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OZET
ASENAPIN'IN FARMASOTIK TABLETLERDEKI TAYINI iICIN KEMOMETRIK
OLARAK OPTIMIZE EDILMIS YENI BiR KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMI
GELISTIRILMESI

Sona ALIYEVA
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, ...2020
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Duygu YENICELI UGUR

(Ikinci Tez Danmismani: Dr. Ogr. Uyesi Arin GUL DAL POCAN)

Asenapin, sizofreni ve bipolar bozukluk hastaliklarinda monoterapi ve yardimci

tedavi olarak onaylanmis antipsikotik bir ilagtir.

Bu calismada farmasotik preparatlarda asenapin’in belirlenmesi i¢in yeni bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirilmistir. Optimizasyon c¢aligsmalarin1 kolaylastirmak amagh
deneysel bir tasarim yontemi olan Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Calismalar
sirasinda 75 pm i¢ ¢ap1 olan 40 cm efektif uzunluga (48 cm toplam uzunluk) sahip kapiler
kullanilmistir. Optimizasyon c¢alismalarinda ¢alisma tamponu pH'1, calisma tamponu
derigimi ve uygulanan potansiyelin asenapin ve granisetron un (IS) ayrilmasi tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Optimum kosullar, 25,7 kV voltaj, 20°C kapiler sicakligi ve

calisma tamponu olarak fosfat tamponu (15 mM, pH: 3,1) belirlenmistir.

Yontem ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. 0,27-6,4 ug/mL derisim araliginda
Iyi bir dogrusallik elde edilmistir. Saptama sinir1 ve tayin sinir1 degerleri sirastyla 0,07 ve
0,24 pg/mL olarak bulunmustur. Yontemin giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk
calismalar1 i¢in geri kazanim %97,8-100,8 araliginda ve %BSS'nin 2'den az olmasi
tatmin edici bulunmustur. Onerilen yontem asenapin tabletlerine uygulanan ilk kapiler

elektroforez yontemidir.

Anahtar Sozciikler: Asenapin, Kapiler elektroforez, Deneysel tasarim, Tablet analizi.



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF CHEMOMETRICALLY OPTIMIZED CAPILLARY
ELECTROPHORESIS METHOD FOR THE DETERMINATION OF ASENAPINE IN
PHARMACEUTICAL TABLETS

Sona ALIYEVA
Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, ...2020
Supervisor: Prof. Duygu YENICELI UGUR

(Co-Supervisor: Assist. Prof. Arin GUL DAL POCAN)

Asenapine is an antipsychotic drug approved as monotherapy and adjunctive

therapy in schizophrenia and bipolar disorder diseases.

A new capillary electrophoresis method was presented for the determination of
asenapine, an atypical antipsychotic drug, in pharmaceuticals. During the studies,
capillary with an inner diameter of 75 um and an effective length of 40 cm (48 cm total
length) was used. Box-Behnken design, an experimental design method, was used to
investigate the effects of run buffer pH, run buffer concentration and applied potential on
the separation of asenapine and granisetron (IS). The optimum conditions were phosphate
buffer (15 mM, pH:3,1) with 25,7 kV voltage and 20°C capillary temperature. The
method was validated according to ICH guideline. A good linearity was obtained in the
concentration range of 0,27-6,4 pg/mL with LOD and LOQ values of 0,07 and 0,24
pg/mL, respectively. The precision and accuracy of the method were satisfying with intra
and interday recovery values of 97,8-100,8% and RSD less than 2%. The proposed CE
method was applied to asenapine tablets successfully, for the first time.

Keywords: Asenapine; Capillary electrophoresis; Determination; Experimental design;

Tablet analysis.
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calisgmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.



TESEKKUR
Calismam boyunca sabir ve ilgiyle bana yardimci olan, her zaman bilgi ve

tecriibeleri ile bana yol gosteren degerli hocam Duygu YENICELI UGUR a,

Her zaman benden yardim ve destegini eksik etmeyen sevgili hocam Arin GUL

DAL POCAN g,

Her sorunumda bana yardim eden, bana ¢ok sey Ogreten sevgili hocam Sakine

ATILLA KARACAya,
Analitik Kimya Anabilim Dali'nin degerli hocalarina,

Ve her zaman benim destekleyicim olan sevgili aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Asenapin (ASE), sizofreni tedavisinde kullanilan antipsikotik bir ilagtir. Aymi
zamanda bipolar bozuklugun manik ve karisik ataklarinin tedavisinde de etkilidir. ASE,
2009'dan beri ABD'de dilalt1 tablet formunda ticari olarak satilmaktadir (Citrome, 2014).
Sizofreni, isitsel haliisinasyonlar, sanrilar, daginik diisiinceler, motivasyon eksikligi,
sosyal geri ¢ekilme ve hafiza bozukluklari ile karakterize edilen bir zihinsel bozukluktur
(Volk ve Lewis, 2015). Aymi zamanda bipolar bozukluk da manik-depresif bir hastalik
olarak ruh hali, enerji, uyku ve davranis bozukluklari ile karakterize edilir (Rosenberg ve
Pascual, 2014).

ASE nin miktar tayini i¢in s1v1 kromatografisi (SK) (Kovatsi vd., 2015; Protti vd.,
2018), s1v1 kromatografisi- kiitle spektrometrisi (SK/KS) (de Boer vd., 2012a; Protti vd.,
2018; Reddy, Venugopal ve Madhavi, 2013; Patteet vd., 2014; Sempio vd., 2014; Sistik
vd., 2016; N. Patel, 2018) ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GK/KS) (Miller
vd., 2013) yontemleri kullanilmistir. Ayrica, spektrofotometri (Borkar ve Gaikwad,
2016), yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) (Chhalotiya vd., 2012; Aneesh
ve Rajasekaran, 2012; Govindarajan vd., 2012; Managuli vd., 2016; Karaca ve Ugur,
2017) ve yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi (YPITK) (R. Patel, Naregalkar
ve M. Patel, 2015; Ramadan vd., 2017) yontemleri ile farmasotik preparatlarda ASE
tayininin yapildigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Cizelge 2.1).

Kapiler elektroforez diger yontemlere gore diisiik ¢oziicii tiiketimi, hizli analiz
stiresi, yiiksek verimlilik ve secicilik gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Ayn1 zamanda ¢ok
¢esitli numune tiirlerinin yiliksek ¢oziintirliiklii ayrimlari kapiler elektroforez ile miimkiin
olmaktadir. Polar iyonik, polar noniyonik ve polar olmayan noniyonik bilesiklerin yani
sira yiiksek molekiil agirligina sahip biyomolekiillerin ve kiral bilesiklerin analizi i¢in de

kullanilabilmektedir (Baker, 1995).

Deneysel tasarim yaklasimi, glivenilir ve gegerli veri, ¢aba, zaman, kaynak
tasarrufu ve daha az sayida deney gibi avantajlari nedeniyle geleneksel optimizasyon
stirecinin yerini almistir (Hibbert, 2012). Mevcut ¢alismanin amaci, ilk kez deneysel
tasarim yontemini kullanarak ilaclarda ASE'nin tayini i¢in yeni, hizli ve basit bir kapiler
elektroforez yontemi gelistirmektir. Yontemin validasyonu ilgili ICH kilavuzuna (2005)

gore tam olarak yapilmstir.



2. KAYNAK BILGiSi

2.1. Asenapinin Kimyasal Ozellikleri

ASE maleat, ampirik bir C17H16CINO - C4H404 formiiliine ve 401,84g/mol molekiil
agirh@ina sahip kiiglik, sentetik molekiiler yapiya sahip bir ila¢ etken maddesidir (Sekil
2.1).

Kimyasal ad1 (3aRS, 12bRS) -5-Kloro-2-metil2,3,3a, 12b-tetrahidro-1H-dibenzo
[2,3: 6,7] oksepino [4,5-c] pirol (2Z) - 2-butendioat (1:1) olan, yaklasik 139,9°C'de eriyen
beyaz veya kirli beyaz bir tozdur (http-1).

Sekil 2.1. ASE molekiilii

Suda (3,7 mg/mL) hafifce ¢oziiniir, 4,6 pH gosterir ve metanol, etanol ve asetonda
serbestce ¢oziiniir. Protonlanmis bazin pKa's1 8,6'dir. Molekiiliin iki kiral merkezi vardir,

ancak rasemat olarak gelistirilmektedir (http-1).

2.2. Farmakodinamik Ozellikleri

ASE nin ¢ok potansiyelli dogasi, ¢oklu dopaminerjik (D2, D3 ve Ds), serotonerjik
(5HT2a, 5HT28, 5HT2c, 5HTe ve 5HT7) ve adrenerjik (a1a, 024, 028 Ve a2c) reseptorlerine
olan afinitesinden kaynaklanmaktadir. Bu atipik antipsikotik maddenin antimanik
aktivitesi, D2 dopamin reseptorlerine yiiksek afinitesi ile iligkilidir, diger antipsikotiklerde
gozlenenden daha yiiksektir. 40 haftaya kadar takip edilen klinik calismalarda
degerlendirilen monoterapideki klinik etkinlige ek olarak, lityum veya sodyum valproat
tedavisine yardimci olarak ASE nin kullanimindan olumlu sonuglar da bildirilmistir

(Vieta vd., 2018).

Atipik antipsikotiklerin serotonerjik reseptorlere tamamlayici afinitesinin olmasi
karisik semptomlari olan hastalarda daha fazla etkinlige neden olabilir. ASE ise 6zellikle

coklu reseptdr profili, sinirlilik, 6fori (asabilik hali) ve uyku ile ilgili semptomlar da dahil



olmak iizere tiim Geng¢ Mani Derecelendirme Olgegi (manik semptomlar1 degerlendirmek
i¢in en sik kullanilan derecelendirme 6lgeklerinden biridir) semptomlarinin iyilesmesinde
etkilidir. Ayrica, mirtazapin gibi antidepresanlara benzer olarak 5HT2a ve 5HTac

reseptorlerine yiiksek afiniteye sahiptir (Vieta vd., 2018).

ASE, diger atipik antipsikotiklerinkinden oldukc¢a farkli bir farmakodinamik
profile, belirli serotonerjik reseptorlere yiiksek afiniteye, karisik semptomlari olan
hastalar i¢in ¢ok uygun bir farmakolojik profile sahiptir. ASE, bu nedenle, 6zellikle klinik
bozuklugu, disfori veya depresyon belirtileri ve manik ataklari olan hastalar igin
uygundur. ASE nin diger antipsikotiklere kiyasla kilo alimi ve metabolik sendrom
insidansi lizerindeki diisiik etkisini vurgulamak da énemlidir. Bu olumsuz etkilerin diisiik
insidansi, ozellikle geng¢ hastalar ve diger antipsikotiklerle tedaviden sonra kilo alan

hastalar i¢in dikkate alinmalidir (Vieta vd., 2018).

2.3. Farmakokinetik Ozellikleri

ASE bipolar bozukluk ve sizofreni tedavisinde kullanilmaktadir. ASE dilalti tableti
olarak mevcuttur. Bu dilalt1 iiriin, mukozal zarlarda hizli boliinmesi nedeniyle emilim
orani daha hizli olmasina ragmen, 5 mg doz igin sadece %35 biyoyararlanima sahiptir.
ASE, 0,5-1,5 saat iginde dilalt1 yoldan tek bir dozun uygulanmasindan sonra 4 ng/mL'lik
maksimum ilag derisimi (Cmax) gOstermektedir (Kulkarni ve Avachat, 2017).
Yetiskinlerde tahmini terminal yarilanma omrii (t1/2) yaklasik 24 saattir. ASE hizla
dagilir, genis bir dagilim hacmine sahiptir ve plazma proteinlerine yiiksek oranda (%95)
baglanir. ASE ve metabolitlerinin atilimi hepatik ve renal yollarla yaklagik olarak esit
olarak gerceklesmektedir (Wojcikowski vd., 2020).

Farmakolojik profili nedeniyle, ASE sadece dopaminerjik reseptorleri etkileyerek
pozitif (psikotik) semptomlara kars1 etkili olmakla kalmaz, ayn1 zamanda sizofreninin ruh
hali ve idrak bozuklugu gibi negatif semptomlarina kars etkilidir (5-HT1a, HT2c, 5-HTs,
ve 5-HT7 yoluyla) ve ayn1 anda ekstrapiramidal semptomlara kars: da koruma (5-HT2a
yoluyla) saglamaktadir. ASE'nin 38 farkli metaboliti bulunur, bunlarin higbiri
reseptorlerde 6nemli bir fonksiyonel faaliyete sahip degildir. ASE, N-desmetilasenapin,
11-hidroksi-asenapin, asenapin N-oksit ve asenapin-N*-glukuronid (ASG) olan dort ana
metaboliti dolasimda bulunmaktadir. ASG harig, birincil metabolitlerin hepsi daha da

yogun bir sekilde metabolize edilir (Wojcikowski vd., 2020).



2.4. Farmakolojik Ozellikleri

2.4.1. Bipolar bozukluk

Manik-depresif hastalik olarak da bilinen bipolar bozukluk, yetiskin niifusun
yaklasik %1-2'sini etkilemektedir. Bipolar bozukluk, ruh hali, enerji ve davranis
bozukluklari ile karakterize edilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, bipolar bozuklugun
cevresel ve genetik faktorlerin karmasik bir karigimindan kaynaklandigini, ancak bipolar
bozuklugun altinda yatan spesifik biyolojik mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilindigini
gostermistir (Rosenberg ve Pascual, 2014). Bipolar bozukluk, oldukg¢a sik goriilen bir
zihinsel bozukluktur. Bununla birlikte, kronik obstriiktif akciger hastaligi veya diabetes
mellitus gibi diger hastaliklarla karsilastirildiginda, bipolar bozuklukdaki altta yatan
biyolojik etki mekanizmalar1 hakkinda pek bilgi yoktur. Bu esas olarak etkilenen organ

olan beynin karmagikligindan kaynaklanmaktadir (Zigmond, Rowland ve Coyle, 2015).

Bipolar bozukluk hastalarmin akrabalari, sadece bipolar bozukluk degil, ayni
zamanda sizoafektif bozukluk, alkol veya diger uyusturucu bagimliligindan ve diger
psikiyatrik bozukluklardan da etkilenme riski énemli dlgiide yiiksektir. isveg'te yapilan
biiyiik bir calisma bipolar bozukluk igin %59 kalitsallik gosterilmis (sizofreni igin %64),
geri kalan kisim ise ¢evresel faktorlerden kaynaklandigi bulunmustur. Ek olarak, bipolar
hastalarin akrabalarinda sizofreni gelisme riski iki ile dort kat fazladir. Genetik ve
epigenetik faktorler birlikte sinyal iletimi ve hiicre i¢i sinyal iletimi, mani veya depresyon
gibi kisa siireli davranis bozukluklarina sebep olabilmektedir. Bu degisiklikler viicudun
endokrin diizenleyici sistemleri ile her iki yonde etkilesime girer. Cevresel faktorler de
genetik faktorler gibi bipolar bozuklukdaki degisikliklere katkida bulunmaktadir
(Zigmond, Rowland ve Coyle, 2015).

2.4.2. Sizofreni

Sizofreni kronik, siddetli bir psikiyatrik hastaliktir: 1) sanrilar ve haliisinasyonlar
gibi pozitif (veya psikotik) semptomlar; 2) daginik konusma ve davranis; 3) sosyal geri
cekilme, duygusal diizlesme ve motivasyon eksikligi gibi olumsuz belirtiler; ve 4) biligsel
islev bozuklugu goriilmektedir. Idare edici islev ve hafiza bozukluklar1 gibi semptomlar,
bozuklugun tehlikeli yonleridir ve yasam boyu sikintiya sebep olur. Bozuklugun klinik
Ozellikleri siklikla yasamin ikinci ile tgilincii safthasinda belirginlesir ve ortalama
baslangi¢ yas1 erkeklerde kadinlardan genellikle yaklasik 5 yi1l daha erken olmaktadir.

Sizofrenide bulunabilecek ¢ok ¢esitli belirti ve semptomlar biligsel, duygusal, algisal ve



motor bozukluklarinin gostergesidir. Sizofreni lizerinde yapilmis ¢alismalar, klinik olarak
sizofreni olarak tamidigimiz hastaligin, altta yatan nedenleri ve patofizyolojik
mekanizmalar1 agisindan farklilik gosteren bir dizi rahatsizligi kapsayacagi fikrini
desteklemektedir. Bu karmasiklik, sizofrenide spesifik etiyolojik faktorlerin
tanimlanmasini gili¢lestirmistir. Mevcut veriler genetik, ¢evresel ve gelisimsel faktorlerin
hepsinin sizofreni gelisme riskine katkida bulundugunu gostermektedir, ancak hastaliga
yol agabilecek spesifik faktorii anlamak zordur. Bu nedenle, bir¢ok hastalik durumunda
oldugu gibi, sizofreni olarak adlandirilan klinik sendrom, bir¢ok farkli patogenetik yolun

son noktasini temsil edebilir (Rosenberg ve Pascual, 2014).

Sizofreni, pozitif semptomlar, negatif semptomlar, afektif diizensizlik ve bilissel
bozukluklar olarak tanimlanan bagimsiz semptomlar kiimesi ile karakterizedir. Pozitif
semptomlar psikozun en dramatik belirtileridir. Bunlar, hastanin dis uyaranlarin
yoklugunda algisal deneyimlere sahip olan haliisinasyonlar1  igermektedir.
Haliisinasyonlar ¢ogunlukla isitseldir, ancak gorsel, dokunsal da olabilmektedir. Bir hasta
ayrica, ¢eligkili dis kanitlar karsisinda bile bozulmadan kalan, sabit, yanlis inanglara sahip
sanrilar yasamaktadir. Sanrilar siradandan (6rnegin, “ailem beni izlemek i¢in kameralari
evime yerlestirdi”) tuhaflia (6rnegin, “uzaylilar diisiincelerimi beynime yerlestirilmis bir
¢ip kullanarak kontrol ederler”) kadar degisebilir. Zihinsel islev o kadar bozulabilir ki,
hastanin diisiincelerinde karmasiklik durumu ola bilir, diizensiz konugma, hatta oldukca
tuhaf davranislar goriilebilir. ik pozitif (psikotik) semptomun ortaya ¢ikmasindan dnce,
hastalarin depresyon, anksiyete ve madde kotiiye kullanimi da dahil olmak {izere bir dizi
psikiyatrik semptomlari olabilecegi bir “prodrome” asamasinin oldugu séylenmektedir.
Duyussal diizensizlik belirtileri arasinda duygusal diizlesme, depresyon, mani, anksiyete,
diirtiisellik ve demoralizasyon bulunmaktadir. Demoralizasyon, sizofreni hastalarinda

yasam boyu olusan %10 intihar riskini agiklayabilir (Zigmond, Rowland ve Coyle, 2015).

“Negatif” terimi bir kayip ya da a¢i81 ifade eder ve duygusal tepkinin azalmasini,
konusma azligini, motivasyon diisiikliigiinii, hazzin1 hissedememesini (anhedonia) ve
dikkat bozuklugunu igerir. Belirgin negatif semptomlar1 olan hastalar sosyal olarak izole
ve geri ¢ekilme egilimindedir ve gilinliik yasam aktivitelerini (6rnegin, kisisel hijyen)
yerine getirmekte giiclik ¢ekerler. Bunlar genellikle istihdam ve bagimsiz yasami
neredeyse imkansiz hale getirir. Sizofreni hastalar1 ayrica segici dikkat, ¢alisma bellegi,

O0grenme ve yiiriitlicii islev dahil olmak iizere birden fazla alan1 etkileyen bir dizi biligsel



bozukluk sergilerler. Biligsel bozukluk hastaligin temel bir 6zelligi gibi goriinmektedir

(Zigmond, Rowland ve Coyle, 2015).

2.4.3. Antipsikotik tedavi yontemi

Sizofreni i¢in ilk tedavi yontemi, tipik veya atipik olarak smiflandirilan antipsikotik
ilaglarin  kullanilmasidir. Tipik antipsikotikler (6rnegin, Haloperidol, perfenazin,
flupenazin) oncelikle dopamin reseptdrlerinin D2 alt tipini bloke eder. Mezolimbik
dopamin yolundaki D> reseptorlerinin antagonizmasi, tipiklerin yararli antipsikotik
etkinligine katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, nigrostriatal dopamin yolunda D>
reseptorlerinin bloke edilmesi, ekstrapiramidal semptomlar (6rnegin, distoni, akatizi,
olabilirken, tiiproinfundibular dopamin yolunda D> reseptor antagonizmi, serum prolaktin
seviyelerini yiikseltebilir, kadinlarda anormal emzirme ve diizensiz adet dénemleri ve
erkeklerde jinekomasti yan etkilerine yol acabilir. Tipik antipsikotiklere uzun siireli
maruz kalma, ¢igneme, dil ¢ikintisi, yiiz eksitmesi ve uzuvlarin anormal hareketleri gibi
tekrarlayan istemsiz hareketleri iceren %25-50 aras1 gec¢ diskinezi gelisme riski ile
iligkilidir. Aksine, atipik antipsikotikler (6rnegin, klozapin, risperidon, olanzapin,
ketiapin) genel olarak D> reseptorii igin tipik olanlardan daha diisiik bir afiniteye sahiptir
ve ayni zamanda 5HT2a serotonin reseptorlerinin alt tipini bloke eder. Genel reseptor
antagonizma profili de atipiklerde farklilik gostermektedir. Sonug olarak, atipiklerin
ekstrapiramidal semptomlar ve gec diskinezi iiretme olasilig1 daha diisiiktiir ve negatif
semptomlar igin tipik antipsikotiklerden daha fazla etkilidir (Rosenberg ve Pascual,
2014).

ASE, sizofreni hastalarinin tedavisi ve bipolar bozuklugu ile iligkili psikotik
ozelliklere sahip olan veya olmayan manik veya karisik ataklar i¢in onaylanan atipik bir
antipsikotiktir. ASE sizofreninin akut ve idame tedavisi i¢in oldugu gibi, bipolar
bozukluk ile iligkili manik veya karisik ataklarin akut tedavisi i¢in de onaylanmistir.

(Wojcikowski vd., 2020).

2.5. Diger ASE Calismalari

Yeni bir YPITK yontemi, ASE’nin hem tabletlerdeki hem de diger
formiilasyonlardaki  (¢6zelti, —mikroemiilsiyon, nanoemiilsiyon ve  yapiskan
nanoemiilsiyonun) kantitatif tayini ve ¢oziiniirliik ¢alismalar1 igin basarili bir sekilde

gelistirilmis ve valide edilmistir. ASE’nin stabilitesini degerlendirmek i¢in farkli stres



testi kosullart (alkali, asit, termal, fotolitik ve nem) uygulanmistir. ASE maleat, YPITK
plakasi kullanilarak degradasyon firiinlerinden iyice ayrilmistir, bu asamada sabit faz
olarak aliiminyum levha tizerinde silika jel G60 F254 ve hareketli faz olarak metanol
kullanilmistir. Densitometrik analiz kullanilarak ASE maleat 235 nm'de Olgiilmiistiir.
ASE i¢in kompakt bir bant elde edilmis; verilerin istatistiksel analizi, yontemin spesifik,
dogrusal, dogru, kesin, tekrarlanabilir ve segici oldugunu gostermistir (R. Patel,

Naregalkar ve M. Patel, 2015)

Diger bir ¢alismada, antipsikotik bir ilag olan ASEnin tablet dozaj formunda
eszamanli olarak tayin edilmesi igin basit, hizli, dogru, ekonomik ve hassas bir UV
spektrofotometrik ve ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi (TF-YPSK)
yontemleri gelistirilmistir. TF-YPSK igin hareketli faz olarak asetonitril (65:35, h/h) ve
0,1 M fosfat tamponu (pH = 3,2) karisimi kullanilmis ve saptama dalga boyu 270 nm
olarak bulunmustur. Onerilen ydntemin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, yapilan

caligmalar ile istatistiksel olarak gosterilmistir (Borkar ve Gaikwad, 2016).

Tablet dozaj formunda ASE’in tayini i¢in yapilan baska bir calismada basit, spesifik
bir TF-YPSK yontemi gelistirilmistir. Bir SunFire C18 (4,6 x 250 mm, 5 um partikiil
boyutu) kolon ve 0,02 M potasyum dihidrojen fosfat ve asetonitril (95:05, h/h)
karisimindan olusan hareketli faz kullanilmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dk olarak belirlenmis
ve ASE 232 nm’de saptanabilmistir. ASE nin alikonma zamani 5,51 dakika olarak
bulunmustur. ASE i¢in dogrusallik araligi 0,1-20 ug/mL olarak bulunmustur. Elde edilen
geri kazanimlar %98,31-101,51 araligindadir. ASE stok ¢ozeltileri asit ve alkali hidroliz,
kimyasal oksidasyon, giines 15181 ve kuru 1s1 bozunmasina tabi tutulmustur. Bozulmus
tirtin pikleri, saf ilag pikinden iyi bir sekilde ayrilmis ve alikonma zamani degerlerinde
onemli bir fark bulunmustur. Onerilen yontem dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
saglamlik agisindan valide edilmistir. Yontem, tablet dozaj formunda ASE analizi i¢in

basartyla uygulanmistir (Chhalotiya vd., 2012).

de Boer vd., (2012a) antipsikotik ilag ASE ve ti¢ metabolitinin [N-desmetilasenapin
(DMA), asenapin-N*-glukuronid (ASG) ve 11-O-siilfatasenapin (OSA)], insan
plazmasindaki tayinini kati faz ekstraksiyonu ile sivi  kromatografi-kiitle
spektroskopisi/kiitle spektroskopisi (SK-KS/KS) yontemi kullanarak

gerceklestirmislerdir. Insan plazmasindaki {ic metabolitin dogrusallik araliklar1 ASE i¢in



0,0250-20,0 ng/mL, DMA ve OSA igin 0,0500-20,0 ng/mL ve ASG ig¢in 0,250-50,0

ng/mL bulunmus ve sonuglarin kabul edilebilir oldugu kanaatine varilmstir.

de Boer vd., (2012b) idrarda ASE nin farmakokinetik parametrelerini belirlemek
i¢in, tandem kiitle spektrometrisi ve ¢evrimigi kat1 faz ekstraksiyonu igeren SK-KS/KS
yontemi gelistirmis ve validasyonunu yapmuslardir. Insan idrarindaki ASE icin

dogrusallik araligi 0.500-100 ng/mL olarak bulunmustur.

Karaca ve Ugur (2017) ise ASEnin tabletlerdeki tayini i¢in yeni, basit ve spesifik
bir iyon ¢ifti SK yontemi gelistirmis ve yontemin tam olarak validasyonunu yapmislardir.
Analiz, 30°C'de bir Agilent Eclipse XDB-C8 kolonu (4,6 x 150 mm, 3,5 um parg¢aciklar)
tizerinde gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 10 mM 1-heptan siilfonik asit iceren
asetonitril ve fosfat tamponu (pH 3, 20 mM) (60:40, h/h) karisimi kullanilmistir. Saptama,
220 nm'de bir diyot dizi detektorii ile gergeklestirilmistir. Gelistirilen yontem ilgili ICH
kilavuzuna ve US Farmakopesine gore valide edilmis; dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik,
saglamlik ve stabilite agisindan uygun bulunmustur. Yontem, 0,5-100 pg/mL derisim
araliginda dogrusaldir. Saptama sinir1 ve tayin sinir1 sirasiyla 0,0836 pg/mL ve 0,2788
pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu iyon ¢ifti SK yontemi, dilalt1 tabletlerinde ASE tayini

icin bagartyla uygulanmistir.

Kan serumu ve idrar gibi biyolojik numunelerdeki ASE tayini igin gesitli analitik
yontemler gelistirilmis olmasina ragmen, adli tipta kullanilabilecek tirnak gibi alternatif
biyomatriksler i¢in herhangi bir yontem gelistirilmemistir. Sabit faz olarak Inertsil C8
kolon (250 x 4,0 mm, 5 um), hareketli faz olarak asetat tamponu (pH 4,5), asetonitril ve
metanol (50:40:10, h/h/h) karisim1 kullanilmistir. Ayrilma izokratik olarak 1 mL/dakika
akis hizinda gergeklestirilmistir. Saptama 240 nm'de yapilmistir. Sag 6rneklerinde geri
kazanim %95,0 ile %102,5 arasinda ve tirnak orneklerinde %98,8 ile %105 arasinda
degismektedir. Sagta saptama sinir1 1,3 ng/mg ve tayin smirt 4 ng/mg iken, tirnak
orneklerinde ilgili degerler sirasiyla 2,7 ng/mg ve 8 ng/mg olarak bulunmustur. Yo6ntem,
basit numune 6n muamelesini takiben sa¢ ve tirnak numunelerine basariyla uygulanmistir

(Kovatsi vd., 2015).

Managuli vd., (2016) 'nin ¢alismasinda lipid nanoformiilasyonlarinda ASE maleat
miktarmin belirlenmesi icin stabilite gostergeli bir TF-YPSK yontemi gelistirilmistir.

Bozunma testleri yapilarak ASE'nin kararliligi degerlendirilmistir. Yo6ntem, Design-



Expert® yazilimi kullanilarak tam faktoryel tasarimi ile ICH Q2 (R1) yonergesine gore
valide edilmistir. Analiz , trietilamin (%0.1, h/h) ve asetonitril igeren potasyum fosfat
(%80-20, h/h) tamponu kullanilarak, Hipoplon BDS C18 kolonu iizerinde
gerceklestirilmistir. Akis hizi, pH, asetonitril igerigi ve kolon sicakliginin sonuglar
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Mevcut yontem 0,1-20 pg/mL araliinda
dogrusallik gostermis, Saptama smnirt ve tayin sinirt sirasiyla 29 ve 89 ng/mL olarak
bulunmustur. Yontemin kesinlik ve dogruluk calismalarinda, %BSS ve geri kazanim
degerleri sirasiyla ilag ¢ozeltilerinde %1,0 ve %97-101, nanoformiilasyonlarda ise %1,0
ve %92-104 olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem, toz madde ve lipid

nanoformiilasyonlarinda ASE igeriginin belirlenmesinde basariyla kullanilmistir.

Miller vd., (2013) vakalarin 6liim sonrasi birgok 6rneginde GK/KS ile ASE nin
saptanmasi ve tayini i¢in analitik bir yontem gelistirmislerdir. ASE, sivi-siv1 ekstraksiyon
prosediirii ile numunelerden izole edilmis ve i¢ standart olarak D5-fentanil kullanilarak
analiz yapilmistir. ASE i¢in yontem validasyonu Bilimsel Calisma Grubu Toksikolojisi
yontem validasyon taslagi onerisi kullanilarak yapilmis ve dort vaka ¢alismalariinin doku
dagilimlar belirlenmistir. Yazarlar, bunlarin literatiirde belirtilen ilk vakalar oldugunu ve
diger adli toksikologlarin vakalarini yorumlamalarina yardimci olmay1 amagladiklarini

bildirmislerdir.

Diger bir galisgmada, ASE nin aktif olmayan N-desmetilasenapin (DMA) ve
asenapin-N*-glukronid (ASG) metabolitleri varliginda ASE tayini i¢in oldukga segici ve
duyarl bir s1vi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (SK/KS-KS) yontemi gelistirilmistir.
ASE ve i¢ standart olarak kullanilan ASE 13C-d3, metil tert-butil eter kullanilarak basit
ve hassas bir sivi-s1v1 ekstraksiyon prosediirii ile 300 pL insan plazmasindan ekstrakte
edilmistir. ASE'nin aktif olmayan metabolitlerinden ayrilmasi, 4,5 dakika iginde 5 mM
asetonitril-amonyum asetat ve %10 formik asit (90:10:0.1, h/h/h) i¢eren ¢alisma tamponu
kullanilarak, Chromolith Performance RP8e (100 x 4,6 mm) kolonunda
gerceklestirilmistir. ASE tayini, pozitif modda elektrosprey iyonizasyonu ile donatilmis
ticlii dort kutuplu kiitle spektrometrisinde (TQMS) yapilmistir. Yontemin dogrusallik
aralig1 0,050-20,0 ng/mL, saptama ve tayin sinir1 ise sirasiyla 0,0025 ng/mL ve 0,050
ng/mL olarak bulunmustur. ASE ve ASE 13C-d3 i¢in izlenen protonlanmis iyon gegisleri,
sirastyla m/z 286,1 — 166,0 ve m/z 290,0 — 166,1 seklindedir. ASE'nin farkli depolama

kosullar1 altindaki stabilitesi, metabolitlerin varhiginda tespit edilmistir. Gelistirilen



yontem, mevcut yontemlere kiyasla ¢cok daha basit, hizli ve ekonomik bulunmustur.
Yontem, saglikli Hint deneklerde ilk kez ASE nin biyoesdegerlik ¢alismasi i¢in basariyla
kullanilmistir (N. Patel, 2018).

Protti vd., (2018) ASE analizi i¢in enantiyoselektif bir YPSK yontemi gelistirmis
ASE enantiyomerlerinin tayini i¢in uygulamislardir. Kiral ayirma, seliiloz-tris (3, 5
dimetilfenilkarbamat) kolonu {iizerinde, bikarbonat tamponu ve asetonitril igeren bir
hareketli faz ile gergeklestirilmistir. Yontem, akiskan plazma 6rneklemesi, muamelesi ve
islenmesi ile karsilastirildiginda stabilite, fizibilite ve gilivenilirlik agisindan da 6nemli bir
performans gosteren tiim matrikslerde tatmin edici dogrusallik ve hassasiyet sonuglari ile
valide edilmistir. Mikromatrisler arasinda, her iki hacimsel emici mikro 6rnekleme tiirti,
veri tekrar Uretilebilirligi ve plazma seviyelerine uygunluk agisindan kurutulmus matris
noktalarindan daha istiindiir. Burada Onerilen biyoanalitik yaklasim ilk kez ASE
enantiyomerlerinin belirlenmesi i¢in ¢ok etkili bir mikro érnekleme stratejisine baglanmis

bir kiral YPSK yontemi saglamistir.

ASE tayini yapilmis bir diger ¢alismada siklobenzaprin HCI (SZ) ve ASE maleatin
bozunma iriinlerinin varhiginda farmasdtik formiilasyonlarida tayini igin iki duyarl,
spesifik, secici ve stabilite gostergeli kromatografik yontem gelistirilmistir. Ik yontem
izokratik bir TF-YPSK yontemidir. SZ ve ASE 'nin ultraviyole dedektorle sirastyla, 290
nm ve 220 nm'de saptandig tespit edilmistir. Ayrim daha dnceden aliiminyum tabaka
iizerinde silika jel G 60 F254 ile kaplanmis ITK tabakas: iizerinde, %33 liik toluen-
metanol-kloroform-amonyak (5:3:6:0.1, h/h/h/h) ¢ozeltisi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yontemler Uluslararast Uyum Konferansi (ICH) yonergelerine gore
dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve 6zgiinliik parametreleri acisindan valide edilmistir.
Dogrusallik araliklari, her iki ilag igin TF-YPSK yontemi ile 2,5-25 pg/mL ve ITK
yontemi ile 5-50 pg/bant araliginda bulunmustur. TF-YPSK yontemi ile yapilmis
caligmada saptama sinirt SZ ve ASE igin sirastyla 0,250 ve 0,578 pg/bant iken, tayin siniri
SZ ve ASE igin sirasiyla 0,758 ve 1,572 ug/bant olarak bulunmustur. ITK yéntemi ile
yapilmis ¢alismada ise saptama sinir1 SZ ve ASE igin sirasiyla 1,355 ve 1,284 pg/bant
iken, tayin sinir1 SZ ve ASE i¢in sirasiyla 4,472 ve 3,891 pg/bant olmustur. Sonuglar
bildirilen yontemlerle istatistiksel olarak %95 giiven diizeyinde bulunmustur (Ramadan
vd., 2017).
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Diger bir calisma kapsaminda insan plazmasindaki ASE ve valproik asidin es
zamanl1 Sl¢iimii igin basit bir SK-KS/KS yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. I¢
standart iizerine metil tglii butil eter (MTBE) kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonundan
once 300 pL plazma Ornegi eklenmistir. 40°C'de izokratik modda Phenomenex C18
kolonu (50 mm x 4,6 mm, 5 pum) iizerinde kromatografik ayirma saglanmistir. Analiz,
TQMS de ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda, 0,8 mL/dk ik sabit akis hizinda 10
mM  amonyum  format-asetonitril  (5:95, h/h) hareketli fazi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. SK-KS/KS analizi i¢in kullanilan enjeksiyon hacmi 15 pL ve ¢alisma
stiresi 2,5 dk. olmustur. Bu diisiik ¢alisma siiresi ve kii¢iik enjeksiyon hacmi, 6nerilen
yontemin yiiksek verimliligini gostermektedir. Yontemin dogrusallik araligt ASE ve
valproik asit i¢in sirasiyla 0,1-10,02 ng/mL ve 10-20,000 ng/mL olarak bulunmustur.
Plazma orneklerinde ASE (%81,33), valproik asit (%81,70), gliklazid (%78,45) ve
benzoik asit (%79,73) i¢in bulunan geri kazanimu, stabilite ve tekrarlanabilirlik degerleri
yontemin uygunlugunu gostermektedir. Bu yontemin uygulamasi, 8 saglikli erkek
goniillii iizerinde 5 mg ASE ve 250 mg valproik asit uygulamasi yapilan bir
farmakokinetik ¢alisma ile gosterilmistir (Reddy, Venugopal ve Madhavi, 2013).

Szabo vd., (2016) nin gerceklestirdigi calismada ASE maleat enantiyomerleri, ilk
kez siklodekstrin (SD) ile modifiye edilmis kapiler elektroforez yontemi ile ayrilmistir.
15 farkli SD, kompleks yapicilar ve kiral segiciler olarak taranmis ve B-SD nin en etkili
kiral segici oldugunu kanitlanmistir. Bu ¢alismada rezoliisyonu arttirmak igin bir deneysel
tasarim yontemi kullanilmistir. TRIS-asetat tamponu (pH 3,5, 160 mM) ve 7 mM B-SD
kullanilarak, 20°C kapiler sicakligi ve 15 kV voltaj uygulanmis; bu sartlarda ASE
enantiyomerlerinin (Rs = 2,40 £+ 0,04) ayrimi miimkiin olmustur. Yontem ICH
yonergelerine gore valide edilmis ve ASE'nin kiral ayrilmasi i¢in duyarl, dogrusal, dogru

ve kesin oldugu kanitlanmigstir.

ASE tayini i¢in gelistirilmis biitiin yontemler ve bu ¢alismada gelistirilen yontem

karsilastirmali olarak Cizelge 2.1 de verilmistir.
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Cizelge 2.1. ASE tayini i¢in gelistirilmis yontemlerin karsilagtirilmasi.

Yazar adi Matriks ASE'nin  Yontem ASE nin Tayin
alikonm dogrusallik siir1
a zamam arahg
(dk)
Borkar ve Toz madde 4,00 Spektrofotometri  1,0-90 pg/mL -
Gaikwad, 2016  ve tablet ve YPSK
10-50 pg/mL
Chhalotiya vd., Toz madde 5,5 YPSK 0,1-20 pg/mL 0,1 pg/mL
2012 ve tablet
Managuli vd., Toz madde 7,6 YPSK 0,1-20 ug/mL 89 ng/mL
2016 ve lipid
nanoformiila
syon
Karaca ve Ugur, Toz madde 4,71 YPSK 0,5-100 0,28 pg/mL
2017 ve tablet pg/mL
Ramadan vd., Toz madde 2,05 YPSK 2,5-25 pg/mL 1,572 pg/mL
2017 ve tablet ]
0,55 (Rf) ITK 5-50 ug/bant 3,891 ug/bant
R. Patel, Toz madde 0,43 (Rf) UYPSK 300-1800 118,57 ng/bant
Naregalkar ve ve tablet ng/bant
M. Patel, 2015
N. Patel, 2018 Plazma - SK-KS/KS 0,050-20,0 0,050 ng/mL
ng/mL
Miller vd., 2013  Idrar, kan, - GK-KS 5-100 ng/mL 5 ng/mL
karaciger
Protti vd, 2018 Plazma - YPSK-DAD 0,5-50 ng/mL 2,5 ng/mL
0,5 ng/mL
Kovatsi vd., Sagvetirnak 5 YPSK 4-60 ng/mL 4 ng/mL
2015
8 ng/mL

12



Cizelge 2.2. ASE tayini igin gelistirilmis yontemlerin karsilastiriimasi. (devama)

Yazar adi Matriks ASE'nin  Yontem ASE nin Tayin
alikonm dogrusallik siir1
a zamam arahg
(dk.)
de Boer vd., Plazma - SK-KS/KS 0,0250-20,0 0,0250 ng/mL
2012a ng/mL
de Boer vd. idrar 3,17 SK-KS/KS 0,500-100 -
2012b ng/mL
Reddy, Plazma 2,5 SK-KS/KS 0,1-10,02 0,1 ng/mL
Venugopal ve ng/mL

Madhavi, 2013

Szabo vd., 2016  Toz madde - KE/NMR 5-300ug/mL 5 pg /mL
spektroskopisi/KS

Gelistirilen Toz madde 4,27 KE 0,27-6,4 0,24 pg/mL

yontem ve tablet pg/mL

2.6. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez, iletken bir siv1 igerisinde uygulanan elektrik alaninin etkisiyle
yiiklii molekiillerin hareketlerine dayanan bir yontemdir. iki ¢oziinen farkli elektroforetik
hareketliliklere sahipse, ayirma genellikle gergeklesir. Ayrim, yari kati jel levha gibi bir
ortamda gergeklestirilmektedir. Jeller, akiskan tampon sistemi i¢in fiziksel destek ve
mekanik stabilite saglar. Bazi elektroforez modlarinda, jeller molekiiler elek olarak

hizmet ederek ayirma mekanizmasina katilir (Weinberger, 2000).

Kapiler elektroforezde, ¢oziinen maddelere ek olarak tampon ¢ozeltisi genellikle
bir elektrik alaninin etkisi altinda kapilerden gecer. Bu fenomen elektroozmotik veya
elektroendozmotik akis olarak adlandirilir. Normal ¢alismada, elektroozmotik akisin
yonii negatif yiikli katoda dogrudur, yani ¢ozelti giris vialinden kapiler yardimi ile
detektore ve sonra da ¢ikis vialine akar. Katyonlar elektroozmotik akistan daha hizli

hareket ederek, ndtr maddeler elektroozmotik akis ile ayn1 hizda ve anyonlar ise
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elektroozmotik akistan daha yavas hareket ederler. Elektroozmotik akis Sekil 2.2.°de
gosterilmistir (Baker, 1995) .
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Sekil 2.2. Kapiler elektroforezde elektoozmotik akis semasi.(http-2)

Pozitif yiiklii katyonlar negatif yiiklii elektroda, yani katoda, negatif yiiklii anyonlar
ise pozitif yiiklii elektroda, yani anoda dogru go¢ eder. Farkli boyut ve yiiklere sahip olan
molekiiller farkli hizlarda yiik/boyut oranina gore gog¢ eder. Daha kiigiik bir iyon, ayni
yiikteki daha biiyiik bir iyondan daha hizli go¢ eder. Daha yiiksek bir ytike sahip bir iyon,
ayn1 boyutta olmalar1 durumunda, daha diisiik bir yiike sahip olandan daha hizli go¢ eder.
Boylece, iki degerlikli bir iyon ayn1 boyuttaki tek degerlikli bir iyondan daha hizli gé¢
eder. Notr molekiiller elektrik alanindan etkilenmez (Baker, 1995).

Yikli ¢o6ziinen molekiiller, elektroforetik hareketliliklerindeki farkliliklar
nedeniyle ayrilir ve ¢oziineninkinden ters bir yiikii olan elektroda dogru go¢ etme
egiliminde bulunurlar. Negatif yilikli anyonlar, pozitif yiiklii anoda cekilir ve
elektroozmotik akis olmadan, kapiler ve detektérden gegmeden giris vialine gog¢ eder.
Tamponun elektroozmotik akisi genellikle negatif yiiklii ¢oziinenlerin elektroforetik
hareketliliklerinden daha biiylik oldugundan tamponla birlikte dedektére dogru tasinirlar
(Baker, 1995).
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2.6.1. Kapiler elektroforez sistemi
Kapiler elektroforez sisteminin ana bilesenleri yiiksek voltajli gii¢ kaynagi, giris ve

cikis viali, kapiler, dedektor ve bilgisayar gibi veri goriinteleme cihazindan olusmaktadir
(Sekil 2.3).

Sicaklhik Kontrolli
Kapiler

B dlim i

Sekil 2.3. Kapiler elektroforez sistemi. (Baker, 1995)

Kapiler elektroforezin temel adimlari: kapilerin 6n islemden gegirilmesi; giris viali,
kapiler ve ¢ikis vialinin ¢alisma tamponu ile doldurulmasi; kapilerin ¢alisma tamponu ile
sartlandirilmasi, numunenin kapilere enjekte edilmesi ve kapiler ilizerine bir elektrik
alaninin uygulanmasidir. Coziinen maddeler kapilerden gecger ve ayrilir. Go¢ eden
¢coziinen maddeler dedektorle algilanir, bir veri goriintiileme cihazina (bilgisayara)

gonderilir ve ¢iktisi elektroforegram olarak elde edilir (Baker, 1995).

2.6.2. Zon elektroforezi

Elektroforezde, bilesikler bir elektrik alaninin etkisi nedeniyle anot veya katoda
dogru hareket eder. Baska herhangi bir etkinin yoklugunda, bilesikler teorik olarak,
yayllmayan zonlar halinde iletken ortamdan gececektir. Zonlar dagilmis olsaydi,
karisirlard1 ve iyi ayrilmazlardi. Zon elektroforezi, molekiillerin diflizyon nedeniyle

yayilmayan zonlar olarak yer degistirmesini ifade eder (Baker, 1995).

Kapiler elektroforez yonteminin diger kromatografi yontemlerinden birgok farkli
ve iistlin 6zellikleri vardir. Kapiler elektroforez yontemi yiiksek verimlilik, kiiciik hacimli
orneklerle caligilabilmesi, az miktarda madde sarfiyati, kisa analiz siiresi gibi Uistiinliiklere

sahiptir (Baker, 1995).
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3. GERECLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Asenapin maleat : Sigma Aldrich, Hindistan

Granisetron : LGC Standards, Almanya

Na;HPO4 : Sigma-Aldrich, Almanya

Hidrojen peroksit : Merck, Almanya

Hidroklorik asit : Sigma Aldrich, Almanya

Sodyum hidroksit : Merck, Almanya

Metanol : Sigma Aldrich, Almanya

Fosforik asit : Merck, Almanya

Sycrest tablet : MSD, Walter Krebs Import-Export GmbH& Co.

KG araciligiyla, Almanya
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3.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

Buzdolab1
Filtre
Hassas terazi

pH metre

Santrifiij cihaz1
Su banyosu
Ultrasonik banyo
Ultra saf su cihazi
Vorteks karistirici
Kapiler

Kapiler elektroforez

: Argelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye
: Macherey Nagel, Almanya
: Mettler Toledo, XP205, Isvicre

: Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion meter

S220, Isvicre

: Eppendorf, Centrifuge 5810 R, Almanya

: Memmert, WNB 14, Almanya

: Bandelin Electronic, RK510 H, Almanya
: Millipore Ultrapure Water System, Fransa
: Jeio Tech, VM 96 B, Kore

: Agilent Techolonogies, A.B.D.

: Agilent Techolonogies, CE7100, A.B.D.
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4. YONTEMLER

4.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 mg/mL derisimdeki ASE stok ¢ozeltisi, ASE maleat standart maddesi MeOH’de
¢oziilerek hazirlanmustir. Kapiler elektroforezde tekrarlanan analizlerde seyreltmeler
MeOH ile yapilmistir. Ancak zemin giiriiltiisiinde gozlenen sorunlar1 azaltabilmek amaci
ile ASE’nin 10° M diizeyindeki seyreltmeler ¢alisma tamponu ile yapilmistir. Bu amagla
cesitli oranlarda seyreltilen calisma tamponu, seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
Yapilan analizlerde en iyi sonuglar, 1/10 oraninda suyla seyreltilen ¢alisma tamponunun

kullanilmasi ile elde edilmistir.

I¢ standart igin birka¢ madde denenmis, en iyi sonuc veren granisetron (GRA)
kullanilmistir. GRA'nin  1,01x10° M stok ¢ozeltisi su ile hazirlanmis, gerekli
seyreltmeler de su ile yapilmistir ve analiz edilen biitiin ¢ozeltilerde GRA derisimi
2,02x10° M olmustur.

4.2. Cihaz Kosullar
Yontemin optimizasyonu sirasinda 220 nm'de DAD detektdrii kullanilmustir.
Ayrimi gergeklestirmek i¢in 75 um i¢ ¢ap1 olan 40 cm efektif uzunluga (48 cm toplam

uzunluk) sahip kapiler kullanilmistir.

Kapiler takildiktan sonra ilk kullanimda kapiler 30 dk. 1 N NaOH c¢ozeltisi ile
yikanmistir. Daha sonra cihazin agilist sirasinda 10 dk. 0,1 N NaOH, 10 dk. distile su ve
10 dk. tampon ¢ozeltisi ile yikamalar gergeklestirilmistir. Analizler arasinda ara yikama
olarak 2 dk. 0,1 N NaOH, 2 dk. distile su ve 2 dk. tampon ¢dzeltisi ile yikama yapilmistir.
Cihaz giinliik kapanis yikamalarinda 10 dk. 0,1 N NaOH, 5 dk. distile su ile yikanmis ve
son olarak 2 dk. hava ¢ekilerek birakilmistir.

4.3. Cahsma Tamponu

Calisma tamponu hazirlamak i¢in Oncelikle 50 mM NayHPOs ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin NaoHPO4ten 0,3549 g tartim alinarak bir
miktar suda ¢oziilmiis ve 50 mL ye distile su ile tamamlanmistir. Tamponun suda tam
olarak ¢oziinmesi i¢in 10 dk. ultasonik banyoda bekletilmistir. Gerekli seyreltmeler su ile
yapildiktan sonra caligilacak uygun derisimdeki tamponun pH ayari seyreltik H3POy ile

yapilmistir. Tampon ¢ozelti cihaza verilmeden 6nce 0,45 pm’lik filtre ile stiziilmiistiir.
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4.4, Tablet Numune Cozeltisinin Hazirlanmasi

ASE maleat iceren tablet ezilerek 1 mg ASE'ye esdeger miktar | mL MeOH
igerisinde ultrasonik banyoda 15 dk. bekletilerek ¢oziilmiistiir. Daha sonra 10 dk. 1699 x
g de santrifiij edilmis ve ardindan ¢ozeltinin 1 mg/mL ASE derisimindeki berrak kismi
kullanilmak iizere alinmistir. Gerekli seyreltmeler 1/10 oraninda suda seyreltilmis tampon

cozelti ile yapilmis ve 10 pg/mL derisiminde stok ¢ozelti hazirlanmistir.

4.5. Yontemin Validasyonu
Validasyon caligmalar1 kapsaminda dogrusallik, kesinlik, dogruluk, 6zgiinliik,
stabilite ve saglamlik c¢alismalar1 yapilmig, yontemin Saptama sinir1 Ve tayin simiri

belirlenmistir.

4.5.1. Dogrusalhik
Dogrusallik i¢in ASE’nin 0,27 ve 6,4 ng/mL araliginda 6 farkli (0,27; 1,1; 1,8; 3,1;
5,1; 6,4 pg/mL) derigimi hazirlanmig ve 3 farkli glinde analizi yapilmistir.

Saptama sinirt ve tayin smirini belirlemek i¢in 1,68 pg/mL derisimindeki ASE
analiz edilmis ve sinyal/giiriilti oranindan yararlanarak SS=3X(sinyal/giiriiltii);

TS=10x%(sinyal/giiriiltii) esitlikleri ile hesaplanmaistir.

4.5.2. Kesinlik

Y 6ntemin kesinligini belirlemek amaciyla giinler ici ve giinler aras1 olacak sekilde
0,42; 1,68; 5,6 ng/mL derisimlerindeki ASE ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin
ayn1 giin igerisinde 6'sar kez olacak sekilde 3 farkli giinde analizi yapilmistir.

4.5.3. Tablet ekstraktinda dogruluk

Yontemin dogruluk galismasi igin dncelikle 5 pg/mL derisiminde ASE igeren tablet
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢oOzeltinin iizerine ASE standart ¢ozeltisi
eklenerek 0,42; 1,68; 5,6 ug/mL derisimlerinde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bir de ASE
standart ¢Ozeltisi icermeyen ¢ozelti hazirlanmistir. Cozeltiler her biri 6 tekrarli olacak
sekilde analiz edilmistir. Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendimek amaciyla standart

sapma ve %BSS degerleri hesaplanmistir.
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4.5.4. Ozgiinliik
Yontemin o6zgiinlik c¢aligmalart i¢in 1,68 pg/mL derisimindeki ASE standart
¢ozeltisi 0,1 N NaOH, 0,1 N HCI ve %3 liik H2O> ¢ozeltileri ile oda sicakliginda 30 dk.

muamele edilmis ve sonrasinda analiz edilmistir.

4.5.5. Stabilite

Stabilite ¢aligmalart kapsaminda 0,42; 1,68; 5,6 pg/mL derisimlerinde ASE
¢ozeltileri hazirlanmis ve kisa donem (oda sicakliginda 24 saat), uzun donem (-20 °C'de
2 hafta) ve eritme-dondurma dongiisii (3 dongii) sonrasi stabiliteleri incelenmistir.
Cozeltilerin bekleme kosullar1 tamamlandiktan sonra, GRA ¢6zeltisi eklenmis ve her biri
3 tekrarli olacak sekilde analiz edilmistir. Analiz sonuglarinin %geri kazanimi ve %BSS
degerleri hesaplanmis ve ASE'nin bu kosullarda degisiklik gosterip gostermedigi

incelenmistir.

4.5.6. Saglamhk
Yontemin saglamlik ¢alismasi i¢in optimum kosul parametreleri ilizerinde kiigiik

degisiklikler yapilarak 1,68 ng/mL derisimindeki ASE ¢dzeltisi analiz edilmistir.

Optimizasyon ¢aligsmalari sonucunda bulunan dalga boyu (220 nm) ve tampon
derisimi (15 mM) gibi parametreler {izerinde +2, tampon pH's1 (3,1) iizerinde £0,1 ve
voltaj (25,7 kV) tizerinde +0,5 olacak seklinde degisiklik yapilmis ve 3 er kez analiz

edilmistir.

4.6. Tabletlerde Miktar Tayini

ASE maleat igeren tabletden 1 mg ASE igerecek kisim alinmis ve 1 mL MeOH de
coziilerek, 10 pg/mL ASE stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢o6zeltiden gerekli
seyreltmeler yapilarak 0,42; 1,68; 5,6 pg/mL derisimlerine sahip ASE ¢ozeltileri
hazirlanmis ve her biri 6 sar kez analiz edilmistir. Ortalama tablet igerigi, standart sapma,

%geri kazanim ve %BSS degerleri hesaplanmaigtir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Yontem Optimizasyonu

Deneysel tasarim yontemi, ¢ok degiskenli veriler kullanarak bir sistem hakkinda
bilgi sahibi olmak i¢in kullanmaktadir. Deneysel tasarim, veriler arasinda dogrusal veya
kuadratik bir fonksiyon olustura bilmektedir. Box-Behnken tasarimi, deneysel tasarim
modelleri arasindaki en verimli modellerden biridir. Bu deneysel tasarim modelini
kullanarak, parametrelerin kuadratik modeli tasarlanabilir, siral1 tasarimlar olusturulabilir
ve modelin uyum eksikligi tespit edilebilir (Hibbert, 2012) (Islam, Sakkas ve Albanis,
2009). Box-Behnken tasarimi, Kapiler elektroforez yontemi ile ASE analizi igin farkli
parametrelerin etkilerini incelemek ve bu parametreleri optimize etmek igin
kullanilmistir. On ¢alismalar sirasinda faktorler, seviyeler ve yanitlar secilmistir. Calisma
tamponunun derisimi, ¢alisma tamponunun pH'1 ve voltaj faktor olarak belirlenmistir
(Cizelge 5.1). ASE'nin alikonma zamani, pik alani, akim ve rezoliisyon yanit olarak
secilmistir. On aragtirmada kapiler, kapiler sicakligi, i¢ standart ve ¢alisma tamponu
secilmistir. 20°C'de 75 um i¢ ¢ap1 olan 40 cm efektif uzunluga (toplam uzunluk 48 cm)
sahip kapiler kullanilmistir. Calisma tamponu olarak fosfat tamponu (15mM, pH 3,1),
dalga boyu i¢in 220 nm belirlenmis ve ASE'ye benzer bir dedektor tepkisi oldugu igin
GRA ig¢ standart olarak secilmistir.

Cizelge 5.1. Faktorler ve seviyeler.

Faktorler Seviyeler

-1 0 +1
Tampon pH'1(x1) 2,1 2,6 3,1
Tampon derigimi (x2) 10 15 20
Voltaj (X3) 20 25 30

ASE ve GRA igeren bir ¢ozelti (her ikisi de 10 pg/mL), Box-Behnken tasarimi

kullanilarak deney planina gore ti¢ kez rastgele sirayla analiz edilmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Deneysel tasarim modelinin plani ve bulunan sonuglar.

Standart Rastgele Faktorler Sonuclar

siralama  siralama  y, X2 X3 tase Alanase Rs Akim

1 13 -1 -1 0 4,041 1,396 6,45 122,000
2 6 +1 -1 0 4,371 1,944 6,29 42,033

3 15 -1 +1 0 3,894 1,543 6,35 175,950
4 7 +1 +1 0 4,178 2,159 6,35 83,850

5 2 -1 0 -1 5,956 2,861 9,32 109,433
6 1 +1 0 -1 5,977 2,845 8,37 47,667

7 12 -1 0 +1 2,630 1,167 4,09 202,633
8 9 +1 0 +1 3,251 1,435 4,84 84,767

9 14 0 -1 -1 6,426 2,713 9,22 46,933

10 5 0 +1 -1 6,400 3,370 9,53 72,567

11 11 0 -1 +1 3,268 1,390 4,90 84,467

12 10 0 +1 +1 3,087 1,453 4,78 143,067
13 8 0 0 0 4,410 2,484 6,86 81,533

14 3 0 0 0 4,553 2,544 7,27 78,633

15 4 0 0 0 4,450 2,485 6,85 79,233

X1: tampon pH'1, Xx: tampon derigimi, x3: Voltaj, tase: ASE 'nin alikonma zamani, RS: rezoliisyon.

Veri analizi i¢in Minitab 19 kullanilmis ve her cevap igin Denklem 5.1'de

gosterildigi gibi kuadratik yanit modelleri bulunmustur.
Y = bO +le1 + b2x2 +b3x3 +bllX12 +b22x22 +b33X§ + b12X1X2 + bl3X1X3 + b23X2X3 (51)

Burada Y yaniti, b degerleri katsayilar1 ve x1, X2, X3 ise faktorleri gostermektedir.
Katsayilar sifirdan farkliysa ve P degeri 0,050'den diisiikse o parametre etkileyici faktor
olarak distintiliir (Jancic-Stojanovic vd., 2009). Anlamli faktorler Cizelge 5.3.'de

goriildiigii gibi * ile isaretlenmistir.

22



Cizelge 5.3. Katsayilar ve sonuglar.

Katsayilar tase Alanase Rs Akim D

bo 4,4711* 2,5042* 6,9967* 79,80* 0,6671*
b1 0,1570* 0,1769* -0,0448 -43,96* 0,1432*
b2 -0,0685 0,1351 0,0173 22,50* -0,0191
bs -1,5653* -0,7930* -2,2271* 29,79* 0,0207
b1 -0,3460* -0,4491* -0,5456* 25,26 -0,0641
b2, -0,0043 -0,2945* -0,0931 0,90 -0,0675
b33 0,3286* 0,0220 0,2031 6,06™ -0,3154*
b1z -0,0115 0,0171 0,0379 -3,03 0,0134
b1s 0,1500* 0,0713 0,4258* -14,03* 0,0664
D23 -0,0386 -0,1486 -0,1083 8,24* 0,0004
R2 0,9983 0,9813 0,9968 0,9970 0,8937
R% 0,9953 0,9477 0,9911 0,9916 0,7023

tase: ASE'nin alikonma zamani, RS: rezoliisyon, D:genel isteklilik fonksiyonu.

*% 95 giiven diizeyinde anlamli model.

Derringer'in isteklilik fonksiyonu ile, tiim cevaplart ayni anda optimize etme
zorlugunun tstesinden gelinmistir. Denklem 5.2-5.4 kullanilarak, her bir yanit isteklilik
fonksiyonuna (0 ile 1 arasinda) doniistiiriilmiistiir. 1 istenen yanit, 0 istenmeyen yanit
anlamaina gelir. Eger degerin maksimum olmasi isteniyorsa Denklem 5.2, eger degerin
minimum olmasi isteniyorsa Denklem 5.3 veya hedef deger isteniyorsa o zaman Denklem

5.4 uygulanmaktadir (Jancic-Stojanovic vd., 2009).

0 ify, <L,
d:{ﬁli} ifL <Y, <T (5.2)
T -1,
1 ifY, >T, =U
1 iy, <T, =L,
d:[ﬁig% ifU, <Y, <T, (53)
T,-U,
0 ify, >U,
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i} if L, <Y, <T,
Ti_Li
_u T 5.4
ac u} 1T <, <U, G4
Ti_Ui
0 ifY; <L orY,>U,

Li yamtlar arasindaki en diisik degeri, Ui en biiyiikk degeri ve Ti hedef degeri
gostermektedir (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.4. Optimizasyondaki her bir yanit igin alt, iist ve hedef degerler.

Sonuglar Li Ti Ui S t
tase 2,630 3,000 6,500 1 1
Alanase 1,167 3,300 3,370 1 1
R 4,00 6,000 9,600 1 1
Akim 42,033 40,000 203,000 1 1

Li: en kii¢iik deger; Ui: en biiyiik deger; Ti: hedef deger, s ve t: agirlik faktorleri; tase: ASE 'nin alikonma

zamani, Rs: rezoliisyon.

Agirlik faktorleri (s ve t) hedef degerin 6nem seviyesine gore segilir, agirlik
faktorleri 1'e esit oldugunda, isteklilik fonksiyonu dogrusal olur (Jancic-Stojanovic vd.,
2009). Toplam isteklilik (D) degeri, her degisken i¢in bulunan isteklilik degerlerinin

geometrik ortalamasindan elde edilir (Cizelge 5.5).

Cizelge 5.5. Isteklilik fonksiyonlart.

Standart Isteklilik fonksiyonlar

siralama thSE d, lanasg dgs daiim D

1 0,703 0,108 0,876 0,497 0,426
2 0,608 0,364 0,919 0,988 0,670
3 0,745 0,176 0,903 0,166 0,374
4 0,663 0,465 0,904 0,731 0,672
5 0,155 0,794 0,079 0,574 0,273
6 0,149 0,786 0,343 0,953 0,443
7 1,000 0,000 0,045 0,002 0,000
8 0,928 0,126 0,422 0,725 0,435
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Cizelge 5.6. Isteklilik fonksiyonlari.(devami)

9 0,021 0,725 0,106 0,957 0,198
10 0,029 1,000 0,020 0,800 0,147
11 0,923 0,105 0,452 0,727 0,422
12 0,975 0,134 0,388 0,368 0,370
13 0,597 0,617 0,760 0,745 0,676
14 0,556 0,646 0,646 0,763 0,649
15 0,586 0,618 0,763 0,759 0,677

d, .- ASEnin alikonma zaman igin bireysel isteklilik fonksiyonu, d 4ian - ASE nin alani igin bireysel
isteklilik fonksiyonu, dg: Rezoliisyon igin bireysel isteklilik fonksiyonu, dgp.m: Akim igin bireysel

isteklilik fonksiyonu, D: genel isteklilik.

R? ve R? degerleri sirastyla saptama katsayisi ve ayarlanmis saptama katsayisidir
ve sistemin uygunlugunu gostermektedir. Yaklasik 1 olan R? degeri, dlgiilen ve tahmin
edilen degerlerin yakinhigm gosterir (Mason, Gunst ve Hess, 2003). Isteklilik
fonksiyonunun sirastyla 0,8937 ve 0,7023 olan R? ve R? degerleri modelin uygunlugunu

gosterir.

Optimal kosullar, D degeri ile bulunan kuadratik tepki modeli kullanilarak elde

edilmistir ve Sekil 5.1'de bu modelin ¢evre ve yiizey grafikleri gosterilmistir.

Run buffer concentration*Run buffer pH

10

10 e YOltage"Run buffer concentration B <o
M o1- 02

05

Contour Plots of D
Hold Values
Run buffer pH

o Voltage*Run buffer pH
05
i 0. Run buffer concentration
N H Voltage
10 -10 M
Hold Values

Run buffer pH [
Run buffer concentration 0
Voltage 0

06
p 05
04 -
03
0
Voltage 4 Voltage

Sekil 5.1. Deneysel tasarimda ¢evre ve yiizey grafikleri

o
o

Optimum kosullar; ¢alisma tamponu 15 mM, pH 3,1 fosfat tamponu ve uygulanan
voltaj 25,7 V olarak belirlenmistir. Bu optimum kosullarda bir analiz yapilmis ve uygun

g0¢ zamani, pik alani, rezoliisyon ve akim elde edilmistir.
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Yontemin sistem uygunluk testi parametreleri ve sonuglar1 Cizelge 5.6°da
verilmistir. Sistem uygunluk parametreleri olarak alikonma zamani, kuyruklanma faktorii
(T), rezoliisyon (Rs), teorik tabaka sayis1 (N) ve alikonma zamaninin %BSS degerleri

hesaplanmustir.

Cizelge 5.6. Sistem uygunluk testi sonug¢lari. (1.68 ug/mL, n=3).

Parametre Gozlenen deger Onerilen deger
Alikonma zamani (dakika) 4,27 -

Kuyruklanma faktorii (T) 1,07 <2

Rezoliisyon (Rs) 6,43 >2

Teorik tabaka sayist (N) 48112 >2000
Alikonma zamaninin %BSS ’si 0,04 <1

Bu calismada asidik ortamda calisildig1 i¢in elektroozmotik akisin etkisi ortadan
kalkmistir ve bu nedenle de elektroozmozun gé¢ zamani kullanilarak bulunan kapasite

faktori (k') ve segicilik faktorii (o) hesaplanmamustir.

5.2. Yontem Validasyonu

Validasyon parametreleri degerlendirilirken, pik normalizayon orani ((ASE 'nin pik
alani/ASE'nin alikonma zamani) / (GRA'nin pik alani/GRA'nin alikonma zamanti))
kullanilmistir. Hesaplamalar i¢in excel programi kullanilmistir. Yontem Uluslararasi
Uyum Konferansi (ICH) yonergelerine gore dogrusallik, kesinlik, dogruluk, 6zgiinliik,

stabilite ve saglamlik parametreleri agisindan valide edilmistir.

5.2.1. Dogrusallik
Yontemin dogrusallik ¢alismast kapsaminda 6 farkli derisim 3 farkli giinde analiz
edilmis ve dogrusallik aralig1 0,27— 6,4 pg/mL olarak belirlenistir. Dogrusal regresyon

analizinden sonra bulunan sonuglar Cizelge 5.7'de verilmistir
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Cizelge 5.7. Dogrusallik sonuglari.

Parametreler Giin ici Giinler arasi

(1 giin, n=6) (tiim giinler, n=18)
Egim + standart sapma 0,6028+0,0121 0,5988+0,0101
Kesim =+ standart sapma 0,0045+0,0443 0,0020+0,0369
Tayin katsayis1 (R?) 0,9984 0,9989
%95 Giiven aralif1 0,5693 t0 0,6363 0,5709 to 06267

Analizlerin sonu¢unda saptama sinirt ve tayin sinirt sinyal/giiriiltii oranina gore

hesaplanmis ve sirasiyla 0,07 ve 0,24 pg/mL olarak bulunmustur.

5.2.2. Kesinlik ve dogruluk

Yontemin kesinligi ve dogrulugu i¢in 0,42; 1,68; 5,6 pg/mL derisiminde ASE
cozeltileri 3 set olarak hazirlanmis ve 6'sar kez analiz edilmistir. Analiz sonuglarinin
kesinlik calismast i¢in %BSS degeri, dogruluk ¢alismasi i¢in ise bulunun ASE miktari,
hata ve geri kazanim degerleri hesaplanmistir. %2'den daha diisiik BSS ve %97,8-100,8

araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir (Cizelge 5.8).

Cizelge 5.8. Kesinlik ve dogruluk sonuglari.

Eklenen ASE Dogruluk Kesinlik
derisimi (ng/mL)
Bulunan ASE  %Geri %BSS
derisimi kazanim
(ng/mL)
Giin i¢i 0,42 0,41 98,7 1,9
(1 giin, n=6) 1,68 1,69 100,8 0,3
5,6 5,54 98,9 0,7
Giinler arasi 0,42 0,41 97,8 1,4
(Tiim giinler, n=18) 1,68 1,68 99,9 1,0
5,6 5,51 98,4 0,9
Tablet ekstraktinda (n=6) 0,42 0,44 104,9 3,2
1,68 1,68 100,1 1,2
5,6 5,57 99,5 0,7
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5.2.3 Tablet ekstraktinda dogruluk

Yontemin tablet ekstraktindaki dogrulugunun olgiilmesi amaciyla ASE standart
cozeltisine eklenen ASE tablet c¢ozeltisinin %geri kazanim ve %BSS degerleri
hesaplanmistir. Bu c¢alismanin sonuglar1 Cizelge 5.8°de belirtilmistir. Ayrica analizin

sonucunda bulunan elektroforegramda ASE ile girisim yapan pik bulunmamustir.

5.2.4. Ozgiinliik

Ozgiinliik calismasinda 1,68 pg/mL ASE ¢ozeltisinin asit, baz ve %3 likk H20z ile
30 dk. muamele sonuglari arastirilmis ve analiz sonuglarinin %geri kazanim ve %BSS
degerleri hesaplanmistir. Bazik ortamda %geri kazanim degeri diisiik bulunmustur.

Yontemin 6zgiinliik ¢alismasinin sonuglar1 Cizelge 5.9 da belirtilmistir.

Cizelge 5.9. Ozgiinliik ¢calismasinin sonuclar: (n=3).

Muamele kosullari Eklenen Geri kazamm BSS
derisim (%) (%)
(ng/mL)

Bazik ortamda 1,68 77,8 5,97

0,1 M NaOH, 30 dk.

Asidik ortamda 1,68 99,0 1,86

0,1 M HCI, 30 dk.

Oksidasyon 1,68 100,2 1,54

%3'liikk H202, 30 dk.

5.2.5. Stabilite

Yontemin stabilite calismasi kapsaminda ASE c¢ozeltileri 3 farklt kosulda
bekletilerek analiz edilmis ve %geri kazanim ve %BSS degerleri hesaplanmistir. Bulunan
%geri kazanim degerleri %97-101 araliginda olup, ASE'nin kararliliginin uygun

oldugunu gostermistir (Cizelge 5.10).
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Cizelge 5.10. Stabilite ¢calismasinin sonuglart (n=3).

Saklama Kosullar1 Eklenen Geri BSS
derisim kazanim (%)
(ng/mL) (%)
Kisa donem kararlilig 0,42 98,3 0,85
(oda sicakliginda, 24 1.68 1003 202
saat)
5,6 99,0 0,66
Uzun donem kararlilig1 0,42 98,8 0,09
(-20°C’de, 2 hafta) 1.68 98.0 511
5,6 99,75 1,93
Dondurma-eritme 0,42 99,1 0,64
kararliligt 168 97.9 216
(3 dongil)
5,6 99,1 2,55

5.2.6. Saglamhk

Y ontemin saglamlik ¢alismalart 1,68 pg/mL ASE derisiminde ger¢eklestirilmis ve

calismalarda tampon derigimi, tampon pH'1, dalga boyu ve voltaj tizerinde yapilmis olan

kiiciik degisikliklerin etkileri incelenmistir. Yapilan analizlerin sonuglar1 optimum

kosullardaki ASE 'nin alikonma zamani, sistem uygunluk parametreleri, %geri kazanim

degerleri ile karsilastirilmis, BSS degerleri %3'lin altinda bulunmustur. Saglamlik

calismasinin sonuglar1 Cizelge 5.11'de gosterilmistir.

Cizelge 5.11. Saglamlik sonuglar: (1.68 ug/mL, n=3).

Parametre %Geri Rezoliisyon Teorik  tabaka Asimetri
kazanim (Rs) sayisi (N) faktorii (As)

Voltaj (kV) 25,2 100,69 6,22 43533 0,93

26,2 100,68 6,05 36708 0,98
Tampon derigimi 13 101,39 6,89 51552 1,00
(mM) 17 99,99 6,16 45363 0,92
Tampon pH'1 3,0 100,65 5,29 41653 1,01

3,2 99,16 6,19 46839 0,99
Dalga boyu 218 99,61 6,28 44947 0,98

222 98,55 6,22 41484 0,93
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5.3. Tablet Analizi

Onerilen yontem, Sycrest tabletlerinde (10 mg ASE) ASE'nin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. Tablet ¢ozeltileri (0,42; 1,68 ve 5,6 ug/mL ASE) 6 tekrar halinde analiz
edilmistir. Analiz sonucunda geri kazanim %100,9, BSS degeri %1,54 ve tablet igerigi
10.10+£0.16 mg olarak bulunmustur. Ayrica, elektroferogramda piklerin seklinin diizglin
olmasi, sunulan yontemin tabletlerde ASE'nin belirlenmesi icin basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablet ekstrakt c¢ozeltisinde ASE (1,68 pg/mL) ve GRAnin (5 pg/mL)

elektroferogrami Sekil 5.2'de gosterilmektedir.
Yy \\ N’C\N\_\}\
= e A CH.
\ W N Q\ W
\ |~
! O
\ ASE / f\\ GRA
_ |
T R Jl} \ j‘ ‘\

Sekil 5.3. ASE ve GRA'min elektroferogrami
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6. SONUC VE ONERILER

Bu galismada, sizofreni ve bipolar bozuklukta kullanilan Sycrest® tabletlerinde
ASE tayini igin basit, hizli ve duyarli bir kapiler elektroforez yontemi gelistirilmistir.
Analiz 75 pm i¢ ¢ap1 olan 40 cm efektif uzunluga (48 cm toplam uzunluk) sahip kapiler
ile gerceklestirilmistir. En iyi sonuglar 15 mM derisime ve 3,1 pH degerine sahip fosfat
tamponu ve 25,7 kV voltaj kullanilarak elde edilmistir. Bu kosullarda ASE i¢in alikonma
zamani 4,27 dk., i¢ standart olarak kullanilan GRA igin ise 4,78 dk. olarak bulunmustur.
Gelistirilmis olan yontemde i¢ standart kullanimi sayesinde ¢alismanin kesinlik ve
dogrulugu arttirllmistir. Yontemin validasyonu ilgili ICH kilavuzu ve USP’ye gore

yapilmustir.

ASE nin tabletlerde ve toz maddelerindeki tayini i¢in spektrofotometri (Borkar ve
Gaikwad, 2016), YPSK yontemi (Chhalotiya vd., 2012; Govindarajan vd., 2012;
Managuli vd., 2016; Karaca ve Ugur, 2017), YPITK yontemi (Ramadan vd., 2017),
UYPSK yonteminin (R. Patel, Naregalkar ve M. Patel, 2015) kullanildigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismada gelistirilen yontem, ASE "nin tabletlerde ve toz maddelerde

analizi i¢in ilk kez uygulanmis bir kapiler elektroforez yontemidir.

Literatiir incelendiginde en diisiik dogrusallik araligina ve tayin sinirina sahip olan
caligmalarin Chhalotiya vd., (2012) ve Managuli vd., (2016) oldugu goriilmiistiir.
Managuli vd., (2016) ASE nin tabletlerde ve toz maddelerindeki tayinini YPSK yontemi
ile gergeklestirmiglerdir. Dogrusallik araligi 0,1-20 pg/mL ve tayin sinirt ise 89 ng/mL
olarak bulunmustur. Chhalotiya vd., (2012) nin ¢alismasi da ayni sekilde YPSK yontemi
ile yapilmis bir ¢alisma olup, dogrusallik araligi 0,1-20 pug/mL ve tayin sinir1 ise 0.1
pg/mL dir.

Ayrica Szabd vd., (2016) ASE enantiomerlerinin kiral olarak ayrilmasi igin bir
kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Bu caligmanin saptama ve tayin siniri
sirastyla 2 pg/mL ve 5 pg/mL olup, bu tez kapsaminda gelistirilen yontemin ilgili
degerlerinden (0,07 pg/mL ve 0,24 pg/mL) daha yiiksektir.

Kapiler elektroforez diger yontemlere gore, hizli analiz siiresi, diisiik ¢oziicii
tilketimi, yliksek verimlilik ve secicilik gibi birgok avantaja sahiptir. Bu ¢alismada
farmasdtik preparatlarda ASE'nin belirlenmesi i¢in hizli ve basit bir kapiler elektroforez

yontemi sunulmustur. Daha az sayida deneyle daha hizli, kolay ve giivenilir bir
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optimizasyon siireci elde etmek i¢in deneysel tasarim yaklasimi kullanilmistir. Yontem,
dogrusallik, kesinlik, dogruluk, 6zgiinliik, stabilite ve saglamlik parametrelerine gore tam
olarak valide edilmis ve tiim parametreler uygun bulunmustur. Mevcut yontem, tabletde

ASE'nin belirlenmesi i¢in basariyla kullanilmistir.
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