorii
280 nm ye ayarli UV dedektoriidiir. Metodun konsantrasyon caligma araliklar
levodopa, karbidopa, entakapon igin sirasiyla 20-200 pg/mL, 10-100 pug/mL, 5-80
pg/mL, levodopa safsizliklari i¢in 0,1-1 pg/mL, karbidopa safsizliklari i¢in 0,1-1 pg/mL
ve entakapon safsizliklari i¢in ise 0,02-0,4 olarak uygulanmis ve analiz edilen dogruluk,

dogrusallikve kesinlik gibi validasyon parametlerinin uygun bulundugu belirtilmistir.

Ramakrishna ve arkadaslarinin insan plasmasinda entakapon tayini konulu
calismasinda (50) numuneler etil asetat: n-hegzan (70: 30, h/h) ¢oziicli karistminda tek
asamali sivi-sivi ekstraksiyonu ile elde edilmis ve HPLC de ters faz C18 kolon
kullanilarak 305 nm’de analiz edilmistir. Yontemde hareketli faz olarak pH 2, 75’e
ayarli olan 30 mM fosfat tamponu ve asetonitril (62:38, h/h) kullanilmistir.
Konsantrasyon araligi 25-2500 ng/mL olan yontemde kesinlik seviyesi % RSD 2,2-4,2,

dogruluk calismasi sonuglar1 da % 98,7- 107,5 degerleri arasinda bulunmustur.

Sagar ve arkadaslarmin (51) levodopa ve karbidopa ve bunlarin metabolitlerinin
insan plazmasinda ve iirinde tayinini kapsayan ¢alismasinda matristen gelen istenmeyen
maddeleri eleyebilmek ve numuneyi saflagtirabilmek icin kullanilan degistirilebilir
diizenekli kolon boéliimiine sahip HPLC ve elektrokimyasal dedektor kullanilmigtir.
Boylece plazmada numuneye girisim yapabilecek ve elektrokimyasal dedektdrde yanit
verebilecek pek cok madde elenmis olmaktadir. Yontemde C18 kolon, karbon fiber
mikroelektrik hiicre ve referans elektrod olarak glimiis/giimiis fosfat kullanilmis, +0,8 V
potansiyel fark uygulanmigtir. Konsantrasyon g¢aligma araligi 0,02- 4,0 pg/mL’dir.
Insan plazmasindan elde edilen geri kazanmim degerleri % 93,83 ile 89,76 degerleri
arasinda bulunmustur. Kesinlik degerleri ise RSD % 7,0 degerinin altinda bulunmustur.
Analiz edilebilen en kiigiik konsantrasyonlar levodopa ve karbidopa i¢in sirasiyla 5 ve 8

ng/mL dir.
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2.4.2. HPLC-Kiitle Spektroskopi Yontemleri
Genellikle klinik ¢alismalarda kullanilmak tizere fizyolojik sivilarda levodopa,
karbidopa ve entakapon ile bu maddelere ait safsizliklarin veya metabolitlerin analizini

miimkiin kilan pek ¢ok yontem yaymlanmistir.

Yadav ve arkadaslar1 (32) gelistirdikleri yontemde likit kromatografi- tandem
kiitle spektrometre (LC-ESI-MS/MS) cihazi kullanarak insan plazmasinda es zamanl
olarak entakaponun E ve Z izomerlerinin miktar tayinini c¢alismislardir. Numune
hazirlamada her iki izomer i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yonteminden yararlanilmis olup
500 pL lik insan plazmas iizerinden calismalar vyiiriitiilmiistiir. I¢ standart olarak
karbamazepin kullanilmistir. HPLC sistem parametreleri C18 kolon, hareketli faz olarak
% 1 formik asit ve metanol (50:50, h/h) karisimi, % 90 split oranina sahip 1,0
mL/dakika akis hizi, 35°C ye ayarli kolon termostati sicaklig1 olarak siralanmistir. Kiitle
spektroskopide c¢oklu reaksiyon izleme (multiple reaction monitoring, MRM) ydntemi
kullanilmistir. Hesaplamada kiitle gecis degerleri olarak sirasyla E - Z izomeri ¢ifti i¢in
ve i¢ standart i¢cin m/z 306,1—233,0 ile m/z 237,3—194,2 olarak belirlenmistir.
Yontemin ¢aligma konsantrsayonu entakapone ve i¢ standart i¢in sirasiyla 24,3-6076
ng/mL ve 23,8- 5960 ng/mL ‘dir. Yapilan validasyon ¢alismasinda kesinlik degerleri (%
RSD) 10’un altinda, dogruluk degerleri % 100,4-107,3 arasinda bulunmustur.

Ribeiro ve arkadaglar1 (52) HPLC-MS/MS ile gelistirdikleri yontemde insan
plazmasinda levodopa, karbidopa, entakapon, tolkapon, 3-O-metildopa ve dopaminin es
zamanlt analizini gerceklestirmislerdir. 3-O-metildopa ve dopamin metabolit olduklari
i¢cin incelenmislerdir. HPLC kisminda C8 kolon kullanilmis, gradiyent program olarak
her ikiside % 1 formik asit iceren su ve asetonitril: metanol (90:10, h/h) karisimi
uygulanmistir. Gelistirilen yontem ile analiz edilen en diisiik konsantrasyon 7,0
ng/mL’dir. Yontem dogrusal (r > 0,99), kesin (RSD < % 11,3) ve dogru (RE <% 11,8)
bulunmustur. Numuneler solvent ¢oktiirme yontemiyle asetonitril kullanilarak elde

edilmistir. Kiitle dedektoriinde hesaplamalar i¢in (+) MRM modu kullanilmistir.

Cesar ve arkadaslar1 (53) likit kromatografi, elektrosprey iyonizasyon kaynagi
ve kiitle spektrometre kullanarak gelistirdikleri yontemde insan plazmasinda levodopa
ve karbidopa etken maddelerini analiz etmislerdir. Yontemde numune hazirlamada
perklorik asit ile protein ¢oktlirme islemi yapilmis ve i¢ standart olarak metildopa

kullanilmistir. Likit kromatografide C18 kolon ve % 0,2 formik asit ve asetonitril (90:
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10, h/h) karisimi hareketli faz olarak secilmistir. Kiitle dedektérii + MRM modunda
calistirilarak hesaplamalar levodopa, karbidopa ve metildopa igin sirastyla m/z 198,1 —
m/z 107,0, m/z 227,2 —-m/z 181,0, ve m/z 212,1 — m/z 139,2 iyon gecis degerleri
kullanilarak yapilmistir. Yontemin konsantrasyon c¢alisma araliklar1 levodopa ve
karbidopa icin sirasiyla 50-5000 ng/mL ile 3-600 ng/mL’dir. Yontem saglikli
goniillillerde levodopa ve karbidopa iceren tablet formlarinda farmakokinetik

caligmalarda basariyla uygulanmistir.

Vilhena ve arkadaglar1 (54) hidrofilik etkilesimli likit kromatografi (HILIC) ve
MS/MS kiitle spektrometre kullanarak gelistirdikleri yontemde levodopa, karbidopa ve
metabolitlerini  (3-O-metildopa ve dopamin) insan plazmasinda tayinini
gerceklestirmislerdir. Klasik ters faz kromatografiye farkli bir alternatif sunan HILIC
ozellikli kolonlar ile farkli polariteye sahip analitlerin ayrimi saglanmistir. Plazma
numuneleri % 0,05 formik asit igeren asetonitril ile protein ¢oktiirmesi islemine tabi
tutulmus ve HPLC de hareketli faz olarak % 0,05 formik asit ve 3mM amonyum format
iceren tampon ve asetonitril (21:79, h/h) karisimi esliginde analiz edilmistir. Y6ntemin
calisgma konsantrasyon araliklari levodopa i¢in 75-800 ng/mL, karbidopa, 3-O-
metildopa i¢in 65—-800 ng/mL ve dopamin i¢in 20-400 ng/mL, nicelik sinir degerleri de
sirayla 75 ng/mL, 65 ng/mL ve 20 ng/mL’dir. Dogrusallik (r > 0,99), dogruluk (£ %
13,44) ve kesinlik (< % 13,99) degerleri uygun bulunmustur. Kiitle dedektoriinde
elektrosprey iyonizasyon kaynagi ve t¢lii kuadropol, hesaplamalar i¢cin MRM modu

kullanilmistir.

Martins ve arkadaglart (55) biyoesdegerlik numunelerinin c¢alisilmasi ig¢in
gelistirdikleri biyoanalitik yontemde levodopanin insan plazmasinda tayinini saglayan
likit kromatografi-kiitle spektrometre (HPLC-MS/MS) yonteminde numuneleri
hazirlamada perklorik asit ile protein ¢oktiirme islemini uygulamislardir. HPLC de C18
kolon ve % 0,5 formik asit iceren su asetonitril (90:10, h/h) karigimi hareketli faz olarak
kullanilmistir. Calismada karbidopa i¢ standart olarak secilmistir. Kiitle spektrometrede
MRM modun hesaplamada kullanildig1 yontemde levodopa i¢in m/z 198,1 — 181,0,
karbidopa i¢in m/z 227,1 — 181,0 kiitle gecis degerleri kullanilmis ve c¢arpisma
enerjileri sirasiyla 8,5 ve 11,5 V olarak belirlenmistir. Gelistirilen metot ile 60 saglikli

goniillii ile biyoesdegerlilik calismasi yiirtitiilmustiir.
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Entakapon ve 1sik altinda bozunma sonucu olusan degradasyon {iriinlerinin
tayini i¢cin Paim ve arkadaslarmin (56) gelistirdigi yontemde bozunma kinetiginin ve
olusan en belirigin safsizligin yapisinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Belirtilen
kosullarda elde edilen en yiiksek bozunma iirliniiniin z-izomeri oldugu belirtilmistir. Bu
amacgla metanol ¢oziiclisti ile hazirlanmig numune 254 nm dalgaboyundaki UV 15181
altinda kuartz hiicre i¢inde bekletilmistir. Kromatografik sistemde asetik asit ile pH 3’e
ayarli su ve asetonitril (65:35, h/h) karisimi, C18 kolon, 305 nm ye ayarli UV dedektor
kullanilmistir. Kiitle dedektorii parametreleri ise c¢arpisma enerjisi 5 V, ESI (-)
konumunda her iki izomer i¢in ise kiitle gecis degerleri m/z 304,1 — 66 olarak

belirlenmistir.

Le pan ve arkadaslar1 (57) insan serumunda levodopa, benserazid ve 3-O-
metildopanin es zamanl tayini i¢in gelistirdikleri yontemde likit kromatografi-kiitle
spektrometre kullanmiglardir. Numune hazirlama yontemi protein ¢oktirmedir.
Levodopa, benserazid ve 3-OMD i¢in 50-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda yontem
dogrusal bulunmus, yine sirasiyla bu maddeler i¢in giin i¢i ve giinler arast kesinlik
degerleri 120, 360 ve 720 ng/mL konsantrasyonlar1 i¢in % 10,56 ve % 6,22 olarak
bulunmustur. Karbidopa i¢ standart olarak kullanilmistir. Calismalar C18 kolon,
metanol ve formik asit % 0,5 (30:70, h/h) karisiminda hazirlanmis hareketli faz
kullanilarak yapilmigtir. Kiitle spektrometrede levodopa, benserazid, 3-OMD ve
karbidopa i¢in ge¢is degerleri sirasiyla m/z 198,3 — 152,0,258,2 — 85,2, 212,3 —
149,0, 227,3— 180,9 olarak belirlenmis (+) MRM modu kullanilmistir.

Cesar ve arkadaslar1 (58) levodopa ve benserazid iceren tabletlerde likit
kromatografi ve kiitle spektroskopi cithaz1 kullanarak insan plazmasinda levodopa ve 3-
OMD nin karbidopa i¢ standardi esliginde analizi i¢in yontem gelistirmiglerdir. Plazma
numuneleri protein ¢oktiirme islemi ile muamele edilmistir. Kromatografide C18 kolon
ve % 0,2 lik formik asit asetonitril (94:6, h/h) karisimi hareketli faz olarak
kullanilmistir.  Kiitle dedektoriinde hesaplama yapmak icin (+) MRM modunda
levodopa, 3-OMD ve karbidopa i¢in elde edilen kiitle gegis degerleri sirasiyla m/z 198
— 107, 212— 166 ve 227— 181 olarak belirlenmistir. YOntemin ¢alisma
konsantrasyon araliklari levodopa i¢in 50-6000 ng/mL, 3-OMD i¢in 25-4000 olarak
belirtilmis ve dogrusal bulunmustur. Valide edilen yontem saglikli goniilliilerde

farmakokinetik ¢alismalarin yiiriitiilmesinde basar1 ile uygulanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismast Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dalinda 2012-2017 yillar1 arasinda yapilmustir.
3.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Levodopa CRS (USP Reference Standard, Rockville, MD, ABD)
Levodopa Safsizlik B (USP Reference Standard, Rockville, MD, ABD)

Levodopa Safsizlik C (L-tirozin) (USP Reference Standard, Rockville, MD,
ABD)

Karbidopa CRS (USP Reference Standard, Rockville, MD, ABD)
Metildopa (Ph. Eur. Reference Standard, Strasbourg, France)
Metilkarbidopa (Ph. Eur. Reference Standard, Strasbourg, Fransa)
Entakapon (USP Reference Standard, Rockville, MD, ABD)

Entakapon Safsizlik A (Z-izomer) (Ph. Eur. Reference Standard, Strasbourg,

Fransa)
Entakapon Safsizlik C (LGC, LGC Standards GmbH, Almanya)
Stalevo ® Film Kapli Tablet 200/50/200 mg (Novartis, ABD)
Formik asit (Sigma-Aldrich, Almanya)
Asetonitril (ultra gradiyent grade) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Metanol (ultra gradiyent grade) (Sigma-Aldrich, Almanya)

Yiiksek saflikta su (HPLC saflikta)

3.2. Cozeltiler

3.2.1. Hareketli Fazlar
Hareketli faz A (% 0.5 Formik asit iceren metanol): 800 mL metanole 5 mL

formik asit eklendi. 1000 mL’ye metanol ile tamamland1 ve karigtirildi. 0,45 um

membran filtreden stizildi.
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Hareketli faz B (% 0.5 Formik asit iceren su): 800 mL suya 5 mL formik asit
eklendi. 1000 mL’ye su ile tamamlandi ve karistirildi. 0,45 pm membran filtreden

suzuldi.

3.2.2. Levodopa, Karbidopa ve Entakapon Miktar Tayini Analizi Icin Hazirlanan

Cozeltiler

Levodopa Stok Standart Hazirhgi: 10 mg levodopa standardi tartildi. 50 mL’lik balon
jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢6zdiikten sonra hacmine ayni
¢Oziicii ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 mL alimarak 100 mL’ye ayni ¢oziicii ile

seyreltildi (Cievodopa: 4,0 pg/mL).

Karbidopa Stok Standart Hazirh@i: 10 mg karbidopa standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢6zdiikten sonra hacmine
ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 0,5 mL alinarak 100 mL’ye ayn1 ¢o6ziicii ile

seyreltildi (Ckarbidopa: 1,0 pg/mL).

Entakapon Stok Standart Hazirh@: 10 mg entakapon standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz A ilave edip ¢6zdiikten sonra hacmine
ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 mL alinarak 100 mL’ye ayni ¢oziicii ile

Seyrelt'ld' (Centakapon: 4,0 ug/mL)

Standart Hazirhgi: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 20 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi (Cievodopa: 0,2 pg/mL,

Chrarbidopa: 0,05 pg/mL, Centakapon: 0,2 pg/mL).

Numune Hazirhgr 1 (Levodopa ve Karbidopa igin): Stalevo 200, 50, 200 mg
(levodopa, karbidopa, entakapon) film kaplh tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL
balonjojeye aktarildi ve bir miktar mobil faz B ile ¢6ziindii. 30 dakika mekanik
karistiricida karistirildi. Hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL
alinarak 100 mL lik balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL lik balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine

tamamlandi. (Cievodopa: 0,2 png/mL, Ckarbidopa: 0,05 ug/mL).
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Numune Hazirhg 2 (Entakapon icin): Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa,
entakapon) film kapl tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL balonjojeye aktarildi ve ve
bir miktar mobil faz A ile ¢oziindi. 30 dakika mekanik karistiricida karistirildi.
Hacmine ayni ¢6ziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 100 mL lik balon
jojeye aktarildi ve mobil faz A ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10
mL lik balon jojeye aktarildi ve mobil faz A ile hacmine tamamlandi (Centakapon: 0,2

pug/mkL).

3.2.3. Safsizhiklarin Tayini I¢in Hazirlanan Cézeltiler

Levodopa safsizliklar stok ¢ozeltisi: 2,5 mg Levodopa Safsizlik B standardi ve 2,5
mg Levodopa Safsizlik C standardi tartildt ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil
faz ile ¢oziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinarak 100 mL lik balon
jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi (Crevodopa Safsizik B: 4 pg/mL,

CLevodopa Safsizik C: 4 }lg/ mL)

Karbidopa safsizhiklar1 stok c¢ozeltisi: 2,5 mg metildopa standardi ve 2,5 mg
metilkarbidopa standardi tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil faz B ile
¢Oziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 2.5 mL alimarak 100 mL lik balon
jojeye aktarildi ve hacmine hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi (Cmetitdopa: 2,5 pg/mL,

Chmetilkarbidopa: 2,5 pg/mL).

Entakapon safsizhiklar: stok cozeltisi: 2,5 mg Entakapon Safsizlik A standardi ve 2,5
mg Entakapon Safsizlik C standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil
faz A ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 3 mL alinarak 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢oziicti ile hacmine tamamlandi (Centakapon Safsizlik

A3 l"l’g/mLa CEntakapon Safsizlik C: 3 ug/mL)

Standart cozeltisi: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 10 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi (Crevodopa safsiziik B: 0,4
Mg/mL, CLevodopa safsizik ¢: 0,4 Mg/mL, Cmetildopai 0,25 ]-lg/mL, CmetilkarbidopaZ 0,25 ug/mL,

CEntakapon Safsizlik A1 0,3 Hg/ mL, CEntakapon Safsizlik ¢: 0,3 Mg/ mL)
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Numune Cozeltisi Hazirh@:: Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa,
entakapon) film kapli tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL balonjojeye aktarildi ve bir
miktar mobil faz B ile ¢6ziindii. 30 dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine
ayni ¢oziicii ile tamamlandi (Cievodopa: 200 pg/mL, Ckarbidopa: 50 pg/mL, Centakapon: 200
pug/mkL).

3.3. Aletler ve Diger Gerecler

1. Shimadzu UFLC XR HPLC Sistemi (Kyoto, Japonya)

Yiksek basingli pompa (LC-20 AD XR)

Sogutuculu Otomatik Ornekleyici (SIL-20 AC HT)

Kolon Firm1 (CTO-10 AS VP)

Diode Array Dedektor (Nexera X2 SPD-30A)

Lab Solutions Yazilimi (Version 5.6 SP2)

Entegre Bilgisayar (Intel Pentium Core 2 islemci, 2048 MB Ram)

MS Windows 7 Professional Edition

2. Shimadzu LCMS-8030 Kiitle Spektroskopi (LC-MS/MS)

3. Shimadzu IRPrestige-21, PIKE Miracle ATR FT-IR Cihazi

4. Yazilimlar:

MS Office XP Excel

MS Office XP Word

Cambridge ChemDraw programi (Cambridge, ABD)

5. HPLC Kolonlar1:

Agilent Zorbax SB C18 (250 mm x 4,6 mm i¢ ¢ap, 5 um) (Kaliforniya, ABD)
Thermo Hypersil BDS C8(250 mm x 4,6 mm i¢ ¢ap, 5 um) (Waltham, ABD)
MZ Kromasil 100 C18 (250 mm x 4,6 mm i¢ ¢ap, 3,5 um) (Mainz, Almanya)

6. Elga Purelab Flex 2 Su Saflagtirma Sistemi (Saint-Maurice, Fransa)



7. Millipore numune siizme filtresi 0,45 um (Massachusetts, ABD)
8. Millipore hareketli faz siizme filtresi 0,45 pm (Massachusetts, ABD)
9. Metrohm 780 pH metre (Herisau, Isvigre)

10. Karistiricilar:

Heidolph Manyetik Karigtirict MR 3001 (Schwabach, Almanya)
Heidolph Tiip Karistirict Reax Top (Schwabach, Almanya)

Heidolph Rotary Buharlastirici (Schwabach, Almanya)

11.  Analitik Teraziler

Sartorius LA 200 Terazi (Goettingen, Almanya)

Sartorius Genius Terazi (Goettingen, Almanya)

Mettler Toledo Ultra Micro Terazi XP2U (Greifensee, Isvigre)

12. Eppendorf Otomatik Pipetler (Hamburg, Almanya)

20-200 pl

100-1000 pl

500-5000 pl arasinda

13. Bandelin Sonorex Ultrasonik Banyo (Berlin, Almanya)

14. Waters Vida kapaklt HPLC Vialleri 2 ml (Massachusetts, ABD)
15.  Cam Malzemeler:

Isolab Balonjoje (5, 10, 100, 250 ml) (Wertheim, Almanya)

Isolab Meziir (500 ml, 1000 ml) (Wertheim, Almanya)

Isolab Beher (500 ml, 1000 ml) (Wertheim, Almanya)

30
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3.4. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Calismalar
3.4.1. Kiitle Dedektorii Iicin Yapilan Gelistirme Calismalar

3.4.1.1. Hareketli Faz ve Coziicii Sisteminin Gelistirilmesi

Kiitle dedektoriinde analitlere ait en iyi yanitin elde edilebilmesi i¢in iyi iyonlasma
saglayan ve uzun siireli ¢alismalar sonrasinda dedektoriin kaynak boliimiinde kati tuz
birikintisi olusturmayan ¢oziicli ve hareketli fazin belirlenmesi i¢in ¢aligmalar yapildi.
Kiitle dedektorii ¢alismalarinda ¢ozelti ve hareketli faz hazirliginda yaygin olarak
kullanilan amonyum asetat, amonyum format ve formik asit iceren cesitli ¢ozeltiler
denendi. Bu amagla Tablo 3-1’de belirtilen ¢6zeltiler kullanilarak standart ¢ozeltiler
hazirlanarak HPLC vialine kondu. 1 den 4 e kadar sira numarasi verilen her bir ¢calisma
icin HPLC pompas1 0.3 mL/dakika akis hizina ayarlandi ve tabloda belirtilen hareketli
faz A ve hareketli faz B nin esit oranlarda karisimi ile dogrudan MS /MS dedektdriine
10 pL lik enjeksiyonlar yapildi.

Tablo 3-1: Hareketli faz belirleme ¢alismalarinda kullamilan hareketli faz bilesenleri

Calisma Hareketli faz A Hareketli Faz B

) o 5 mM amonyum format ve % 2
1 9% 2 lik formik asit metanoldeki ¢ozeltisi
lik formik asit karigimi pH 2,0

5 mM amonyum asetat ve % 2 lik

2 % 2 lik formik asit metanoldeki ¢ozeltisi
formik asit karisimi
3 % 2 lik formik asit metanoldeki ¢ozeltisi % 2 lik formik asit
% 0,5 lik formik asit metanoldeki ) o
4 % 0,5 lik formik asit
¢Ozeltisi

Calismalar swrasinda kullanilan standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

Levodopa Stok Standart Hazirhigi: 10 mg levodopa standardi tartildi. 50 mL’lik balon
jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL Hareketli faz B ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine
ayn1 ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 2 mL alinarak 10 mL’ye ayni ¢oziicii ile

seyreltildi (Cievodopa: 0,04 mg/mL)
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Karbidopa Stok Standart Hazirhgi: 10 mg karbidopa standard:r tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL Hareketli faz B ilave edip ¢6zdiikten sonra
hacmine ayni ¢oziicli ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 0,5 mL alinarak 10 mL’ye ayni

¢oziicti ile seyreltildi (Crkarbidopa: 0,01 mg/mL).

Entakapon Stok Standart Hazirh@i: 10 mg entakapon standardi tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL metanol ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine
ayni ¢Ozilicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 2 mL alinarak 10 mL’ye diluent ile

seyreltildi (Centakapon: 0,04 mg/mL).

Levodopa safsizliklar stok ¢ozeltisi: 2,5 mg Levodopa Safsizlik B standardi ve 2,5
mg Levodopa Safsizlik C standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, diluent
ile ¢oziilir ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL almarak 100 mL lik balon

jojeye aktarild1 ve hacmine ayni ¢dziicii ile tamamlandi.

Karbidopa safsizhiklar1 stok cozeltisi: 2,5 mg metildopa standardi ve 2,5 mg
metilkarbidopa standardi tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, diluent ile ¢oziliir
ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2,5 mL alinarak 100 mL lik balon jojeye

aktarildi ve hacmine hacmine ayni1 ¢oziicii ile tamamlandi.

Entakapon safsizliklar: stok c¢ozeltisi: 2,5 mg Entakapon Safsizlik A standardi ve 2,5
mg Entakapon Safsizlik C standardi tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, metanol
ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak 100 mL lik balon
jojeye aktarild1 ve hacmine ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozeltiler ile tarama calismasi yaparak ana (precursor) iyonlarin elde
edilmesi amaclandi. Ana iyonlarin elde edildigi ¢Oziicii ve hareketli faz sistemlerinde
PIS (product ion scan) ¢alismasi yapilarak iiriin (product) iyonlarinin en verimli sekilde
dedekte edildigi coziiciiler tespit edildi. Bu calisma ile olabildigince ¢ok sayida iiriin
iyonu elde edilmesi amaglandi. En uygun ¢oziicii elde edildikten sonra en kararl iiriin
iyonlarinin elde edilmesi icin belirlenen HPLC kolonu ile de 3.4.1.2. de ayrica iriin

iyonlar1 belirleme calismasi yapildi. Sonuglar Boliim 4.1.1° de verilmistir.
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3.4.1.2. MS parametrelerinin gelistirilmesi

Ana iyonun belirlenmesi i¢in boliim 3.4.1.1°de belirtildigi sekilde ¢ozeltiler ayri ayri
hazirlanarak HPLC vialine konuldu. HPLC pompasi 0,3 mL/dakika akis hizina
ayarlandi ve hareketli faz A (% 0,5 formik asit metanoldeki ¢6zeltisi) ve hareketli faz B
(% 0,5 formik asit sudaki ¢ozeltisi) nin esit oranlarda karisimi ile dogrudan MS /MS
dedektoriine 10 pL lik enjeksiyonlar yapildi. Analiz esnasinda taranacak bdlge olarak
Tablo 3-2’de belirtilen m/z degerleri arasi bir aralik belirlendi. Baslangic m/z degerini
belirlerken anlamli seviyede par¢alanma iiriinlerinin elde edilmesi amaglandi. Bitis m/z
degerinin belirlerken molekiil agirliginin istiinde bir deger olmasina dikkat edildi.
Pozitif ve negatif modda tarama yapilarak en yiiksek intensiteye sahip ana iyon
belirlendi. Tarama sonucunda elde edilen ana (precursor) iyonlar boliim 4.1.2 Tablo 4-
5’de verilmektedir. Yapilan enjeksiyonlar sonunda elde edilen ve ana iyonlar1 gésteren

kiitle spektrumlar1 boliim 4.1.2 Sekil 4-1 ve Sekil 4-9 arasinda verilmektedir.

Tablo 3-2: Ana iyon Belirlenmesi Icin Kiitle Dedektérii Yazihmina Girilen Parametreler

Madde adx Molekiil agirhg: S G Bitis m/z degeri
degeri
Levodopa 197 50 250
Karbidopa 226 50 300
Entakapon 305 50 350
Levodopa Safsizlik B 181 50 250
Levodopa Safsizlik C 211 50 300
Metildopa 211 50 300
Metilkarbidopa 240 100 300
Entakapon Safsizlik C 183 50 250
Entakapon Safsizlik A 305 100 350

Boliim 3.4.1.1°de belirtilen ¢ozeltiler enjekte edilerek bir dnceki calismada belirlenen
ana iyon degerlerinin de kullanilmasiyla parcalanma iyonlar1 belirlendi. Bunun igin
cihaza ana iyon degeri ve beklenen parcalanma iirlinleri m/z araligi girildi (Tablo 3-2).

Ug farkli garpigma enerjisi voltajinda (15, 25 ve 35 volt) taramalar yapilarak olasi en
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fazla miktarda {iriin iyonun elde edilmesi hedeflendi. Ilgilenilen maddeler igin
belirlenen iiriin iyonlar1 boliim 4.1.2 Tablo 4-6 de yer almaktadir.

Elde edilen olasi iirlin iyonlarina ait m/z degerleri ve kiitle dedektoriiniin bir 6zelligi
olan ¢oklu reaksiyon izleme 6zelligi (MRM: Multi reaction monitoring) kullanilarak
metot olusturuldu. Cihazin bu iyonlar i¢in otomatik olarak tarama yapmasi ve en verimli
sekilde iyonlasabildigi c¢arpisma enerjisi degerlerini bulmasi saglandi. Tim MRM
ciftleri ve bunlara karsilik gelen c¢arpisma enerjisi degerleri tek bir metot altinda
toplanarak s6z konusu iyon ¢iftlerinin HPLC kolonu ile galisirken de kararli olup
olmadigi denendi. Her madde icin tek tek elde edilen kiitle spektrumlari ve
kromatogramlari incelenerek en yiiksek intensiteye sahip ilk iki iyon g¢ifti belirlendi. Bu
iyon ciftlerinden ilki miktar tayini hesaplamalarinda, ikincisi ise ana iyonu dogrulamak
amach kullanilmasina karar verilmistir.

Yapilan optimizasyon g¢alismalar1 sonunda elde edilen MRM ciftleri, dwell zamanlari,
carpisma enerjileri ile bu degerler ile elde edilmis olan intensite grafikleri bolim 4.1.2

Tablo 4-7’de verilmistir.

3.4.2. HPLC Kolonu Secimi

Literatiir galismalar1 g6z ontinde bulundurularak HPLC ¢alismalarinda Tablo 3-
3’de detaylar1 verilen 250 mm uzunlugunda, 4,6 mm capinda 5 pm tanecik biiytikliigiine
sahip Zorbax SB C18, ayn1 ebatlarda 5 um tanecik biiytikliigline sahip Hypersil BDS C8
ve 3,5 um tanecik biyiikliigiine sahip Kromasil C18 kullanilarak boliim 3.4.3 (deneme
gradiyent 1) de belirlenen diger kromatografik kosullar altinda bolim 3.4.1.1 de
belirtilen levodopa, karbidopa ve entakapon igeren standart ¢ozelti hazirlandi ve 10 ul
lik enjeksiyonlar yapilarak alan, kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayisi gibi sistem

uygunluk parametreler belirlendi. Sonuclar boliim 4.1.3’de verilmistir.

Tablo 3-3: Denemelerde Kullanilan HPLC Kolonlarimin Sabit Faz Ozellikleri

Gozenek Ig yiizey alam ] Karbon ytikii
Kolon End- capping*

cap1 (A) (m?/g) oran (%)
Agilent Zorbax SB C18 80 180 Yok 10
Thermo Hypersil BDS C8 130 170 Var 7
MZ Kromasil C18 100 320 Var 20

* Kolonlarin daha simetrik pik vermesi i¢in iireticinin yapmis oldugu kimyasal islem.
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3.4.3. HPLC Gradiyent Programinin belirlenmesi

Farkli polaritelere sahip analitlerin kabul edilebilir bir siire igersinde elde edilebilmesi
icin izokratik eliisyon yerine literatiirde sikga karsilasildigl iizere bir gradiyen
programinin gelistirilmesi hedeflendi. Kiitle dedektorlerinde analiz igin piklerin
birbirinden basarili bir sekilde ayrilmalar1 gerekmedigi halde gelistirilen yontemde bazi
ana iyonlarin ve iriin iyonlarimin aym1 m/z degerlerine sahip olmalari ve benzer
iyonlagma karakteristikleri sergilemeleri sebebiyle kritik bazi pik ¢iftlerinin
kromatografik olarak ayrilmasi hedeflendi. Ozellikle levodopa safsizlik C ve metildopa
ile entakapon safsizlik A ve entakapon ciftlerinin ayrilmasi i¢in gradiyen sistem
gelistirildi. Bu amag¢ dogrultusunda gradiyent programlari Tablo 3-4, 3-5 ve 3-6 da

verilen 3 adet deneme yapilmis ve elde edilen son deneme ile ayrimlar saglanmistir.

Deneme 1:

Hareketli Faz A: Metanol.

Hareketli Faz B: % 2 formik asit igeren HPLC grade su.
Akis Hizi: 0,8 ml/dakika

Kolon firin sicakhgi: 30 °C

Tablo 3-4: Deneme 1 de uygulanan gradiyent program

_ % HareketliFaz A % Hareketli Faz B
Zaman (dakika)

(h/h) (h/h)
0.01 5 95
10.0 20 80
32.0 75 25
32.01 5 95
45.0 5 95

Deneme 2:

Organik faz ¢oziiciisii olarak hareketli fazda metanol yerine asetonitril denendi:
Hareketli Faz A: Asetonitril.

Hareketli Faz B: % 2 formik asit iceren HPLC grade su.

Akis Hizi: 0,8 ml/dakika

Kolon firin sicakligi: 30 °C
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Tablo 3-5: Deneme 2 de uygulanan gradiyent program

_ % HareketliFaz A % Hareketli Faz B
Zaman (dakika)

(h/h) (h/h)
0.01 5 95
10.0 20 80
32.0 75 25
32.01 5 95
45.0 5 95

Deneme 3:

Ellisyon siiresinin kisaltilmasi amaciyla metanol ve tampon ¢ozelti i¢eren hareketli faz
bilesenlerinin farkli bir zaman programi denendi.

Hareketli Faz A: Metanol.

Hareketli Faz B: % 0,5 formik asit igeren HPLC grade su.

Akis Hizi: 0,5 ml/dakika

Kolon firmn sicakhgi: 30 °C

Tablo 3-6: Deneme 3 de uygulanan gradiyent program

_ % Hareketli Faz A % Hareketli Faz B
Zaman (dakika)

(h/h) (h/h)
0,01 5 95
10,0 15 85
22,0 95 5
25,0 95 5
25,01 5 95
30,0 5 95

Deneme 1, 2 ve 3 sonucunda elde edilen kromatogramlar ve sistem uygunluk

parametreleri Boliim 4.1.4’de verilmistir.
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3.5. Gelistirme Calismalar: Sonunda Elde Edilen Analitik Yontem

Kromatografik Sartlar
Kolon

Kolon sicakhigi
Numune sicakhgi
AKkis iz

Dalga boyu
Enjeksiyon Hacmi
Analiz siiresi

MS sartlar:

Kaynak

Interface Sicakhg
Nebulizasyon gazi
Nebulizasyon gaz1 akis hizi
DL sicakhg:

Heatblock sicakhgi

Drying Gas Akis1
Interface Voltaji

HPLC sistemi
Cihaz
Sistem

: MZ Kromasil 100 C18 (250 mm X 4.6 mm), 3.5um

:30.0°C

1 15.0°C

: 0.5 mL/dak
1280 nm
:10.0 uL

: 30 dak

: ESI (Electron Spray lonization)
:350°C

: Azot

: 2.5 L/ dakika

:250°C

:500°C

: 15 L /dakika

1 4.5kV

: Shimadzu UFLC XR HPLC Sistemi
: Yiiksek basingli pompa (LC-20 AD XR)

: Sogutuculu Otomatik Ornekleyici (SIL-20 AC HT)
: Kolon Firmi (CTO-10 AS VP)

: Diode Array Dedektor (Nexera X2 SPD-30A)

: Lab Solutions Yazilimi (Version 5.6 SP2)

Kiitle Spektroskopi sistemi:
Cihaz

: Shimadzu LCMSMS-8030

MS parametreleri ve gradiyent bilgileri Tablo 3-7, 3-8 ve 3-9’da verilmistir.

Tablo 3-7: Aktif Maddelerin Miktar tayini MS/MS parametreleri

Akonma 8 Dwell zamani
Madde Zamani  MRM Mod Anaiyon (m/z) Uriin iyonu (m/z) CE (+) (V)
(dakika) (ms)
(+) 198.10 152.10* 50 -15
Levopoda 9,6
P (+) 198.10 181.10 50 -13
. (+) 227.10 181.00* 100 -12
Karbidopa 16,7
wor (+) 227.10 71.00 100 24
(+) 306.40 232.90* 50 17
Entakapon 25,2
g (+) 306.40 71.90 50 -31

*[Ik satirlardaki MRM ciftleri miktar tayini hesaplamalarinda kullamlmistir. Ikinci satirdaki MRM ciftleri ise tanima

amaglt kullanilmistir.
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Mobil Faz A: % 0,5 Formik asit igeren metanol.
Mobil Faz B: % 0,5 formik asit iceren HPLC grade su.

Tablo 3-8: Gradiyent Programi

Zaman (dakika) % Mobil Faz A (h/h) % Mobil Faz B (h/h)

0.01 5 95
10.0 15 85
22.0 95 5
25.0 95 5
25.01 5 95
30.0 5 95

3.5.1. Levodopa, Karbidopa ve entakapon miktar tayini analizi

Levodopa Stok Standart Hazirhigi: 10 mg levodopa standard: tartilir. 50 mL’lik balon
jojeye aktarilir. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine ayni
¢oziicli ile tamamlanir. Bu c¢ozeltiden 2 mL alinarak 100 mL’ye aym ¢oziicii ile

seyreltilir (Cievodopa: 0,004 mg/mL)

Karbidopa Stok Standart Hazirhgi: 10 mg karbidopa standard: tartilir. 50 mL’lik
balon jojeye aktarilir. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine
ayni ¢oziicii ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 0.5 mL alinarak 100 mL’ye ayni ¢oziicii ile

seyreltilir (Ckarbidopa: 0,001 mg/mL).

Entakapon Stok Standart Hazirhgi: 10 mg entakapon standardi tartilir. 50 mL’lik
balon jojeye aktarilir. Yaklagik 20 mL mobil faz A ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine
ayni ¢Oziicli ile tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 2 mL alinarak 100 mL’ye ayn1 ¢dziicii ile

Seyrelt'“r (Centakapon: 0,004 mg/m L)
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Standart Hazirh@i: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 20 mL lik
balon jojeye aktarilir ve mobil faz B ile hacmine tamamlanir (Cievodopa: 0,2 png/mL,

Ckarbidopa: 0,05 pg/mL, Centakapon: 0,2 },tg/mL)

Numune Hazirhg 1 (Levodopa ve Karbidopa igin): Stalevo 200, 50, 200 mg
(levodopa, karbidopa, entakapon) film kapl tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL
balonjojeye aktarilir ve bir miktar mobil faz B ile ¢oOziiniir. 30 dakika mekanik
kanstiricida karigtirilir. Hacmine aymi ¢oziicli ile tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 1 mL
almarak 100 mL lik balon jojeye aktarilir ve ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanir. Bu
¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’ye ayni ¢oziicii ile seyreltilir (Cievodopa: 0,2 pg/mL,
Crarbidopa: 0,05 pg/mL).

Numune Hazirhig: 2 (Entakapon icin): Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa,
entakapon) film kapl tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL balonjojeye aktarilir ve ve
bir miktar mobil faz A ile ¢oziiniir. 30 dakika mekanik karistiricida karistirilir. Hacmine
ayni ¢Oziicli ile tamamlanir. Bu cozeltiden 1 mL alinarak 100 mL lik balon jojeye
aktarilir ve mobil faz A ile hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 10 mL’ye

ayni ¢oziicli ile seyreltilir (Centakapon: 0,2 pg/mL).

Yontem
e Standart ¢ozelti 1, 6 kez enjekte edilir ve sistem uygunlugu parametreleri kontrol
edilir.
e Standart ¢ozelti 2, 2 kez enjekte edilir.

e Numune ¢ozeltileri 1’er kez enjekte edilir

Sistem Uygunluk
e Standart Cozeltisi 1’den alt1 enjeksiyon yapilir ve ardisik alt1 enjeksiyondan elde
edilen rolatif standart sapma RSD < % 2.0 olmalidir
e Standart ¢ozelti ile kontrol standart ¢ozelti arasindaki uyum % 98.0 ile % 102.0

arasinda olmalidir.
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Hesaplama (Levodopa ve Entakapon icin)
Asagidaki hesaplama formiiline gore numune icindeki levodopa ve entakapon

miktarlar1 hesaplanir (Denklem 3-1):

Au  Ws 1 1200 100 10, P _ Wy .
EXEXE Ean xTxTxExTxlﬂﬂ— (Denklem 3-1)
Ay : Numune ¢ozeltisi kiitle spektrumunda ilgilenilen pik alani.

As : Standart ¢6zeltisi 1 kiitle spektrumunda ilgilenilen pik alanlari ortalamasi.

P : Standardinin % as is potensi.

W : Standart tartimi, mg.

Wort : Ortalama tablet agirligl, mg.

L : {lgilenilen maddenin Etiket degeri (Levodopa: 200 mg, Carbidopa: 50 mg, Entakapon: 200 mg)

Hesaplama (Karbidopa icin)
Asagidaki hesaplama formiiliine gére numune icindeki karbidopa miktarlar1 hesaplanir

(Denklem 3-2):

Au  Ws 05 .1 200 100 10 , F _ Wy _
E’{EXE = W,LXTXTXEXTXNG_ (Denklem 3-2)
Ay : Numune ¢dzeltisi kiitle spektrumunda ilgilenilen pik alani.

As : Standart ¢6zeltisi 1 kiitle spektrumunda ilgilenilen pik alanlari ortalamasi.

P : Standardinin % as is potensi.

Ws : Standart tartimi, mg.

Wort : Ortalama tablet agirligi, mg.

L : Tlgilenilen maddenin Etiket degeri (Levodopa: 200 mg, Carbidopa: 50 mg, Entakapon: 200 mg)
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3.5.2. Levodopa, Karbidopa ve entakapon aktif maddelerine ait safsizhklarin
miktar tayini analizi

Tablo 3-9: Aktif Maddelere Ait Safsizliklarin MS/MS parametreleri

Alik .
Madde (ZC:Z'E‘.I‘]LI‘E‘: Noel - Anaiyon (i) Ur‘zr‘:q/'g)"““ D"Ve'('nf;‘)ma“' CE (+) (V)
Levopoda 127 (+) 182,30 136,00* 50 -14
Safsizlik B ' (+) 182,30 90,90 50 -30

i (+) 212,30 165,90* 50 -12
Metildopa 15,0

aop +) 212,30 194,80 50 -15
Levopoda 165 (+) 212,30 194,90* 50 -15
Safsizlik C ’ (+) 212,30 166,10 50 -11

L +) 241,40 195,00* 50 -13
Metilkarbidopa 19,4 ) 241 40 70,90 50 29
Entakapon 23 1 ) 182,10 164,90* 50 21
Safsizlik C ’ ) 182,10 107,00 50 29
Entakapon 245 ) 304,10 66,00* 50 26
Safsizlik A ’ () 304,10 184,00 50 31

*[lk MRM c¢ifti miktar tayini hesaplamalarinda kullanilmistir. Ikinci satirdaki MRM gifti ise tanima amagli
kullanilmigtir.

Levodopa safsizhiklar: stok ¢ozeltisi: 2,5 mg Levodopa Safsizlik B standardi ve 2,5
mg Levodopa Safsizlik C standardi tartilir ve 25 mL lik balon jojeye aktarilir, mobil faz
B ile ¢oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢6zeltiden 4 mL alinarak 100 mL lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlanir.

Karbidopa safsizhiklar1 stok cozeltisi: 2,5 mg metildopa standardi ve 2,5 mg
metilkarbidopa standardi tartilir ve 25 mL lik balon jojeye aktarilir, mobil faz B ile
¢oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinarak 100 mL lik balon jojeye

aktarilir ve hacmine hacmine ayni1 ¢oziicii ile tamamlanir.

Entakapon safsizliklar: stok c¢ozeltisi: 2,5 mg Entakapon Safsizlik A standardi ve 2,5
mg Entakapon Safsizlik C standardi tartilir ve 25 mL lik balon jojeye aktarilir, mobil faz
A ile ¢oziiliir ve hacmine tamamlanir. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak 100 mL lik balon

jojeye aktarilir ve hacmine ayni ¢oziicii ile hacmine tamamlanir.

Standart cozeltisi: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 10 mL lik

balon jojeye aktarilir ve mobil faz B ile hacmine tamamlanir.
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Numune Hazirhgi: Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) film
kapli tablete ait 160 mg tablet tozu 200 mL balonjojeye aktarilir ve bir miktar mobil faz
B ile ¢oOziiniir. 30 dakika mekanik karistiricida karigtirilir. Hacmine ayni ¢oziicii ile

tamamlanir.

Hesaplama (Levodopa safsizhiklari)

Aimp % Ws % 4 % 1 200 F

A= 25 100 10 Wi 100

X 721 X 100 = (Denklem 3-3)

Hesaplama (Karbidopa safsizhiklari)

Ai W 2.5 1 200 B W,
T x = X— X —X— X2 x100 = (Denklem 3-4)
Az 25 100 10 Wi 100 L

Hesaplama (Entakapon safsizhiklari)

AT X X X = Lf: — X2 X100 = (Denklem 3-5)
Aimp : Numune ¢ozeltisi kiitle spektrumunda ilgilenilen safsizlik pik alani.

As : Standart ¢ozeltisi 1 kiitle spektrumunda ilgilenilen pik alanlar1 ortalamasi.

P : Standardinin % as is potensi.

Ws : Safsizlik Standardi tartimi, mg.

Wort : Ortalama tablet agirligl, mg.

L : Tlgilenilen maddenin Etiket degeri (Levodopa: 200 mg, Carbidopa: 50 mg, Entakapon: 200 mg)
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3.6. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Yontem gelistirme c¢alismalar1 tamamlandiktan ve final analitik yonteme

ulasildiktan sonra yontem validasyonu giincel ICH Kilavuzu Q2’ye gore yapildi (59).

3.6.1. Secicilik
Secicilik numune matrisi i¢ginde bulunmasi muhtemel bilesenlerin dogru ve
giivenilir bir sekilde tayin edebilme yetenegidir. Kiitle dedektéri MRM modu ile

analitler uygun sayida iyon giftleri ile kalitatif ve kantitatif olarak belirlenebilmektedir.

Kabul kriteri: Numune matrisinde bulunan bilesenler (tablet plasebosu) ve

ilgilenilen maddeler birbirleri ile girisim yapmamalidir.

3.6.2. Teshis Simir1 (LOD) ve Tayin Smr1 (LOQ)
Bir metoda ait teshis sinirt (LOD), metot ile gozlemlenebilen ancak kantitatif

olarak tayin edilmesi gerekli olmayan en diisiik konsantrasyondur.

Bir metoda ait tayin sinir1 (LOQ), uygun hassasiyet ve geri kazanim ile tayin

isleminin yapilabildigi en diisiik konsantrasyondur.

Bu konsantrasyonlarin belirlenmesi icin yliksekten diisiige dogru hazirlanan
konsantrasyona dogru enjekte edilen c¢ozeltilerin sinyal / giiriiltii (s/n) oranlar

hesaplandi ve gorsel degerlendirme yoluyla degerlendirme yapildi.

Levodopa safsizliklan stok cozeltisi: 2,4629 mg Levodopa Safsizlik B standardi ve
2,8635 mg Levodopa Safsizlik C standard tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi,
mobil faz B ile ¢oziiliir ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 4 mL alinarak 100 mL

lik balon jojeye aktarild1 ve hacmine ayni ¢6ziicii ile tamamlandi.

Karbidopa safsizhiklan stok cozeltisi: 2,526 mg metildopa standardi ve 2,5082 mg
metilkarbidopa standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil faz B ile
¢oziildi ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1,25 mL alinarak 50 mL lik balon

jojeye aktarildi ve hacmine hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi.
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Entakapon safsizliklar: stok ¢ozeltisi: 1,2463 mg Entakapon Safsizlik C standardi ve
1,2901 mg Entakapon Safsizlik A standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi,
mobil faz A ile ¢oziildg ve hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 3 mL alinarak 50 mL lik

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢6ziicii ile hacmine tamamland.

Standart cozeltisi: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 10 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,3941
png/mL, Cievodopa c: 0,3986 pg/mL, Cmetildopa: 0,2526 pg/mL, Cretilcarbidopa: 0,2508 pg/mL,
Centakapon c: 0,2979 pg/mL, Centakapon A: 0,3096 pg/mL)

Yukarida hazirlanan standart ¢ozeltisinden g¢esitli  seyreltmeler yapilarak seri
enjeksiyonlar yapildi, cihazin enjeksiyonlara ait giiriiltii/sinyal (s/n) degerleri
hesaplatildi. s/n degeri icin yaklasik 3:1 oranina sahip konsantrasyonlar teshis siniri
(LOD), yaklasik 10:1 oranina sahip konsantrasyonlar ise tayin smir1 (LOQ) olarak

belirlenmistir. Sonuglar Boliim 4.2.2°de verilmistir.

Kabul Kriterleri: Teshis smir1 olarak belirlenmis konsantrasyonda maddeleri
iceren ¢ozeltinin enjeksiyonu ile elde edilen kromatogramda pikler kolaylikla detekte

edilebilmeli ve piklere ait sinyal giiriiltii oraninin yaklasik 2 veya 3 olmasi gereklidir.

Tayin smirt olarak belirlenmis konsantrasyonlarda maddeleri igeren ¢ozeltinin
enjeksiyonu ile elde edilen kromatogramda pikler gerekli hassasiyet ve geri kazanim
kriterleri iginde tayin edilebilmeli ve piklere ait sinyal giiriiltii oraninin yaklagik 10

olmasi gereklidir.

Tayin sinir1 olarak belirlenmis konsantrasyonlarda maddeleri igeren ¢ozeltinin
ardisik 6 enjeksiyonu ile elde edilen kromatogramlarda piklere ait alanlar arasindaki %

RSD degeri 20,0 den fazla olmamalidir.



45

3.6.3. Dogrusallik
Bir analitik metodun dogrusalligi, numune ¢ozeltisindeki analiz edilen maddenin
konsantrasyonuna karsi elde edilen test sonucunun belirli bir aralik i¢inde dogrusal

olmasi olarak agiklanir (59).

3.6.3.1. Miktar Tayini icin dogrusallik

Levodopa Stok Standart Hazirhgi: 10,70 mg levodopa standardi tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢ozdiikten sonra hacmine

ayni ¢0ziicii ile tamamlandi.

Karbidopa Stok Standart Hazirhigi: 11,03 mg karbidopa standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢dzdiikten sonra hacmine

ayni ¢Oziicii ile tamamland.

Entakapon Stok Standart Hazirh@i: 10,22 mg entakapon standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz A ilave edip ¢dzdiikten sonra hacmine

ayni ¢Oziicii ile tamamlandi.

Karisim Stok Standart Hazirhigi: Stok standart ¢ozeltilerinden sirasi ile 2 mL, 0,5 mL
ve 2 mL alinarak 100 mL balon jojeye aktarild1 ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi.

(Clevodopa: 4.24148 pg/mL, Ckarbidopa: 1,01 1451 pg/mL, Centakapon: 4.08391 ],Lg/rnL)

% 50 standart ¢ozeltisi: Karisim stok standart ¢ézeltisinden 2,5 mL alinarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayn1 ¢ozelti ile tamamlanda.

% 80 standart ¢ozeltisi: Karisim stok standart ¢6zeltisinden 4,0 mL alinarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢ozelti ile tamamlandi.

% 90 standart cozeltisi: Karisim stok standart ¢ozeltisinden 4,5 mL alinarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayn1 ¢6zelti ile tamamlandi.

% 100 standart cozeltisi: Karisim stok standart ¢ozeltisinden 5,0 mL alimnarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni1 ¢ozelti ile tamamlandi.
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% 120 standart c¢ozeltisi: Karisim stok standart ¢ozeltisinden 6,0 mL alinarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayn1 ¢6zelti ile tamamlandi.

% 150 standart ¢ozeltisi: Karisim stok standart ¢ozeltisinden 7,5 mL alinarak 100 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni1 ¢ozelti ile tamamlandi.

Islem: Hazirlanan her konsantrasyon seviyesinden 3 er enjeksiyon yaparak en kiiciik
kareler yontemine gore dogrusallik denklemleri elde edildi. Sonuglar ve dogrusallik

grafikleri Boliim 4.2.3.1 de verilmistir.

3.6.3.2. Safsizhiklar icin dogrusallik

Levodopa safsizhiklar: stok ¢ozeltisi: 2,58 mg Levodopa Safsizlik B standardi ve 2,86
mg Levodopa Safsizlik C standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil

faz B ile ¢0ziildli ve hacmine tamamlandi.

Karbidopa safsizhiklar1 stok cozeltisi: 2,48 mg metildopa standardi ve 2,63 mg
metilkarbidopa standard: tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi, mobil faz B ile

¢0Oziildli ve hacmine tamamlandi.

Entakapon safsizliklar1 stok cozeltisi: 1,27 mg Entakapon Safsizlik C standardi ve
1,61 mg Entakapon Safsizlik A standardi tartildi ve 25 mL lik balon jojeye aktarildi,

mobil faz A ile ¢6ziildii ve hacmine tamamlandi.

% 400 Standart cozeltisi: Levodopa, karbidopa ve entakapon stok standart
¢ozeltilerinin her birinden sirasiyla 1,6 mL, 1,0 mL ve 1,2 mL alinarak 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 1,6512
png/mL, Cievodopa c: 1,5925 pg/mL, Cmetitdopa: 0,992 pg/mL, Cmetilcarbidopa: 1,052 pg/mL,
Centakapon c: 0,5256 pg/mL, Centakapon A: 0,6072 pg/mL)



47

% 5 Standart cozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 1,25 mL alinarak 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,02064
pg/mL, Cievodopa c: 0,01991 pg/mL, Cretildopa: 0,0124 pg/mL, Cretilcarbidopa: 0,01315
pg/mL, Centakapon c: 0,0076 pg/mL, Centakapon A: 0,0067 pg/mL)

% 10 Standart cozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 2,5 mL alinarak 100 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,04128
pg/mL, Cievodopa c: 0,03981 pg/mL, Cretildopa: 0,0248 pg/mL, Cretilcarbidopa: 0,0263
ng/mL, Centakapon c: 0,01518 pg/mL, Centakapon A: 0,01339 pg/mL)

% 25 Standart c¢ozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 1,25 mL alinarak 20 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,1032
png/mL, Cievodopa c: 0,09953 pg/mL, Chetildopa: 0,062 pg/mL, Chetilcarbidopa: 0,06575
ug/mL, Centakapon c: 0,03795 ng/mL, Centakapon A: 0,0335 pg/mL)

% 50 Standart cozeltisi: % 400 standart ¢cozeltisinden 2,5 mL alinarak 20 mL lik balon
jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,2064 pg/mL,
Clevodopa c: 0,1991 pg/mL, Cmetildopa: 0,124 pg/mL, Cmetilcarbidopa: 0,1315 pg/mL, Centakapon
c: 0,07589 ng/mL, Centakapon A: 0,0669 ng/mL)

% 100 Standart c¢ozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 5,0 mL alinarak 20 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,4128
ng/mL, Cievodopa c: 0,3981 pg/mL, Cmetildopa: 0,248 pg/mL, Cmetilcarbidopa: 0,263 pg/mL,
Centakapon c: 0,1518 pg/mL, Centakapon A: 0,1339 pg/mL)

% 160 Standart cozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 4,0 mL alinarak 10 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,6605
pg/mL, Cievodopa c: 0,6370 pg/mL, Cmetildopa: 0,3968 pg/mL, Cretilcarbidopa: 0,4208 png/mL,
Centakapon c: 0,2429 pg/mL, Centakapon A: 0,2142 pg/mL)
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% 200 Standart cozeltisi: % 400 standart ¢ozeltisinden 5,0 mL alinarak 10 mL lik
balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,8256
png/mL, Cievodopa c: 0,7962 pg/mL, Cmetildopa: 0,496 pg/mL, Cmetilcarbidopa: 0,526 pg/mL,
Centakapon c: 0,3036 pg/mL, Centakapon A: 0,2678 pg/mL)

Islem: Hazirlanan 8 seviye dogrusallik ¢ozeltilerinin her birinden 3 er adet enjeksiyon
yapild1 ve en kiigiik kareler metoduna gore dogrusallik denklemleri ve grafikleri elde

edildi. Sonugclar ve dogrusallik grafikleri Boliim 4.2.3 de verilmistir.

Kabul Kriteri: Tim pikler i¢in korelasyon katsayisi (r) 0,99 dan az olmamalidir.
Y-kesim degeri aktif maddeler miktar tayini icin % 2 den fazla, safsizliklar i¢in % 10

dan fazla olmamalidir.

3.6.4. Dogruluk

Analitik metodun dogrulugu, referans kabul edilen bir degerin, bulunan degere

yakinlhigidir (59).

3.6.4.1. Miktar tayini i¢cin dogruluk

Levodopa Stok Standart Hazirhgi: 10,78 mg levodopa standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢dzdiikten sonra hacmine
ayni ¢oziicil ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 mL alinarak 100 mL balon jojeye aktarildi

ve hacmine ayni ¢6ziicii ile tamamlandi.

Karbidopa Stok Standart Hazirhgi: 11,08 mg karbidopa standard: tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢dzdiikten sonra hacmine
ayni ¢Ozlicii ile tamamlandi. Bu c¢ozeltiden 0,5 mL alinarak 100 mL balon jojeye

aktarildi ve hacmine ayni ¢6ziicii ile tamamlandi.

Entakapon Stok Standart Hazirh@i: 10,24 mg entakapon standardi tartildi. 50 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz A ilave edip ¢6zdiikten sonra hacmine
ayn1 ¢0ziicl ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 2 mL alinarak 100 mL balon jojeye aktarildi

ve hacmine ayni1 ¢oziicii ile tamamlandi.
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Standart Cozelti Hazirh@r: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 20

mL balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa: 0,21366

pg/mL, Ckarbidopa: 0,05080 pg/mL, Centakapon: 0,20459 ug/mL)

Numune hazirhg icin kullanilan stok ¢ozeltiler:

Stok standart cozeltisi 1: 10,81 mg levodopa, 11,2 mg karbidopa ve 10,12 mg
entakapon standartlar1 ayr1 ayr1 50 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki anlatima gore
standart ¢ozelti hazirlanir. Elde edilen son ¢ozeltide konsantrasyonlar Cievodopa: 0,214254

ug/mL, Ckarbidopa: 0,051352 ng/mL, Centakapon: 0,202198 ug/mL dir.

Stok standart gozeltisi 2: 10,6 mg levodopa, 11,11 mg karbidopa ve 10,22 mg
entakapon standartlar1 ayr1 ayr1 50 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki anlatima gore
standart ¢ozelti hazirlanir. Elde edilen son ¢ozeltide konsantrasyonlar Cievodopa: 0,210092

pg/mL, Ckarbidopa: 0,050939 pg/mL, Centakapon: 0,204196 ug/mL dir.

Stok standart c¢ozeltisi 3: 10,71 mg levodopa, 11,35 mg karbidopa ve 10,49 mg
entakapon standartlari ayr1 ayr1 50 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki anlatima gore
standart ¢ozelti hazirlanir. Elde edilen son ¢ozeltide konsantrasyonlar Cievodopa: 0,212272

pg/mL, Ckarbidopa: 0,05204 pg/mL, Centakapon: 0,20959 ug/mL dir.

% 50 seviyesinde numune ¢ozeltisi:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 175 mg tablet
plasebo tozu 500 mL balonjojeye aktarildi ve bir miktar mobil faz B ile ¢oziindii. 30
dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine ayni ¢oziicli ile tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 1 mL aliarak 100 mL lik balon jojeye aktarildi ve ayni ¢6ziicii ile hacmine
tamamlandi. Bu c¢ozeltinin 1 mL si ile Tablo 3-10°da belirtilen stok standart
¢ozeltisinden 0,25 mL alinarak 10 mL balon jojeye aktarild1 ve hacmine mobil faz B ile

tamamlandi.
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Tablo 3-10: Aktif maddeler dogruluk numuneleri hazirlama tablosu

o o Alinan miktar Son Hacim
Numune ¢ozeltisi Alman stok cozelti (mL) (mL)
. —
% 50 sevlyeSIQdfz Stok standart ¢ozeltisi 1 0,25 10 mL
numune ¢ozeltisi 1
. .
% 50 seVIYESIng Stok standart ¢ozeltisi 2 0,25 10 mL
numune ¢ozeltisi 2
o .
/50 sevlyeSIQdfz Stok standart ¢dzeltisi 3 0,25 10 mL
numune ¢ozeltisi 3
o .
/0 100 sevi yesinde Stok standart ¢ozeltisi 1 0,50 10 mL
numune ¢ozeltisi 1
. .
% 100 sevi yesinde Stok standart ¢ozeltisi 2 0,50 10 mL
numune ¢ozeltisi 2
. .
% 100 Sevi yesmde Stok standart ¢ozeltisi 3 0,50 10 mL
numune ¢ozeltisi 3
o .
% 150 < yeSI.nFie Stok standart ¢ozeltisi 1 0,75 10 mL
numune ¢ozeltisi 1
. -
% 150 sevnlye5|'nple Stok standart ¢ozeltisi 2 0,75 10 mL
numune ¢ozeltisi 2
o .
% 150 seviyesinde g4 ctandart gzeltisi 3 0,75 10 mL

numune ¢ozeltisi 3

% 100 seviyesinde numune ¢ozeltisi:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 175 mg tablet
plasebo tozu 500 mL balonjojeye aktarildi ve bir miktar mobil faz B ile ¢oziindii. 30
dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu
cozeltiden 1 mL alinarak 100 mL lik balon jojeye aktarildi ve ayni1 ¢dziicii ile hacmine
tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 1 mL si ile Tablo 3-10’da belirtilen stok standart
cozeltisinden 0,50 mL almarak 10 mL balon jojeye aktarilir ve hacmine mobil faz B ile
tamamlanir.

% 150 seviyesinde numune cozeltisi:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 175 mg tablet
plasebo tozu 500 mL balonjojeye aktarilir ve bir miktar mobil faz B ile ¢6ziiniir. 30
dakika mekanik karistiricida karistirilir. Hacmine ayni ¢6ziicli ile tamamlanir. Bu
cozeltiden 1 mL alinarak 100 mL lik balon jojeye aktarilir ve ayni ¢oziicii ile hacmine
tamamlanir. Bu ¢ozeltinin 1 mL si ile Tablo 3-10’da belirtilen stok standart
¢ozeltisinden 0,75 mL aliarak 10 mL balon jojeye aktarilir ve hacmine mobil faz B ile

tamamlanir.
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islem:

Standart ¢ozeltiden 6 enjeksiyon yapildi ve ortalama alanlar elde edildi. % 50, % 100 ve
% 150 seviyelerinde hazirlanmis numune ¢ozeltilerinden 3 er numune hazirland1 ve
ikiser enjeksiyon yapildi. Standart konsantrasyonu ve ortalama alanlar1 kullanilarak
numunelerdeki deneysel miktarlar pg/mL cinsinden hesaplandi. Teorik konsantrasyon
ve deneysel konsantrasyon degerleri kullanilarak geri kazanimlar Denklem 3-6’ya gore

hesaplanda.

Deneysel Konsantrasyon

Geri Kazamm = » 100 (Denklem 3-6)

Teorik KEonsantrasyon

Geri kazanim sonuglar1 Boliim 4.2.4.1°de verilmistir.

3.6.4.2. Safsizliklar i¢in dogruluk

Levodopa Safsizhk B Stok Standart Hazirh@i: 2,4629 mg levodopa safsizlik B
standard1 tartildi. 25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave
edip ¢ozdiikten sonra hacmine ayni ¢oziicli ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinarak

100 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢6ziicii ile tamamlandi.

Levodopa Safsizhk C Stok Standart Hazirhgi: 2,8635 mg levodopa safsizlik C
standardi tartildi. 25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklagik 20 mL mobil faz B ilave
edip ¢ozdiikten sonra hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 4 mL alinarak

100 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi.

Metildopa Stok Standart Hazirhgi: 2,526 mg metildopa standard: tartildi. 25 mL’lik
balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢6zdiikten sonra hacmine
ayni ¢Ozlicii ile tamamlandi. Bu c¢ozeltiden 1,25 mL alinarak 50 mL balon jojeye

aktarild1 ve hacmine ayn ¢6ziicii ile tamamlandi.

Metilkarbidopa Stok Standart Hazirhgi: 2,5082 mg metilkarbidopa standardi tartildi.
25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklagik 20 mL mobil faz B ilave edip ¢ozdiikten
sonra hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 1,25 mL alinarak 50 mL

balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni1 ¢oziicii ile tamamlandi.
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Entakapon Safsizhk C Stok Standart Hazirhigi: 1,2463 mg entakapon safsizlik C
standardi tartildi. 25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklagik 20 mL mobil faz A ilave
edip ¢ozdiikten sonra hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak

50 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni1 ¢6ziicii ile tamamlandi.

Entakapon Safsizhk A Stok Standart Hazirhgi: 1,2901 mg entakapon safsizlik A
standard1 tartildi. 25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklasik 20 mL mobil faz A ilave
edip ¢ozdiikten sonra hacmine ayni ¢oziicii ile tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 3 mL alinarak

50 mL balon jojeye aktarildi ve hacmine ayni ¢dziicii ile tamamlandi.

Standart Cozelti Hazirhgi: Stok standart ¢ozeltilerinin her birinden 1 mL alinarak 10
mL balon jojeye aktarildi ve mobil faz B ile hacmine tamamlandi. (Cievodopa B: 0,3941
ug/mL, Cievodopa c: 0,3986 pug/mL, Crmetildopa: 0,2526 pg/mL, Cmetilcarbidopa: 0,2508 pg/mL,
Centakapon c: 0,2979 pg/mL, Centakapon A: 0,3096 pg/mL)

Numune hazirh@i icin kullanilan stok ¢ozeltiler:

Stok standart c¢ozeltisi 1: 2,5211 mg levodopa safsizlik B standardi, 2,7901 mg
levodopa safsizlhik C standardi, 2,5121 mg metildopa standardi, 2,5179 mg
metilkarbidopa standardi, 1,252 mg entakapon safsizlik C standardi ve 1,2930 mg
entakapon safsizlik A standartlar1 ayr1 ayr1 25 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki

anlatima gore stok standart ¢ozeltiler hazirlandu.

LOQ seviyesi icin stok standart cozeltisi 1: Yukarida hazirlanan stok standart
cozeltilerinden levodopa safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa,
entakapon safsizlik C ve entakapon safsizlik A icin sirastyla 1 mL, 4 mL, 1 mL, 4 mL,

1,7 mL ve 0,6 mL alinarak 1000 mL ye mobil faz B ile seyreltildi.

Stok standart cozeltisi 2: 2,5309 mg levodopa safsizlik B standardi, 2,8231 mg
levodopa safsizlik C standardi, 2,5077 mg metildopa standardi, 2,498 mg
metilkarbidopa standardi, 1,2611 mg entakapon safsizlik C standardi ve 1,296 mg
entakapon safsizlik A standartlar1 ayr1 ayr1 25 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki

anlatima gore stok standart ¢ozeltiler hazirlandu.
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LOQ seviyesi icin stok standart c¢ozeltisi 2: Yukarida hazirlanan stok standart
¢ozeltilerinden levodopa safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa,
entakapon safsizlik C ve entakapon safsizlik A icin sirasiyla 1 mL, 4 mL, 1 mL, 4 mL,

1,7 mL ve 0,6 mL alinarak 1000 mL ye mobil faz B ile seyreltildi.

Stok standart c¢ozeltisi 3: 2,5089 mg levodopa safsizlik B standardi, 2,7987 mg
levodopa safsizlik C standardi, 2,5031 mg metildopa standardi, 2,515 mg
metilkarbidopa standardi, 1,2499 mg entakapon safsizlik C standardi ve 1,2879 mg
entakapon safsizlik A standartlar1 ayr1 ayri 25 mL balon jojelere tartilarak yukaridaki

anlatima gore stok standart ¢ozeltiler hazirlandu.

LOQ seviyesi icin stok standart cozeltisi 3: Yukarida hazirlanan stok standart
¢ozeltilerinden levodopa safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa,
entakapon safsizlik C ve entakapon safsizlik A i¢in sirastyla 1 mL, 4 mL, 1 mL, 4 mL,

1,7 mL ve 0,6 mL alinarak 1000 mL ye mobil faz B ile seyreltildi.

Tablo 3-11’de safsizliklar i¢in dogruluk numunelerini hazirlarken hangi stok ¢ozeltiden

ka¢ mL alinacagi ve son hacim olarak kag mL’ye tamamlanacagi gosterilmistir.
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Tablo 3-11: Safsizhiklar i¢in dogruluk numuneleri hazirlama tablosu

Alman miktar Son Hacim
Numune ¢ozeltisi Alinan stok c¢ozelti
(mL) (mL)
LOQ seviyesinde LOQ seviyesi igin stok
© Y Q YL 100 100 mL
numune ¢ozeltisi 1 standart ¢ozeltisi 1
LOQ seviyesinde LOQ seviyesi igin stok
° Y Q YL 100 100 mL
numune ¢ozeltisi 2 standart ¢ozeltisi 2
LOQ seviyesinde LOQ seviyesi i¢in stok
Y Y 100 100 mL
numune ¢ozeltisi 3 standart ¢ozeltisi 3
% 100 seviyesinde o
. Stok standart ¢ozeltisi 1 10 100 mL
numune ¢ozeltisi 1
% 100 seviyesinde o
Stok standart ¢ozeltisi 2 10 100 mL
numune ¢ozeltisi 2
% 100 seviyesinde o
Stok standart ¢ozeltisi 3 10 100 mL
numune ¢ozeltisi 3
% 150 seviyesinde
Stok standart ¢ozeltisi 1 15 100 mL
numune ¢ozeltisi 1
% 150 seviyesinde
Stok standart ¢ozeltisi 2 15 100 mL
numune ¢ozeltisi 2
% 150 seviyesinde
Stok standart ¢ozeltisi 3 15 100 mL

numune ¢ozeltisi 3

LOQ seviyesinde numune ¢ozeltileri:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 80 mg tablet tozu
100 mL balonjojeye aktarildi ve bir miktar LOQ seviyesi i¢in stok standart ¢ozeltisi 1
ile ¢oziindii. 30 dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine ayni ¢ozelti ile
tamamlandi. Bu ¢ozeltinin aynis1 LOQ seviyesi icin stok standart ¢ozeltisi 2 ve 3

kullanilarak hazirlandi. Toplam 3 farkli ¢6zelti elde edilmis oldu.
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% 100 seviyesinde numune cozeltileri:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 80 mg tablet tozu
100 mL balonjojeye aktarildi ve 10 mL stok standart ¢ozeltisi 1 eklendi ve bir miktar
mobil faz B ile ¢oziindii. 30 dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine ayni
¢Oziicii ile tamamlandi.

Bu c¢ozeltinin aynist stok standart ¢ozeltisi 2 ve 3 kullanilarak hazirlandi. Toplam 3

farkli ¢ozelti elde edilmis oldu.

% 150 seviyesinde numune cozeltisi:

Stalevo 200, 50, 200 mg (levodopa, karbidopa, entakapon) tablete ait 80 mg tablet tozu
100 mL balonjojeye aktarildi ve 15 mL stok standart ¢ozeltisi 1 eklendi ve bir miktar
mobil faz B ile ¢6ziindii. 30 dakika mekanik karistiricida karistirildi. Hacmine ayni
¢Oziicii ile tamamlandi.

Bu ¢ozeltinin aynis1 stok standart ¢ozeltisi 2 ve 3 kullanilarak hazirlandi. Toplam 3

farkli ¢cozelti elde edilmis oldu.

islem:

Standart ¢ozeltiden 6 enjeksiyon yapildi ve ortalama alanlar elde edildi. LOQ, % 100 ve
% 150 seviyelerinde hazirlanmis numune ¢ozeltilerinden 3 er numune hazirlandi ve
ikiser enjeksiyon yapildi. Standart konsantrasyonu ve ortalama alanlar1 kullanilarak
numunelerdeki deneysel miktarlar ng/mL cinsinden hesaplandi. Teorik konsantrasyon
ve deneysel konsantrasyon degerleri kullanilarak geri kazanimlar Denklem 3-6 ‘ya gore

hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.4.2°de verilmistir.

Kabul Kriteri: Aktif maddeler igin geri kazanim sonuglar1 % 98,0- % 102,0
arasinda olmalidir. Safsizlik piklerine ait geri kazanim sonuglar i¢in LOQ seviyesi i¢in

% 70,0-% 130,0 arasinda diger seviyeler i¢in ise % 80,0 - % 120,0 arasinda olmalidur.

3.6.5. Kesinlik

Metodun kesinligi, aynt numuneden alinan veya hazirlanan ¢ok sayidaki
numuneden elde edilen ayni giin i¢indeki sonuglarin birbirlerine olan yakinligi olarak

aciklanir (59).
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Boliim 3.5 te anlatildigt sekilde hazirlanan standart ve numune c¢ozeltileri

hazirland1 ve analiz edildi. Elde edilen sonuglar Bliim 4.2.5” de verilmistir.

Kabul Kriteri: Aktif madde miktar tayini sonuglari arasinda % RSD degeri %
2,0 den az olmalidir. Safsizliklarin alanlar1 arasindaki % RSD degeri % 10,0 dan az

olmalidir.

3.7. Kiyas Yontemi ile Analiz

Tez caligmasinda gelistirilen yontem, Vemic ve arkadaglari (49) ‘nin

gelistirdikleri stabilite gosterir HPLC metodu ile kiyaslandi.

Gelistirilen yontem ile film kapli tablete ait levodopa, karbidopa ve entekapon
miktar tayinleri analiz edildi ve kiyas yontemi ile sonuglar karsilastirildi. Kiyas yontemi

kromatografik kosulart ve ¢ozelti konsantrasyonlari su sekildedir:

Kromatografik Sartlar

Kolon : Zorbax Extend C18 (150 mm x 4.6 mm), 3.5um
Kolon sicakhigi :30.0°C

Akis hizi 11,0 mL/dak

Dalga boyu : 280 nm

Enjeksiyon Hacmi :10.0 uL

Analiz siiresi - 40 dak

Mobil Faz A: 20 mM TFA (Trifloroasetik asit) tamponu, pH 2 ye 10 N NaOH ile
ayarlandi.

Mobil Faz B: Metanol

Tablo 3-12: Kiyas Yontemi Gradiyen Programi

Zaman (dakika) % Mobil Faz A (h/h) % Mobil Faz B (h/h)

0,01 95 5
7,5 88 12
25,0 23 77
25,01 95 5

40,0 95 5
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Aktif maddelerin analizi i¢in levodopa, karbidopa ve entakapon maddeleri i¢in
sirastyla 200 ug/mL, 50 pug/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonda standart cozelti
hazirlandi. Safsizliklarin analizleri i¢in ise Levodopa safsizlik B, Levodopa Safsizlik C,
metildopa, metilkarbidopa, Entakapon safsizlik C ve Entakapon safsizlik A ig¢in
sirastyla 0,4 pg/mL, 0,4 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,075 pg/mL, 0,075 ug/mL
konsantrasyonlarinda standart ¢ozelti hazirlandi. Levodopa, Karbidopa ve bu aktif
maddelere ait safsizliklarin tayini i¢in hazirlanan numune ¢ozeltisi Stalevo tablet
kullanilarak 200 pg/mL, 50 pg/mL konsantrasyonlarda levodopa ve karbidopa icerecek
sekilde hazirlandi. Entakapon ve safsizliklarinin tayini i¢in hazirlanan numune ¢ozeltisi
50 pg/mL entakapon icerecek sekilde hazirlandi. Karsilagtirma c¢alismalarina ait

sonuclar Boliim 4.3 de sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Bulgular

4.1.1. Kiitle Dedektorii icin Yapilan Gelistirme Cahsmalar

Bolum 3.4.1.1 belirtilen c¢ozeltiler ile kiitle dedektoriinde tarama caligsmasi
yaparak ana (precursor) iyonlar elde edildi. Ana iyonlarin elde edildigi ¢oziicii ve
hareketli faz sistemlerinde PIS (product ion scan) calismasi yapilarak {iriin (product)
iyonlarmin en verimli sekilde dedekte edildigi coziiciiler tespit edildi. Bu calismada
ama¢ ana iyon ve iriin iyon piklerini en verimli sekilde veren uygun c¢oziicliyii
bulmaktir. G6zlenen iirlin iyonlar1 bilgi amacli olup bir sonraki béliimde HPLC kolonu
ile birlikte yapilan ¢aligma ile iirlin iyonlar1 netlestirilmis ve en kararli ikisi belirlenerek
MRM ciftlerine karar verilmistir. Aktif maddelere ait iiriin iyonlarinin degerleri ve
hangi hareketli faz sisteminde tespit edilebildigi Tablo 4-1, 4-2, 4-3 ve 4-4’ de
gosterilmistir. Tablolarda (+) semboliiniin kullanilmasi s6zkonusu iyonun goézlendigi
anlamina gelir.

Tablo 4-1: Levodopa standart ¢ozeltisinin farkh ¢oziicii ve hareketli fazlar ile yapilms (+)
mod PIS ¢alismasi sonucunda elde edilen iiriin iyonlar:

Levodopa iiriin iyonlari (m/z)

Cahsma g5 79 91 93 107 111 135 139 152 163 181

1 - - + + + + + - + + +
2 - - + + + + + - + + +
3 + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + +

(+): tirlin iyonu gozlendi.
(-): tirlin iyonu g6zlenemedi.
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Tablo 4-2: Karbidopa standart c¢ozeltisinin farkh ¢oziicii ve hareketli fazlar ile yapilms
(+) mod PIS calismasi sonucunda elde edilen iiriin iyonlari.

Karbidopa iiriin iyonlar: (m/z)

Cahsma /1 85 111 118 123 139 146 181

1 - - + + + + - -
2 - + + + - + + -
3 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +

(+): trlin iyonu gozlendi.
(-): tirlin iyonu gozlenemedi.

Tablo 4-3: Entakapon standart ¢ozeltisinin farkh ¢oziicii ve hareketli fazlar ile yapilms
(+) mod PIS ¢alismasi sonucunda elde edilen iiriin iyonlari

Entakapon iiriin iyonlar: (m/z) (+) mod

Calisma 68 72 88 103 115 131 141 159 170 187 215 233
1 + + + + + + + - + + + -
2 + - + + + + + 3 + + + +
3 + + + + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + + + +

(+): tirlin iyonu gozlendi.

(-): trtin iyonu gozlenemedi.

Tablo 4-4: Entakapon standart ¢ozeltisinin farkh ¢oziicii ve hareketli fazlar ile yapilms (-)
mod PIS ¢alismasi sonucunda elde edilen iiriin iyonlar:

Entakapon iiriin iyonlar1 (m/z) (-) mod

Cahgma 66 143 157 184 257 304

1 + - - + + +
2 + + - + - +
3 + + + + + +
4 + + + + + +

(+): triin iyonu gozlendi.

(-): trtin iyonu gozlenemedi.
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Calisma 1°den galisma 4’e kadar belirtilen ¢alismalarda enjekte edilen analitlerin
yeterli iyonlagma iiriinleri verdigi gozlenmistir. Hareketli fazda tuz kullanimi1 zamanla
iyon kaynagini tikadigi ve yiiksek iyon konsantrasyonlu hareketli fazlarin analitleri
baskilayabildigi bilindiginden en iyi sonug¢ veren ve en az iyon igeren % 0,5 formik asit

¢ozeltisinin hareketli faz ve ¢oziicii olarak kullanilmasina karar verildi.

4.1.2. MS parametrelerinin gelistirilmesi bulgulari
Bolim 3.4.1.1 belirtilen ¢ozeltiler ile kiitle dedektoriinde yapilan tarama

sonucunda elde edilen ana (precursor) iyonlar Tablo-4-5’de verilmektedir.

Tablo 4-5: Analiz edilen maddelere ait tespit edilen ana iyonlar

Kiitle analizor ~ Ana (precursor) iyon

Madde adh Molekiil agirhg i
Polaritesi m/z degeri

Levodopa 197 + 198
Karbidopa 226 + 227
Entakapon 305 + 306
Levodopa Safsizlik B 181 + 182
Levedopa Safsizlik C 211 + 212
Metildopa 211 + 212
Metilkarbidopa 240 + 241
Entakapon Safsizlik C 183 - 182
Entakapon Safsizlik A 305 - 304

Yapilan enjeksiyonlar sonunda elde edilen ana iyonlar1 gosteren kiitle

spektrumlar1 Sekil 4-1 ve Sekil 4-9 araliginda verilmektedir.
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Sekil 4-3: Entakapon standardi ana iyon taramasin gosteren kiitle spektrumu (4 pg/mlL)
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Sekil 4-5:Levodopa Safsizhik C standardi ana iyon taramasim gosteren Kkiitle spektrumu (4
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Sekil 4-6: Metildopa standardi ana iyon taramasim gosteren Kkiitle spektrumu (2,5 pg/mL)
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Sekil 4-7: Metilkarbidopa standardi ana iyon taramasini gosteren kiitle spektrumu (2,5
ng/mL)
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Sekil 4-8: Entakapon Safsizlik A standardi ana iyon taramasim gosteren Kiitle spektrumu
(3 pg/mL)
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Sekil 4-9: Entakapon Safsizlik C standardi ana iyon taramasim gosteren Kiitle spektrumu
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Tablo 4-5’de belirlenen ana iyon degerlerinin de kullanilmasiyla iiriin iyonlari
belirlendi. Ana iyon degeri ve beklenen firiin triinleri m/z arahigi girilerek ti¢ farkli
carpigsma enerjisi voltajinda (15, 25 ve 35 volt) taramalar yapilarak {iriin iyonlar
belirlendi. {lgilenilen maddeler icin belirlenen iiriin iyonlar1 Tablo 4-6’da yer
almaktadir. Bu tabloda her madde i¢in muhtemel iriin iyonlarim1 gosteren ilgili PIS
spektrumlar1 Sekil 4-10 — Sekil 4-21 arasindaki sekillerde gosterilmektedir. Bazi
maddeler i¢in tiim iyonlar1 gdsterebilmek icin 2 farkli ¢arpisma enerjisinde elde edilen

spektrumlar sunulmustur.
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Tablo 4-6: Ilgilenilen maddeler icin belirlenen par¢alanma iyonlar

Ana iyon Kiitle
] Parc¢alanma iyonlari (product)
Madde adi (precursor ion) analizor
o m/z degerleri
m/z degeri Polaritesi
65, 79, 91, 93, 107, 111, 135,
Levodopa 198 +
139, 152, 163, 181
) 71, 85, 111, 118, 123, 139, 146,
Karbidopa 227
181
68, 72, 88, 103, 115, 131, 141,
Entakapon 306 +
159, 170, 187, 215, 233
Entakapon 306 - 66, 143, 157, 184, 257, 304
65, 77, 91, 95, 107, 119, 123,
Levodopa Safsizlik B 182 +
136, 147, 165
65, 79, 93, 106, 121, 134, 149,
Levodopa Safsizlik C 212 +
153, 166, 177, 195
) 93, 103, 111, 123, 131, 139,
Metildopa 212 +
149, 166, 195
) ) 71, 85, 125, 133, 137, 153, 165,
Metilkarbidopa 241 +
195, 209
Entakapon Safsizlik C 182 - 79, 92, 107, 124, 135, 152, 165
Entakapon Safsizlik A 304 - 66, 143, 157, 184, 257, 274, 287
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Sekil 4-10: Levodopa icin 25 V ¢arpisma enerjisinde alinan iiriin iyonlar: PIS spektrumu

(4 pg/mL)
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Sekil 4-11: Levodopa icin 15 V ¢arpisma enerjisinde alinan iiriin iyonlar1 PIS spektrumu

(4 ng/mL)
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Sekil 4-13: Entakapon i¢in (+) modda 35 V carpisma enerjisinde PIS spektrumu (4 pg/mL)
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Sekil 4-14: Entakapon icin (-) modda 35 V carpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (4

ng/mL)
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Sekil 4-15: Levodopa Safsizlik B i¢in 25 V ¢arpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (4

ng/mL)
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Sekil 4-16: Levodopa Safsizlik C icin 25 V ¢arpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (4
ng/mL)
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Sekil 4-17: Levodopa Safsizlik C icin 15 V ¢arpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (4
ng/mL)
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Sekil 4-18: Metildopa i¢in 25 V carpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (2,5 pg/mL)
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Sekil 4-19: Metildopa icin 15 V carpigsma enerjisinde alinan PIS spektrumu (2,5 ng/mL)
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Sekil 4-20: Metilkarbidopa i¢in 25 V carpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (2,5
ng/mL)
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Sekil 4-21: Metilkarbidopa icin 15 V ¢arpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (2,5
ng/mL)
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Sekil 4-22: Entakapon Safsizlik C i¢in 25 V carpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (3

ng/mL)
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Sekil 4-23: Entakapon Safsizlik A i¢in 25 V carpisma enerjisinde alinan PIS spektrumu (3
ng/mL)

Yukarida elde edilen ana iyon ve {irlin iyon bilgileri 1s181inda belirlenen HPLC
kolonu ve parametreleri kullanilarak dedektoriin optimizasyon 6zelligi kullanildi ve ana
pikin yanisira kararli halde olan iirlin iyonlarindan en iyi intensiteye sahip olan 2 tane

iirtin iyonu belirlendi. Elde edilen intensite grafikleri Sekil 4-10 ile Sekil 4-19 arasinda
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gosterilmigtir. Grafiklerin hemen {istiinde belirlenen ana iyon ve bagl oldugu iiriin iyon

bilgilerini gésteren MRM cifteri goriilmektedir.

198.10=152.10(+)@]1 (1)/198.10=181.10(+)@1 (1)ID#: 1 m'z: 198.10=152.10

734.447 Type: Target

|| | Name: Levadopa

|

| | Ret. Time: 9.619

i Area: 7269718

| | Cone.: 49,624

Event:1
| ‘ # mz Intensity

1 198.10=181.10 310213

Sekil 4-24: Levodopa standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu

227.10=181.00(+)@2 (1)/227.10>71.00(+)@2 (1) ID#: 2 m'z: 227.10=181.00
255.003 v Type: Target

|1I Name: Carbidopa

|
Ret.Time: 16.682

1

‘ Area: 1897379

Cone.: 46,315

‘ | Event:2

‘ | # m'z Intensity

| | 1 227.10>71.00] 133810
f

Sekil 4-25: Karbidopa standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu



304.20>66.00(-)@4 (1)/304.10>184.00(-)@4 (1)ID#: 4

828,589

75

m'z: 304.20=66.00

Type: Target
||' '| Name: Entacapone (-)
|
B Ret. Time: 25.206
I Area: 5642870
| Cone.: 49.948
| Event:4
| | # m'z Intensity
| 1 304.10>184.00 88313

mod)

306.40>232.90(+)@3 (1)/306.40>71.90(+)@3 (1)ID#: 3

Sekil 4-26: Entakapon standardi en kararlh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu (negatif

m'z: 306.40=232.90

338.504 Type: Target
| I|I Name: Entacapone
|
{ .
! | Ret. Time: 25,198
| | Area: 2135025
|| Conc.: 49.948
‘ | Ewvent:3
| # m'z Intensity
| | 1 306.40=71.90 139156
|
|
I
n
|
|| || I|I ||
| I| |
I\
III II| II|
Il 4]
If I"._ \
_—_-:-éfl—\é-—‘;—-_—_ S
T I T T T T I T T T T | T T T T
24.5 25.0 25.5

mod)

Sekil 4-27: Entakapon standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu (pozitif



182.30>136.00(+)@1 (1)/182.30>90.90(+)@1 (1)ID%: 1

201.605 v

76

m/'z: 182.30=136.00

Type: Target
Name: Levadopa EP B
Ret. Time: 12.697
Area: 1849538
Cone.: 0.204
Event:1

£ m'z Intensity

1 182.30=90.90 184588

Sekil 4-28: Levodopa Safsizlik B standardi en kararh 2 MRM giftine ait kiitle spektrumu

212.30>166.10()@2 (1)/212.30>194.90(+)@2 (1)ID#: 2

118.016

v
!
/1

m'z: 212.30=166.10

Type: Target
Name: Metildopa
Ret. Time: 15.072
Area: 1070848
Cone.: 0.194
Event:2

# mz Intensity

1 212.30=194.90 42828

Sekil 4-29: Metildopa standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu



212.30>194.80(0H)@3 (1)

212.10>165.90(+)@3 (1)ID#: 3

77

m'z: 212.30>194.80
166.853 M Type: Target
l.' III Name: Levadopa EP C
|1
I I| Ret. Tume: 16.536
|' | Area: 1367136
I Cone.: 0.514
! A l Event:3
|| \ || # m'z Intensity
I 1] 212.10>165.90] 106110
Il
|
I||| | |I
H
( \
|||| II|||
III )\
||I| I||I|
|I:I| II'::I'n
||II I'I."
- SN
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
16.0 16.5 17.0

Sekil 4-30: Levodopa safsizlik C standardi en kararhh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu

241.40>195.00(+)@4 (1)/241.40>70.90(+)@4 (1)ID#: 4

229,738 v

|

m'z: 241.40=195.00

Type: Target
Name: Metilearbidopa
Ret. Time: 19.441
Area: 1355447
Cone.: 0.485
Event:4

# m'z Intensity

1 241.40=70.90 133824

Sekil 4-31: Metilkarbidopa standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu



182.10>164.90(-)@5 (1)/182.10>107.00(-)@5 (1) ID#: 5

53.854

78

m'z: 182.10=164.90

Type: Target
Name: Entacapone EP C
Ret. Time: 23.113
Area: 532813
Cone.: 0.155
Event:5

# mz Intensity

1 182.10>107.00 28371

Sekil 4-32: Entakapon Safsizhik C standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu

304.10=66.00(-)@6 (1)/304.10=184.00(-)@6 (1)ID=: 6

155.244 v

I("“-

m'z: 304.10=66.00

Type: Target
Name: Entacapone EP A
Ret. Time: 24.546
Area: 1099710
Conc.: 0.157
Event:6

# m'z Intensity

1 304.10=184.00 19086

Sekil 4-33: Entakapon Safsizhik A standardi en kararh 2 MRM ciftine ait kiitle spektrumu

Yapilan optimizasyon c¢aligmalar1 sonunda elde edilen MRM ciftleri, dwell

zamanlar1 ve ¢arpigsma enerjileri Tablo 4-7’de verilmistir.
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Tablo 4-7: Ilgilenilen piklere ait MRM ciftleri, dwell zamanlar1 ve carpisma enerjileri

Alikonma . Carpisma
Madde Z MRM " Ana iyon (m/z) Uriin iyonu (m/z) Dwell time enerjisi (+/-)

( d:ﬁli?(l;) Modu run (ms) V)
(+) 198,10 152,10 50 -15

Levodopa 9,6
P (+) 198,10 181,10 50 13
Levopoda 127 (+) 182,30 136,00 50 -14
Safsizlik B ’ (+) 182,30 90,90 50 -30
. (+) 212,30 165,90 50 -12

Metildopa 15,0
1aop (+) 212,10 194,80 50 -15
Levopoda 16.5 (+) 212,30 194,90 50 -15
Safsizlik C ’ (+) 212,30 166,10 50 -11
. (+) 227,10 181,00 100 -12

Karbid 16,7
arbidopa +) 22710 71,00 100 24
. } (+) 241,40 195,00 50 -13

Metilkarbidopa 19,4
I 1d0P (+) 241,40 70,90 50 -22
Entakapon 931 ) 182,10 164,90 50 21
Safsizlik C ’ (-) 182,10 107,00 50 29
Entakapon 245 ) 304,10 66,00 50 26
Safsizlik A ’ (-) 304,10 184,00 50 31
(+) 306,40 232,90 50 -17

Entakapon 25,2
i (+) 306,40 71,90 50 -31

4.1.3. HPLC Kolonu Se¢imi
HPLC kolonu kullanilarak boliim 3.4.1.1°de belirlenen diger

3 farklhi

kromatografik kosullar altinda levodopa, karbidopa ve entakapon igeren standart ¢ozelti

hazirland1 ve 10 pl lik enjeksiyonlar yapilarak alan, kuyruklanma faktori, teorik plaka

sayisi gibi sistem uygunluk parametreler belirlendi (Tablo 4-8).

Tablo 4-8: Farkhh HPLC kolonlari ile elde edilen sistem uygunluk parametreleri

Levodopa Karbidopa Entakapon
Alan  Tf N Alan  Tf N Alan  Tf N
Agilentzorbaxsec1s 170701 1,2 5010 299501 1,2 28704 523544 1,3 301548
Thermo HypersilBDS c8 163211 1,4 4830 293455 1,3 24307 512349 15 209218
MZ Kromasil C18 179610 1,1 19811 337775 1,2 73058 688814 1,2 492805

Tf: kuyruklanma faktorii

N: Teorik plaka sayist
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Kromatogamlardan elde edilen ana piklere ait sistem uygunluk parametreleri
incelendi. Kuyruklanma faktorii 0,8-ve 1,5 degerleri arasinda olup gaussian pik sekline
en yakin deger olan 1 degerine en yakin, teorik plaka sayisi olarak da en yliksek degeri
veren kolon olan MZ Kromasil C18 kolonu se¢ilmistir. Bu kolonun sahip oldugu 3,5

um tanecik biiyiikligii 6zelligi ile daha simetrik pik sekli verdigi gozlenmistir.

4.1.4. HPLC Gradiyen Programinin belirlenmesina ait bulgular
Denemeler sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil 4-20, 4-21, 4-22 ve

ayirim faktorleri Tablo 4-9, 4-10, 4-11°de verilmistir.

uAU
20000+ 5 5 < PDA Mulli 1 280nm.4nm
] ] ] g
2 i< 2
] : e 8
b (&
C P o s
40000+ 5 @ s ¢
< £
] 3 il s & 1
b m - |
] j E g
300004 ~ \
| 0 i v
- @ b J
_ g P ~ n| ]
- b §' gIl V/
20000 o B ©
] o 2 3 &
4 - o
] g2 £ )
i E g = /
10000 @ = - P
] i 3 a8l = & _—
] 4 s 3| & e b
_ § 235 <« ¢ \
] WL_E I1M\—|E ‘_fliﬁ_»*-—" HJ \\M
]
] *Tr“"ﬁ ot !
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0 10 15 20 25 30 32 40

Sekil 4-34: Deneme 1 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cievodopa: 200 pg/mL., Crkarbidopa:
50 ng/mL, Centakapon: 200 pg/mL, Cievodopas: 4,0 pg/mL, Cievodopa c: 4,0 ng/mL,
Cmetildopa: 2,5 llg/mL, Cmetilcarbidopa: 2,5 llg/mL, Centakapon c: 3,0 Mg/mL, Centakapon A:
3,0 pg/mL).

min
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Tablo 4-9: Deneme 1 ile elde edilen ayirim faktorleri

Pik No Pik ad1 Ayirim Faktorii
1 Levodopa 1,9

2 Levodopa Safsizlik B 11,4

3 Metildopa 9,4

4 Levodopa Safsizlik C 59

5 Karbidopa 1,6

6 Metilkarbidopa 22,6

7 Entakapon Safsizlik C 30,0

8 Entakapon Safsizlik A 34,0

9 Entakapon -

Elde edilen 45 dakikalik kromatogamdan daha kisa enjeksiyon siiresi ve daha iyi
levodopa EP C ve karidopa ayirimi hedeflendi.

uALl
100000 = PDA Multi 1 280nm, 4nm|
i EE =
T e 2
J 5 :
i s
75000 E
-
1 ;
i (@]
i p <
= U
50000 2 2 ;
1 8 g g
E £ g
i 5 = 3
4 = ~ =
m = w
! g 2 2 5
25000 g 3 - N
I |
] 3 o % g2 3 || | /
| LL|LDLL S = 5 j-‘i__m,*'k"# s
o k\"h _ | | N ul’-_m__ﬂL - \r — —
— T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4-35: Deneme 2 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cievodopa: 200 pg/mL, Cyarbidopa:
50 pg/mL, Centakapon: 200 pg/mL, Cievodopas: 4,0 pg/mL, Cievodopa c: 4,0 ng/mL,
Cmetildopa3 2,5 ug/mL, Cmetilcarbidopa: 2,5 ug/mL, Centakapon c: 3,0 ug/mL, Centakapon A:
3,0 pg/mL).

min



Tablo 4-10: Deneme 2 ile elde edilen ayirim faktorleri

Pik No Pik adx Ayirim Faktorii

1 Levodopa 0,7

2 Levodopa Safsizlik B 9,3

3 Metildopa 4,5

4 Levodopa Safsizlik C 5,5

5 Karbidopa Ayirim saglanamadi
6 Metilkarbidopa 2,4

7 Entakapon Safsizlik C 14,2

8 Entakapon Safsizlik A 41,2

9 Entakapon 4,8

82

Bu deneme ile alikonma zamanlari azalmakla beraber levodopa EP C ile karbidopa

piklerinin ayrim1 saglanamadi.

uAlU
200000 ] 3 E PDA I\Elti 1 280nm 4nm
1 4
' & b 3
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8
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Sekil 4-36: Deneme 3 ile elde edilen HPLC kromatogrami (Cievodopa: 200 pg/mL, Cyarbidopa:
50 ug/mL, Centakapon: 200 ug/mL, Clevodopa Be 4,0 ug/mL, Clevodopa Ce 4,0 ug/mL,
Cmetildopa3 2,5 ug/mL, Cmetilcarbidopa: 2,5 ug/mL, Centakapon c: 3,0 ug/mL, Centakapon A:

3,0 pg/mL).
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(x100,000)
4.00+

421,782

Sekil 4-37: Deneme 3 ile elde edilen aktif maddelerin MS piklerini gosteren kromatogram
(Clevodopa: 200 ug/mL, Ckarbidopa: 50 ug/mL, Centakapon: 200 ug/m L)

a: Levodopa, b: Karbidopa, c: Entakapon

(x100.,000)
261,228
4 a C
2.00+
i b ‘ d
1.00- |
B || ‘ f
] | [— . |
— | 1 H f
\ | . [ B S L S L S,
000 T ‘ T T T \I T_-I T |¥| T I\\_I T | T T T T | T T T ‘ I)\I T T \l T T T
10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0

min

Sekil 4-38: Deneme 3 ile elde edilen ve safsizliklarin MS piklerini gosteren kromatogram
(Clevodopa B: 4,0 pg/mL, Cievodopac: 4,0 Hg/ml—, Cmetildopa: 2,5 pg/mL, Cetilcarbidopa: 2,5
llg/mL, Centakapon c: 3,0 Hg/mL, Centakapon As 3,0 ug/mL ).

a: Levodopa Safsizik B, b: Metildopa, c: Levodopa Safsizlik C, d: Metilkarbidopa, e: Entakapon Safsizlik C, f:
Entakapon Safsizlik A
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Tablo 4-11: Deneme 3 ile elde edilen ayirim faktorleri

Pik No Pik ada Ayirim Faktorii (RsS)
1 Levodopa -

2 Levodopa Safsizlik B 13,6

3 Metildopa 13,3

4 Levodopa Safsizlik C 8,1

5 Karbidopa 2,0

6 Metilkarbidopa 18,3

7 Entakapon Safsizlik C 28,8

8 Entakapon SAfsizlik A 10,2

9 Entakapon 6,1

Elde edilen son kromatogram ile hem analiz siiresi kisaltildi hem de daha 6nceki
denemelerde Levodopa Safsizlik C ve karbidopa ayrimi iyilestirildi. Gelistirilen metotta

bu gradiyen programin kullanilmasina karar verildi.

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Segicilik
Yontemin segiciliginin tayini amaciyla yapilan analizler sonucunda ilgilenilen
piklerin alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim olmadig1 saptandi. Cozeltilere ait

kromatogramlar Sekil 4-36 da verilmistir.

4.2.2. Nitelik ve Nicelik Sinir1 (LOD ve LOQ)

Bolim 3.6.2°de hazirlanan standart ¢ozeltisinden ¢esitli seyreltmeler yapilarak
seri enjeksiyonlar yapildi, cihazin enjeksiyonlara ait giirtiltii/sinyal (s/n) degerleri
hesaplatildi. s/n degeri i¢in yaklasik 3:1 oranina sahip konsantrasyonlar nitelik sinir1
(LOD), yaklasik 10:1 oranina sahip konsantrasyonlar ise nicelik smir1 (LOQ) olarak

belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4-12°de verilmistir.
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Tablo 4-12: Tlgilenilen maddelerin nicelik ve nitelik simir1 konsantrasyonlari

Nitelik Nicelik
Alan Alan
Siniri s/n SINIri s/n %RSD
ortalamasi ortalamasi
(ng/mL) (ng/mL)
Levodopa
1,30 3916 5 3,94 10681 10 11,0
Safsizlik B
Levodopa
5,26 1325 4 15,9 6008 17 18,2
Safsizlik C
Metildopa 0,833 12849 4 2,53 50553 12 5,8
Metilkarbidopa 3,31 568 3 10,0 2506 9 16,0
Entakapon
1,67 1514 3 5,06 5882 18 15,0
Safsizlik C
Entakapon
0,61 1696 5 1,86 8657 16 10,8
SAfsizlik A

Elde edilen LOQ degerlerine ait enjeksiyonlardan 6 enjeksiyon yapilarak enjeksiyon

tekrarlanabilirligi incelendi ve alan % RSD degerleri % 20 nin altinda bulunmustur.

4.2.3. Dogrusallik

4.2.3.1. Miktar Tayini icin dogrusallik
Bolim 3.6.3.1 de belirtilen c¢ozeltiler hazirlandi ve her konsantrasyon
seviyesinden 3 er enjeksiyon yapilarak en kiigiik kareler yontemine gére dogrusallik

denklemleri elde edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-13’de verilmistir.
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Tablo 4-13: Miktar tayini icin dogrusallik calismasi degerleri

Levodopa Karbidopa Entakapone
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
(na/mL) Alan (ng/mL) Alan (ng/mL) Alan
% 50 106,04 237233 25,29 45274 102,40 88658
% 80 169,66 390650 40,46 85999 163,84 153806
% 90 190,87 444075 45,52 94443 184,32 174005
% 100 212,07 496587 50,57 105472 204,80 197542
% 120 254,49 604540 60,69 130947 245,75 235744
% 150 318,11 768025 75,86 161095 307,20 288516
Egim 2506,93 2280,27 978,41
y-kesim
oktast -32611 -9530 -7325
R 0,999879 0,998156 0,998548
R? 0,999758 0,996316 0,997099
% vy-
kesim % 6,6 % 9,0 % 3,7

noktasi
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Levodopa

900000

800000 /
700000

600000

500000

Pik alanm

400000

300000
e

200000

100000

0 T T T T T
50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon {ng/ml)

350

Sekil 4-39: Levodopa dogrusallik grafigi

Karbidopa

180000

160000 /4
140000

120000 /

100000

Pik alanm

80000 /
60000

40000 ./

20000

0 T T T T T
20 30 40 50 60 70

Konsantrasyon (ng/ml)

80

Sekil 4-40: Karbidopa dogrusallik grafigi
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Entakapon

350000
300000

250000 /
200000 /

150000

Pik alanm

100000
&
50000

0 T T T T 1
70 120 170 220 270 320

Konsantrasyon {ng/ml)

Sekil 4-41: Entekapon dogrusallik grafigi

Dogrusallik c¢alismasi sonucunda elde edilen verilerden dogrusallik denklemi
egimi, y-kesim noktasi, korelasyon katsayis1 (R), korelasyon katsayisinin karesi (R?) ve
% y-kesim noktasinin degeri hesaplatilmustir. Ilgilenilen tiim maddeler icin korelasyon
katsayist 0,998 degerinin iistiinde bulunmustur. % Y-kesim noktas1 degeri ise % 10
degerinin altinda bulunmustur. Levodopa i¢in 100-300 ng/mL konsantrasyonlar
araliginda, karbidopa igin 25-75 ng/mL konsantrasyonlar1 araliginda, entakapon igin
100-300 ng/mL konsantrasyonlar1 araliginda dedektor yaniti ile konsantrasyonlar

arasinda dogrusal bir iligki oldugu gozlenmistir.

% v — kesim noktast = —— ¥ 100
aran (Denklem 4-1)

b: dogrusallik denkleminde y kesim noktast degerinin mutlak degeri.
alan: % 100 konsantrasyona karsilik gelen alan ortalamasi.
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4.2.3.2. Safsizliklar icin dogrusallik

Bolim 3.6.3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan 8 seviye dogrusallik
¢oOzeltilerinin her birinden 3 er adet enjeksiyon yapildi ve en kiigiik kareler metoduna
gore dogrusallik denklemleri ve grafikleri elde edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-14,
4-15 ve 4-16’da verilmistir.

Tablo 4-14: Levodopa safsizliklarinin dogrusallik ¢calismalar: sonuglari

Levodopa Safsizhik B Levodopa Safsizhik C
Seviye Konsantrasyon Alan Konsantrasyon Alan
(ng/mL) (ng/mL)

% 5 20,64 19962 19,91 12879
% 10 41,28 40857 39,81 29195
% 25 103,2 110846 99,53 77281
% 50 206,4 225056 199,1 155635
% 100 412.8 449627 398,1 306392
% 160 660,5 690764 637,0 491119
% 200 825,6 884629 796,2 619167
% 400 1651,2 1789816 1592,5 1275168
Egim 1081,62 798,91

y-kesim -3766 6845
noktasi
R 0,999888 0,999841
R? 0,999776 0,999683

% vy-

kesim 0,84 2,23

noktasi
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Tablo 4-15: Karbidopa safsiziklarinin dogrusallik ¢calismalar: sonuclar:

Metildopa Metilkarbidopa
Seviye Konsantrasyon Alan Konsantrasyon Alan
(ng/mL) (ng/mL)
%5 12,4 22759 13,15 9571
% 10 24,8 46598 26,30 19204
% 25 62,0 124676 65,75 45356
% 50 124,0 258354 131,5 88545
% 100 248,0 537473 263,0 161855
% 160 396,8 872609 420,8 278419
% 200 496,0 1103656 526,0 333945
% 400 992,0 2207907 1052,0 744984
Egim 22317,74 698,67
y-kesim -12260 7967
noktasi
R 0,999976 0,998298
R? 0,999952 0,996599
% vy-
kesim 2,28 4,92

noktasi
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Tablo 4-16: Entakapon safsizhiklarimin dogrusallik ¢calismalar sonuglari

Entakapon Safsizhik C

Entakapon Safsizhk A

Seviye Konsantrasyon Alan Konsantrasyon Alan
(ng/mL) (ng/mL)
%5 6,7 850 7,6 3997
% 10 13,39 2357 15,18 9988
% 25 33,50 5253 37,95 28611
% 50 66,90 11578 75,89 60027
% 100 133,90 24569 151,80 123077
% 160 214,20 37669 242,90 203898
% 200 267,80 51205 303,60 261354
% 400 535,60 99988 607,20 536869
Egim 188,04 888,45
y-kesim 714 6678
noktasi
R 0,999585 0,999779
R? 0,999171 0,999557
% vy-
kesim 2,91 5,43

noktasi
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Levodopa Safsizhik B
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Sekil 4-42: Levodopa Safsizlik B Dogrusallik grafigi
Levodopa Safsizhk C
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E 800000 //
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400000 /
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Sekil 4-43: Levodopa Safsizlik C Dogrusallik grafigi
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Metildopa
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Sekil 4-45: Metilkarbidopa Dogrusallik grafigi
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Entekapon Safsizlik C
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Sekil 4-46:Entakapon Safsizlik C Dogrusallik grafigi
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Sekil 4-47: Entakapon Safsizhik A Dogrusallik grafigi

Dogrusallik caligmasi sonucunda elde edilen verilerden dogrusallik denklemi

egimi, y-kesim noktasi, korelasyon katsayis1 (R), korelasyon katsayisinin karesi (R?) ve

% y-kesim noktasinin degeri hesaplatilmistir. Tlgilenilen tiim maddeler igin korelasyon

katsayist 0,998 degerinin iistiinde bulunmustur. % Y-kesim noktas1 degeri ise % 10

degerinin altinda bulunmustur. Levodopa Safsizlik B ve C igin 20- 1600 ng/mL
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konsantrasyonlar1 araliginda, metildopa ve metilkarbidopa i¢in 12,5- 1000 ng/mL
konsantrasyonlar1 araliginda, entakapon safsizlik C ve A igin ise 7,5-600 ng/mL
konsantrasyonlar1 araliginda dedektor yaniti ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir

iliski oldugu gozlenmistir.

4.2.4. Dogruluk

4.2.4.1. Miktar tayini i¢cin dogruluk ¢alismasi sonuglari

Boliim 3.6.4.1°de belirtildigi lizere standart ¢dzeltiden 6 enjeksiyon yapildi ve
ortalama alanlar elde edildi. % 50, % 100 ve % 150 seviyelerinde hazirlanmis numune
cozeltilerinden 3 er numune hazirland1 ve ikiser enjeksiyon yapildi. Standart
konsantrasyonu ve ortalama alanlari kullanilarak numunelerdeki deneysel miktarlar

ng/mL cinsinden hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-17, 4-18 ve 4-19°da verilmistir.



96

Tablo 4-17: Levodopa dogruluk sonuclar:

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 107,127 106,270 99,2
2 107,127 107,341 100,2
. 3 105,046 105,256 100,2
o0 4 105,046 106,202 101,1
5 106,136 104,650 98,6
6 106,136 104,862 98,8
1 214,254 218,111 101,8
2 214,254 218,325 101,9
. 3 210,092 206,310 98,2
70100 4 210,092 206,100 98,1
5 212,272 209,300 98,6
6 212,272 208,027 98,0
1 321,381 321,703 100,1
2 321,381 322,345 100,3
. 3 315,138 312,302 99,1
0150 4 315,138 312,617 99,2
5 318,408 317,135 99,6
6 318,408 317,453 99,7
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Tablo 4-18: Karbidopa dogruluk sonuclari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 25,676 25,188 98,1
2 25,676 25,291 98,5
3 25,470 25,24 99,1
% 50
4 25,470 25,342 99,5
5 26,020 26,306 1011
6 26,020 26,332 101,2
1 51,352 50,582 98,5
2 51,352 50,633 98,6
3 50,939 50,736 99,6
% 100
4 50,939 50,583 99,3
5 52,040 52,820 101,5
6 52,040 53,081 102,0
1 77,028 76,335 99,1
2 77,028 75,950 98,6
3 76,409 77,326 101,2
% 150
4 76,409 77,173 101,0
5 78,060 76,498 98,0
6 78,060 76,655 98,2
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Tablo 4-19: Entakapon dogruluk sonuglari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 101,099 100,796 99,7
2 101,099 101,806 100,7
. 3 102,098 103,221 101,1
o0 4 102,098 103,017 100,9
5 104,795 104,376 99,6
6 104,795 104,586 99,8
1 202,198 200,176 99,0
2 202,198 199,973 98,9
. 3 204,196 204,808 100,3
70100 4 204,196 206,238 101,0
5 209,59 210,638 100,5
6 209,59 210,638 100,5
1 303,296 307,239 101,3
2 303,296 308,149 101,6
. 3 306,293 302,005 98,6
0150 4 306,293 303,230 99,0
) 314,385 318,158 101,2
6 314,385 317,215 100,9

Dogruluk calismasi sonucunda elde edilen geri kazanim sonuglar1 levodopa,
karbidopa ve entakapon igin sirastyla 100-300 ng/mL, 25-75 ng/mL ve 100-300 ng/mL

konsantrasyonlar1 arasinda % 98.0 -102.0 arasinda bulunmustur.

4.2.4.2. Safsizliklar i¢in dogruluk calismasi bulgular
Boliim 3.6.4.2°de belirtildigi sekilde standart ¢cozeltiden 6 enjeksiyon yapildi ve
ortalama alanlar elde edildi. LOQ, % 100 ve % 150 seviyelerinde hazirlanmis numune

cozeltilerinden 3 er numune hazirland1 ve ikiser enjeksiyon yapildi. Standart
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konsantrasyonu ve ortalama alanlar1 kullanilarak numunelerdeki deneysel miktarlar

ng/mL cinsinden hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-20-25 de gosterilmistir.

Tablo 4-20: Levodopa Safsizlik B dogruluk ¢alismasi sonuglar:

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazamim
(ng/mL) (ng/mL)
1 4,034 3,150 78,1
2 4,034 3,142 77,9
3 4,049 3,142 77,6
HoQ 4 4,049 3,163 78,1
5 4,014 3,300 82,2
6 4,014 3,332 83,0
1 403,376 363,442 90,1
2 403,376 363,845 90,2
. 3 404,944 377,408 93,2
0100 4 404,944 381,052 94,1
) 401,424 369,712 92,1
6 401,424 374,930 93,4
1 605,064 618,375 102,2
2 605,064 610,510 100,9
. 3 607,416 638,394 105,1
/0150 4 607,416 633,535 104,3
5 601,848 584,996 97,2
6 601,848 581,987 96,7
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Tablo 4-21: Levodopa Safsizhik C dogruluk ¢calismasi sonuclar:

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 15,545 12,607 81,1
2 15,545 12,576 80,9
3 15,719 13,691 87,1
-9 4 15,719 13,848 88,1
5 15,583 13,682 87,8
6 15,583 13,713 88
1 388,632 408,453 105,1
2 388,632 406,121 104,5
. 3 392,976 424,021 107,9
70100 4 392,976 421,663 107,3
5 389,579 403,214 103,5
6 389,579 405,552 104,1
1 582,949 612,679 105,1
2 582,949 611,513 104,9
. 3 589,463 584,158 99,1
0150 4 589,463 581,211 98,6
5 584,369 564,500 96,6
6 584,369 560,409 95,9
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Tablo 4-22: Metildopa dogruluk ¢alismasi sonuglari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 2,512 2,125 84,6
2 2,512 2,120 84,4
3 2,508 2,149 85,7
-9 4 2,508 2,159 86,1
5 2,503 1,980 79,1
6 2,503 1,977 79
1 251,210 231,867 92,3
2 251,210 234,128 93,2
. 3 250,770 238,482 95,1
70100 4 250,770 237,981 94,9
5 250,310 238,796 95,4
6 250,310 238,295 95,2
1 376,815 409,598 108,7
2 376,815 408,091 108,3
. 3 376,155 388,568 103,3
0150 4 376,155 387,063 102,9
) 375,465 381,097 101,5
6 375,465 375,090 99,9
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Tablo 4-23: Metilkarbidopa dogruluk sonuclari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 10,072 8,772 87,1
2 10,072 8,873 88,1
3 9,992 9,043 90,5
-9 4 9,992 9,033 90,4
5 10,060 8,692 86,4
6 10,060 8,642 85,9
1 262,281 279,067 106,4
2 262,281 280,903 107,1
. 3 260,208 274,520 105,5
70100 4 260,208 276,081 106,1
5 261,979 271,148 103,5
6 261,979 271,410 103,6
1 393,422 397,750 101,1
2 393,422 401,684 102,1
. 3 390,313 407,486 104,4
0150 4 390,313 399,290 102,3
5 392,969 388,253 98,8
6 392,969 390,218 99,3
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Tablo 4-24: Entakapon Safsizlik C dogruluk sonuglari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 5,088 4,584 90,1
2 5,088 4,589 90,2
3 5,125 4,617 90,1
-9 4 5,125 4,587 89,5
5 5,079 4,581 90,2
6 5,079 4,587 90,3
1 299,278 273,839 91,5
2 299,278 269,350 90
. 3 301,453 280,050 92,9
70100 4 301,453 281,256 93,3
5 298,776 278,459 93,2
6 298,776 279,057 93,4
1 448,917 413,902 92,2
2 448,917 413,453 92,1
. 3 452,180 426,858 94,4
0150 4 452,180 424,597 93,9
5 448,164 418,585 93,4
6 448,164 421,722 94,1
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Tablo 4-25: Entakapon Safsizlik A dogruluk sonuglari

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon Konsantrasyon % Geri Kazanim
(ng/mL) (ng/mL)
1 1,803 1,605 89,0
2 1,803 1,599 88,7
3 1,866 1,491 79,9
-9 4 1,866 1,499 80,3
5 1,855 1,625 87,6
6 1,855 1,636 88,2
1 310,32 282,081 90,9
2 310,32 283,322 91,3
. 3 311,04 292,689 94,1
70100 4 311,04 293,311 94,3
5 309,096 281,586 91,1
6 309,096 284,677 92,1
1 465,480 444 533 95,5
2 465,480 447,326 96,1
. 3 466,560 448,364 96,1
0150 4 466,560 446,964 95,8
) 463,644 429,798 92,7
6 463,644 430,262 92,8

Dogruluk c¢aligmast sonucunda elde edilen geri kazanim sonuglar1 levodopa
safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa, entakapon safsizliklar1 C
ve entakapon safsizlik A igin sirasiyla 3,941-591,15 ng/mL, 15,94-597,9 ng/mL, 2,526-
378,9 ng/mL, 10,032-376,2 ng/mL, 5,064-446,85 ng/mL ve 1,8576-464,4 ng/mL
konsantrasyonlari arasinda ilk konsantrasyon olan LOQ konsantrasyonlar: i¢in % 70,0-
% 130,0 arasinda, diger seviyelerdeki konsantrasyonlar i¢in ise % 90,0 -110,0 arasinda

bulunmustur.
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4.2.5. Kesinlik
Boliim 3.5 te anlatildigt sekilde hazirlanan standart ve numune c¢ozeltileri
hazirlandi ve analiz edildi. Elde edilen sonuglarin % RSD degerleri hesaplanarak

metodun kesinligi belirlenmistir.

4.2.5.1. Miktar Tayini icin Kesinlik ¢alismasi sonuglari
Levedopa, Karbidopa ve entakapon aktif maddeleri i¢in Stalevo 200/50/200 mg
film tablet kullanilarak yapilan miktar tayini ¢calismalarinda elde edilen sonuglar Tablo

4-26’° da verilmistir.

Tablo 4-26: Aktif maddeler icin Kesinlik calismasi sonuglari

Levodopa Karbidopa Entakapon
Olgiim mg/ tablet % mg/ tablet % mg/ tablet %
1 206,8 103,4 49,0 97,9 201,0 100,5
2 209,8 104,9 48,4 96,9 202,0 101,0
3 206,2 103,1 48,6 97,1 200,4 100,2
4 210,6 105,3 49,0 98 199,0 99,5
5 208,2 104,1 49,2 98,4 199,6 99,8
6 207,2 103,6 49,2 98,3 200,2 100,1
Ortalama 208,1 104,1 48,9 97,8 200,4 100,2
Standart 1,75 0,87 0,31 0,63 1,05 0,53
Sapma
% RSD 0,84 0,84 0,64 0,64 0,53 0,53

Aktif madde miktar tayini sonuglar1 arasinda % RSD degeri % 2,0 den az
bulunmustur. Safsizliklarin alanlar1 arasindaki % RSD degeri % 10,0 dan az

bulunmustur.

4.2.5.2. Safsizliklar Tayini icin Kesinlik ¢calismasi sonuglar:

Levedopa, Karbidopa ve entakapon safsizliklari i¢in Stalevo 200/50/200 mg film
tablet kullanilarak hazirlanan numune ¢ozeltilerinin igine Tablo 3-11 de belirtilen
miktarlarda safsizliklarin  limit konsantrasyonlarmma karsilik gelecek sekilde
safsizliklarin  stok ¢ozeltilerinden eklemeler yapilmis; yapilan safsizlik tayini

caligmalarinda elde edilen sonuglar Tablo 4-27° de verilmistir.
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Tablo 4-27: Safsizliklarin tayini icin kesinlik ¢calismasi sonuclar:

Levodopa Levodopa
Safsizlik B Safsizlik C

Entakapone  Entakapone

Metildopa Metilkarbidopa Safsizhik C Safsizlik A

Olgiim % % % % % %
1 0,219 0,202 0,558 0,499 0,143 0,137
2 0,221 0,198 0,529 0,486 0,145 0,138
3 0,235 0,198 0,508 0,477 0,138 0,136
4 0,222 0,202 0,520 0,492 0,146 0,135
5 0,215 0,199 0,537 0,476 0,143 0,133
6 0,221 0,205 0,511 0,486 0,141 0,135
Ortalama 0,222 0,201 0,527 0,486 0,143 0,136
Standart 0,007 0,003 0,019 0,009 0,003 0,002
Sapma
% RSD 3,07 137 3,57 1,80 1,98 1,28

Safsizliklarin alanlar arasindaki % RSD degeri % 10,0 dan az bulunmustur.
Validasyon parametreleri sonucunda elde edilen sonuglar kabul kriterleri
i¢indedir.
4.3. Kiyas Yontemi ile Yapilan Cahsmalar Sonucu Elde edilen
Bulgular
Bolim 3.7 de belirtildigi sekilde kiyas yontemi ile Stalevo tabletlerde aktif
madde miktar tayinleri ve safsizlik tayini ¢aligmalar1 yapilmis ve elde edilen sonuglar
gelistirilen metot ile elde edilen sonuglar ile kiyaslanmistir. Aktif madde miktar tayini
sonuglari arasinda student t test ile ortalamalar yoniinden; f testi ile de standart sapmalar
yoniinden % 95 giiven seviyesinde karsilagtirmalar uygulanmistir. Hesaplamalarda
Microsoft Excel programinin “f-test varyanslar icin iki 6rnek” ve “t test: esit varyanslar
varsayarak iki Ornek” fonksiyonlar1 kullanilarak hesaplama yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore deneysel f ve t degerleri f ve t kiritik iki uglu degerlerinden diisiik
bulundugundan her iki yontem ile elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 sonucuna varilmistir. Her iki yontem ile elde edilen safsizlik sonuglarina ise %
95 seviyesinde hipotez testi uygulanamadigi igin sonuglar % fark ile karsilastirilmis ve
anlamli olarak farklar gézlenmemistir. Sonuglar Tablo 4-28, 4-29, 4-30, 4-31, 4-32, 4-

33’ de verilmistir.
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Tablo 4-28: Levodopa i¢in karsilastirma tablosu

Levodopa
Geligtirilen Yontem Kiyas Yontemi
Olgiim mg/ tablet % mg/ tablet %
1 206,8 103,4 204,7 102,4
2 209,8 104,9 204,8 102,4
3 206,2 103,1 204,8 102,4
4 210,6 105,3 211,5 105,7
5 208,2 104,1 211,3 105,7
6 207,2 103,6 211,3 105,7
Ortalama 208,1 104,1 208,1 104,0
Standart Sapma 1,75 0,87 3,62 1,81
% RSD 0,84 0,84 1,74 1,74
Varyans 3,268 0,763
Gozlem 6 6
f testi Df 5 5
F degeri 4,28
F kritik iki uglu 5,05
Df 10
t testi t degeri 0,03
t kritik iki uglu 2,23

Df: Serbestlik derecesi



Tablo 4-29: Karbidopa i¢in karsilastirma tablosu

Karbidopa
Geligtirilen Yontem Kiyas Yontemi
Olgiim mg/ tablet % mg/ tablet %
1 48,95 97,9 49,05 98,1
2 48,45 96,9 49,06 98,1
3 48,55 97,1 49,02 98,0
4 49,00 98,0 49,52 99,0
5 49,20 98,4 49,52 99,0
6 49,15 98,3 49,48 99,0
Ortalama 48,9 97,8 49,3 98,5
Standart Sapma 0,31 0,63 0,25 0,51
% RSD 0,64 0,64 0,52 0,52
Varyans 0,524 0,261
Gozlem 6 6
f testi Df 5 5
F degeri 2,00
F kritik iki uglu 5,05
Df 10
t testi t degeri 1,23
t kritik iki uglu 2,23

Tablo 4-30: Entakapon i¢in karsilastirma tablosu

Entakapon
Gelistirilen Yontem Kiyas Yontemi
Olgiim mg/ tablet % mg/ tablet %
1 201,0 100,5 201,6 100,8
2 202,0 101,0 201,5 100,7
3 200,4 100,2 201,8 100,9
4 199,0 99,5 202,2 101,1
5 199,6 99,8 201,0 100,5
6 200,2 100,1 200,6 100,3
Ortalama 200,4 100,2 201,4 100,7
Standart Sapma 1,05 0,53 0,57 0,28
% RSD 0,53 0,53 0,28 0,28
Varyans 0,278 0,081
Gozlem 6 6
f testi Df 5 5
F degeri 3,42
F kritik iki uglu 5,05
Df 10
t testi t degeri 2,19
t kritik iki uglu 2,23
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Tablo 4-31: Levodopa safsizliklarinin karsilastirma sonuglari

Levodopa Safsizlik B Levodopa Safsizlik C
Gelistirilen Kiyas Yontemi Gel?gtirilen Kiyas Yontemi
Yontem Yontem
Ol¢iim % % % %
1 0,219 0,233 0,202 0,204
2 0,221 0,239 0,198 0,207
3 0,235 0,241 0,198 0,203
4 0,222 0,230 0,202 0,202
5 0,215 0,214 0,199 0,204
6 0,221 0,236 0,205 0,198
Ortalama 0,222 0,232 0,201 0,203
Standart 0,007 0,010 0,003 0,003
Sapma
% RSD 3,07 4,2 1,37 1,5
Ortalamalar 43 10

aras1 % fark

Tablo 4-32: Karbidopa safsizliklarinin karsilastirma sonuclari

Metildopa Metilkarbidopa
Gf{léi[izﬂmen Kiyas Yontemi G;::{lésrﬂgfn Kiyas Yontemi
Olgiim % % % %
1 0,558 0,592 0,499 0,532
2 0,529 0,535 0,486 0,524
3 0,508 0,535 0,477 0,530
4 0,520 0,530 0,492 0,502
5 0,537 0,533 0,476 0,510
6 0,511 0,521 0,486 0,506
Ortalama 0,527 0,541 0,486 0,517
Standart 0,019 0,026 0,009 0,013
Sapma
% RSD 3,57 4,7 1,80 2,46
Ortalamalar 26 4.0

aras1 % fark
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Tablo 4-33: Entakapon safsizliklarimin karsilastirma tablolari

Entakapone Safsizlik C Entakapone Safsizlik A
G?éiigﬁ::n Kiyas Yontemi Gg{léi[éﬂ;ﬂ Kiyas Yontemi
Ol¢iim % % % %
1 0,143 0,148 0,137 0,131
2 0,145 0,147 0,138 0,136
3 0,138 0,146 0,136 0,137
4 0,146 0,149 0,135 0,136
5 0,143 0,149 0,133 0,134
6 0,141 0,149 0,135 0,130
Ortalama 0,143 0,148 0,136 0,134
agdart 0,003 0,001 0,002 0,003
Sapma
% RSD 1,98 1,01 1,28 2,21
Ortalamalar 34 15

aras1 % fark

Her iki yontemle elde edilen sonuclar arasinda anlamli Olgiide fark
gozlenmemistir. Safsizlik sonuglarinin arasinda elde edilen % farklar % 10 degerinin

altindadir.
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5. TARTISMA

Levodopa PH tedavisinde kullanilan baslica aktif maddelerden biridir. Enzimler
tarafindan metabolize olarak etkinligi onemli Ol¢iide azaldigindan yaninda bu
metabolizasyonu engelleyen baska tabletlerle birlikte kullanilmas1 gerekmekteydi. flag
tiretim tekniklerinin gelismesi ile levodopa ve bu aktif maddenin ¢evresel sinir
siteminde metabolize olmasini engelleyen aktif maddeleri aym1 anda igeren cesitli
dozlarda tabletler hastalarin kullanimina sunulmus ve Ozellikle yashi hasta
populasyonunda kullanim kolaylig1 saglamis ve yanlis dozlama olasiliklarinin 6niine
gecilmistir. Bu ilerlemeler beraberinde farmasotik preparat olan tabletlerde hem aktif
maddelerin hem de safsizliklarinin giivenli, dogru ve hizli bir sekilde analiz edebilme
yetenegine sahip metotlarin kullanim zorunlulugunu getirmistir. Literatiirde bu aktif
maddeleri ayr1 ayr1 ya da birlikte analiz edebilen ¢esitli enstriimental analitik yontemler
mevcuttur. Cogunlukla HPLC olan bu yontemlerde dedeksiyon iletekenlik,
elektrokimyasal ve spektrofotometrik dedektorler ile saglanmistir (10, 33-51). Bu
yontemlerde aktif maddelerin biri ya da bir kagi, baz1 safsizliklar ile beraber gesitli
numune hazirlama teknikleri ile analiz edilmistir. Daha diisik konsantrasyonlarda
dedeksiyonlarin gerektigi biyoanalitik yontemlerde ise kiitle dedektorlerinin kullanildig:
gbzlenmistir. Bu yontemlerde aktif maddelerin ve bunlara bagli baz1 metabolitlerinin
serum, plazma, idrar gibi fizyolojik sivilarda diisiik seviyelerde ¢alisildigr belirlenmistir
(32, 52-58). Bu gelistirme ¢aligmasinin yapildig: tarihe kadar levodopa, karbidopa ve
entakapon ve bunlara bagh safsizlik maddelerinin kiitle dedektér kullanilarak tayin
edildigi yontem yaymlanmamistir. Kiitle dedektoriiniin kullanilmasi ile su ana kadar
diger dedektorler ile elde edilemeyen hassasiyet seviyelerine kadar inilmesi hedeflemis

ve bu yonde gelistirme ¢alismalar1 yapilmistir.

Bu calismada tablet aktif maddeleri olan levodopa, karbidopa ve entakaponun
ayn1 anda analiz edilmesinin yaninda safsizliklar1 olan levodopa safsizlik B, levodopa
safsizlik C, karbidopa safsizliklar1 olan metildopa ve metilkarbidopa ile entakapon
safsizik C ve entakapon safsizlik A’nin hassas ve dogru olarak diisiik
konsantrasyonlarda tespit edilmesi ve kantitatif olarak analiz edilmesi hedeflenmistir.
Diger yontemlerden daha diislik safsizlik tespit edilmesi amaciyla kiitle dedektoriiniin

MRM modundan faydalanilmistir. Bu yontem ile kromatografik olarak ayirim
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olmaksizin tayin miimkiindiir. Ancak analitlerden levodopa safsizlik C —metildopa ve
entakapon — entakapon safsizlik A ¢iftlerinin molekiil agirliklarinin ayni olmasi
sebebiyle kromatografik ayrim da hedeflenmistir. Bu sebeple calismalarda es zamanl
olarak kiitle dedektoriiniin yan1 sira 280 nm dalgaboyunda spektrofotometrik dedektor
ile piklerin kromatografik olarak da ayrilmasi kontrol edilmistir. Miktar tayini analizi
icin numune hazirligi calismalarinda entakapon aktif maddesinin diger aktif maddeler
olan levodopa ve karbidopa gibi sulu ¢oziiciilerde iyi ¢oziinmemesi sebebiyle numune
hazirliklarinda entakapon miktar tayini i¢in entakaponun iyi ¢6zlindiigii ¢6ziicli sistemi
olan % 0,5 formik asit iceren metanol tercih edilmis; bu amagla ikinci bir miktar tayini
numunesi hazirhigr gelistirilen analiz yontemine dahil edilmistir. Yapilan kromatografi
gelistirme galismalarinda hareketli faz olarak % 0,5 formik asit igeren su ve % 0,5
formik asit igeren metanol karigimi gradiyent olarak kullanilmistir. Hareketli faz ucuz,
kolay hazirlanan, kiitle dedektoriinde kalinti birakmadan iyonlagsmay1 kolaylastiran
bilesenlerden segilmistir. Ayrica zamanla dedeksiyonu olumsuz etkilemesinin Oniine
gecilmistir. Gradiyent uygulanmasi yoluyla farkli polaritelerdeki maddelerin izokratik
elusyon ile elde edilemeyecek kadar kisa enjeksiyon siirelerinde elde edilmesi
saglanmistir. Entakapon ve safsizliklari galigmada ele alinan diger bilesiklere gore
diisiik polariteye sahip oldugundan uygulanan gradiyent ile 30 dakika i¢inde ¢ikmalari

saglanmustir.

Kiitle dedektoriinden en iyi verimi alabilmek i¢in yapilan optimizasyon
calismalarinda Oncelikle analitlere ait ana pikler belirlenmistir. Bu amag i¢in analitlerin
cOzelti seviyesinde tam ¢oOziinmiis ve iyonlasmaya elverisli kosullarda olmasi 6nemli
oldugundan c¢ozeltilerin hazirlanmasinda hareketli faz olarak % 0,5 formik asit i¢eren
metanol (hareketli faz A) ve % 0,5 formik asit iceren su (hareketli faz B) kullanilmustir.
Boylece ¢oziicii ve hareketli faz uyumsuzlugunu ve farkli ¢oziicli hazirlama gerekliligi
ortadan kalkmistir. Hazirlanan saf ¢ozeltiler ile kiitle dedektoriinde tarama ¢alismalari
yapilmis ve elde edilen ana iyonlar literatiirde ayni maddeler i¢in belirlenen ana
iyonlarla benzerlik gostermistir. Hassas ve secici bir sekilde piklerin dedeksiyonu igin
MRM modu kullanilmas1 kararlastirllmis ve dedektoriin otomatik olarak fakli
enerjilerde olabildigince ¢ok sayida iiriin iyonu belirlenmesi saglanmis ve kolon ile
bereber yapilan enjeksiyonlar ile kararlh MRM giftleri belirlenmistir. Elde edilen ilk
MRM iftinin kantitatif amagli diger MRM ¢iftinin ise tanima amaglh kullanilmasi

amaclanmustir.



113

Gelistirme ve optimizasyon c¢aligsmalari sonrasinda son hali verilen metoda ICH
kilavuzunda beliritlen ¢er¢evede validasyon calismasit yapilmistir. Kiitle dedektori ile 2
adet MRM ¢ifti kullanildigindan yontem metotta belirtilen 9 bilesik icin secicidir.
Yapilan dogrusallik caligmalarinda levodopa igin 100-300 ng/mL konsantrasyonlari
araliginda, karbidopa i¢in 25-75 ng/mL konsantrasyonlart araliginda, entakapon igin
100-300 ng/mL konsantrasyonlar1 araliginda dedektor yaniti ile konsantrasyonlar
arasinda dogrusal bir iliski oldugu gozlenmistir. Levodopa Safsizlik B ve C i¢in 20-
1600 ng/mL konsantrasyonlar1 araliginda, metildopa ve metilkarbidopa i¢in 12,5- 1000
ng/mL konsantrasyonlar1 araliginda, entakapon safsizlik C ve A i¢in ise 7,5-600 ng/mL
konsantrasyonlar1 araliginda dedektor yaniti ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal bir
iligki oldugu gézlenmistir.

Dogruluk ¢alismasi sirasinda tablet aktif maddeleri olan levodopa, karbidopa,
entakapon i¢in % 50, % 100 ve % 150 seviyelerinde sirasiyla 100-300 ng/mL, 25-75
ng/mL ve 100-300 ng/mL konsantrasyonlari arasinda hazirlanan dogruluk
numunelerinde geri kazanim oranlar1 % 98-102 araliginda elde edilmistir. Safsizliklar
icin LOQ, % 100 ve % 150 seviyelerinde hazirlanmis numune ¢ézeltilerinden dogruluk
calismasi sonucunda elde edilen geri kazanim sonuglar1 levodopa safsizlik B, levodopa
safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa, entakapon safsizliklar1 C ve entakapon safsizlik
A i¢in sirasiyla 3,941-591,15 ng/mL, 15,94-597,9 ng/mL, 2,526-378,9 ng/mL, 10,032-
376,2 ng/mL, 5,064-446,85 ng/mL ve 1,8576-464,4 ng/mL konsantrasyonlar1 arasinda
ilk konsantrasyon olan LOQ konsantrasyonlart i¢in % 70,0- % 130,0 arasinda, diger
seviyelerdeki konsantrasyonlar i¢in ise % 90,0 -110,0 arasinda bulunmustur.

Kesinlik ¢aligmalarinda tabletlerdeki aktif madde miktarlar1 saptanmis ve
sonuclar arasindaki % RSD aktif madde miktar tayini icin % 2,0’nin altinda elde
edilmistir. Safsizliklarin kesinligi icin tabletlerde var olmayan safsizliklar numune
¢oOzeltisinin i¢ine katilmis ve sonucglarin % RSD si hesaplanmistir. Sonuglar % 10
degerinin altindadir.

Gelistirilen yontemin tablet analizlerinde uygulanabilirligi literatiirdeki HPLC-
UV yontemi ile kiyaslanmak suretiyle istatistiki olarak incelenmistir. Aktif maddelere
ait hesaplanan f ve t degerleri % 95 olasilik diizeyi i¢in tablo degerlerinden daha kiiciik
oldugundan gelistirilen yontemin tablet analizlerinde basariyla uygulanabilecegi

anlasilmstir.
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Toplam 6 adet safsizlik iizerine yapilan ¢aligmalarda gelistilen yontem ile daha
disik LOQ degerlerine ulasilmistir. Kesinlik calismalarinda daha yiiksek kesinlik
seviyelerinde sonuclar elde edilmistir. Kesinlik sonuglar1 arasinda kiyaslama yapilmis
ve sonuglar arasinda % 10’dan daha az farklar bulunmustur. Ayrica gelistirilen
yontemin enjeksiyon siiresi kiyas yontemine gore daha kisadir.

Kiitle dedektorlerinin giderek yayginlagsmasi ve ucuzlamasi ile safsizlik gibi
diisiik derisim ve yiiksek hassiyet istenen uygulamalarda kullanimi yayginlasmaktadir.
Bu tez ¢alismasinda gelistirilen ve valide edilen LC-MS/MS yontemi ile tabletlerdeki
levodopa, karbidopa ve entakapon ile bu aktif maddelere ait ilgili alt1 adet safsizligin
(levodopa safsizlik B, levodopa safsizlik C, metildopa, metilkarbidopa, entakapon
safsizlik A ve entakapon safsizlik C) miktar tayinleri aymi anda c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda; hassas, dogru ve segici bir sekilde yapilabilecektir ve bu yontem

ilag endiistrisindeki rutin analizlerde rahatlikla kullanilabilecektir.
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