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OZET

Danis I. Nitrozamin Grubu Impiiritelerin Farmasétik Preparatlardan Kromatografik
Miktar Tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul. 2023.

Nitrozaminler, bir amine bagli bir nitrozo grubunun kimyasal yapisina sahip
bilesiklerdir. Nitrozamin bilesikleri, aminler ve nitr6z asit arasindaki reaksiyonla olusur.
Son zamanlarda bazi ilag iiriinlerinde nitrozamin safsizliklarinin varligi tespit edilmistir.
Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajanst (EMA), bazi ilag smiflarinda
nitrozamin safsizliklarinin  bulundugunu duyurmustur. ICH M7 (R1), nitrozamin
safsizliklarin1 hem kemirgen kanserojenligi hem de mutajenite verilerine dayali olarak
mutajenik ve kanserojen olarak bilinen Simif 1 olarak smiflandirir. Nitrozaminler
kanserojen etki gosteren maddelerdir ve bu nedenle ilag tirtinlerindeki bu safsizliklarin
miktarlarinin ¢ok diisiik seviyelerde tayin edilmesi gerekir. Kromatografik ayirma, bir
Inertsil ODS-3 (4,6 x 250 mm, 5um) kolon iizerinde gerceklestirildi. Tespit,
elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile donatilmis ii¢lii dort kutuplu bir kiitle detektori
tarafindan gerceklestirildi. Miktar belirleme, ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
kullanilarak yapildi. Gegis iyonlart NDMA i¢in (75,1>43,1), NDEA i¢in (103,1>75,2),
NEIPA i¢in (117>75,1), NDIPA i¢in (131,1>43,2), NMBA i¢in (147>117), MeNP i¢in
(130,1>58,2), NDBA i¢in (159,2>57,2) ve NMPA i¢in (137>66,1)'dir. Kalibrasyon
egrileri 6 derisim seviyesinden olusur. LOQ degerleri NDMA i¢in 2 ng/mL, NDEA igin
0,4 ng/mL, NEIPA i¢in 0,5 ng/mL, NDIPA igin 0,2 ng/mL, NMBA i¢in 2 ng/mL,
MeNP i¢in 0,8 ng/mL, NDBA igin 0,4 ng/mL ve NMPA i¢in 0,1 ng/mL'dir. Kalite
kontrol numunelerinin derisim seviyeleri 3, 15, 50 ng/mL'dir. Yontemin kesinligi bagil
standart sapmanin yiizdesi olarak, yontemin dogrulugu ise yiizde dogruluk olarak
gosterildi. Sonuglar, yontemin iyi bir kesinlige ve dogruluga sahip oldugunu ve kesinlik
ve dogruluk i¢in kabul limiti i¢inde oldugunu gostermektedir. Gelistirilen yontem farkli

farmasotik preparatlara basariyla uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Nitrozamin, safsizlik, farmasotik preparat, kromatografi, kiitle

spektrometrisi.



ABSTRACT

Danis 1. Chromatographic Determination of Nitrosamine Impurities from
Pharmaceutical Preparations. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Analytical Chemistry. Doctorate Thesis. Istanbul. 2023.

Nitrosamines are compounds have the chemical structure of a nitroso group bonded to
an amine. Nitrosamine compounds are formed by reaction between amines and nitrous
acid. The presence of nitrosamine impurities has been detected recently in some drug
products. The Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicines
Agency (EMA) announced that nitrosamine impurities were found in some classes of
the drugs. ICH M7 (R1) classifies nitrosamine impurities as Class 1 known to be
mutagenic and carcinogenic based on both rodent carcinogenicity and mutagenicity
data. Nitrosamine impurities are carcinogenic and therefore, it is required to quantify
nitrosamine impurities in drug products at very low levels. Separation was carried out
on a Inertsil ODS-3 (4.6 x 250 mm, 5um) column. Detection was carried out by a triple
quadrupole mass detector fitted with electrospray ionization (ESI). Quantification was
performed using multiple reaction monitoring (MRM). Transition ions are 75.1>43.1 for
NDMA, 103.1>75.2 for NDEA, 117>75.1 for NEIPA, 131.1>43.2 for NDIPA, 147>117
for NMBA, 130.1>58.2 for MeNP, 159.2>57.2 for NDBA, 137>66.1 for NMPA. The
calibration curves consist of 6 concentration levels. LOQ values are 2 ng/mL for
NDMA, 0.4 ng/mL for NDEA, 0.5 ng/mL for NEIPA, 0.2 ng/mL for NDIPA, 2 ng/mL
for NMBA, 0.8 ng/mL for MeNP, 0.4 ng/mL for NDBA and 0.1 ng/mL for NMPA. The
concentration levels of the quality control samples are 3, 15, 50 ng/mL. The precision of
the method was showed as the percentage of relative standard deviation and the
accuracy of the method was showed in terms of percentage of error. The results indicate
that the method has good precision and accuracy which are within the acceptance limit
for precision and accuracy. The developed method has been successfully applied to

different pharmaceutical preparations.

Key Words: Nitrosamine, impurity, pharmaceutical preparation, chromatography, mass

spectrometry.



1. GIRIS VE AMAC

Diinyada endiistrinin gelismesi ve teknolojideki ilerlemelerin insanliga sagladigi
faydalarin artmasmin yaninda c¢evreye verdigi zararlarin da artmasina yol agmuistir.
Diinyada hizla artan niifus ile birlikte iiretim ve tiikketimdeki artis da hiz kazanmustir.
Insanligin ihtiyag duydugu hammadde, ilag ve gida gibi temel ihtiyaclarin iiretimindeki
prosesler artan talep ve teknolojiyle birlikte degismistir. Teknolojideki bu degisim ile
birlikte kullanilan kimyasal maddelerin ¢esitliliginin, sayisinin ve kullanim alanlarinin
cogalmasi, bu kimyasal maddelerin baglantili oldugu kanserojenik ve mutajenik

etkilerin goriilme sikligin1 artirmastir.

Kanser olusumuna neden olan ¢esitli etkenler vardir ve kanserojen kimyasal
maddeler bu etkenlerin biiyliik bir kismini olusturur. N-nitrozo bilesikleri ise bu
kanserojen kimyasal maddelerin 6nemli bir kismini kapsamaktadir. N-nitrozo
bilesikleri, kimya literatiiriinde ilk kez 100 yildan daha uzun bir siire Once
tanimlanmasina ragmen 1950’li yillara kadar ¢ok fazla ilgi gérmemistir. N-nitrozo
bilesikleri 1930’Iu yillardan sonra endiistride ¢oziicli olarak kullanilmaya baslanmaistir.
Bu bilesiklerin zararli etkilerinin gézlenmesine ragmen o yillarda endiistride ¢oziicii

olarak kullanilmaya devam edilmistir.

1954°’de Magee ve Barnes tarafindan yayinlanan bir aragtirma makalesinde,
biiyiik bir endiistriyel kurulusunun arastirma laboratuvarinda ¢alisan ii¢ erkek arasinda
karaciger sirozu olan iki vakanin ortaya ¢ikmasi, nedensel olarak nitrozodimetilaminden
stiphelenilmesine neden olmustur. Nitrozodimetilamin, ilk siroz vakasi kesfedilmeden
yaklasik 10 ay Once laboratuvara ¢oziicii olarak alindigi gézlenmistir (1). 1956'da
Magee ve Barnes, rutin bir kanserojen madde taramasi sirasinda, nitrozodimetilaminin
farelerde kanserojen etkisini rapor etmesiyle (2), N-nitrozo bilesiklerinin toksik
etkilerinin arastirilmasi hiz kazanmistir. O zamandan beri test edilen 300 civarinda N-
nitrozo bilesiginin yaklasik %90’1mnin en az 39 farklh tiirde ve bir¢cok farkli organda
yapilan deneysel caligmalarda giiglii kanserojen etkiler gosterdigi bulunmustur (3,4). Bu
kesifler, bilim insanlarmin diger N-nitrozo bilesiklerinin kanserojen 6zelliklerini

arastirmasina neden olmustur.

Kanserin nedenlerine iligkin yapilan incelemelerde, epidemiyolojik gézlemlere

dayali olarak kanserin sebebinin alinan gidalarla olan iliskisi 6nemli bir roldedir (%60)



(5). 1960'arin baslarinda, Norveg'te bazi koyunlarin sodyum nitrit ile islenmis balik unu
ile beslendikten sonra karaciger toksisitesinden 6ldiigii gézlenlenmistir (6,7). Nitrit ve
nitratlarin sodyum ve potasyum tuzlart; peynir, balik ve et gibi hayvansal gidalara tat ve
renk vermek ve raf omriinlii uzatmak icin katilan kiirleme ajanlaridir. Bu maddeler
hayvansal iiriinlerdeki aminlerle reaksiyona girerek toksik n-nitrozo bilesiklerini
olusturur. Bu yillarda kanserojen nitrozaminlerin gida maddelerinde olustugu
kesfedilmesiyle gida maddelerinin nitrozaminler yoniinden taranmasi calismalari

baglamistir (8-11).

Nitrozaminler suda iyi ¢o0ziinme O&zellikleri nedeniyle yeryiizii sularinin
kirlenmesinde 6nemli bir risk olusturmaktadir. Sularda nitrozodimetilaminin varligini
belgeleyen ilk raporlar 1970'lerde ortaya g¢ikmustir. Nitrozodimetilamin, Baltimore
yakinlarindaki bir fabrikanin ¢evresinde havada ve suda tespit edilmistir (12). Bununla
birlikte, sulardaki en oOnemli tehlike i¢me sularinin kloraminlerle veya diger
dezenfektanlarla dezenfekte edilmesi sirasinda nitrozaminlerin olusmasidir (13). i¢me
sularinin nihai dezenfeksiyonu, nitrozaminlerin ana kaynagi olarak ortaya c¢ikmistir.
Boylece, nitrozodimetilamin olusumu ig¢in kloraminasyon su¢lanmistir. Bu ironikiti,
clinkii kloraminlemenin diger dezenfektanlardan daha az sayida dezenfeksiyon yan
Uriini drettigi diisiiniiliiyordu. Bununla birlikte klorlu yiizme havuzu sularinda da
nitrozaminler bulundugundan, bu maddeler ile insan temasi igme suyuyla siirh degildir

(14).

Nitrozamin safsizliklarinin varligi, son 5 yildir ¢esitli ilag etken maddelerinde ve
ilag trilinlerinde tespit edilmistir. Bu kesif, bu safsizliklarin gida, su ve cevre gibi
alanlardaki ilgisini ilag¢ alanina da kaydirmistir. Gida ve ilag idaresi (FDA) ve Avrupa
Ilag Ajans1 (EMA) Temmuz 2018'de hipertansiyon (yiiksek tansiyon) ve kalp yetmezligi
olan hastalar1 tedavi etmek icin kullanilan anjiyotensin II reseptor blokerleri (ARB'ler)
veya 'Sartans' sinifi ilaglarda kanserojen safsizliklar olan N-nitrozodimetilamin
(NDMA) ve N-nitrozodietilamin (NDEA) bulundugunu duyurmustur. Eylil 2019'da,
bazi yaygin mide eksimesi iirlinlerinin (ranitidin ve nizatidin) kabul edilemez
seviyelerde NDMA icerdigi tespit edilmistir. Aralik 2019'da FDA, diger tilkelerdeki
bazi metformin igeren diyabet ilaglarnin NDMA igerdigi bildirilmistir. Bu bilgiler
1s181inda FDA, NDMA'y1 test etmek i¢in metformin numuneleri almistir. Mayis 2020'de

yapilan testler belirli lotlarda, kabul edilebilir alim sinirinin iizerinde NDMA igerdigini



ortaya koymustur. Uluslararas1 otoriteler APl (aktif farmasotik bilesen) sentezinde
yaygin aminleri kullanan siirecleri degerlendirmistir ve yaygin sentetik yollarin
NDMA'nin yani sira diger nitrozamin safsizliklarin1 da ortaya g¢ikarabilecegini tespit
etmistir (15,16).

ICH M7 (R1) nitrozamin safsizliklarini, hem kanserojen hem de mutajenite
verilerine dayanarak mutajenik ve kanserojen oldugu bilinen Sinif 1 olarak siniflandirir
(17). Bu nitrozamin safsizliklari, kromozomal kirilmalar, yeniden diizenlemeler,
kovalent baglanma veya replikasyon sirasinda DNA'ya girme yoluyla mutasyonlara
neden olarak genetik materyali etkiler. Nitrozamin safsizliklarinin ¢ok diisiik
seviyelerine maruz kalmanin neden oldugu genetik materyallerdeki bu degisiklikler
kansere yol acabilir. Bu nedenle, halk sagligi gilivenligini saglamak icin ilaglardaki

nitrozamin safsizliklarini ¢ok diigiik seviyelerde belirlemek 6nemlidir.

Bazi ilaglarda olast kanserojenleri olan nitrozamin safsizliklariin yakin
zamanda beklenmedik bu bulgusu, FDA ve EMA gibi uluslararas1 diizenleyicileri
API'ler ve ilag triinlerindeki bu safsizliklarin ayrintili bir analizini yapmaya
yonlendirmistir. ik basta az sayida nitrozamin bilesigi i¢in incelemeler yapilirken daha
sonra gozlem altina aliman nitrozamin bilesiklerinin sayist1 da artmistir. Bu tez
kapsaminda yaygin olarak ilag iriinlerinde goriilen 8 adet nitrozaminin (NDMA,
NDEA, NEIPA, NDIPA, NMBA, MeNP, NDBA ve NMPA) farmasotik preparatlardan
analizi i¢in etkin, hassas ve secici bir HPLC-MS/MS yontemi gelistirilmis ve valide

edilmistir. Gelistirilen yontemin bu preparatlara uygulamasi yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. N-nitrozo Bilesikleri
N-nitrozo bilesikleri alkil, agil ve aril gruplarinin NO grubu azotuna bagh

karbonil grubuna sahip bilesiklerdir. N-nitrozo bilesiklerinin genel formiilii Sekil 2-1°de

gosterilmistir.
O
Rt
N—N
/
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Sekil 2-1: N-nitrozo bilesiklerinin genel molekiil yapisi.

N-nitrozo bilesikleri genel olarak 2 gruba ayrilir.

-Nitrozamidler; R1 alkil veya aril grubu, R2 ise agil grubudur. NO grubu tastyan
azota bagl bir karbonil grubuna sahip olan maddelerdir. Bu bilesikler kararsiz
bilesiklerdir. Bilesiklerin kararsizligi, iki ¢ok elektropozitif fonksiyonel grubun (NNO
ve CO) birlesmesinden kaynaklanir. Kararsiz bilesikler olmalari ve dogada pek fazla
bulunmamalar1 sebebiyle birka¢c madde haricinde kanserojen arastirmalarin pek konusu

olmamustir.

-Nitrozaminler; R1 ve R2 gruplarinin her ikiside alkil veya aril gruplaridir. Bu
bilesikler oldukca kararli bilesiklerdir. Dogada fazlaca bulunmalar1 ve kararl bilesikler
olmalar1 sebebiyle n-nitrozo bilesikleri genelde nitrozaminler olarak adlandirilirlar

(18,19).

2.2. Nitrozaminler

Nitrozamin terimi, bir amine bagli bir nitrozo grubunun kimyasal yapisina sahip
bilesikler sinifin1 tanimlar (R1IN(-R2)-N=0). Nitrozaminler amin tiirevidirler, genellikle
ucucudurlar ve kimyasal olarak stabildirler. Nitrozamin bilesikleri, aminler (ikincil,
ticlinciil veya dordiinciil aminler) ve nitréz asit (asidik kosullar altinda nitrit tuzlar)

arasinda bir nitrozlama reaksiyonu ile olusabilir (Sekil 2-2) (15).
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Sekil 2-2: Nitrozamin olusum reaksiyonu.

[lag iiriinlerinde ortaya ¢ikmasi muhtemel ve bu tez kapsaminda calisilan 8 adet
nitrozamin (NDMA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NMBA, MeNP, NDBA ve NMPA)
bilesigi Tablo 2-1’de sunulmus ve genel fiziksel ve kimyasal Ozellikleri asagida
aciklanmustir (20, 21).

Tablo 2-1: Nitrozamin bilesikleri

Molekiil
I Kisa CAS - .
Tam Ismi i Numarasi Agirhgi  Molekiil Yapisi
(g/mol)

N-nitrozodimetilamin NDMA 62-75-9 74,08

S AN
N-nitrozodietilamin NDEA 55-18-5 102,14 )
N
N-nitrozoetilizopropilamin NEIPA 16339-04-1 116,16 0” )N

z

N-nitrozodiizopropilamin  NDIPA 601-77-4 130,19




N"—r!r[.rozo.metllamlno NMBA 61445-55-4 146,14 /V\W
butirik asit

N-meti-N- MeNP  16339-07-4 129,16 [ ]
nitrozopiperazin -

N-nitrozodibutilamin NDBA 924-16-3 158,24

N-nitrozometilfenilamin  NMPA 614-00-6 136,15

2.2.1. N-nitrozodimetilamin (NDMA)

Kisaca NDMA olarak adlandirilir. [UPAC ismi N,N-dimetilnitr6z amid’dir.
CAS numarast 62-75-9’dur. Molekiil agirhigi 74,08 g/mol’diir. Molekiil formiilii
C2HeN20 olarak gosterilir.  Molekiil yapist Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-
nitrozodimetilamin hafif karakteristik bir kokusu olan sar1 yagl bir sividir. Kaynama
noktas1 151-153 °C’dir. Sudaki ¢oziiniirligii 13,50 mol/L’dir. Cogu yaygin organik
coziiciide ¢oziiniir. IARC (Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi) kanserojen smifi

Grup 2A’drr.

2.2.2. N-nitrozodietilamin (NDEA)

Kisaca NDEA olarak adlandirilir. [UPAC ismi N,N-dietilnitr6z amid’dir. CAS
numarast 55-18-5’dir. Molekiil agirhigi 102,14 g/mol’diir. Molekiil formiilii C4H10N20
olarak gosterilir. Molekiil yapis1 Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-nitrozodietilamin berrak



hafif sar1 bir sividir. Kaynama noktasi 175-177 °C’dir. Sudaki ¢oziintrligi 1,04
mol/L’dir. Cogu yaygin organik ¢oziiciide c¢Oziiniir. IARC (Uluslararas1 Kanser

Arastirmalar1 Ajanst) kanserojen siifi Grup 2A’dir.

2.2.3. N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA)

Kisaca NEIPA olarak adlandirilir. ITUPAC ismi N-etil-N-propan-2-il nitroz
amid’dir. CAS numaras1 16339-04-1’dir. Molekiil agirligr 116,16 g/mol’diir. Molekiil
formiilii CsH12N20O olarak gosterilir. Molekiil yapist Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-
nitrozoetilizopropilamin renksiz-agik sar1 bir yagdir. Sudaki ¢oziinirligi 0,20

mol/L’dir. Cogu yaygin organik ¢6ziiciide ¢oziiniir.

2.2.4. N-nitrozodiizopropilamin (NDIPA)

Kisaca NDIPA olarak adlandirilir. [TUPAC ismi N,N-di(propan-2-il) nitroz
amid’dir. CAS numaras1 601-77-4’diir. Molekiil agirligr 130,19 g/mol’diir. Molekiil
formiilii CeH14N20 olarak gosterilir. Molekiil yapist Tablo 2-1°de gésterilmigtir. N-
nitrozodiizopropilamin beyaz-soluk sar1 bir katidir. Kaynama noktast 194,5 °C’dir.

Sudaki ¢oziiniirliigii 0,10 mol/L’dir. Cogu yaygin organik ¢oziiclide ¢oziiniir.

2.2.5. N-nitrozometilamino Biitirik Asit (NMBA)

Kisaca NMBA olarak adlandirilir. [IUPAC ismi 4-[metil(nitrozo)amino]biitanoik
asit’dir. CAS numaras1 61445-55-4°diir. Molekiil agirligi 146,14 g/mol’diir. Molekiil
formiilii CsH10N203 olarak gosterilir. Molekiil yapisi Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-
nitrozometilamino biitirik asit renksiz bir sividir. Sudaki ¢oziiniirliigi 2,29 mol/L’dir.

Cogu yaygin organik ¢oziiclide ¢Oziiniir.

2.2.6. N-metil-N-nitrozopiperazin (MeNP)

Kisaca MeNP olarak adlandirilir. [UPAC ismi 1-metil-4-nitrozopiperazin’dir.
CAS numarast 16339-07-4"diir. Molekiil agirligt 129,16 g/mol’diir. Molekiil formiilii
CsH11N3O olarak gosterilir. Molekiil yapisi Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-Metil-N-

nitrozopiperazin, berrak agik sar1 bir yagdir. Cogu yaygin organik ¢oziiciide ¢oziiniir.

2.2.7. N-nitrozodibutilamin (NDBA)

Kisaca NDBA olarak adlandirilir. [UPAC ismi N,N-dibiitil nitr6z amid’dir. CAS
numarast 924-16-3’diir. Molekiil agirlhigi 158,24 g/mol’diir. Molekiil formiilii,
CsH1sN2O olarak gosterilir. Molekiil yapist Tablo 2-1’de gosterilmistir. N-



nitrozodibutilamin berrak renksiz-agik sar1 bir yagdir. Kaynama noktas1 253 °C’dir.
Sudaki ¢oziiniirliigii 0,01 mol/L’dir. Cogu yaygin organik ¢oziiciide ¢Oziiniir. [ARC

(Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi) kanserojen sinifi Grup 2B’dir.

2.2.8. N-nitrozometilfenilamin (NMPA)

Kisaca NMPA olarak adlandirilir. [IUPAC ismi N-metil-N-fenil nitr6z amid’dir.
CAS numaras1 614-00-6’dir. Molekiil agirligt 136,15 g/mol’diir. Molekiil formiilii
C7HsN20 olarak gosterilir.  Molekiil yapist Tablo 2-1’de gosterilmigtir. N-
nitrozometilfenilamin sar1 katidir. Kaynama noktas1 225 °C’dir. Sudaki ¢o6ziiniirligii

0,05 mol/L’dir. Cogu yaygin organik ¢oziiciide ¢oziiniir.

2.3. Nitrozaminlerin Mutajenitesi ve Kanserojenligi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC), hayvan verileri mevcut
olanlar1 grup 2A veya 2B olarak siniflandirmistir. Su anda, maddeye 6zgii yeterli insan
verisi olmamasina ragmen, yalnizca tiitiinle ilgili bazi nitrozaminler grup 1 olarak
siiflandirilmaktadir (6rn. 4-(metilnitrozoamino)-1-(3 piridil)-1-biitanon-NNK ve N-
nitrozonornikotin-NNN). Hayvanlardan elde edilen veriler yetersiz olanlar grup 3 olarak
smiflandirihir (22). NDMA ve NDEA'nin karsinojenitesi, basta CYP2E1 olmak {izere
mikrozomal karaciger enzimleri yoluyla ilgili alkil diazonyum iyonlarina
biyotransformasyonlarindan kaynaklanir. Bu iyonlar DNA ile reaksiyona girer ve

endojen DNA hasarina neden olan DNA eklentileri olusturur (23, 24).

Yasam boyu biyotahlillerde {iretilen hayvan verileri, kimyasallarin
kanserojenligi ve insanlarla ilgisi hakkinda sonuca varmak i¢in en giivenilir kaynaktir.
Cogu kimyasal icin giivenilir insan verileri su anda mevcut degildir ve ayrica
nitrozaminler icin de eksiktir. Hayvan verilerine dayali olarak kanserojen etkinin
karakterizasyonu ve siralamasi zordur ve yalnizca smirli bir sekilde miimkiindiir.
Hayvan karsinojenisite verileri igin en kapsamli kaynak kanserojen etki veri tabanidir
(CPDB). Bu veri tabani i¢in 1547 kimyasalin 6540 uzun siireli hayvan kanseri
arastirmas1 degerlendirilmis ve hayvanlarin yiizde 50'sinde kansere neden olan doz
(TD50) matematiksel bir modelle hesaplanmigtir. Burada bahsedilen nitrozaminler igin,
CPDB'de bulunan ve mevcut olan TD50 degerleri, azalan kanserojen potansiyellerine

(harmonik ortalama TD50) gore siralanmis olarak Tablo 2-2'de listelenmistir (25).



Tablo 2-2: Nitrozaminler i¢in CPDB'de bulunan TD50 degerleri

TD50 [mg/kg/giin]

Nitrozamin ismi Kisaltma IARC harmonik ortalama, Mutajenisite
Grubu
CPDB
N-nitrozodietilamin NDEA 2A 0,026 Ames Testi Pozitif

(CPDB)

. e Ames Testi Pozitif
N-nitrozodimetilamin NDMA 2A 0,096 (CPDB)
. e hisG428 Salmonella
N-nitrozometilfenilamin  NMPA 0,142 susu TA104'e pozitif
. e Ames Testi Pozitif
N-nitrozodibutilamin NDBA 2B 0,691 (CPDB)

Ames Testi negatif

o . (CPDB)
-nitrozometilamino
biitirik asit NMBA 0,982 Ames Testi pozitif,

Inami ve digerleri
2013 (26)

N-nitrozoetilizopropilamin NEIPA
N-nitrozodiizopropilamin  NDIPA

N-metil-N-

. . . MeNP
nitrozopiperazin

TD50'nin dogrulugu biiylik Ol¢iide calisma kalitesine ve boyutuna baghdir.
Sadece bir veya iki doz grubu ile yapilmis ¢alismalardan elde edilen TD50 degerlerinin
giiven araliklari, daha fazla doz grubu ile yapilan ¢alismalara gore daha yiiksektir.
Bununla birlikte, dort veya daha fazla doz grubuyla yapilan ¢aligmalar istisnadir. Sadece
NDMA ve NDEA durumunda, aymi sigan susunda aynmi sayida doz grubuyla
karsilastirilabilir ¢alismalar mevcuttur. CPDB, her pozitif ¢calismanin en hassas timor
hedefinin TD50 degerlerini kullanarak TD50'nin her bir kimyasal tiire 6zgii harmonik
ortalamalarin1 rapor eder. CPDB'de rapor edilen nitrozamin c¢aligmalarinin ¢ogu,
bildirilen harmonik ortalama TD50'ye dahil edilen yalnizca bir veya iki doz grubuna
sahiptir. Bu yaklagim bir yandan birka¢ doz grubuyla yapilan caligmalara agirlik
verirken diger yandan farkli kemirgen suslarinin degisken hassasiyetini igerir. Bu
nedenle, ne calismaya 6zgii TD50 degerleri ne de harmonik ortalama TD50 degerleri,

gercek gii¢ icin dogru bir 6l¢iim saglamaz. Yalnizca NDMA ve NDEA i¢in yapilan en



kapsamli sigan karsinojenisite ¢alismasi kullanildiginda, (27) karaciger tiimorleri igin
TD50, NDMA i¢in 42 pg/kg/gin ve NDEA igin 50 ug/kg/giin’diir. CPDB veri
tabanindaki tiim sican c¢aligmalar1 kullanilarak hesaplanan harmonik ortalama TDS50,
sirastyla NDMA i¢in 96 pg/kg/giin ve NDEA i¢in 26,5 pg/kg/gilin'diir. Yasam boyu
kemirgen karsinojenisite ¢alismalarinin verileri kullanilarak nitrozaminlerin kanserojen
etkilerine gore siralamasi, kullanilan yonteme baghdir ve degisiklik gosterir. Bununla
birlikte, birden fazla doz grubu ve yeterli sayida hayvanla yapilan ¢aligmalar mevcut
oldugunda, etki siralamasi nispeten gilivenilir goriinmektedir. Ayni1 zamanda, ¢ogu
ucucu olmayan nitrozaminin kanserojen etki bakimindan daha az endise verici oldugu
goriilmektedir. Hayvanlarda oral nitrozamin maruziyeti igin baglica hedef organlar
karaciger (sigan, maymun), yemekborusu (sigan), akciger (sigan) ve mesane (si¢an) en
cok etkilenen organlardir. Su anda insanlardan yeterli veri bulunmamasina ragmen, bu

organlar ayn1 zamanda insanla ilgili hedefler olarak kabul edilebilir (16).

2.4. Tla¢ Uriinlerinde Nitrozamin Safsizliklarinin Varhgmin Genel Nedenleri
llag iiriinlerinde nitrozamin safsizliklarinin varliginin genel nedenleri asagida

aciklanmustir (15,16).

2.4.1. Nitrozamin Olusumuna Yol A¢an Genel Kosullar

Nitrozaminlerin olusumu, asidik reaksiyon kosullar1 altinda ikincil, igiinciil
veya dordiinciil aminler ve nitrit tuzlarinin varliginda miimkiindiir. Bu kosullar altinda,
nitrit tuzlari, bir nitrozamin olusturmak i¢in bir amin ile reaksiyona girebilen nitroz asit
olusturabilir (Sekil 2-2). Oncii aminlerin mevcudiyetinde kalinti aziti (tetrazol halka
olusumunda veya azid fonksiyonel grubunun bir molekiile eklenmesinde yaygin olarak
kullanilan bir reaktif) gidermek ic¢in nitréz asit kullanilirsa, nitrozamin olusumu i¢in

daha biiyiik bir risk vardir.

Bir agsamada reaktif olarak kullanilan nitritler, saflastirma islemlerine ragmen
sonraki asamalara gecebilir ve nitrozamin safsizliklar1 olusturmak icin aminlerle
reaksiyona girebilir. Bu nedenle, nitrit tuzlar1 mevcut oldugunda, sonraki adimlara ge¢is
g0z ard1 edilemez. Genel olarak, ikincil, {igiinciil veya dordiinciil aminlerin varliginda

nitritleri kullanan islemler, nitrozamin safsizliklar1 olusturma riski altindadir.



2.4.2. Nitrozamin Olusturabilen Ikincil, Uciinciil ve Dérdiinciil Amin Kaynaklan
Aminler, ¢esitli nedenlerle bir iiretim siirecinde mevcut olabilir. ilag etken
maddesi, ara iriinler veya baslangic malzemeleri, ikincil veya {i¢iinciil amin fonksiyonel
gruplari igerebilir. Ugiinciil ve dérdiinciil aminler de reaktifler veya katalizorler olarak
kasith olarak eklenebilir. Bu tiir aminlerin tiimii, nitrozaminler olusturmak i¢in nitr6z

asit veya diger nitroza edici ajanlarla reaksiyona girebilir.

Belirli reaksiyon kosullar1 altinda bozunmaya duyarli olan amid ¢oziiciiler,
ikincil aminlerin baska bir kaynagidir. Ornegin, uzun bir reaksiyon periyodu i¢in yiiksek
reaksiyon sicakliklari altinda, N,N-dimetilformamid, NDMA olusturmak iizere nitréz
asit ile reaksiyona girebilen dimetilamine bozunabilir (Sekil 2-3). N-metilpirrolidon,
N,N-dimetilasetamid ve N,N-dietilasetamid de nitrozamin safsizliklar1 olusturmak tizere
nitroz asit ile reaksiyona girebilen ikincil aminler olusturmak i¢in benzer bozunma
yollarina sahiptir. Ikincil aminler, amid ¢oziiciillerde safsizliklar olarak da mevcut
olabilir. Ornegin, NDMA olusturmak iizere nitrdz asit ile reaksiyona girebilen

dimetilamin, N,N-dimetilformamid i¢inde bir safsizlik olarak mevcut olabilir.

0
| -
N N NaNO, NN

yd —_—
H \ \ Sodyum Nitrit O/ \

Dimetilformamid Dimetilamin N-Nitrosodimetilamin

Sekil 2-3: N,N-Dimetilformamidden NDMA olusumu

Ilag etken maddelerinin sentezinde reaktifler olarak kullanilan iigiinciil ve
dordiinciil aminler, diger amin safsizliklarimi igerebilir. Trietilamin gibi {giinciil
aminlerin, diislik seviyelerde diger ikincil aminleri (dipropilamin ve izopropiletilamin
gibi) icerdigi gosterilmistir. Ikincil ve {igiinciil aminler, dérdiinciil aminlerin
dealkilasyonuyla olusturulan safsizliklar veya bozundurucu maddeler olarak mevcut
olabilir. Ornegin, yaygin bir faz transfer katalizorii olan tetrabutilamonyum bromiir,

tributil- ve dibutilamin safsizliklarini i¢erebilir.



2.4.3. Tedarik¢i Kaynaklh Hammaddelerde Kontaminasyon
Baslangic malzemeleri ve hammaddeler dahil olmak iizere tedarik¢i kaynakli
malzemeler kontamine oldugunda nitrozamin safsizliklar1 ortaya cikabilir. FDA, bu

temel nedenden dolay1 asagidaki kontaminasyonlar1 gozlemlemistir:

- Nitrozamin kontaminasyonu, tedarikcilerden sevkiyat sirasinda taze
¢oziiciilerin (orto-ksilen, toluen ve metilen kloriir) depolama kaplar1 arasindaki transferi

sirasinda kontamine oldugunda meydana gelmistir.

- Sodyum nitrit, baz1 baslangi¢c malzemelerinde (sodyum azid gibi) bilinen bir
safsizliktir ve mevcut oldugunda nitrozaminler olusturmak tizere asidik kosullar altinda
aminlerle reaksiyona girebilir. Potasyum nitrat gibi nitrat iceren ham maddeler nitrit

safsizliklar1 igerebilir.

- Ikincil veya iigiinciil aminler, bazi ham maddelerde ve toluen gibi taze

¢oziiciilerde safsizliklar olarak rapor edilmistir.

- Baslangic malzemeleri veya disaridan temin edilen ara {riinler, diger
islemlerde nitrozamin safsizliklarinin {iretildigi yerlerde iiretiliyorlarsa ¢apraz

kontaminasyon nedeniyle risk altinda olabilir.

Hammadde tedarik zincirinin bilinmesi, kontaminasyonun énlenmesinde dnemli
bir faktordiir. Ornegin, etken madde iireticileri, tedarikcilerden temin ettikleri ham veya
baglangic maddelerindeki nitrozamin kontaminasyonunun farkinda olmayabilirler;
iiretim silireci normalde nitrozamin olusumuna elverisli olmayan bir {iretici, tedarikei
kaynakli malzemeye iiretim veya nakliye sirasinda safsizliklar girmis olabilecegini fark

etmeyebilir.

2.4.4. Kirlenme Kaynaklar1 Olarak Geri Kazamlan Coziiciiler, Katalizorler ve
Reaktifler

Coziciiler, reaktifler ve katalizorler gibi geri kazanilmis malzemeler, kalinti
aminlerin (trimetilamin veya diizopropiletilamin gibi) varligi nedeniyle nitrozamin
safsizliklar riski olusturabilir. Geri kazanim iglemi bir sondiirme asamasini igeriyorsa
(yani, kalint1 aziti ayristirmak i¢in kullanilan nitr6z asit), ¢dziicii geri kazanimi sirasinda
nitrozaminler olusabilir. Bu nitrozaminler, geri kazanimin ve akabinde saflastirmanin
nasil gerceklestigine (6rnegin sulu yikamalar veya damitma) bagh olarak, geri kazanilan

malzemelerin i¢ine katilabilirler. Bu, malzeme geri kazaniminda kontaminasyon riskini



daha da artirir. Bu nedenlerle, belirli "diisiik" riskli siireclerle tiretilen ilag etken
maddelerini kullanan baz ilag tiriinlerinin kontamine oldugu tespit edilmistir. FDA, bu

temel nedenden dolay1 asagidaki kontaminasyonlar1 gozlemlemistir:

- Bir iiretim tesisi, ortak coziiciiler kullanan birden fazla sentetik islemle ayni
etken maddeyi iretebilir. Bu sentetik islemlerden herhangi biri nitrozamin tretiyorsa
veya Oncii aminler igeriyorsa, geri kazanim ig¢in gonderilen ¢oziicliler risk altindadir.
Kontrol ve izleme olmaksizin farkli proseslerden veya iiretim hatlarindan gelen geri
kazanilmis c¢oziiclilerin kullanimi nitrozamin safsizliklarina neden olabilir. Geri
kazanilan bir ¢oziicii bu sekilde kirlenirse ve daha sonra bir etken madde iiretmek i¢in
kullanilirsa, etken madde, sentetik yol normalde nitrozamin olusumuna duyarli olmasa

bile kontamine olacaktir.

- Hammaddelerin (6rnegin ¢oziiciiler, reaktifler ve katalizorler) geri kazanimi
genellikle ticiincii taraf yiiklenicilere fason yaptirilir. Ugiincii taraf geri kazamim tesisi,
isledikleri malzemelerin igerigi hakkinda yeterli bilgi almazsa ve yalnizca rutin geri

kazanim stireglerini kullanirsa, bu durum bir risk olusturabilir.

- Miusteriler arasinda veya farkli malzemeler arasinda ekipmanin yeterli
temizliginin yapilmamas1 veya ilgili her bir kirliligi ortadan kaldirabilecegi
dogrulanmamasi durumunda ham maddeler kontamine olabilir. Yetersiz temizlik ve
farkli miisteriler arasinda ortak depolama ekipmanlarinin kullanilmasi nedeniyle orto-
ksilen ve toluenin geri kazanim sirasinda kontamine oldugu bildirilmistir. Farkli
miisterilerden alinan malzemeler geri kazanim i¢in birlestirilmeden 6nce nitrozamin
kontaminasyonunu Onleyecek Onlemler alinmazsa, yetersiz ve dogrulanmamis
temizleme prosediirleri gapraz kontaminasyona da yol agabilir. Ornegin, katalizor tri-N-
biitilkalay kloriir (tri-N-biitilkalay azid kaynagi olarak kullanilir), farkli miisterilerden
gelen bu katalizoriin birlestirilmesi nedeniyle bir tiglincii taraf yiiklenici tesisinde

kontamine olmustur.

2.4.5. Nitrozamin Kirlenme Kaynag Olarak Sondiirme Siireci

Dogrudan ana reaksiyon karigiminda bir sondiirme adimi gergeklestirildiginde
(vani, kalinti aziti ayrigtirmak icin reaksiyon karisimina nitrdz asit eklendiginde)
nitrozamin olusumu riski vardir. Bu, nitr6z asidin iiretim siirecinde kullanilan ham
maddelerdeki artik aminlerle dogrudan temas etmesine izin verir. Nitrozamin

safsizliklari, yerinde yeterli uzaklastirma veya saflastirma islemleri yoksa veya islemler



ilgili belirli safsizliklar1 ortadan kaldirmak icin optimize edilmemisse sonraki adimlara
tagmabilir. Bu, tiim asag1 akis siirecini kirletebilir. Sondiirme islemi, ana reaksiyon
karisiminin diginda yiiriitiilse bile, ana siirece kontamine geri kazanilmig malzemelerin

dahil edilmesi riski vardir.

2.4.6. Siire¢ Optimizasyonu ve Kontrolii Eksikligi

Nitrozamin safsizliklarinin olusumunun bir bagka potansiyel kaynagi, sicaklik,
pH veya reaktiflerin, ara maddelerin veya ¢oziiciilerin eklenmesi sirasi gibi reaksiyon
kosullart uygun olmadiginda veya yetersiz kontrol edildiginde etken maddeler igin
liretim prosesinin optimizasyonunun olmamasidir. FDA, aym etken madde i¢in ayni
tesisteki partiler arasinda ve hatta farkli isleme ekipmanlar1 arasinda reaksiyon

kosullariin biiyiik dl¢iide degistigi ornekleri gormiistiir.

2.4.7. la¢ Uriinlerinde Etken Madde Kontaminasyonu Disindaki Kaynaklardan
Gelen Nitrozamin Safsizliklar

Nitritler, birgok yardimci maddede ppm seviyelerinde rapor edilmis yaygin
nitrozlayici safsizliklardir. Nitrit safsizliklari, yaygin olarak kullanilan bir dizi yardimci
maddede bulunur ve bu, ila¢ {iriinii imalat siireci ve raf odmrii saklama siiresi sirasinda
ilag iiriinlerinde nitrozamin safsizliklarinin olusmasina neden olabilir. fla¢ iiriinii
tireticileri, icme suyunda nitrit ve nitrozamin safsizliklarinin bulunabileceginin de
farkinda olmalidir. Bazi ilag¢ {iriinleri, nitrozamin safsizliklar1 olusturan bozunma
yollarina maruz kalabilir; bu potansiyel olarak ilag iiriiniiniin depolanmasi sirasinda

ortaya ¢ikabilir.

2.5. Nitrozamin Bilesiklerinin Belirlenen Giinliik Alim Limitleri

Nitrozaminlerin limitlerinin hesaplanmasi i¢in medyan toksik doz TD50 (%50
vakada toksisite gosterir) kullanilir. TD50, ICH M7 (R1) tarafindan mutajenik ve
kanserojen safsizliklar i¢in kabul edilebilir alim1 (AI) hesaplamak i¢in kabul edilebilir
asir1 riskin hesaplanmasinda iyi kabul gormiistiir ve iyi tanmnan bir uluslararasi

standarttir.

NDMA i¢in bildirilen TD50 degeri, en hassas tiir olan sigan i¢in 0,096
mg/kg/glin'diir. Kanser i¢in asir1 risk diizeyine yonelik ekstrapolasyon, TD50'yi 50.000'e
(%50 veya 0.5 x 100.000) bolerek teorik olarak 1:100.000 riske neden olan doza
dogrusal geri ekstrapolasyon ile hesaplanir. NDMA i¢in bu, 1,92 ng/kg/giin dozu



anlamina gelir. Viicut agirligi 50 kg olan bir kisi i¢in bu, 96 ng/giin (50 x 1,92 ng) Al
(Kabul edilebilir alim) diizeyi ile sonuglanacaktir. Benzer sekilde NDEA i¢in de 26,5
ng/glin olarak hesaplanir. 8 adet nitrozamin i¢in kabul edilebilir giinlik alim dozlari

Tablo 2-3’de gosterilmistir (15,16,23).

Tablo 2-3: Nitrozaminlerin kabul edilebilir giinliik alim dozlar.

Kabul edilebilir Giinliik

Nitrozamin CAS Numarasi Alim Dozu (ng/giin)
N-nitrozodimetilamin (NDMA) 62-75-9 96,0
N-nitrozodietilamin (NDEA) 55-18-5 26,5
N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA) 16339-04-1 26,5
N-nitrozodiizopropilamin (NDIPA) 601-77-4 26,5
N-nitrozometilamino biitirik asit (NMBA) 61445-55-4 96,0
N-metil-N-nitrozopiperazin (MeNP) 16339-07-4 26,5
N-nitrozodibutilamin (NDBA) 924-16-3 26,5
N-nitrozometilfenilamin (NMPA) 614-00-6 34,3

Giinde nanogram cinsinden kabul edilebilir alim (Al)'ler ve ilag etiketindeki
giinlik miligram cinsinden ilag maddesinin maksimum giinliik dozu (MDD), Denklem
2-1 kullanilarak bireysel ilag {irlinleri i¢in ppm cinsinden maksimum nitrozamin

konsantrasyon sinirlarin1 hesaplamak icin kullanilabilir.

Nitrozaminlere maruz kalma ilacin MDD'si ile ilgili oldugundan, degerlendirilen
her ilag {iriinii icin farkli nitrozamin konsantrasyonlar: kabul edilebilir. Tlag

tirinlerindeki kabul edilebilir konsantrasyon Denklem 2-1 kullanilarak hesaplanabilir.

Kabul edilebilir giinlitk alim (Al ng/giin)

Tlag tiriiniiniin maksimum giinlikk dozu (MDD, mg/giin) (2-1)

Kabul edilebilir maksimum alim limiti (ppm)=

Ornegin, maksimum giinliik dozu 300 mg olan bir ila¢ iiriinii icin NDMA

hesaplamasi su sekilde olacaktir:

96 ng (FDA ve EMA tarafindan tanimlandig: gibi) / 300 mg (maksimum giinliik
doz) = 0,32 ppm



Referans olarak, giinde 96 nanograma veya bu 6rnekteki ilaca 6zgii 0,32 ppm’e
kadar NDMA tiiketilmesi, 6miir boyu maruz kalmaya dayali olarak insan alimi i¢in

makul Slgiide giivenli kabul edilir.

Bir ilag tirliniinde 2 ya da daha fazla nitrozamin tespit edilirse toplam nitrozamin
limitinin hesaplanmasi gerekir. Bu limit en giiglii nitrozamin kullanilarak elde edilen
limitden daha fazla olamaz. MDD'si 300 mg olan bir ilag tiriininde NDMA ve NDEA

tespit edildigini varsayarsak toplam safsizlik limiti su sekilde hesaplanacaktir:

Toplam Safsizliklar Limiti (ppm cinsinden) = en giiclii nitrozaminin Al'si (yani
26,5 )/ MDD (300 mg)

Toplam Safsizliklar Limiti (ppm) = 26,5/300 = 0,088 ppm

Bitmis ilag tiriinii ve hammaddelerde nitrozaminler Denklem 2-2 ile hesaplanir.
C: Numune analizi sonucu cihazdan elde edilen konsantrasyon

V: Numune hazirlanirken kullanilan ¢6ziicti hacmi

W: Tartim alinan numunedeki etkin madde agirligi

CxV

ppm = 2-2)

2.6. Nitrozaminler I¢in Literatiirdeki Analiz Yontemleri

2.6.1. LC-MS/MS ile Yapilmis Calismalar

Chang SH. ve arkadaslar1 sartan ilaglarinda (valsartan, losartan, irbesartan,
olmesartan ve kandesartan) N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodimetilamin
(NDMA), N-nitrozodipropilamin (NDPA), N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA), N-
nitrozodiizopropilamin (NDiPA), N-nitrozodietanolamin (NDELA), N-nitrozomorfolin
(NMOR), N-nitrozopirrolidin =~ (NPYR),  N-nitrozopiperidin ~ (NPIP),  N-
nitrozodiizopropanolamin (NDiPLA), N-nitrozo-N-metil-4-aminobiitirik asit (NMBA),
N-nitrozometiletilamin (NMEA) gibi 12 nitrozamin safsizligini tayin etmek igin bir
HPLC-MS/MS (APCI) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayi su iginde
%0,1 formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve asetonitril:metanol (2:8) iginde %0,1
formik asit ile hazirlanmis mobil faz B’nin karisimi kullanarak gradiyent akis ile bir
Xselect HSS T3 kolonunda (15 cm x 3 mm, 3,5 um) elde etmislerdir. 12 nitrozamin igin

tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin sinirlarin1 (LOQ) sirasiyla 20 ng/g ve 50 ng/g olarak



bulmuslardir. 12 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %80-120 arasinda, kesinlik
degerlerini %20 bulmuslardir (28).

Khorolskiy M. ve arkadaslari sartan ilaglarinda (valsartan, losartan ve irbesartan)
N-nitrozodimetilamin (NDMA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozometilamino
biitirik asit (NMBA) ve N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA) gibi 4 nitrozamin
safsizligmi tayin etmek ic¢in bir HPLC-MS/MS (APCI) yontemi gelistirmislerdir.
Kromatografik ayirmayr 10 mM amonyum format sulu ¢ozeltisinde %0,1 formik asit ile
hazirlanmis mobil faz A ve metanolde %0,1 formik asit ile hazirlanmig mobil faz B’nin
karisimi kullanarak gradiyent akis ile 0,4 mL/dk akis hizinda Poroshell 120 EC-C18 (50
X 3,0 mm, 2,7 um) kolonunda elde etmislerdir. 4 nitrozamin i¢in tespit siirlart (LOD)
ve tayin sinirlarin1 (LOQ) sirasiyla 0,2 ng/mL ve 0,4 ng/mL olarak bulmuslardir. 4
nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %90,3 ile %101,1 arasinda, kesinlik degerlerini
%1,86 ile %6,87 arasinda bulmuslardir (29).

James M. ve arkadaslar valsartan ilacinda N-nitrozodimetilamin (NDMA), N-
nitrozodietilamin ~ (NDEA),  N-nitrozoetilizopropilamin ~ (NEIPA),  N-nitrozo-
diizopropilamin  (NDIPA), N-nitrozo-N-metil-4-aminobiitirik asit (NMBA), N-
nitrozodibutilamin (NDBA), N-nitrozometilfenilamin (NMPA), N-nitrozodipropilamin
(NDPA) gibi 8 nitrozamin safsizligin1 tayin etmek igin bir QTRAP 6500+ HPLC-
MS/MS (APCI) yontemi gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirmayi sulu ¢ozeltide %0,1
formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve metanolde %0,1 formik asit ile hazirlanmig
mobil faz B’nin karigimi kullanarak gradiyent akis ile 0,5 mL/dk akis hizinda Avantor
ACE UltraCore C18 (100 x 2,1 mm, 3,5 um) kolonunda elde etmislerdir. 8 nitrozamin
icin tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin sinirlarin1 (LOQ) sirasiyla 0,001-0,040 ng/mL ve
0,004-0,134 ng/mL olarak bulmuslardir. 8 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %94,18
ile %105,92 arasinda, kesinlik degerlerini %0,38 ile %7,57 arasinda bulmuslardir (30).

Luo F. ve arkadaslar1 antikor ilaglarinda (monoklonal antikor) NDMA, NDEA,
NDIPA, NMPA, NDBA, NMOR, NDPA, NPIP, NPYR, NDIBA, MeNP, NMBA ve
NEIPA gibi 13 nitrozamin safsizligin1 tayin etmek i¢in bir HPLC-MS/MS (APCI)
yontemiyle birlestirilmis bir salting-out sivi-sivi ekstraksiyonu (SALLE) yontemi
gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirmayr su c¢ozeltisinde %0,1 formik asit ile
hazirlanmis mobil faz A ve metanolde %0,1 formik asit ile hazirlanmis mobil faz B’nin
karisimi kullanarak gradiyent akis ile 0,4 mL/dk akis hizinda ZORAX Eclipse Plus C18



(3,0 x 100 mm, 1,8 pm) kolonunda elde etmislerdir. 13 nitrozamin igin tespit sinirlar
(LOD) ve tayin smirlart (LOQ) sirasiyla 0,005-0,050 pg/L ve 0,5 pg/L’dir. 13
nitrozamin i¢in dogruluk degerlerinini %75,4-114,7 arasinda, kesinlik degerleri
%13,2’den kiigiik bulmuslardir (31).

Baksam VK. ve arkadaslari bir antikoagiilan ilacinda (Rivaroxaban) N-(2-
hidroksietil)-N-fenilnitroz amid nitrozamin safsizligin1 tayin etmek ig¢in bir UHPLC-
MS/MS (ESI) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmay1 su ¢ozeltisinde %0,1
formik asit ve metanolden olusan isokratik akis ile 0,6 mL/dk akis hizinda VD-
Spher100 C18 E (150 mm x 4,6 mm, 3 um) kolonunda elde etmislerdir. Nitrozamin i¢in
tespit simirlarnn (LOD) ve tayin smirlarim (LOQ) sirasiyla 0,045 ng/mL ve 0,15
ng/mL’dir. Nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %97,5 ile %100,2 arasinda, kesinlik
degerlerini %5°den daha az bulmuslardir (32).

Yin M. ve arkadaslar1 metronidazol benzoat farmasotiklerinde NDMA, NMBA,
NDBA, NDIPA, NEIPA ve NDEA gibi 6 nitrozamin safsizligin1 tayin etmek icin bir
HPLC-MS/MS (APCI) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayr su
¢ozeltisinde %0,1 formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve metanolde %0,1 formik
asit ile hazirlanmig mobil faz B’nin karigimi kullanilarak gradiyent akis ile 0,5 mL/dk
akis hizinda bir CQUITY HPLC HSS T3 (100 x 3,0 mm, 1,8 um) kolonunda elde
etmislerdir. 6 nitrozamin igin tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ) sirasiyla
0,22-0,80 ng/ml ve 0,33-1,20 ng/ml’dir. 6 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %84 ile
%097 arasinda, kesinlik degerlerini %1,7 ile %4,2 arasinda bulmuslardir (33).

Tay KSJ. ve arkadaslar1 tibbi {irlinlerde (valsartan, losartan ve ranitidine) N-
nitrozodimetilamin (NDMA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodiizopropilamin
(NDIPA), N-etil-N-nitrozoisopropilamin (NEIPA) ve N-nitrozo-di-n-butilamin (NDBA)
gibi 5 nitrozamin safsizligini tayin etmek i¢in bir UPLC-MS/MS (APCI) yontemi ile
birlestirilmis yeni bir dispersif inkliizyon kompleks mikro ekstraksiyon (DICM)
yaklagimi gelistirmislerdir. DICM prosediirleri, nitrozaminleri ekstrakte etmek i¢in bir
inkliizyon kompleksi ajanm1 olarak siklodekstrin kullanan bir dispersif sivi faz mikro
ekstraksiyon adimlarindan olusur. Kromatografik ayirmayr suda 2 mM amonyum
format ile %0.1 formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve metanolde 2 mM amonyum
format ile %0.1 formik asit ile hazirlanmis mobil faz B’nin karisimi kullanilarak
gradiyent akis ile Waters Acquity UPLC HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um) kolonunda



elde etmislerdir. 5 nitrozamin igin tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin smirlar1 (LOQ)
sirasiyla 0,011-0,200 ng/mL ve 0,036-0,500 ng/mL’dir. 5 nitrozamin i¢in dogruluk
degerlerini %96 ile %105 arasinda, kesinlik degerlerini %0,5 ile %5,8 arasinda
bulmuslardir (34).

Xie B ve arkadaglar sartan ilaglarinda (kandesartan, olmesartan, irbesartan ve
valsartan) n-nitrozo-n-metil-4-aminobiitirik asit (NMBA) nitrozamin safsizligini tayin
etmek i¢in bir HPLC-MS/MS (APCI) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik
ayirmayl su ¢oOzeltisinde %0,2 formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve
metanol:asetonitril (20:80) karisimindan olusan mobil faz B’nin karigimi kullanilarak
gradiyent akis ile Kromasil C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um) kolonunda elde etmislerdir.
nitrozamin igin tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin smirlart (LOQ) sirasiyla 0,9 ng/mL ve 3
ng/mL’dir. Nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %89,9 ile %115,7 arasinda, kesinlik
degerlerini %5,0'in altinda bulmuslardir (35).

Gopireddy RR. ve arkadaslar1 sartan ilaglarinda (azilsartan, valsartan,
telmisartan, olmesartan, losartan ve irbesartan) N-nitrozodimetilamin (NDMA), N-
nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozoetilizopropilamin (NIPEA), N-nitrozo-nmetil-4-
aminobiitirik  asit (NMBA)  N-nitrozo-diizopropilamino  (NDIPA) ve N-
nitrozodibiitilamin (NDBA) gibi 6 nitrozamin safsizligini tayin etmek i¢in bir HPLC—
MS/MS (APCI) yontemi gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirmay1 su ¢ozeltisinde %0,1
formik asit ile hazirlanmis mobil faz A ve metanolde %0,1 formik asit ile hazirlanmig
mobil faz B’nin karisimi kullanilarak gradiyent akis ile 0,5 mL/dk akis hizinda
Poroshell HPH-C18 (150 x 4,6 mm, 2,7 um) kolonunda elde etmislerdir. 0,003
ppm'den daha diisiik bir Ol¢lim limiti ile alti nitrozamin safsizliginin timi igin
regresyon katsayist > 0,999 olan 0,009-0,045 ppm'lik iyi bir dogrusallik araligiyla iyi
S/N oranlar1 verdigini bulmuslardir. Yontem geri kazanimlarini {i¢ agsamali numune

hazirlama kullanilarak %80-120 arasinda bulmuslardir (36).

Wang Z. ve arkadaglar1 sitagliptin fosfat monohidrat aktif farmasétik bileseninde
7-nitrozo-3-(triflorometil)-5,6,7,8-tetrahidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin (NTTP)
nitrozamin safsizligini  tayin etmek i¢in bir HPLC-MS/MS (ESI) yontemi
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmaur 10 mM amonyum format sulu ¢ozeltisinden
olusan mobil faz A ve asetonitrilden olusan mobil faz B’nin karisimi kullanilarak

gradiyent akis ile 0,4 mL/dk akis hizinda ZORBAX SB-C18 (150 x 4,6 mm, 1,8 um)



kolonunda elde etmislerdir. NTTP i¢in tespit sinirlar1 (LOD) ve tayin sinirlar1 (LOQ)
sirasiyla 0,037 ppm ve 0,098 ppm’dir. NTTP igin dogruluk degerlerini %80,83 ile
%107,81 arasinda, kesinlik degerlerini %0,28 ile %3,89 arasinda bulmuslardir (37).

Mavis ME. ve arkadaglari sartan ilaglarinda (valsartan ve irbesartan) N-
nitrozodimetilamin (NDMA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodiizopropilamin
(DIPNA), N-nitrozoetilizopropilamin (EIPNA), N-nitrozometilfenilamin (NMPhA), N-
nitrozodibutilamin (NDBA), N-nitrozo-N-metil-4 aminobiitirik asit (NMBA), N-
nitrozoetilmetilamin (NMEA), N-izopropilmetilnitrozamin (NMIPA), N-
nitrozopiperidin (NPIP), N-nitrozopirrolidin (NPyR) gibi 11 nitrozamin safsizligini
tayin etmek i¢in atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon kaynakli eslestirilmis sivi
kromatografi  tandem  kiitle  spektrometresi  (LC-APCI-MS/MS)  yontemi
gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayi su i¢inde %0,2 formik asit ile hazirlanmis
mobil faz A ve metanolden olusan mobil faz B’nin karisimi kullanilarak gradiyent akis
ile 0,6 mL/dk akis hizinda bir poroshell HPH C18 (4,6 x 150 mm, 2,7 pm) kolonunda
elde etmislerdir. 11 nitrozamin i¢in tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla
0,001-0,008 ppm ve 0,008-0,05 ppm arasinda idi. 11 nitrozamin i¢in dogruluk
degerlerini API'ler igin %73,1-115,2 arasinda, bitmis iiriinler i¢in %80,2-128,5 arasinda,
kesinlik degerlerini API'ler igin %11,3’den kiigiik, bitmis tiriinler i¢in %10,6’dan kiigiik
bulmuslardir (38).

Literatiirde LC-MS/MS cihazi ile farmasétik preparatlarda yapilmis calismalar
Tablo 2-4°‘de 6zetlenmistir.

Tablo 2-4: LC-MS/MS cihazi ile farmasoétik preparatlarda yapilmis ¢alismalar

Kaynak . Farmasotik . . LOD LOQ
No Cihaz Preparat Nitrozamin (ng/mL) (ng/mL)
Valsartan NDEA, NDMA, NDPA,

Losartan NEIPA, NDiPA,
28 HPL(i'P'\é?)/ MS| jrbesartan |NDELA, NMOR, NPYR, 20 50
Olmesartan | NPIP, NDiPLA, NMBA,
Candesartan NMEA
Valsartan
29 HPLC-MS/MS Losartan NDMA, NDEA, NMBA 02 04
(APCI) [rbesartan NEIPA ’ ,
NDMA, NDEA, NEIPA,
30 %Tsm (F"APP'ECI)' Valsartan | NDIPA, NMBA. NDBA. | 0,001-0,040 | 0,66-1,33
NMPA, NDPA




NDMA, NDEA, NDIPA,

(SALLE) Antikor ilag | NMPA, NDBA, NMOR,
31 HPLC-MS/MS | (monoklonal NDPA, NPIP, NPYR, | 0,005-0,050 0,5
(APCI) antikor) NDIBA, MeNP, NMBA,
NEIPA
Antikoagiilan . e
30 UHPLC- ilac N-(Z-r_nd_rok3|etll_)-N- 0,045 0,15
MS/MS (ESI) . fenilnitroz amid
(Rivaroxaban)
HPLC-MS/MS | Metronidazol | NDMA, NMBA, NDBA,
33 (APCI) benzoat NDIPA, NEIPA, NDEA 0,22-0,80 | 0,33-1,20
(DICM) Valsartan, )
34 UPLC-MS/MS Losartan NDMNAI‘E’IEAD\E,\'?‘[’)SEIPA’ 0,011-0,200 %%30%
(APCI) Ranitidine ’ ’
Kandesartan
HPLC-MS/MS | Olmesartan
3 (APCI) Irbesartan NMB& 0.9 3
Valsartan
Azilsartan
Valsartan
36 HPLC-MS/MS | Telmisartan | NDMA, NDEA, NIPEA, 3 9
(APCI) Olmesartan | NMBA, NDIPA, NDBA
'Losartan
Irbesartan
Sitagliptin
fosfat
HPLC-MS/MS | monohidrat
37 (ESI) akif NTTP 37 98
farmasotik
bileseninde
NDMA, NDEA, DIPNA,
38 HPLC-MS/MS Valsartan EIPNA, NMPhA, 18 8-50
(APCI) Irbesartan NDBA, NMBA, NMEA,

NMIPA, NPIP, NPyR

2.6.2. GC MS ile Yapilan Analizler

potasyum, olmesartan ve kandesartan), metformin ve

ranitidin

Lim HH. ve arkadaglar1 sartan (valsartan, irbesartan, fimasartan, rosartan

ilaglarinda N-

nitrozodimetilamin (NDMA) ve N-nitrozodietilamin'in (NDEA) gibi 2 nitrozamin

safsizligimi tayin etmek icin bir gaz kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi (GC-

MS/MS) yontemi gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirmayi bir DB-624 kapiler kolon

(60 m x 0,25 mm i¢ cap ve 1,4 um film kalinlig1) tizerinde tasiyic1 gaz olarak helyum




gazinin 1,2 mL/dakikalik sabit akisinda splitless modunda enjekte edilerek, GC firin
sicaklik programinin baslangigta 38°C’de 3 dakika tutulup daha sonra dakika da 15°C
artisla 230°C’ye getirilip bu sicaklikta 10 dakika tutularak elde etmislerdir.
Nitrozaminler i¢gin LOD ve LOQ sirasiyla 0,3-0,07 pg/kg ve 0,9-0,3 pg/kg idi.
Nitrozaminler i¢in dogruluk degerlerini %93,6-105 arasinda, kesinlik degerlerini
%0,4-4,2 arasinda bulmuslardir (39).

Liu J. ve arkadaslar1 sartan ilaglarinda (candesartan cilexetil, olmesartan
medoxomi, irbesartan ve valsartan) N-nitrozodimetilamin  (NDMA), N-
nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodibutilamin (NDBA) ve N-nitrozodiizopropilamin
(NDIPA) gibi 4 nitrozaminin safsizligin1 eszamanl olarak belirlenmesi igin ¢oklu
reaksiyon izleme modu ile bir GC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik
ayirmayi bir Agilent VF-Wax ultra inert kapiler kolon (30 m x 0,25 mm i¢ ¢ap ve 1 um
film kalinlig1) tizerinde tastyici gaz olarak helyum gazinin 1 mL/dakikalik sabit akisinda
splitless modunda 1 pL enjekte edilerek, GC firmn sicaklik programinin baslangigta
40°C’de 0,5 dakika tutulup daha sonra dakika da 20°C artigla 200°C’ye getirilip ve
sonunda dakika da 40°C artisla 240°C’ye getirilip bu sicaklikta 3 dakika tutularak elde
etmiglerdir. 4 nitrozamin i¢in LOD ve LOQ sirasiyla 0,002-0,150 ppm ve 0,008-0,500
ppm idi. 4 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %87,68-123,76 arasinda, kesinlik
degerlerini %9,15’den az olarak bulmuslardir (40).

Chang S. ve arkadaslar1 sartan ilaglarinda (azilsartan medoxomil, kandesartan
cilexetil, irbesartan, losartan, olmesartan medoxomil, telmisartan ve valsartan) N-
nitrozodibiitilamin (NDBA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodimetilamin
(NDMA), N-nitrozodipropilamin (NDPA), N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA), N-
nitrozodiizopropilamin (NDiPA), N-nitrozomorfolin (NMOR), N-nitrozodifenilamin
(NDPhA), N-nitrozopiperidin  (NPIP), N-nitrozodiizobiitilamin (NDiBA), N
nitrozodisikloheksilamin  (NDCHA), N-nitrozodiisononilamin (NDINA) ve N-
nitrozometiletilamin (NMEA) gibi 13 nitrozamin safsizligin1 es zamanl tayin etmek
igin bir GC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayi bir DB-Wax
ultra inert kapiler kolonu (30 m x 0,25 mm i¢ ¢ap ve 0,25 pm film kalinlhig) tizerinde
tasiyic1 gaz olarak helyum gazinin 1 mL/dakikalik sabit akisinda splitless modunda 2
uL enjekte edilerek, GC firin sicaklik programinin baslangicta 80°C’de 3 dakika tutulup
daha sonra dakika da 20°C artigla 250°C’ye getirilip bu sicaklikta 3 dakika tutularak



elde etmislerdir. 13 nitrozamin igin LOD ve LOQ sirasiyla 15-250 ng/g ve 50-250 ng/g
idi. 13 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini %91,4-104,8 arasinda, kesinlik degerlerini
%0,5—-12,2 arasinda bulmuslardir (41).

Gimenez-Campillo C. ve arkadaslari ranitidin ilaglarinda (150 mg ve 300 mg)
N-nitrozodi-n-biitilamin (NDBA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-nitrozodimetilamin
(NDMA), N-nitrozodifenilamin (NDPhA), N-nitrozodi-n-propilamin (NDPA), N-
nitrozometiletilamin (NMEA), N-nitrozomorfolin (NMOR), N-nitrozopiperidin (NPIP)
ve N-nitrozopirrolidin (NPYR) gibi 9 nitrozamin safsizligin1 es zamanli tayin etmek igin
bir Dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyon Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(DLLME GC-MS) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayi bir HP-5MS ultra
inert kapiler kolonu (30 m x 0,25 mm i¢ ¢ap ve 0,25 um film kalinlig1) tizerinde tasiyici
gaz olarak helyum gazinin 1 mL/dakikalik sabit akisinda splitless modunda 2 pL
enjekte edilerek, GC firin sicaklik programinin baslangigta 50°C’de 3 dakika tutulup
daha sonra dakika da 20°C artigla 80°C’ye getirilip bu sicaklikta 2 dakika tutulup daha
sonra dakika da 5°C artigla 100°C’ye getirilip bu sicaklikta 2 dakika tutulup ve son
olarak dakika da 35°C artigla 280°C’ye getirilip bu sicaklikta 2,36 dakika tutulup elde
etmislerdir. 9 nitrozamin i¢in LOD ve LOQ sirastyla 0,07-6,6 ng/g ve 0,21-21 ng/g idi.
9 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini en diisiik seviye i¢in %80,2-102 (n=36) ve en
yiiksek seviye i¢in %94,7-105 (n=36) arasinda, kesinlik degerlerini %3,7—12 arasinda
bulmuslardir (42).

Lee DH. ve arkadaslar 3 gesit ilag da (ranitidine, nizatidine ve metformin) N-
nitrozodimetilamin (NDMA) safsizliginin1 tayin etmek i¢in bir ¢dzilicli igermeyen bir
headspace gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi  (SF-HS-GC/MS)  yontemi
gelistirmiglerdir. NDMA i¢in LOQ 5 ng/g idi. NDMA ig¢in dogruluk degerlerini
%92,77-106,54 arasinda, kesinlik degerlerini %5,94’iin altinda bulmuslardir (43).

Wichitnithad W. ve arkadaglari losartan potasyum aktif farmasotik bileseninde
N-nitrozodimetilamin (NDMA), N-nitrozodietilamin (NDEA), N-
nitrozodiizopropilamin (DIPNA) ve N-nitrozoetilizopropilamin (EIPNA) gibi 4
nitrozamin safsizlifin1 es zamanl tayin etmek icin bir Headspace gaz kromatografisi-
kiitle spektrometrisi (HS-GC/MS) yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmay1 bir
SH-Rtx-Wax kolonu (30 m x 0,32 mm i¢ ¢ap ve 1 um film kalinlig1) iizerinde tasiyici
gaz olarak helyum gazinin 2 mL/dakikalik sabit akisinda split modunda (3:1) 1 pL



enjekte edilerek, GC firin sicaklik programinin baslangicta 40°C’de 2 dakika tutulup
daha sonra dakika da 20°C artisla 240°C’ye getirilip bu sicaklikta 3,5 dakika tutularak
elde etmislerdir. 4 nitrozamin i¢in LOD ve LOQ sirasiyla 5-25 ppb ve 25-50 ppb idi. 4
nitrozamin i¢in dogruluk sapma degerlerini %-7,04 ile 7,25 arasinda, kesinlik

degerlerini %0,4 ile 11,5 arasinda bulmuslardir (44).

Witkowska AB. ve arkadaslar1 aktif farmasotik bilesenlerde (silostazol, sunitinib
malat ve olmesartan medoksomil) NDMA, NMEA, NDEA, NDBA, NMOR, NPYR,
NPIP, NDPA ve N-methyl-npz gibi 9 nitrozamin safsizligini1 es zamanli tayin etmek igin
elektron iyonizasyonu ve mikro ekstraksiyon ile bir GC-MS yontemi gelistirmislerdir.
Kromatografik ayirmay1 bir Agilent VF-WAXms polietilen glikol kolonu (30 m x 0,32
mm i¢ ¢ap, 1,0 um film kalinlig1) lizerinde tasiyici gaz olarak helyum gazinin 2,1
mlL/dakikalik sabit akisinda splitless modunda, GC firin sicaklik programinin
baslangigta 75°C’de 2 dakika tutulup daha sonra dakika da 9°C artigla 200°C’ye
getirilip bu sicaklikta 2 dakika tutulup son olarak dakika da 15°C artigla 240°C’ye
getirilip bu sicaklikta 3 dakika tutulup elde etmislerdir. 9 nitrozamin igin LOD ve LOQ
sirasiyla 0,15-1,00 ng/mL ve 21,6 ng/mL idi. 9 nitrozamin i¢in dogruluk degerlerini
%94,09-111,22 arasinda, kesinlik degerlerini < %7,65 olarak bulmuslardir (45).

2.6.3. HPLC-UV ve HPLC-FLD ile Yapilan Analizler

Boczar D. ve arkadaslari enalapril maleat aktif farmasotik bileseninde N-
nitrozodimetilamin  (NDMA) ve N-nitrozodietilamin (NDEA) gibi 2 nitrozamin
safsizligimi tiirevlendirme yoluyla (dansil kloriir veya florenilmetoksikarbonil kloriir)
yart kantitatif tayini i¢in bir florimetrik dedektére sahip HPLC-FLD yontemi
gelistirmistirler. Nitrozaminler i¢in LOQ NDMA ig¢in 0,038 pg/g ve NDEA i¢in 0,050
pg/g'dir. Nitrozaminler i¢in dogruluk degerlerini NDMA igin %74,2 + %4,2 ile %101,6
+ %16,1 ve NDEA icin %90,6 = %2,9 ile %1254 + %7,4 araliginda, kesinlik
degerlerini %10’un altinda bulmuslardir (46).

Tsanaktsidou E. ve arkadaslari lisinopril aktif farmasétik bileseninde N-
nitrozodimetilamin (NDMA) ve N-nitrozodietilamin (NDEA) gibi 2 nitrozamin
safsizligin1 kolon Oncesi denitrozasyon ve tiirev prosediirii kullanilarak (dansil kloriir)
tayini i¢in florimetrik dedektore sahip bir HPLC-FLD yontemi gelistirmislerdir.
Kromatografik ayirmayr 20 mM pH 2,8 fosfat tamponu ve asetonitrilin (55/45 v/v)
karigtmi kullanilarak 1 mL/dk akis hizinda LC-C18 DB (250 x 4,6 mm 5,0 pum)



kolonunda HPLC-FLD (Aem/Aem = 340/530) kullanarak elde etmislerdir. 2 nitrozamin
icin LOD ve LOQ sirasiyla 4,7-40 ng/mLve 14,4-130 ng/mL’dir. 2 nitrozamin i¢in
dogruluk degerlerini %90,3 ile %108,4 arasinda, kesinlik degerlerini %1,4 ile %13,4

arasinda bulmuslardir (47).

Abd El-Hay SS. ve arkadaslar1 losartan ve valsartan ilaglarinda N-
nitrozodietilamin’in (NDEA) uygun maliyetli, yesil HPLC tayini i¢in bir HPLC-UV
yontemi gelistirmislerdir. Kromatografik ayirmayr 20 mM pH 7,2 amonyum asetat
tamponu ve etanoliin gradiyent eliisyonu ile 0,8 mL/dk akis hizinda bir RP-C18
kolonunda 230 nm UV dalga boyunda elde etmislerdir. NDEA i¢in LOD ve LOQ
sirastyla 0,2 ve 0,5 pg/ml’dir. NDEA igin dogruluk degerlerini %98,8 ile %102,2
arasinda, kesinlik degerlerini %100,4 ile %101,9 arasinda bulmuslardir (48).



3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 2021 ve 2023 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya anabilim dali arastirma laboratuvarinda ve Istanbul
Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi biyoanalitik laboratuvarinda

yapilmustir.

3.1. Kullamlan Kimyasallar ve Materyaller

3.1.1. Referans Standartlar
Metot gelistirme ve validasyon ¢alismalari sirasinda asagida listelenen referans
standartlar kullanilmistir. Kullanilan referans standartlara ait detayli bilgiler Tablo 3-

1’de gosterilmistir.

Tablo 3-1: Referans standartlar

Referans Standartlar Uretici §::ll:i?lm ISS;ISE?]
N-nitrozodimetilamin (NDMA) TRC Analit -20°C
N-nitrozodietilamin (NDEA) TRC Analit -20°C
N-nitrozoetilizopropilamin (NEIPA) TRC Analit -20°C
N-nitrozodiizopropilamin (NDIPA) TRC Analit -20°C
N-nitrozometilamino biitirik asit (NMBA) TRC Analit -20°C
N-metil-N-nitrozopiperazin (MeNP) TRC Analit -20°C
N-nitrozodibutilamin (NDBA) TRC Analit -20°C
N-nitrozometilfenilamin (NMPA) TRC Analit -20°C

3.1.2. Ekipmanlar
Metot gelistirme ve validasyon calismalar1 sirasinda kullanilan ekipmanlar
Tablo 3-2’de gosterilmistir.



Tablo 3-2: Ekipmanlar

Ekipman Uretici - Model

Kiitle Dedektorii Agilent Triple Quad 6460 QQQ
HPLC Agilent 1260 Infinity

Bilgisayar Yazilimi Mass Hunter B.06.00

Analitik Kolon Inertsil ODS-3 5um 4,6x250mm

3.1.3. Destek Ekipmanlar
Metot gelistirme ve validasyon c¢alismalari sirasinda kullanilan destek

ekipmanlar: Tablo 3-3’de gosterilmistir.

Tablo 3-3: Destek ekipmanlari

Destek Ekipmani Uretici - Model

Hassas Terazi Ohaus Explorer EX224

Saf Su Sistemi Merck Milli-Q Integral 3

Ultrasonik Banyo Jeiotech Lab Companion

Santrifiij Cihaz1 Sigma 3-16KL

Vorteks Cihazi IKA MS3 basic

Otomatik Pipetler Eppendorf 10-100 uL, 20-200 uL, 100-1000 uL ve 0,5-5 mL
Pipet Uglar Diamond-D5000, D1000, D200

Polipropilen Tiip ve Kapaklar1 ~ IsoLab, 10 mL

Balon Joje IsoLab 3.3 Boroslikat
Siringa Hayat
Siringa Ucu Filtre Nagel MC 0,22 um

Otoornekleyici Vialleri, ]
. Agilent
Insertleri ve Kapaklart




3.1.4. Kimyasallar
Metot gelistirme ve validasyon calismalari sirasinda kullanilan kimyasallar

Tablo 3-4’de gosterilmistir.

Tablo 3-4: Kimyasallar

Kimyasallar Marka Lot No
Asetonitril LC-MS ISOLAB SS0203312ALQ
Metanol LC-MS ISOLAB AR0900501AKQ
Asetik Asit %99,8-100,5 Sigma Aldrich STBJ6236
Formik Asit %98-100 Sigma Aldrich STBJ5931

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi
%0, 1 'lik Asetik Asit Cozeltisi: 500 mL’lik balon jojede bir miktar saf su tizerine
500 pL asetik asit ilave edilir. Vortekslenerek saf su ile 500 mL’ye tamamlanir. Mobil

faz sisesine aktarilir, 10 dakika ultrasonik banyoda degaze edilir ve sisteme baglanir.

%0, 1 'lik Formik Asit Cozeltisi: 500 mL’lik balon jojede bir miktar saf su iizerine
500 uL formik asit ilave edilir. Vortekslenerek saf su ile 500 mL’ye tamamlanir. Mobil

faz sisesine aktarilir, 10 dakika ultrasonik banyoda degaze edilir ve sisteme baglanir.

Asetonitril ve Metanol: 1000 mL asetonitril ve metanol mobil faz siselerine

alinir, 10 dakika ultrasonik banyoda degaze edilir ve sisteme baglanir.

3.2.2. Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.2.1. Nitrozamin Ana Stok 1 Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Metot gelistirme ve validasyon c¢alismalari sirasinda kullanilmak tizere ana stok
1 ¢ozeltileri, nitrozamin standart ¢dzeltilerinin, asetonitril ile asagidaki Tablo 3-5’de

belirtilen oranlarda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.



Tablo 3-5: Nitrozamin ana stok 1 ¢6zeltilerinin hazirlanis

Cozelti Adi Standart Alman Final Finql Saklama
Konsantrasyonu Hacim Konsantrasyonu Hacim  Kosulu
NDMA-AS1 5000 pg/mL 50 uL 50 pg/mL 5mL +4°C
NDEA-AS1 5000 pg/mL 50 uL 50 pg/mL 5mL +4°C
NEIPA-AS1 10000 pg/mL 50 uL 100 pg/mL 5mL +4°C
NDIPA-AS1 5000 pg/mL 50 uL 50 pg/mL 5mL +4°C
NMBA-AS1 1000 pg/mL 50 uL 10 pg/mL 5mL +4°C
MeNP-AS1 10000 pg/mL 50 L 100 pg/mL 5mL +4°C
NDBA-AS1 2000 pg/mL 50pL 20 pg/mL 5mL +4°C
NMPA-AS1 25000 pg/mL 50pL 250 pg/mL 5mL +4°C

3.2.2.2. Nitrozamin Seyreltik Stok 1 Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Metot gelistirme ve validasyon ¢alismalari sirasinda kullanilmak iizere seyreltik
stok 1 ¢ozeltileri, nitrozamin ana stok 1 ¢ozeltilerinin, asetonitril ile asagidaki Tablo 3-

6’da belirtilen oranlarda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.



Tablo 3-6: Nitrozamin seyreltik stok 1 ¢6zeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Adi Ana Stok 1 Alman  Final Final Saklama
Konsantrasyonu Hacim  Konsantrasyonu Hacim  Kosulu

NDMA-SS1 50 pg/mL 50 uL 0,5 pg/mL 5mL +4°C

NDEA-SS1 50 pg/mL 50 uL 0,5 pg/mL 5mL +4°C
100 pg/mL 500 uL 10 pg/mL

NEIPA-SS1 He : He 5mL +4°C
10 pg/mL 250 uL 0,5 pg/mL

NDIPA-SS1 50 pg/mL 50 uL 0,5 pg/mL 5mL +4°C

NMBA-SS1 10 pg/mL 250 uL 0,5 pg/mL 5mL +4°C
100 pg/mL 500 uL 10 pg/mL

MeNP-SS1 b : he/ 5mL +4°C
10 pg/mL 250 uL 0,5 pg/mL

NDBA-SS1 20 pg/mL 125uL 0,5 pg/mL 5mL +4°C
250 pg/mL 200 L 10 pg/mL

NMPA-SS1 He : He 5mL +4°C
10 pg/mL 250 u. 0,5 pg/mL

3.2.2.3. Nitrozamin Seyreltik Stok 2 Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Metot gelistirme ve validasyon calismalar sirasinda kullanilmak {izere seyreltik
stok 2 ¢ozeltileri, nitrozamin seyreltik stok 1 ¢ozeltilerinin, asetonitril ile asagidaki

Tablo 3-7°de belirtilen oranlarda seyreltilmesiyle hazirlanmstir.



Tablo 3-7: Nitrozamin seyreltik stok 2 ¢6zeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Adi Seyreltik Stok 1 Alm_an Final Finql Saklama
Konsantrasyonu Hacim Konsantrasyonu Hacim  Kosulu
NDMA-SS2 0,5 pg/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL +4°C
NDEA-SS2 0,5 pg/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL + 4°C
NEIPA-SS2 0,5 pg/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL + 4°C
NDIPA-SS2 0,5 ug/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL + 4°C
NMBA-SS2 0,5 pg/mL 500 L 50 ng/mL 5mL +4°C
MeNP-SS2 0,5 pg/mL 500 pL 50 ng/mL 5mL +4°C
NDBA-SS2 0,5 pg/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL +4°C
NMPA-SS2 0,5 pg/mL 500 uL 50 ng/mL 5mL +4°C

3.2.2.4. Nitrozamin Seyreltik Stok 3 Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Metot gelistirme ve validasyon calismalari sirasinda kullanilmak iizere seyreltik
stok 3 ¢ozeltileri, nitrozamin seyreltik stok 2 ¢ozeltilerinin, asetonitril ile asagidaki

Tablo 3-8’de belirtilen oranlarda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

Tablo 3-8: Nitrozamin seyreltik stok 3 ¢6zeltilerinin hazirlanisi

Cozelti Ads Seyreltik Stok 2 Alman  Final Final Saklama
Konsantrasyonu Hacim  Konsantrasyonu Hacim  Kosulu

NDIPA-SS3 50 ng/mL 500 uL 5 ng/mL 5mL +4°C

NMPA-SS3 50 ng/mL 500 uL 5 ng/mL 5mL +4°C

3.2.3. Kalibrasyon Standartlarinin ve Kalite Kontrol Numunelerinin Hazirlanmasi

3.2.3.1. Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi, incelenecek konsantrasyon araligini kapsayan 6 kalibrasyon
noktasindan olusmaktadir. Kalibrasyon standartlari, asetonitril igerisine nitrozamin
calisma c¢ozeltilerinin asagidaki Tablo 3-9°da belirtilen hedef konsantrasyonlari

saglayacak miktarda katilmasiyla hazirlanmigtir.



Tablo 3-9: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanilist

Standart  Cozelti Stok itl?ll:;in Final Final Saklama
Ad1 Ad1 Konsantrasyonu Hacim Konsantrasyonu Hacim Kosulu
NEIPA 50 ng/mL 50 ul 0,5 ng/mL
NDIPA 5 ng/mL 200 pl 0,2 ng/mL
MeNP 50 ng/mL 80 ul 0,8 ng/mL
ST1 NMPA 5 ng/mL 100 pl 0,1 ng/mL 5mL  +4°C
NDBA
50 ng/mL 40 pl 0,4 ng/mL
NDEA
NDMA
50 ng/mL 200 pl 2 ng/mL
NMBA
NDIPA
50 ng/mL 50 pl 0,5 ng/mL
NMPA
NDBA
NDEA
ST2 50 ng/mL 100 pl 1 ng/mL 5SmL +4°C
NEIPA
MeNP
NDMA
500 ng/mL 40 pl 4 ng/mL
NMBA
NDIPA
50 ng/mL 100 pl 1 ng/mL
NMPA
NDBA
NDEA
ST3 50 ng/mL 200 pl 2 ng/mL 5mL +4°C
NEIPA
MeNP
NDMA
500 ng/mL 50 ul 5 ng/mL

NMBA




Tablo 3-9 Devamai:

NDEA
NEIPA
NDIPA

MeNP

500 ng/mL 50 pl 5 ng/mL

NMPA

NMBA

500 ng/mL 80 ul 8 ng/mL
NDMA g : g

NDMA
NDEA
NEIPA
NDIPA
ST5 500 ng/mL 100 pl 10 ng/mL 5mL +4°C

NMBA
MeNP

NDBA

NMPA

NDMA
NDEA
NEIPA
NDIPA
ST6 500 ng/mL 500 ul 50 ng/mL 5mL +4°C

NMBA
MeNP

NDBA

NMPA

3.2.3.2. Kalite Kontrol Numunelerinin Hazirlanmasi

Kalite Kontrol numuneleri metodun kesinligini ve dogrulugunu tayin etmek icin
kullanilir.  Kalite kontrol numuneleri, asetonitril igerisine nitrozamin c¢alisma
cozeltilerinin asagidaki Tablo 3-10’da belirtilen hedef konsantrasyonlari saglayacak

miktarda katilmasiyla hazirlanmistir.



Tablo 3-10: Kalite kontrol numunelerinin hazirlanilisi

Standart Cozelti  Stok Stoktan Final Final  Saklama

Ad1 Ad1 Konsantrasyonu ﬁgg‘:: Konsantrasyonu Hacim Kosulu

NDMA
NDEA
NEIPA
NDIPA
KK1 50 ng/mL 300 ul 3 ng/mL 5mL +4°C

NMBA
MeNP

NDBA

NMPA

NDMA
NDEA
NEIPA
NDIPA
KK2 500 ng/mL 150 pl 15 ng/mL 5mL +4°C

NMBA
MeNP

NDBA

NMPA

NDMA
NDEA
NEIPA
NDIPA
KK3 500 ng/mL 500 ul 50 ng/mL 5mL +4°C

NMBA
MeNP

NDBA

NMPA

3.3. Yontem Gelistirme ile Ilgili Calismalar

3.3.1. LC-MS/MS Sisteminin Analiz icin Hazirlanmasi
e LC-MS/MS yiiksek vakumda calismaktadir ve ariza ya da periyodik bakim-
onarim zamani haricinde kapatilmayan bir sistemdir. Herhangi bir analiz

olmadigi durumlarda bekleme modunda birakilir.



e Bekleme modundaki sistem bilgisayar arayiiziindeki cihazin yazilimi {izerinden

analist ad1 ve sifre girilerek acilir.

e Sistem bekleme modundan ¢ikarilir ve kon (cone) boliimii sicakliklart ve gaz

akis hizlar disiiriliir.

e Sistemin sprey bolimii agilarak kon boliimii, cihaza 6zel bir bez ve izopropil

alkol ile kon tizerinde 6nceki analizlerden kalmis kalintilar temizlenir.

e Kon bdliimiindeki temizleme islemi bittikden sonra boliim kapatilarak yazilim

tizerinden sicaklik ve gaz akis degerleri eski haline getirilir.

e Sistemin kaba vakum pompa ve turbo molekiiler pompa vakum degerleri ile azot

gazinin basinci kontrol edilir.

e Hazirlanan hareketli faz ¢ozeltileri uygun hatlara baglanarak purge islemi

yapilir.

e Analiz edilecek olan bilesiklere 6zgii ana iyon m/z degerleri (precursor ion),
parcalayict voltajlar (FV), par¢alanma iyonu m/z degerleri (product ion) ve
carpisma enerji degerleri (CE) analitlerin standart ¢ozeltiler ile belirlenir. Bu
asamada analitik kolon kullanilmaz, bunun yerine kromatografi sistemi ile kiitle

dedektorii arasinda bir ara baglanti kullanilir.

3.3.2. Hareketli Faz Sisteminin Secimi

Analitlerin iyonlagmasini saglayarak en yiiksek dedektor cevabinin elde edilmesi
icin ve kiitle dedektor sisteminde kalinti olusturmayan hareketli fazin belirlenebilmesi
icin ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismada nitrozaminlerin 100 ng/mL lik standart karigim
cozeltisi kullanilmistir. Denemelerde LC-MS/MS sistemlerinde organik faz olarak
yaygin kullanilan asetonitril ve metanol; sulu faz olarak yaygin kullanilan asetik asit ve
formik asit ¢ozeltileri kullanilmigtir. Tablo 3-11’de gosterilen hareketli faz ¢ozeltileri
hazirlanarak nitrozamin ¢ozeltisi analiz edilmistir. Yapilan ¢alismalarda akis hizi 0,6
mL/dakika, enjeksiyon hacmi 10 pL, kiitle araligi 40 ile 200 arasi segilerek tarama
yapilmistir. Tablo 3-11’de verilen hareketli faz A ve B’nin 70:30 oraninda karisimi
kullanilarak kolonsuz olarak nitrozaminlerin standart karistminin dedektor cevabi

incelenmistir. Sonuglar Boliim 4.1.6.°da gosterilmistir.



Tablo 3-11: Hareketli faz se¢iminde kullanilan ¢ozeltiler

Hareketli A ¢ozeltisi B ¢ozeltisi Oran (h/h)

faz

1 Metanol %0,1 Asetik Asit (70:30, 80:20, 90:10)
2 Metanol %0,1 Formik Asit (70:30, 80:20, 90:10)
3 Asetonitril %0,1 Asetik Asit (70:30, 80:20, 90:10)
4 Asetonitril %0,1 Formik Asit (70:30, 80:20, 90:10)

3.3.3. Molekiillere Ait Kiitle Dedektorii Parametrelerinin Belirlenmesi
Nitrozamin molekiillerinin kiitle parametrelerinin belirlenmesi i¢in tarama
analizlerinde; her bir nitrozamin molekiilii i¢in ayr1 ayr1 1,0 pg/mL standart ¢ozeltileri

kullanilmustir. Akis hizi 0,6 mL/dk, enjeksiyon hacmi 25 uL olarak sisteme verilmistir.

3.3.3.1. Ana iyon (Precursor Ion) m/z Degerlerinin Belirlenmesi

Nitrozamin molekiillerinin ana iyon m/z degerlerinin ve polaritesinin
belirlenebilmesi i¢in Tablo 3-12°de verilen parametreler kullanilarak tarama yapilmistir.
Kiitle spektrumlar1 Boliim 4.1.1.°de verilmektedir.

Tablo 3-12: Nitrozamin molekiillerinin ana iyon m/z degerlerinin belirlenmesi i¢in tarama
parametreleri

Molekiil
Molekiil Agirh@ Baslangic (m/z)  Bitis (m/z) Polarite
(g/mol)
Pozitif (+),
NDMA 74,08 60 100 Negatif (-)
Pozitif (+),
NDEA 102,14 60 120 Negatif (-)
Pozitif (+),
NEIPA 116,16 95 125 Negatif ()
Pozitif (+),
NDIPA 130,19 50 155 Negatif (-)
NMBA 146,14 120 160 Pozitif (+),

Negatif (-)




Pozitif (+),

MeNP 129,16 110 140 Negatif ()
Pozitif (+),
NDBA 158,24 100 200 Negatif ()
Pozitif (+),
NMPA 136,15 120 140 Negatif ()

3.3.3.2. Parcalayic1 Voltaj (Fragmentor Voltage, FV) Degerlerinin Belirlenmesi
Nitrozamin molekdillerinin ana iyonlarmin m/z degerleri ve polariteleri
belirlendikten sonra, pargalayict voltaj degerlerinin belirlenebilmesi igin her bir
nitrozamin molekiiliiniin belirlenen ana iyonlarina karst 0-180 volt arasinda belirli
araliklarla degisen voltaj degerleri sistem yazilimina girilerek analiz edilmistir ve elde
edilen spektrumlardaki sinyal siddetleri oOlgiilmiistiir. En yiiksek sinyal siddetinin

alindig1 voltaj degerleri belirlenmistir. Sonuglar Boliim 4.1.2.°de verilmektedir.

3.3.3.3. Parcalanma Iyonu (Product Ton) m/z Degerlerinin Belirlenmesi

Nitrozamin molekiillerinin pargalayict voltaj degerleri tespit edildikten sonra,
par¢alanma iyonlarinin m/z degerlerinin belirlenebilmesi i¢in Tablo 3-13’de gdsterilen
tarama araliklar1 kullanilmistir. Elde edilen spektrumlar, Boliim 4.1.3.’de verilmektedir.

Tablo 3-13: Nitrozamin molekiillerinin par¢alanma iyonu m/z degerlerinin belirlenmesi igin
tarama parametreleri

Ana iyon
Molekiil /2) Y \P;?)Tf;jl?{]/l)c ! Baslangic (m/z) Bitis (m/z) Polarite
m/z

NDMA 75,1 25V 25 100 Pozitif (+)
NDEA 103,1 55V 25 110 Pozitif (+)
NEIPA 117 50 V 25 125 Pozitif (+)
NDIPA 131,1 0V 30 140 Pozitif (+)
NMBA 147 50 V 25 150 Pozitif (+)
MeNP 130,1 50 V 25 150 Pozitif (+)
NDBA 159,2 95V 25 170 Pozitif (+)

NMPA 137 100 V 25 150 Pozitif (+)




3.3.3.4. Carpisma Enerjisi (Collision Energy, CE) Degerlerinin Belirlenmesi

Nitrozamin molekiillerinin pargalanma iyonlar1 belirlendikten sonra Tablo 3-
14°de gosterilen degerler kullanilarak 0-39 volt arasinda degisen voltaj degerleri
kullanilarak elde edilen spektrumlar incelenmistir. En kararli par¢alanma iyonu ve en
yiiksek sinyal siddetinin alindig1 voltaj degerleri belirlenmistir. Elde edilen spektrumlar
Boliim 4.1.4.°de verilmektedir.

Tablo 3-14: Nitrozamin molekiillerinin ¢arpigsma enerjisi degerlerinin belirlenmesi igin tarama
parametreleri

Ana Iyon Parcalayici Parcalanma Baslangi¢ Bitis

Molekil /) Voltaj (V) lyonu (m/z) Voltaj Voltaj ~ Folarite

NDMA 751 25V 431 0 39 Pozitif (+)
NDEA 1031 55V 75,2 0 39 Pozitif (+)
NEIPA 117 50 V 75,1 0 39 Pozitif (+)
NDIPA 1311 90V 43,2 0 39 Pozitif (+)
NMBA 147 50 V 117 0 39 Pozitif (+)
MeNP 1301 50V 58,2 0 39 Pozitif (+)
NDBA 1592 95V 57,2 0 39 Pozitif (+)
NMPA 137 100 V 66,1 0 39 Pozitif (+)

3.3.3.5. LC-MS/MS Sistemi Ortak Kaynak (Source) Parametrelerinin Belirlenmesi

Nitrozamin molekiillerinin analizlerinde ortak kaynak parametrelerinin
belirlenebilmesi amaciyla; bu parametreler iizerine analizler yapilmistir. incelenen
parametreler Tablo 3-15°de gosterilmektedir. Elde edilen veriler Bolim 4.1.5.°de

verilmektedir.



Tablo 3-15: Nitrozamin molekiillerinin ortak kaynak parametrelerinin belirlenmesi i¢in tarama

parametreleri

Parametre

Gaz Sicakligi

Gaz Akis Hizi
Nebulizer

Sheath Gaz Sicaklig1
Sheath Gaz Akis Hizi
Capillary Voltaj

Nozzle Voltaj

Baslangi¢ Degeri

200°C
1 L/dk
10 psi
200°C
5 L/dk
1000 V

500V

Bitis Degeri

350°C
13 L/dk
60 psi
400°C
12 L/dk
6000 V

2000 V

3.3.4. Kromatografi Kolonu Se¢imi

Tablo 3-16’da verilen kromatografi kolonlar1 ve Bolim 3.2.1.°de verilen

hareketli faz kullanilarak, nitrozamin ¢ozeltileri analiz edilmistir. Rutin analizlere en

uygun kromatografi kolonu belirlenmistir.

Tablo 3-16: Kolon se¢imi ¢aligmalarinda kullanilan kolonlarinin &zellikleri

Kolon Uzunluk
(mm)
Sepax
P 250
BR- C18
Kinetex F5 150
Inertsil
250

ODS3-C18

Cap

(mm)

4,6

4,6

4,6

Tanecik
Biiyiikliigii
(um)

5,0

2,6

5,0

120

100

100

Gozenek

¢ap1 (A)

I¢ yiizey Ug
alam (m?/g) Kapatma

350 Var

Var

450 Var




3.3.5. Yontem Gelistirme Calismalar1 Sonucunda Belirlenen Analitik Yontem

Kromatografik Sartlar
Kolon

Otoodrnekleyici Sicakhigi
Enjeksiyon Hacmi

Akis hizi

Hareketli faz

Analiz siiresi
Kolon sicakhigi

MS/MS Parametreleri

- Inertsil ODS-3 5um 4,6x250mm
:20,0°C

250 uL

: 0,4 mL/dk (Izokratik akis)

: (A:B) (90:10, h/h)

A ¢ozeltisi: Asetonitril
B ¢ozeltisi: %0,1 Formik asit/Su

:12,0dk
1 40,0 °C

Tablo 3-17: Nitrozaminlere ait kiitle parametreleri

Mokas Ansbon Pary
NDMA 751 25V
NDEA 1031 55V
NEIPA 117 S0V
NDIPA 1311 0V
NMBA 147 50V
MeNP 130, S0V
NDBA 1592 BV
NMPA 137 100 vV

Parcalanma Carpisma

Iyonu (m/z) Enerjisi Polarite

43,1 14 Pozitif (+)
75,2 6 Pozitif (+)
75,1 5 Pozitif (+)
43,2 10 Pozitif (+)
117 1 Pozitif (+)
58,2 15 Pozitif (+)
57,2 9 Pozitif (+)
66,1 18 Pozitif (+)

MS/MS Ortak Kaynak Parametreleri

Iyon Kaynag

Gaz Sicakhg:

Gaz Akis Hiz
Nebulizer Gazn
Nebulizer Basinci
Sheath Gaz Sicakhg
Sheath Gaz Akis Hizi
Kapiler Voltaj Degeri
Nozzle Voltaj Degeri

: ESI (Elektrosprey Iyonizasyon)
:350°C

: 12 L/dk

: Azot

: 60 psi

: 200°C

: 8 L/dk

: 2000 Volt

: 1000 Volt



3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Validasyon, analitik islemlerin arastiricinin gergeklestirdigi analizdeki amacina
uygun, kabul edilebilir oldugunu gosterme, dogrulama islemidir. Yontem gelistirme
caligmalar1 tamamlandiktan sonra en son ICH Kilavuzu Q2 (R1)’e gore validasyonu

yapildi (49).

3.4.1. Segicilik
Segicilik, yontemin analizde herhangi bir girisim olusturabilecek diger
bilesenlerin var oldugu durumlarda analiti bu girisimlerden ayirabilme ve dogru olarak

tanimlayabilme yetenegi olarak tanimlanur.

Validasyon sirasinda secicilik, ¢oziicii ve plasebo numunelerinin enjekte
edilmesiyle kontrol edilir. Coziicii ve plasebo kromatograminda ilgili analitin alikonma
zamaninda gelen herhangi bir girisim gozlenmemelidir. Eger varsa bu girisim pikleri

ilgili analitden ayrilmis olmalidir. Elde edilen bulgular B6liim 4.2.1.”de verilmistir.

3.4.2. Tasinma EtKisi

Tasinma, yontem gelistirme calismalar1 sirasinda tanimlanmali ve varsa
giderilmeli ya da en aza indirilmelidir. Validasyon esnasinda taginma etkisi, plasebo ve
analitin eklendigi ornek sonrasi, kalibrasyon standartlari ve kalite kontrol Ornekleri

aralarinda enjekte edilen ¢oziicii ile kontrol edilir.

En yiiksek standart ¢ozeltisi enjeksiyonunun ardindan ¢6ziicli enjekte edilerek
eger varsa taginma miktarina bakilir. Coziicli enjeksiyonundaki tagmmma bilinen
analitlerin alan olarak %1’ini gegmemelidir. Elde edilen bulgular Bolim 4.2.2.°de

verilmistir.

3.4.3. Tespit Simir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Tespit sinir1, analit sinyalinin gbzlendigi fakat kabul edilebilir bir dogruluk ve
kesinlik degeri vermeyen, analitin tayin sinirlart igerisine girmeyen en diisiik
konsantrasyondur. Tayin smir ise, analitin kabul edilebilir bir dogruluk ve kesinlikte
miktarinin tayin edilebilecegi genelde kalibrasyon egrisinin en alt noktasini olusturan

konsantrasyondur.

Uluslararas1 Uyumlulastirma Komitesi (ICH) Q2 (R1)'in 6. ve 7. boliimlerinde,

LOD ve LOQ’nun belirlenmesi i¢in {i¢ farkli yontem listelenmistir.



1. Gorsel degerlendirmeye dayali yontem

N

Sinyalden giirtiltiiye dayali yontem
3. Yanitin ve egimin standart sapmasina dayali yontem

1. yontemin yalnizca daha nicel bir yaklagimla (ikinci iki yontemden biri) dogru

karar1 verdiginizi dogrulamak i¢in kullanilmasi 6nerilir.

2. yontem olan sinyalden giiriiltiiye dayali yontemde LOD sinyal/glriiltii
oraninin 2 ya da 3:1 oldugu konsantrasyon degeri olarak da karsimiza ¢ikarken, LOQ

sinyal/giiriiltii oraninin 10:1 oldugu analit konsantrasyonu olarak kabul edilir.

3. yontem LOD ve LOQ’nun kalibrasyon egrisinden hesaplanmasi olarak bilinir.
Bu yontemde, yanitin standart sapmasi ve kalibrasyon egrisinin egiminden

faydalanilarak asagidaki Denklem 3-1 ve Denklem 3-2 kullanilarak LOD ve LOQ

hesaplanir.
— vi)2
3,3 (F0=yD?
LOD =
m
(3-1)
— 2
10x [2O=3
LOQ =
Q m
(3-2)

0,05-50 ng/mL arasindaki konsantrasyonlarda ilgili analitleri i¢eren ¢ozeltiler
hazirlanarak enjekte edilir. Elde edilen dedektdr cevabina gore her nitrozamin igin
kalibrasyon egrisi ¢izdirilir. Yukarida agiklanan 3 yontem de degerlendirilir. Tayini
limiti kalibrasyon egrisinin ilk seviyesi olarak kullanilir. Elde edilen bulgular Bolim

4.2.3.”de verilmistir.

3.4.4. Kalibrasyon Egrisi, Dogrusal Calisma Arahg:

Azalan konsantrasyonlara karsi dedektdr cevabinin dogrusal olmasi arastirilir.
Her bir analitin azalan konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen
dedektor cevaplari ile cizilen egrinin Korelasyon katsayist ve ordinat-kesim noktasi ile

egimi hesaplanarak Kkalibrasyon egrisi denklemi elde edilir. Analitik metodun



validasyonuna baslamadan Once beklenen ¢alisma araligi bilinmelidir. Kalibrasyon
egrisinin en alt seviyesi olan en diisiik tayin sinir1 (LLOQ) ve en yiiksek seviyesi olan
en yiksek tayin smirt (HLOQ) olan bu aralik yontemin dogrusal oldugu calisma

araligidir.

flgili analitlerin en az 6 farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi analiz edilecek ve
detektor yanitina gére konsantrasyon/dedektor cevabi grafigi gizilerek kabul kriterlerine
uygunlugu test edilecektir. En diisiik konsantrasyon ig¢in dogruluk limitleri + %20,
digerleri i¢in + %15 olarak alinir. Her validasyon serisinde kalibrasyon standartlarinin
%75'l kriterleri saglamalidir, 6 noktadan en az 5 tanesi limit i¢i degerde olmalidir.
Kalibrasyon egrisi degerlerinde korelasyon katsayis1 r?> > 0,99 olmalidir. Ortalama

degerler limit i¢i olmalidir. Elde edilen bulgular Boliim 4.2.4.”de verilmistir.

3.4.5. Dogruluk
Analitik yontemin dogrulugu, ilgili analitin teorik konsantrasyonu ile tayin
sonucu bulunan deneysel konsantrasyonunun birbiri ile olan yakinlig: olarak tarif edilir.

Dogruluk, %Geri kazanim ya da %Dogruluk ile ifade edilir.

Dogruluk, ilgili analitlerin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda hazirlanan
kalite kontrol (KK) ornekleri analiz edilerek degerlendirilir. KK 6rnekleri kalibrasyon
standartlarindan ayr1 olarak stok ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanir. KK 6rnekleri analiz
edilerek elde edilen dedektor cevaplari kalibrasyon egrisine karsi hesaplanir ve elde
edilen konsantrasyonlar teorik konsantrasyonlarla karsilastirilir. Dogruluk hem giin i¢i
hem de giinler arast yapilan c¢aligmalarla hesaplanir. Giin i¢i dogruluk caligmasinda
kalibrasyon egrisi araligini kapsayan 3 farkli konsantrasyon seviyesinde ve her seviyede
6 farkli numune hazirlanarak analiz edilecek ve kabul kriterlerine uygunlugu kontrol
edilecektir. Giinler aras1 dogruluk ¢alismasinda art arda 3 giin, giin i¢i yapilan ¢alisma

tekrar edilip sonuglar degerlendirilecek.

En kiigiik konsantrasyon i¢in dogruluk + %20, digerleri i¢in &+ %15 olarak alinir.
Her validasyon serisinde kalite kontrol 6rneklerinin en az %75'i kriterleri saglamalidir.
Her bir seviye i¢in hesaplanan deneysel konsantrasyonlarin ortalamasi ve standart
sapma (SD) degerleri raporlanir. Dogrulugun ifadesi olarak %Dogruluk hesaplanir.
%Dogruluk Denklem 3-3 ile hesaplanir.



%Dogruluk = (Deneysel Miktar / Teorik Miktar)*100
(3-3)

3.4.6. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, ilgili analitin ayni konsantrasyonunun ardisik
analizlerinden elde edilen sonuglarin birbiri ile olan yakinligi olarak tarif edilir.
Kesinlik, bagil standart sapma (%RSD) ya da varyasyon katsayist (%CV) ile ifade
edilir.

Kesinlik parametresi, hazirlanan kalite kontrol 6rnekleri ile yapilmalidir. 3 farkli
kalite kontrol noktas1 6 kez hazirlanarak ardisik olarak analiz edilir. Giin i¢i ve giinler
arasi c¢alisilir. Her bir seviye icin hesaplanan deneysel konsantrasyonlarin ortalamasi ve
standart sapma (SD) degerleri raporlanir. Kesinligin ifadesi olarak bagil standart sapma
(%RSD) vya da varyasyon katsayisi (%CV) hesaplanir. %RSD Denklem 3-4 ile
hesaplanir. Alt1 ardisik enjeksiyon i¢in %RSD ya da %CV degeri %10,0’dan biiyiik

olmamalidir.

%RSD = (Standart Sapma/Ortalama)*100 (3-4)

3.4.7. Matriks Etkisi

Matriks etkisi, standart analitin idrar, plazma ve serum gibi bir biyolojik
matriksteki veya cesitli kimyasal maddeler igeren plasebodaki ayni analite karsi
dedektor cevabinin farkliligini ifade eder. Matriks etkisi genellikle hedef analitlerin
iyonizasyonunu ve kromatografik davranislarini etkileyebilen matriks ortaminda
bulunan analit harici bilesenlerden kaynaklanir, bu durum iyon baskilanmasi veya iyon
artirimi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle, matriks etkisinin belirlenmesi gerekir.
Matriks etkisi iyonizasyon tiiriine, numune hazirlama teknigine ve matrikse ortamina
gore degisir. Tamamen ortadan kaldirilamasa bile, bazi  Onlemler ile en aza
indirilebilir.

Ay konsantrasyondaki standart ¢ozelti ile ayn1 konsantrasyondaki plaseboya
eklenmis standart ¢ozeltinin pik alanlarindan hesaplanir. Matriks etkisi Denklem 3-5 ile

hesaplanir.



_ ANALITIN STANDART PIK ALANI - ANALITIN ORNEK PIK ALANI y

0
o ME = ANALITIN STANDART PIK ALANI 100

(3-5)

Hesaplanan Matriks etkisi, eger %ME = 0 ise matriks etkisi yoktur, %ME > 0
ise iyon baskilanma vardir, %ME < O ise iyon artirrmi vardir. Iyon baskilanma veya

artirrmi degerleri %50 den yiiksek olmamalidir (50, 51).

3.4.8. Stabilite

Ornek hazirlama ve analizi sirasinda saklama veya ortam kosullarmin analit
konsantrasyonu tizerindeki etkisinin incelenmesi igin stabilite ¢alismasi gergeklestirilir.
Cozelti stabilitesi hazirlanan numune ve standart c¢ozeltilerinin alanlarindaki
degisimlerin laboratuvar sartlari degistiriimeden ne kadar siirede, belirli bir aralikta

kalabileceginin belirlenmesi ¢alismasidir.

Stabilite calismalar1 i¢in diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda hazirlanmis
olan kalite kontrol ornekleri kullanilir. Bu kalite kontrol Orneklerinin baslangig
zamaninda ve T zaman sonraki analizlerinden elde edilen pik alanlar1 kaydedilir ve
stabilite asagidaki Denklem 3-6 ile ifade edilir. Enjeksiyonu verilen tiim ¢ozeltiler igin
baslangi¢ alanlaria gore %Hata = %10.0 olan ¢ozeltileri stabil sayilmistir.

T1-TO
TO

% Hata= X 100

(3-6)
TO : Baslangi¢ noktasinda pik alani
T1 : T zaman noktasindaki pik alam
Stabilite i¢in 3 farkli calisma gergeklestirildi.

1. Stok ¢ozeltilerin stabilitesi; Bu ¢alisma stok ¢ozeltilerin buzdolabi saklama
kosullarinda belirli gilinler boyunca ne kadar stabil kaldigim1 belirlemek igin
gerceklestirilir. Bu ¢alismada seyreltik stok 2 ¢ozeltileri 1 giin buzdolabi kosullarinda
bekletilerek analiz edilir ve ilk giin ve 1 giin sonraki analizler arasinda %Hata

hesaplanir.

2. Kisa donem stabilitesi; Bu ¢alisma kalite kontrol ¢6zeltilerinin laboratuvar

kosullarinda numune hazirlama siiresi dikkate alinarak belirli bir siire boyunca ne kadar



stabil kaldigin1 belirlemek igin gergeklestirilir. Bu ¢alismada kalite kontrol numunesi 6
saat laboratuvar kosullarinda bekletilerek analiz edilir ve 0. ve 6. Saat analizleri

arasinda %Hata hesaplanir.

3. Otoornekleyici stabilitesi; Bu calisma toplam analiz siiresi dikkate alinarak
kalite kontrol numunelerinin otoornekleyici kosullarinda ne kadar stabil kaldigini
belirlemek igin gerceklestirilir. Bu ¢alismada kalite kontrol numunesi 24 saat

otoornekleyicide bekletilip tekrar analiz edilerek aralarindaki %Hata hesaplanir.

3.4.9. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi, analitik yontemin dogru ve kesin sonuglar vermesine
katkida bulunan spesifik testlerdir. Bu testler, ekipmana ve analiz edilecek analitlere

bagli olarak hazirlanmali ve degerlendirilmelidir.

Sistem uygunluk testlerinin amaci kromatografik uygunlugu (Ayirma Giici,
kuyruklanma faktorii, teorik plaka sayisi ve kapasite faktorii) kontrol etmek ve sistemin

stabil (enjeksiyon kesinligi) ¢alisip ¢alismadigini degerlendirmektir (52).

Analitik yonteme gore hazirlanan Sistem uygunluk c¢ozeltisi (KK2, Orta
konsantrasyon) analiz edilip kabul kriterlerine uygunlugu test edilecektir. Sistem
uygunluk parametreleri, her bir nitrozamin impiiritesinin pespese 6 enjeksiyonunu ile

belirlenir ve kabul kriterleri (Tablo 3-18) ile degerlendirilir.

Tablo 3-18: Sistem uygunluk testi kabul limitleri

Parametre Limit

Kapasite Faktorii k’>2
Enjeksiyon Kesinligi RSD<2,n>5
Ayirma Giicti Rs>1,5
Kuyruklanma Faktorii T<2

Teorik Plaka Sayisi N> 2000

3.5. Farmasotik Preparatlara Uygulama

3.5.1. Ekstraksiyon Yonteminin Gelistirilmesi
Gelistirilen yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi igin asagida verilen
farkli ekstraksiyon yontemleri denenmistir. Bu ekstraksiyon yontemlerinin matriks

etkisine olan artirict ya da azaltici etkisinin incelenmesi i¢in bir numune (irbesartan +



hidroklorotiyazid) plasebosu iizerinde uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuglar ayni
yontemle plasebo olmadan hazirlanan standart nitrozamin ¢ozeltilerinin sonuglar ile

karsilastirilarak matriks etkisi hesaplanmustir.
Yontem 1:
100 mg plasebo
50 ng/mL standart nitrozamin ¢ozeltisinden 50 uL
1 mL Asetonitril
1 dakika vorteks
25°C, 10 dk, 5000 rpm santrifiij
Ustteki s1v1 faz 0,22 mikron filtreden siiziiliir ve viallenir

LC-MS/MS analizi

Yontem 2:

100 mg plasebo

50 ng/mL standart nitrozamin ¢ozeltisinden 50 uL

1 mL Metanol

1 dakika vorteks

25°C, 10 dk, 5000 rpm santrifiij

Ustteki 51%1 faz 0,22 mikron filtreden stziiliir ve viallenir

LC-MS/MS analizi

Yontem 3:

100 mg plasebo

50 ng/mL standart nitrozamin ¢ozeltisinden 50 pL
1 mL n-hekzan

1 dakika vorteks



25°C, 10 dk, 5000 rpm santrifiij
Ustteki siv1 faz 0,22 mikron filtreden siiziiliir ve viallenir
LC-MS/MS analizi
Yontem 4:
100 mg plasebo
50 ng/mL standart nitrozamin ¢6zeltisinden 50 uL
1 mL n-hekzan
1 dakika vorteks
25°C, 10 dk, 5000 rpm santrifiij
Ustteki s1v1 faz 0,22 mikron filtreden siiziiliir
Stiziinti ile asetonitril 1 e 1 oraninda karistirilir
1 dakika vorteks
Alt fazda kalan asetonitril ve iist fazda kalan n-hekzan ayr1 ayr viallenir
LC-MS/I\%S analizi
3.5.2. Uygulama Yapilacak Farmasétik Preparatlar

Belirlenen ekstraksiyon yonteminin farkli farmasotik preparatlara uygulamasi

yapilmistir. Bu farmasétik preparatlar Tablo 3-19°da gosterilmistir.

Tablo 3-19: Uygulama yapilan farmasétik preparatlar

Uriin Tiirii Etkin Madde Molekiil Sekilleri

Tablet 1 4 mg Ondansetron __
g , | /jN




Tablet 2

32 mg Kandesartan
sileksetil
+12,5mg
Hidroklorotiyazid

Tablet 3

300 mg irbesartan
+ 10 mg Amlodipin
+12,5mg
Hidroklorotiyazid

Kapsiil

100 mg Fe*?

+ 0,5 mg Folik Asit
+ 2,5 mcg B12
Vitamini
(Metilkobalamin)

Jel

%4 Eritromisin
+ 90,025 Tretinoin

Krem

%5 Ibuprofen




Merhem %3 Tetrasiklin HCI
o ¢
%0,15 Benzidamin TIY
HCI \N/ H:D 9"‘
Oy
Sprey + 90,12 0_/ 6, 8
Klorheksidin @ g
glukonat N\\Q iR
%0,15 Benzidamin
HCI
Gargara + %0,12
Klorheksidin
diglukonat
Enjeksiyonluk [ 10 mg/2 ml

Cozelti

Metoklopramid HCI




4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Bulgular

4.1.1. Ana iyon (Precursor Ion) m/z Degerlerinin Belirlenmesi
Bolim 3.3.3.1.°de anlatildigi gibi her biri ayr1 ayr1 hazirlanan 1,0 pg/mL
konsantrasyona sahip nitrozamin standart ¢ozeltileri ile belirli m/z kiitle araliklarinda

tarama yapilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen nitrozaminlere ait ana iyon (M*) m/z degerleri ve
polarite degerleri Tablo 4-1°de listelenmis ve nitrozaminlere ait kiitle spektrumlar

asagida Sekil 4-1°den Sekil 4-8’e kadar verilmistir.

Tablo 4-1: Tarama Sonucu belirlenen ana iyon m/z degerleri ve polariteler

Molekiil Ana Iyon (m/2) Polarite

NDMA 75,1 Pozitif (+)
NDEA 103,1 Pozitif (+)
NEIPA 117 Pozitif (+)
NDIPA 131,1 Pozitif (+)
NMBA 147 Pozitif (+)
MeNP 130,1 Pozitif (+)
NDBA 159,2 Pozitif (+)

NMPA 137 Pozitif (+)
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Sekil 4-4: NDIPA nin kiitle spektrumu
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Sekil 4-5: NMBA’nin kiitle spektrumu

{ ¥ Spectrum Preview
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Sekil 4-6: MeNP’nin kiitle spektrumu
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Sekil 4-7: NDBA’nin kiitle spektrumu
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Sekil 4-8: NMPA’nin kiitle spektrumu

4.1.2. Parc¢alayic1 Voltaj (Fragmentor Voltage, FV) Degerlerinin Belirlenmesi
Boliim 4.1.1.de belirlenen ana iyonlara ait m/z degerlerini ve polarite

degerlerini kullanarak se¢ilmis iyon izleme (SIM) modunda, 0-180 volt araliginda 5’er

volt artacak sekilde analizler gerceklestirilmistir. En yiiksek sinyal siddetinin alindig:

voltaj degerleri belirlenmistir.

Calisma sonucu elde edilen nitrozaminlere ait pargalayici voltaj degerleri Tablo
4-2’de listelenmis ve bu sinyallere ait spektrumlar agagida Sekil 4-9°dan Sekil 4-16’a

kadar verilmistir.



Tablo 4-2: Nitrozaminler igin belirlenen pargalayici voltaj degerleri

Molekiil Parcalayic1 Voltaj (V)
NDMA 25V
NDEA 55V
NEIPA 50V
NDIPA 90V
NMBA 50V
MeNP 50V
NDBA 95V

NMPA 100 V
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Sekil 4-9: NDMA 'nin pargalayici voltaj degerine ait spektrum

i 1l MS Spectrum Results
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Sekil 4-10: NDEA nin parcalayici voltaj degerine ait spektrum




i 1l M5 Spectrum Results
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Sekil 4-11: NEIPA’nin parcalayici voltaj degerine ait spektrum
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Sekil 4-12: NDIPA nin pargalayici voltaj degerine ait spektrum

i 1l MS Spectrum Results
(2o tlQEE ¢ S[M]oC

1 v [ o] % % B =

x104 |+ESI SIM:6 (0.078 min) Frag=50.0¥
34

MS Spectrum Results
147.0000 NMBA (50 V)*

10 12bs 1k 14is k2 1ads 1d3

1435 144 1445 1d5 1455 1ds 14b5 17
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

1475 148 14B5 1dy 1455 150 1505 151 1515 152 1525 153 1535 154

Sekil 4-13: NMBA’nin pargalayici voltaj degerine ait spektrum

i 1l MS Spectrum Results
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Sekil 4-14: MeNP’nin pargalayici voltaj degerine ait spektrum
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i 1l M5 Spectrum Results x
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Sekil 4-15: NDBA’nin parcalayici voltaj degerine ait spektrum
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Sekil 4-16: NMPA nin pargalayici voltaj degerine ait spektrum

4.1.3. Parcalanma iyonu (Product Ion) m/z Degerlerinin Belirlenmesi
Parcalanma iyonlarini belirleme calismasinda, Boliim 4.1.1. ve Boliim 4.1.2.°de
belirlenen degerler kullanilip, belirli m/z degerleri arasinda tarama yapilarak, en kararli

parcalanma iyonlar1 belirlenmistir.

Caligsma sonucu elde edilen nitrozaminlere ait parcalanma iyonu m/z degerleri
Tablo 4-3’de listelenmis ve nitrozaminlere ait kiitle spektrumlari asagida Sekil 4-17’den

Sekil 4-24°e kadar verilmistir.

Tablo 4-3: Nitrozaminler i¢in belirlenen pargalanma iyonu m/z degerleri

Molekiil Ana Iyon (m/z) Par¢alanma iyonu (m/z)
NDMA 75,1 43,1
NDEA 103,1 75,2
NEIPA 117 75,1
NDIPA 131,1 43,2

NMBA 147 117
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MeNP 130,1 58,2
NDBA 159,2 57,2

NMPA 137 66,1
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Sekil 4-17: NDMA ’nin pargalanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-18: NDEA’nin pargalanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-19: NEIPA ’nin par¢alanma iyonu spektrumu

i |} Spectrum Preview
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Sekil 4-20: NDIPA’nin pargalanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-21: NMBA ’nin par¢alanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-22: MeNP’nin par¢alanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-23: NDBA’nin par¢alanma iyonu spektrumu
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Sekil 4-24: NMPA’nin pargalanma iyonu spektrumu

4.1.4. Carpisma Enerjisi (Collision Energy, CE) Degerlerinin Belirlenmesi

Bolim 4.1.1., Bolim 4.1.2. ve Boliim 4.1.3.’de belirlenen degerler kullanilip
¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda, 0-39 volt araliginda analizler
gergeklestirilmistir. En yiiksek sinyal siddetinin alindig1 voltaj degerleri belirlenmistir.
Calisma sonucu elde edilen nitrozaminlere ait ¢arpisma enerjisi degerleri Tablo 4-4’de
listelenmis ve bu sinyallere ait spektrumlar asagida Sekil 4-25’den Sekil 4-32’¢ kadar

verilmistir.



Tablo 4-4: Nitrozaminler i¢in belirlenen ¢arpisma enerjisi degerleri

Molekiil Carpisma Enerjisi (V)
NDMA 14V

NDEA 06 V

NEIPA 05V

NDIPA 10V

NMBA o1V

MeNP 15V

NDBA 09V

NMPA 18V
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Sekil 4-25: NDMA ’nin ¢arpigma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami
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Sekil 4-26: NDEA nin ¢arpisma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami




i /A Chromatogram Results
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Sekil 4-27: NEIPA’nin ¢arpigsma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami

i /\ Chromatogram Results
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Sekil 4-28: NDIPA’nin ¢arpigma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami
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Sekil 4-29: NMBA ’nin ¢arpisma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami
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Sekil 4-30: MeNP’nin ¢arpisma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami
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Sekil 4-31: NDBA’nin ¢arpisma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami
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Sekil 4-32: NMPA’nin ¢arpisma enerjisi belirlenmesine ait kromatogrami

4.1.5. LC-MS/MS Sistemi Ortak Kaynak (Source) Parametrelerinin Belirlenmesi
Calismalari ile ilgili Bulgular

Boliim 3.3.3.5.°de verilen araliklarda 100 ng/mL standart karisim ¢ozeltisi ile
calisilmistir. Bu ortak parametreler belirlenirken nitrozaminlerin ¢ogunlugunun iyi

oldugu degerler belirlenmistir.
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4.1.5.1. Gaz Sicakhiginin Belirlenmesi

200, 225, 250, 275, 300, 325 ve 350°C degerlerindeki sicakliklar calisilmistir.
Sekil 4-33’de her bir nitrozamin i¢in degisen gaz sicakligi degerlerinde dedektor cevabi
gosterilmektedir. Nitrozaminler i¢in en ideal ortak gaz sicakligit 350°C olarak

belirlenmistir.

25,00

20,00

15,00

200°C 225°C 250°C 275°C 300°C 325°C 350°C
Gaz Sicakhg °C

=
o
o
o

Dedektor Cevabi %

o

ENDMA ENDEA B NEIPA ENDIPA EMNMBA B MeNP ENDBA mNMPA

Sekil 4-33: Degisen gaz sicaklik degerlerinin dedektor cevab lizerine etkisi.

4.1.5.2. Gaz Akis Hizinin Belirlenmesi

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 ve 13 L/dk degerlerindeki gaz akis hizlar
calisilmigtir. Sekil 4-34°de her bir nitrozamin i¢in degisen gaz akis hizi degerlerinde
dedektor cevabr gosterilmektedir. Nitrozaminler igin en ideal ortak gaz akis hizi 12 L/dk

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-34: Degisen gaz akis hizlarinin dedektdr cevabi lizerine etkisi.

4.1.5.3. Nebulizer Basincinin Belirlenmesi

10, 20, 30, 40, 50 ve 60 psi basing degerlerlerinde nebulizer basinglar
calisilmigtir. Sekil 4-35°de her bir nitrozamin icin degisen nebulizer basinci
degerlerinde dedektor cevabi gosterilmektedir. Nitrozaminler i¢in en ideal ortak

nebulizer basing degeri 60 psi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-35: Degisen nebulizer basing degerlerinin dedektor cevabi tizerine etkisi.
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4.1.5.4. Sheath Gaz Sicakhiginin Belirlenmesi

200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375 ve 400°C degerlerindeki sheath gaz
sicakliklart c¢aligilmistir. Sekil 4-36’da her bir nitrozamin igin degisen sheath gaz
sicakligr degerlerinde dedektor cevabi gosterilmektedir. Nitrozaminler i¢in en ideal

ortak sheath gaz sicakligi 250°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-36: Degisen sheath gaz sicakliklarinin dedektor cevabi tizerine etkisi.

4.1.5.5. Sheath Gaz Akis Hizinin Belirlenmesi

5 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 L/dk degerlerindeki sheath gaz akis hizlar
calistlmigtir. Sekil 4-37’de her bir nitrozamin igin degisen sheath gaz akis hizi
degerlerinde dedektor cevabi gosterilmektedir. Nitrozaminler i¢in en ideal ortak sheath

gaz akis hiz1 8 L/dk olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-37: Degisen sheath gaz akis hizlarinin dedektor cevabi tizerine etkisi.

4.1.5.6. Kapiler Voltaj Degerinin Belirlenmesi

1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ve 6000 volt degerlerindeki kapiler voltajlar
calisilmistir. Sekil 4-38’de her bir nitrozamin icin degisen kapiler voltaj degerlerinde
dedektor cevabi gosterilmektedir. Nitrozaminler icin en ideal ortak kapiler voltaj degeri

2000 Volt olarak belirlenmistir.
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Sekil 4-38: Degisen kapiler voltaj degerlerinin dedektor cevabr tizerine etkisi.
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4.1.5.7. Nozzle Voltaj Degerinin Belirlenmesi
0, 500, 1000 ve 1500 volt degerlerindeki nozzle voltaj enerjileri ¢alisilmistir.
Sekil 4-39°da her bir nitrozamin i¢in degisen nozzle voltaj degerlerinde dedektdr cevabi

gosterilmektedir. Nitrozaminler i¢in en ideal ortak nozzle voltaj degeri 1000 Volt olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4-39: Degisen nozzle voltaj degerlerinin dedektor cevabr tizerine etkisi.

4.1.6. Hareketli Faz Sisteminin Secilmesi

Organik faz olarak LC-MS safliginda asetonitril ve metanol; sulu faz olarak
%0,1 formik asit ve %0,1 asetik asit’in sulu c¢ozeltileri izokratik sartlar altinda
incelenmistir. Kolonsuz olarak 70’e 30 oraninda yapilan denemelerde nitrozaminlerin
standart karigimi tarama modunda beklenen ana iyonlarin m/z kiitle degerlerini
kapsayacak bir kiitle araliginda tarama yapilmistir. Asetonitril ve formik asit sisteminin

diger sistemlere gore dedektor cevabinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil 4-40).



70

1600000
1400000
1200000

1000000
800000
600000
400000
200000

0

(70:30)

Toplam Dedektéor Cevabi

Hareketli Faz Sistemi

B (Metanol:% 0,1 Asetik Asit) (70:30) @ (Metanol:% 0,1 Formik Asit) (70:30)

B (Asetonitril:% 0,1 Asetik Asit) (70:30) M (Asetonitril:% 0,1 Formik Asit) (70:30)

Sekil 4-40: Hareketli faz sistemlerinin dedektor cevabi tizerine etkisi.

4.1.7. Kromatografik Kolon Sec¢imi

100 ng/mL nitrozamin karisim ¢ozeltisi ile Boliim 3.3.4’de belirtilen analitik
kolonlar kullanilarak calismalar yapilmistir. Elde edilen kromatogramlarda
nitrozaminlere ait pikler incelenerek c¢alismada kullanilacak kromatografi kolonu;
Inertsil ODS3-C18 olarak se¢ilmistir. Kolon denemeleri sirasinda mobil faz oranlar1 da
tekrar degerlendirildi. Asetonitril:%0,1 formik asit sistemi ile belirli karisim oranlarinda
denemeler yapilmistir ve 90°a 10 asetonitril:%0,1 formik asit/dH20 orani uygun oldugu

belirlenmistir.

4.2. Analitik Yontem Validasyonu

4.2.1. Segicilik

Yontemin segiciligi i¢in kor matriks yani bos ¢oziicii kullanilmistir. Bos ¢oziicii
orneklerinin kromatogramlari incelenerek degerlendirilmistir. Nitrozaminlerin alikonma
zamaninda girisim olup olmadigi arastirilmistir. Calisma sonucunda, analitler ile ayni
alikonma zamaninda herhangi bir girisim gozlemlenmemistir. Bos ¢0ziicliye ait bir
kromatogram Sekil 4-41°’de ve nitrozaminlere ait kromatogramlar Sekil 4-42°‘de

verilmistir.
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Sekil 4-41: Bos ¢oziiciiye ait kromatogram
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Sekil 4-42: Nitrozaminlere ait kromatogram

4.2.2. Tasinma Etkisi

72

Tasinma, en yiiksek kalibrasyon standardi (HLOQ) analizinden sonra bos

¢oziicti analiz edilerek test edilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde tasinma

olmadigi belirlenmistir (Sekil 4-43).
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Sekil 4-43: En yiiksek standart enjeksiyonundan sonraki bos ¢6ziicli kromatogrami

4.2.3. Tespit Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Tespit Sinir1 (LOD) ve Tayin Smir1 (LOQ) belirleme Boliim 3.4.3.°de belirtildigi
gibi gerceklestirilmistir. Her bir nitrozaminin 0,05 ile 50 ng/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda iginde bulundugu karisim ¢ozeltileri analiz edildi. Elde edilen
dedektdr cevabina gore kalibrasyon egrileri ¢izildi. LOD ve LOQ’u belirlemek i¢in hem
sinyal/gliriiltii yontemi hem de yanitin ve egimin standart sapmasina dayali yontem i¢in
degerlendirme yapildi. Fakat LOD ve LOQ i¢in nihai karar bu egrilerden elde edilen
dogrusallik ve dogruluk degerlerine gore belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4-5de

verilmistir.

Tablo 4-5: LOD ve LOQ ¢alismalarindan elde edilen sonuglar

Molekil  LOP° LOQ? LODP LOQP LODPicin  LOQPicin
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) SIN SIN
NDMA 0,61 1,84 0,8 2,0 4,63 11,05
NDEA 0,35 1,05 0,05 0,4 4,87 35,46
NEIPA 0,31 0,94 0,2 0,5 6,26 12,14
NDIPA 0,17 0,52 0,05 0,2 14,51 34,59
NMBA 0,77 2,33 0,05 2,0 5,74 90,77
MeNP 1,12 3,40 0,05 0,8 8,70 97,94

NDBA 0,24 0,73 0,05 0,4 4,74 24,36




NMPA 0,13 0,40 0,05 0,1 6,66 12,78

a: Yanitin ve egimin standart sapmasina gore hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

b: Nihai olarak belirlenen LOD ve LOQ degerleri

4.2.4. Kalibrasyon Egrisi — Dogrusal Calisma Arahg

Dogrusallik caligmalar1 Bolim 3.4.4.°de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.
Tandem kiitle dedektoriiniin kullanilmasi neticesinde en diisiik konsantrasyonlara kadar
diisiilmesi hedeflenerek c¢alismalar yapilmistir. Her bir nitrozamin i¢in 6 noktadan
olusan dogrusal bir ¢alisma araligi belirlenmistir. Bu ¢alisma araliklar1 Tablo 4-6°da
gosterilmistir. Analiz sonucu elde edilen dedektor cevaplari cihaz programi vasitasiyla
konsantrasyona kars1 grafigi ¢izilerek her analit i¢in kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
Elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4-44’den Sekil 4-51°e kadar verilmistir.
Kalibrasyon noktalarinin dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 Tablo 4-7’den Tablo 4-
14’¢ kadar verilmisitir. Elde edilen korelasyon katsayilari (r?), kalibrasyon egrisi

seviyelerinin dogruluk ve kesinlik sonuglari uygun bulunmustur.

Tablo 4-6: Nitrozaminlerin ¢alisma araliklar1 ve korelasyon katsayilar1 (r?)

Molekiil Calisma Arahg (ng/mL) Korelasyon Katsayisi (r?)
NDMA 2,0-50 >0,999
NDEA 0,4-50 >0,999
NEIPA 0,5-50 >0,999
NDIPA 0,2-50 >0,999
NMBA 2,0-50 >0,999
MeNP 0,8 -50 >0,999
NDBA 0,4-50 >0,999

NMPA 0,1-50 >0,999
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4-44: NDMA’ya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-45: NDEA’ya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-46: NEIPA’ya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-47: NDIPA’ya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-48: NMBAya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-49: MeNP’ya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-50: NDBAya ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 4-51: NMPA’ya ait kalibrasyon egrisi

Tablo 4-7: NDMA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligmalar1 (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon 0T o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) £ Standart YoDogruluk YoRSD

(ng/mL)

Sapma

2 1,98+ 0,03 99,13 1,69

4 4,14+ 0,06 103,38 1,55

5 4,95+0,12 98,91 2,38
VAL 1-3

8 8,15+0,12 101,83 1,52

10 9,85+0,14 98,50 1,38

50 50,00 + 0,002 100,00 0,004




Tablo 4-8: NDEA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligmalar1 (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon OfTres o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
0,4 0,40+0,01 99,07 1,87
1,00+ 0,03 100,46 3,38
2,07+0,01 103,34 0,61
VAL 1-3
4,94 +0,03 98,87 0,64
10 10,02 + 0,01 100,15 0,14
50 50,00 + 0,0003 100,00 0,001

Tablo 4-9: NEIPA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligmalari (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon e o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL)
Sapma
0,5 0,50+ 0,01 100,46 1,76
1,01+0,02 100,67 1,62
1,98 +0,03 99,23 1,71
VAL 1-3
5,02+0,13 100,41 2,56
10 9,99 + 0,07 99,91 0,66
50 50,00 + 0,001 100,0003 0,003

Tablo 4-10: NDIPA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢alismalar1 (n=3)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon Kalibrasyon Egrisi Konsantrasyon
. Konsantrasyonu %Dogruluk %RSD
Serisi (ng/mL) £+ Standart
(ng/mL) S
apma
0,2 0,21 + 0,004 105,67 1,66
0,5 0,50 +0,01 100,21 1,46
1,01+£0,01 101,08 0,54
VAL 1-3
4,92 +0,01 98,36 0,26
10 10,04 £ 0,01 100,44 0,07

50 50,00 + 0,0002 100,00 0,0004




Tablo 4-11: NMBA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligmalari (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon of s o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
2 1,85+0,09 92,72 4,80
4 4,08 +0,09 102,11 2,11
5 525+0,11 105,07 2,17
VAL 1-3
8 7,80+ 0,27 97,44 3,43
10 9,94+0,13 99,37 1,27
50 50,09 + 0,15 100,17 0,29

Tablo 4-12: MeNP kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligsmalari (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon L o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) % Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL)
Sapma
0,8 0,93 + 0,04 116,60 3,79
0,93+ 0,07 93,31 7,15
1,84+0,11 91,94 6,21
VAL 1-3
5,45 +0,05 109,05 0,89
10 9,79+0,01 97,89 0,06
50 50,00 + 0,001 100,01 0,001

Tablo 4-13: NDBA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢caligmalari (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon 0T o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) £ Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
0,4 0,45+ 0,02 113,01 4,77
1 0,97 +0,05 97,43 5,05
1,93+0,05 96,54 2,42
VAL 1-3
4,91+ 0,06 98,10 131
10 10,07 + 0,03 100,70 0,29

50 50,00 + 0,001 100,00 0,001




Tablo 4-14: NMPA kalibrasyon egrisi i¢in dogruluk ve kesinlik ¢aligsmalar1 (n=3)

Kalibrasyon Egrisi Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon OfTres o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
01 0,10+0,01 97,70 7,30
0,5 0,50+ 0,01 99,87 1,72
1,00+ 0,01 100,31 0,81
VAL 1-3
5,03+0,06 100,63 1,21
10 9,98 +0,03 99,82 0,33
50 50,00 + 0,001 100,00 0,002

4.2.5. Dogruluk ve Kesinlik
Dogruluk ve kesinlik igin yapilan g¢alismalar Bolim 3.4.5. ve 3.4.6.da

belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

8 adet nitrozaminin her biri i¢in ayr1 ayr1 Tablo 4-15'den Tablo 4-22’e kadar fi¢
validasyon serisinde, her biri alt1 tekrarli ve ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde kalite
kontrol 6rnekleri i¢in giin i¢i ortalama konsantrasyon, %dogruluk, standart sapma (SD)
ve bagil standart sapma (%RSD) hesaplamalar1 gosterilmektedir. Tablo 4-23'den Tablo
4-30’a kadar ii¢ validasyon serisinin giinler arasi1 ortalama konsantrasyon, %dogruluk,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (%RSD) hesaplamalar1 gosterilmektedir.
Elde edilen analiz sonuglarina gore yontemin dogrulugu ve kesinligi uygun

bulunmustur.

Tablo 4-15: NDMA igin giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)

validasvon KK Hesaplanan Ortalama
y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD

Serisi (ng/mL) + Standart Sapma
3 2,95+0,04 98,21 1,44
VAL 1 15 14,44 + 0,52 96,29 3,57
50 50,48 + 1,57 100,96 3,12
3 3,29+0,23 109,57 6,88
VAL 2 15 15,21 +£0,17 101,42 1,10

50 49,73+ 1,87 99,45 3,76




3 3,14+0,25 104,75 7,81
VAL 3 15 15,76 + 0,44 105,07 2,79
50 52,80+ 1,87 105,60 3,54
Tablo 4-16: NDEA igin giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)
validasvon KK Hesaplanan Ortalama
Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 2,99 + 0,08 99,60 2,61
VAL 1 15 15,35+ 0,45 102,34 2,91
50 50,05+ 0,75 100,10 1,51
3 3,14 £ 0,06 104,75 1,78
VAL 2 15 14,87 + 0,08 99,12 0,56
50 48,83 + 0,76 97,66 1,55
3 3,00+0,10 99,87 3,25
VAL 3 15 15,03 + 0,27 100,17 1,83
50 50,09 + 1,31 100,18 2,61
Tablo 4-17: NEIPA igin giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)
validasvon KK Hesaplanan Ortalama
Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 2,95+ 0,09 98,45 3,02
VAL 1 15 15,53+ 0,78 103,54 5,01
50 52,22 + 1,46 104,44 2,80
3 3,16 £ 0,07 105,22 2,08
VAL 2 15 14,85+ 0,20 99,03 1,35
50 49,12 + 1,03 98,24 2,11
2,98 +0,11 99,35 3,59
VAL 3
15,17 + 0,39 101,16 2,60




50 51,02 + 1,58 102,04 3,10
Tablo 4-18: NDIPA igin giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)
validasvon KK Hesaplanan Ortalama
Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 3,00 + 0,02 99,87 0,78
VAL 1 15 15,45+ 0,32 103,02 2,05
50 50,08 + 0,66 100,15 1,32
3 2,98 £ 0,02 99,27 0,62
VAL 2 15 14,78 + 0,04 98,52 0,30
50 49,05+ 0,16 98,10 0,32
3 2,97 £ 0,06 99,15 2,03
VAL 3 15 14,77 £0,15 98,44 1,00
50 49,72 + 0,60 99,45 1,20
Tablo 4-19: NMBA i¢in giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)
validasvon KK Hesaplanan Ortalama
Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 2,59 +0,15 86,38 5,73
VAL 1 15 15,22 +£0,50 101,48 3,27
50 51,45+ 1,39 102,89 2,71
3 3,13+0,11 104,21 3,67
VAL 2 15 15,80 + 0,40 105,36 2,53
50 51,44 +1,89 102,88 3,67
3 2,95+0,12 98,26 4,22
VAL 3 15 15,65+ 0,54 104,35 3,44
50 52,60+ 2,17 105,20 4,13




Tablo 4-20: MeNP i¢in giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=6)

validasvon KK Hesaplanan Ortalama

Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 3,33+0,26 111,00 7,74

VAL 1 15 12,75+ 0,61 85,01 4,76
50 55,12 + 3,52 110,23 6,39
3 3,32+0,21 110,72 6,36

VAL 2 15 13,06 + 0,45 87,07 3,46
50 48,10 + 3,18 96,19 6,60
3 3,26 +0,17 108,67 5,25

VAL 3 15 13,98 + 0,36 93,18 2,58
50 50,59+ 1,71 101,18 3,38

Tablo 4-21: NDBA i¢in giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=6)

. KK Hesaplanan Ortalama

\S/::ilgiasyon Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 2,80+0,18 93,30 6,49

VAL 1 15 14,38 + 0,66 95,87 4,62
50 46,22 + 3,03 92,43 6,55
3 2,88+0,13 96,12 4,40

VAL 2 15 14,38 + 0,49 95,85 3,38
50 45,75+ 2,13 91,49 4,65
3 2,87+0,12 95,78 4,20

VAL 3 15 14,17 £ 0,58 94,46 4,07
50 46,87 + 1,85 93,75 3,94




Tablo 4-22: NMPA i¢in giin i¢i dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=6)

validasvon KK Hesaplanan Ortalama

Serisi y Konsantrasyonu  Konsantrasyon (ng/mL) %Dogruluk %RSD
(ng/mL) + Standart Sapma
3 2,98 + 0,07 99,33 2,40

VAL 1 15 15,20+ 0,34 101,30 2,24
50 51,19+ 1,00 102,38 1,95
3 2,99 +0,04 99,69 1,50

VAL 2 15 14,55 + 0,06 96,99 0,40
50 48,22 + 0,64 96,44 1,33
3 2,91+0,09 96,92 2,93

VAL 3 15 14,38 + 0,10 95,88 0,68
50 49,21 + 0,54 98,41 1,10

Tablo 4-23: NDMA igin giinler arasi dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon KK Konsantrasyon
0, O 0]

Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD

(ng/mL)

Sapma

3 3,13+£0,23 104,18 7,43
VAL 1-3 15 15,14 + 0,67 100,92 4,44

50 51,00+ 2,14 102,01 4,20

Tablo 4-24: NDEA igin giinler aras1 dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon ﬁoKnsantras onu Konsantrasyon % Dogruluk %RSD
Serisi y (ng/mL) + Standart ovog 0
(ng/mL) S
apma
3 3,04 +0,10 101,41 3,42
VAL 1-3 15 15,08 + 0,35 100,54 2,35
50 49,66+ 1,10 99,31 2,21




Tablo 4-25: NEIPA ig¢in giinler arasi dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

KK Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon OfTres o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
3 3,03+0,12 101,01 4,12
VAL 1-3 15 15,19 + 0,56 101,24 3,70
50 50,79 + 1,84 101,57 3,63

Tablo 4-26: NDIPA igin giinler arasi dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon KR Konsantrasyon
0] O 0]

Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD

(ng/mL)

Sapma

3 2,98 +£0,04 99,43 1,26
VAL 1-3 15 15,00 + 0,38 99,99 2,55

50 49,62 + 0,66 99,23 1,32

Tablo 4-27: NMBA i¢in giinler aras1 dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=18)

KK Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon 0T o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) £ Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
3 2,89+0,26 96,28 8,98
VAL 1-3 15 15,56 + 0,52 103,73 3,33
50 51,83+1,82 103,66 3,52

Tablo 4-28: MeNP i¢in giinler aras1 dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon ﬁoKnsantras onu Konsantrasyon %Dogruluk %RSD
Serisi y (ng/mL) + Standart ovog 0
(ng/mL) S
apma
3 3,30+0,21 110,13 6,22
VAL 1-3 15 13,26 + 0,70 88,42 5,30

50 51,27+ 4,05 102,54 7,90




Tablo 4-29: NDBA i¢in giinler aras1 dogruluk ve kesinlik hesaplamalar1 (n=18)

KK Hesaplanan Ortalama

Validasyon Konsantrasyon OfTres o
Serisi Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD
(ng/mL) S
apma
3 2,85+0,14 95,07 4,99
VAL 1-3 15 14,31+ 0,55 95,40 3,87
50 46,28 + 2,29 92,56 4,96

Tablo 4-30: NMPA igin giinler arasi dogruluk ve kesinlik hesaplamalari (n=18)

Hesaplanan Ortalama

Validasyon KK Konsantrasyon
[0) O [0)

e Konsantrasyonu (ng/mL) + Standart YoDogruluk YoRSD

(ng/mL) S

apma

3 2,96 +0,08 98,65 2,54
VAL 1-3 15 14,71 +0,41 98,06 2,79

50 49,54 + 1,46 99,08 2,94
4.2.6. Stabilite

Stabilite ¢alismalar1 Bolim 3.4.8°de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Elde

edilen sonuglar uygun bulunmustur ve Tablo 4-31°de verilmistir.

Tablo 4-31: Stabilite sonuglar1

Molekiil ~ Stok Cozelti Stabilitesi Kisa Donem Stabilitesi  Otodérnekleyici Stabilitesi

%Hata (1 Giin) %Hata (6 Saat) %Hata (24 Saat)
NDMA -4,07 0,81 -7,61
NDEA -3,54 -0,48 -3,18
NEIPA -0,44 -1,17 -1,11
NDIPA -3,41 -0,01 -2,57
NMBA -2,13 1,78 -5,76

MeNP -0,46 0,07 -3,21




NDBA -1,82

NMPA -3,65

-2,53

0,88

1,16

-3,17

4.2.7. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunlugu icin yapilan c¢alismalar Bolim 3.4.9°da belirtildigi sekilde

gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar uygun bulunmustur ve Tablo 4-32°de

verilmistir.

Tablo 4-32: Sistem uygunluk testi sonuglari

Analit Allkonma

Zaman (dk) Sayisi (N)

NDMA 7,11
NDEA 7,67
NEIPA 7,97
NDIPA 8,57
NMBA 6,55
MeNP 3,80
NDBA 9,97

NMPA 8,27

Teorik Plaka Ayirma

13102

11797

10930

11320

29056

8951

13061

9726

Giicii (Rs)

57,2
54,3
52,3
53,2
85,2
47,3
57,1

49,3

Kapasite
Faktorii (k°)

70,1
75,7
78,7
84,7
64,5
37,0
98,7

81,7

Kuyruklanma
Faktorii (T)

1,1
1,1
1,1
1,1
1,1
1,0
1,1

1,1

Enjeksiyon
Kesinligi
(RSD)

1,23

1,25

1,76

0,20

1,70

1,57

0,64

0,90

4.3. Farmasétik Preparatlara Uygulama ile ilgili Bulgular

4.3.1. Ekstraksiyon Yonteminin Gelistirilmesi

Ekstraksiyon yonteminin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalar Boliim 3.5.1.°de

belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. 4 farkli ekstraksiyon yontemi ile yapilan

denemelerden elde edilen dedektor cevaplari ile standart nitrozamin ¢ozeltilerinden elde

edilen dedektor cevaplarinin karsilastirilmasi ile matriks etkileri Denklem 3-5 ile

hesaplanmistir. Bu sonuclara gére matriks etkisinin en az oldugu ekstraksiyon yontemi

yontem 4 olarak goriilmektedir. Yontem 4’de n-hekzan ve asetonitrilin 1 ¢ 1 oraninda

karistirllmas1 ve asetonitril ve n-hekzanin ayr1 ayri viallenip analiz edilmesiyle



nitrozaminlerin asetonitrile gegme orani test edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4-

33’de verilmistir. Bu sonuglara gore ekstraksiyon yontemi olarak Yontem 4 se¢ilmistir.

Tablo 4-33: Ekstraksiyon yontemlerinin matriks etkisi sonuglari

Yontem 4°de
Yontem 1 Yontem 2 Yontem3 Yontem 4 nitrozaminlerin n-
Analit %ME %ME %ME %ME hekzandan
(ACN) (MeOH)  (n-hekzan) (ACN/n-hekzan 1:1) ACN’ye gecme

yiizdesi (%)

NDMA -87,2 85,2 6,2 9,7 90,4
NDEA -26,2 -14,8 14,1 10,4 90,9
NEIPA  -27.2 -3,8 27,8 -13,8 84,5
NDIPA 184 25,3 20,1 0,7 88,9
NMBA 689 95,7 2,4 2,1 90,9
MeNP 50,3 67,2 -14,6 -16,0 92,8
NDBA 3,5 3,9 -8,7 -4,3 83,1
NMPA 15,8 30,3 0,5 7,1 91,3

4.3.2. Uygulama Yapilan Farmasotik Preparatlar

Gelistirilen yontemle bir ¢ok farkli tiirde farmasotik preparat {izerinde uygulama
yapilmistir. Bu preparatlar; 3 farkl tablet, kapsiil, jel, krem, merhem, sprey, gargara ve
enjeksiyonluk ¢ozelti {irtindiir. Farmasotik preparatlar calisilirken hem ¢oziiciide
hazirlanmis nitrozamin kalibrasyon standartlar1 ve kalite kontrol oOrnekleri hemde
farmasotik iirline ait plasebo i¢inde hazirlanmis nitrozamin kalibrasyon standartlar1 ve
kalite kontrol Ornekleri ayri ayr1 hazirlanmistir. Coziicii ve plaseboda hazirlanan bu
numunelerin sonuglariyla matriks etkileri Denklem 3-5 ile hesaplanmistir. Elde edilen

%Me sonuglart uygun bulunmustur ve Tablo 4-34’de verilmistir.



Tablo 4-34: Farmasoétik preparatlarin matriks etkileri (YoME)

Uriin NDMA NDEA NEIPA NDIPA NMBA MeNP NDBA NMPA
Tablet 1 26,1 20,2 32,4 17,0 12,4 19,3 7,8 3,2
Tablet 2 35,7 19,2 13,1 0,2 12,1 40,7 17,3 13,5
Tablet 3 31,2 15,4 23,9 6,8 44,5 28,5 5,5 0,1
Kapsiil 12,6 31,1 34,8 11,9 20,5 31,4 17,4 27,7
Jel 35,2 47,8 46,9 43,6 11,2 14,5 49,0 40,5
Krem 22,7 15,8 20,8 20,2 12,1 14,1 3,0 2,2
Merhem 0,6 9,3 11,5 13,1 1,5 8,2 7,0 0,2
Sprey 1,3 10,2 15,9 7,8 13,8 8,3 8,7 7,0
Gargara 22,3 6,1 10,0 9,8 8,4 2,3 10,0 7,6

Enjeksiyonluk
6,7 11,6 14,4 12,8 2,6 18,9 8,4 6,6
Cozelti

Coziiclide ve plaseboda hazirlanmis kalibrasyon egrilerinin bazilar1 asagida
Sekil 4-52 ve Sekil 4-53’de gosterilmistir. Caligilan numunelerin higbirinde nitrozamin

tespit edilmemistir.
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Sekil 4-52: Tablet 1 iiriiniindeki NEIPA ¢6ziicii ve plasebo kalibrasyon egrisi
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5. TARTISMA

2018'den beri birgok ilagda kabul edilemez seviyelerde nitrozamin igerdigi
bulunmustur. Yiiksek tansiyon tedavisinde kullanilan sartan grubu, mide asidi iiretimini
azaltmak icin kullanilan ranitidin, tip 2 diyabet tedavisi i¢in kullanilan metformin,
tiiberkiiloz tedavisinde kullanilan rifampin ve nikotin bagimlilig1 tedavisinde kullanilan
vareniklin gibi ilaglarda kanserojen etkileri olan nitrozamin safsizliklarinin yakin
zamanda beklenmedik bulgusu, FDA ve EMA gibi uluslararas1 diizenleyicileri,
etkilenen API'ler ve ilag iirlinlerindeki bu safsizliklarin ayrintili bir analizini yapmaya
yonlendirmistir. Sadece bazi ilag iirlinlerinde nitrozamin safsizliklar1 bulunmasina ve bu
safsizliklarin  kabul edilemez seviyeleri oldugunda bu {riinlerin partileri geri
cagrilmasma ragmen, nitrozamin safsizliklart {tretebilecek hassas siireglerin  ve
malzemelerin kullanimi nedeniyle diger API'lerde ve ilag iirlinlerinde de nitrozamin
safsizliklar1 bulunabilecegi gercegini ortaya koymustur. Nitrozamin safsizliklar yiiksek
derecede mutajenik ve Kkanserojen Ozelliklerde oldugundan, API'lerde ve ilag
tirtinlerinde sinirlar kabul edilebilir olmalidir. FDA ve EMA gibi diizenleyici otoriteler,
bu safsizliklar1 kabul edilebilir seviyelerde kontrol etmek ve analiz etmek i¢in ilag
tiretimine rehberlik edecek cesitli bildirimler yayinlamislardir. Uluslararast otoriteler
tarafindan ilk basta az sayida nitrozamin bilesigi i¢in incelemeler yapilirken daha sonra
gozlem altina alman nitrozamin bilesiklerinin sayis1 da artmistir. Nitrozamin
safsizliklarinin ¢ok diisiikk seviyelerine maruz kalmanin neden oldugu genetik
materyallerdeki degisiklikler kansere yol agabilir. Kanser, diinyada kalp-damar
oliimlerinden sonra en ¢ok goriilen ikinci 6liim nedenidir (53). Diinyada her 6 6liimden
biri, lilkemizde her 5 6limden biri kanser nedeniyledir (54). Bu nedenle, halk sagligi
giivenligini saglamak i¢in ilaglardaki nitrozamin safsizliklarini ¢ok diisiik seviyelerde
belirlemek onemlidir. Nitrozamin safsizliklarinda belirleme i¢in en ¢ok kullanilan
analitik yontemler, LC-MSMS ve GC-MSMS teknikleridir. LC-MSMS yontemleri, ilag
iriinleri ve i1la¢g maddelerinden nitrozamin safsizliklarinin belirlenmesi i¢in en giivenilir

tekniktir.

Yapilan literatliir  arastirmalarinda, farmasotik  preparat  Orneklerinde
nitrozaminlerin miktar tayini i¢in LC-MS/MS (28-38), GC-MS/MS (39-45), HPLC-
FLD (46, 47) ve HPLC-UV (48) yayinlari mevcuttur. LC-MS/MS yayinlarina



bakildiginda bu yaymlarin bircogunda elde edilmis LOQ degerlerinin, bu tez
caligmasinda gelistirilen yontemin LOQ degeri olan 0,1 ng/mL’den yiiksek oldugu
goriilmektedir (28-33, 35-38). Tay ve arkadaslarinin ¢alismasinda (34) 5 nitrozamin
calisilmig ve 0,036 ng/mL LOQ degeri elde edilmistir. Bu ¢alismada mikro ekstraksiyon
yontemi kullanilmistir. Bu tez c¢alismasinda, ila¢ {irlinlerinde goriilen 8 adet
nitrozaminin (NDMA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NMBA, MeNP, NDBA ve NMPA)
farmasotik preparatlarda (3 adet tablet, kapsiil, jel, krem, merhem, sprey, gargara ve
enjeksiyonluk ¢ozelti) miktar tayini igin bir LC-MS/MS yontemi gelistirilerek valide
edilmistir ve bu preparatlara uygulanmistir. Bu tez ¢aligmasinda gelistirilen yontemin
LOD ve LOQ degerleri ve literatiir ile kiyaslandiginda farkli tiir ilag {irlinlerine
uygulanabilirligi yontemin 6zgilinligiinii ortaya koymaktadir. Gelistirilen bu ydntem,
artan nitrozamin sayisina gore modifiye edilebilir. Bu calisma, bir¢ok farmasotik

preparatda yapilacak nitrozamin analizlerine onciiliik edecektir.

Son zamanlarda Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-
MS/MS), yiiksek hassasiyet, saglam, diisiik tespit limiti, karmasik matriks
numunelerinde ¢esitli polaritelere sahip kiigiik ya da biiyiikk molekiilleri ve termal olarak
degisken ve ugucu olmayan molekiilleri analiz etme yetenegi nedeniyle analizlerde
kullanilan en 6nemli tekniklerden biri haline gelmistir. Kiitle spektrometresi manyetik
bir alanda hareket eden yiiklii molekiilleri kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore ayirt ederek
Olcme esasina gore ¢alisan bir cihazdir. Yikli molekiilleri olusturmak i¢in farkli iyon
kaynaklari vardir. Analizi yapilacak numunelerin &zelliklerine gore elektrosprey
iyonizasyon (ESI ) veya atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) teknikleri
kullanilabilir. Genel olarak aminler, peptidler ve proteinler gibi polar bilesiklerin analizi
ESI teknigi ile, steroidler gibi apolar bilesikler ise APCI teknigi ile analiz edilir (55, 56).
Her iki teknik de yumusak iyonizasyon teknikleridir ve ugucu hareketli fazlar ile
uyumludurlar. Bu ¢aligmada kullanilan elektrosprey iyonizasyon (ESI), LC-MS/MS i¢in
kullanilan en popiiler iyonizasyon tekniklerinden biridir. Basarili bir LC-MS/MS
analizinin ve optimum sinyal yanitinin anahtari, basarili iyonizasyon islemidir. Analitin
maksimum iyonlasmasini saglamak i¢in analitin molekiiler yapisi, analitin pKa degeri,
mobil fazin pH"1, HPLC akis hizlari, kapiler voltaj, piiskiirtiicii konumu, nebulizasyon
gazi ve kurutma gazi ayarlar1 gibi birka¢ faktdr dikkate alinmalidir. Mobil fazin pH
degeri ve analitin pKa degeri, ESI'de iyon olusumu i¢in olduk¢a 6nemli parametrelerdir.

LC-MS/MS analizi i¢in mobil faz se¢imi, HPLC mobil faz seciminden farklidir.



HPLC'de kromatografik ayirma, uygun bir mobil faz ve tamponlari se¢gmenin ana
hedefidir, LC-MS/MS i¢in ana hedef ise, ayirmalar1 ve asimetrik pikleri kaybetmeden
iyonlagmay1 desteklemektir (57).

Bir ¢dziiciiniin uguculugu ve proton verme yetenegi ESI’de onemlidir. ESI’de
ugucu olmayan mobil fazlarin kullanilmasindan kaginilmalidir. Fosfat (PO4*"), Na*, K*
ve sitrat gibi ugucu olmayan tamponlar ve tuzlar kiitle spektrometrisi ile uyumsuzdur.
LC-MS arayiiziiniin islevlerinden biri hareketli faz1 buharlastirmak oldugundan, mobil
faz mutlaka ucucu olmalidir. ESI'de biiyiik miktarda tampon geg¢irildiginde MS'de
biiyiilk miktarlarda tuz olusur ve bunun siirekli birikmesi kiitle spektrometresi iyon
kaynaginin kirlenmesine ve sinyalizasyon da azalmaya neden olur. ESI iyon kaynagina
sahip LC-MS cihazlarinda genellikle ugucu 6zellige sahip metanol, asetonitril gibi
organik ¢oziiciiler ve formik asit, asetik asit, amonyum format ve amonyum asetat’in
belli konsantrasyonlara kadarki sulu ¢ozeltileri kullanilir. Formik asit, asetik asit ile
kiyaslandiginda, formik asitin genellikle asetik asite kiyasla daha diisiik kontaminasyon
seviyelerine sahip oldugu, formik asitin molekiillerin pik seklini iyilestirmek igin
kullanildig1 ve formik asitin [M+H]+ iyonlari tireterek pozitif iyonizasyon modunda
LC-MS analizi i¢in protonlar veren RP-HPLC'nin yaygin olarak kullanilan bir bileseni
oldugu bilinmektedir (58, 59).

Analitlerin iyonlagsmasini saglayarak en yliksek sinyal siddetinin alinabilmesi ve
kiitle dedektor sisteminin kaynak boliimiinde kalinti olusturmayacak bir hareketli fazin
belirlenebilmesi i¢in c¢aligmalar yapilmistir. Nitrozamin molekiilleri ortaklanmamis
elektronu olan oksijen ve azot atomlarina sahiptir. Bu durum nitrozamin molekiillerinin
pozitif iyonlagsmasina oldukc¢a uygundur. Nitrozamin molekiillerine iyon kaynagina
gelmeden hareketli faz igerisinde iyonlagsmayir baslatmak amaciyla hareketli faz
karisimina formik asit ya da asetik asit gibi proton verici maddelerin ilave edilmesi
diigiiniilmiistir. Denemelerde LC-MS/MS sistemlerinde yaygin olarak kullanilan
organik faz olarak asetonitril ve metanol; sulu faz olarak asetik asit ve formik asit
cozeltileri Bolim 3.3.2.°de belirtildigi gibi kullanilmstir ve bu hareketli faz
kombinasyonlarindan elde edilen dedektor cevabi incelenmistir. Boliim 4.1.6.’da ve
Sekil 4-40°da gosterildigi gibi bu calismada hareketli faz olarak kiitle dedektoriinde
kalintt olusturmadan iyonlagmay: kolaylastiran ve yiiksek sinyalizasyon saglayan

asetonitril ve saf su iginde %0,1 formik asitten olusan (h/h) karisim belirlenmistir.



Nitrozaminlerin rutin analizlerinde kullanilmas1 planlanan kromatografi
kolonunun se¢imi Boliim 3.3.4.°de belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Sepax BR-C18,
Kinetex F5 ve Inertsil ODS3-C18 ile yapilan 6n denemelerde, piklerin alikonma
zamanlari, sekilleri ve siddetleri degerlendirilmis; kolon etkinligi parametreleri
incelenerek sonuglarin istenilen seviyede oldugu Inertsil ODS3-C18 kromatografi
kolonu segilmistir (Tablo 4-32). GL Sciences Inertsil ODS3-C18; temel malzemesi
yiiksek saflikta silika jel, fonksiyonel grubu oktadesildir (SiO2-C18H37). 5 um tanecik
biiyiikliigiine, 4,6 mm i¢ capina ve 250 mm uzunluga sahiptir. i¢ yiizey alam 450 m?/g
ve gozenek ¢ap1 100A (10 nm), pH araligr 2-7,5’dir. Hareketli faz sistemi belirleme ve
kolon se¢imi ¢alismalar1 sonucunda hareketli faz; asetonitril ve saf su i¢inde %0,1
formik asit (h/h) (90:10, h/h), (pH: 3,45) karisim1 0,4 mL/dk akis hizinda izokratik

olarak belirlenmistir.

LC-MS/MS sisteminde nitrozaminlerin etkin bir analizi i¢in en uygun
parametrelerin belirlenmesi gerekmektedir. Oncelikle nitrozamin molekiillerinin ayr
ayrt standart cozeltilerin asidik hareketli faz yardimiyla analiz edilmesiyle pozitif
modda ana iyonlar1 [M+H]+, parcalayici voltajlari, par¢alanma iyonlar1 ve ¢arpisma
enerjileri belirlenmistir. Daha sonra nitrozamin molekiillerinin ortak standart
¢ozeltisinin analiz edilmesiyle ortak kaynak parametreleri olan gaz sicakligi, gaz akis
hizi, nebulizer basinci, kapiler voltaj ve nozzle voltaj degerleri belirlenmistir. Elde
edilen kiitle gecis degerleri her biri pozitif modda NDMA i¢in (75,1>43,1), NDEA i¢in
(103,1>75,2), NEIPA i¢in (117>75,1), NDIPA i¢in (131,1>43,2), NMBA i¢in
(147>117), MeNP i¢in (130,1>58,2), NDBA i¢in (159,2>57,2) ve NMPA icin
(137>66,1) literatiirle benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek secicilik ve
hassasiyette analitlerin tespit edilmesi igin MRM modu kullanilmistir. Par¢alanma
iyonlarmin belirlenmesinde, en kararli par¢alanma iyonlart se¢ilmistir. MRM modunda
gergeklestirilen analizlerde, en yiiksek hassasiyeti elde etmek igin tiim parametreler her
analit i¢in optimize edilmistir. Analizler sonucu elde edilen veriler Boliim 4.1°de Sekil
4-1’den Sekil 4-40’a kadar ve Tablo 4-1°den Tablo 4-4’e kadar gosterilmistir. Yontem

gelistirme calismalar1 sonucunda elde edilen yontem Boliim 3.3.5.°de 6zetlenmistir.

Yontem gelistirme ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra en son ICH Kilavuzu Q2

(R1)’e gore validasyonu yapilmistir.



Secicilik c¢alismalarinda bos ¢Oziicli analiz edilmistir ve hi¢bir nitrozamin
analitinin alikonma zamaninda herhangi bir girisim gozlenmemistir (Sekil 4-41).
Tasinma etkisi ¢alismalarinda ise bos ¢oziicii en yiiksek kalibrasyon standardindan

sonra analiz edilmistir ve herhangi bir tasinma olmadigi belirlenmistir (Sekil 4-43).

Yapilan LOD ve LOQ belirleme ¢aligmalarinda Boliim 3.4.3.’de belirtildigi gibi
3 farkli yaklasim ele alinmistir. Bu c¢alismalar 0,05-50 ng/mL arasindaki 14
konsantrasyon seviyesinde ilgili 8 nitrozamini igeren ortak karisim standartlar1 analiz
edilerek gergeklestirilmistir. LOD ve LOQ yanitin ve egimin standart sapmasina dayali
yonteme gore hesaplandiginda 8 nitrozamin i¢in LOD? ve LOQ? degerleri sirasiyla 0,13-
1,12 ng/mL ve 0,40-3,40 ng/mL araliklarindadir. Sinyal/giiriiltii oranina dayali yontem
incelendiginde her bir nitrozamin igin elde edilen sinyal/giiriiltii oranlar1 ve dogruluk
degerleri degerlendirildiginde 8 nitrozamin i¢in nihai LODP ve LOQ® degerleri sirasiyla
0,05-0,8 ng/mL ve 0,1-2,0 ng/mL araliklarinda belirlenmistir. Nihai olarak belirlenen
LOD® igin S/N ve LOQ® igin S/N degerlerine bakildiginda bazi nitrozamin igin S/N
degerleri LOD i¢in 3:1 oran1 LOQ i¢in 10:1 oranlar1 ile uyumlu goziikiirken bazi
nitrozaminler i¢in S/N degerleri bu oranlardan daha yiiksek goziikmektedir. Bazi
nitrozaminlerde diisiik konsantrasyon seviyelerine diisiildiikce dogrusalliktan ve geri
kazanim dogruluk degerlerindeki sapmadan dolayr daha diisiik S/N degerlerine
inilmemistir. Belirlenen LOQ degeri kilavuzlarin nitrozaminler i¢in belirledigi giinliik
alim limitleri ile uyumluluk gostermektedir. LOD ve LOQ belirleme ¢alismalarinda elde

edilen tiim sonuglar Tablo 4-5’de 6zetlenmistir.

Validasyon c¢aligsmalar1 oncesi sistemin ve kromatografik sartlarin, analizlerin
gergeklestirilebilmesine uygun olup olmadigi kontrol edilmistir. Bu kapsamda sistem
uygunluk testi Boliim 3.4.9.°da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Herbir nitrozamin
icin elde edilen sistem uygunluk testi sonuglar1 Tablo 4-32°de 6zetlenmistir. Sonuglarin

limitler dahilinde oldugu belirlenmis ve sistemin uygunlugu kanitlanmistir.

Dogrusallik c¢aligmalarinda 6 konsantrasyon seviyesinden olusan kalibrasyon
egrileri LOQ’nun 0,1-2,0 ng/mL arasinda ve en yiiksek kalibrasyon egrisi seviyesinin
50 ng/mL oldugu calisma araliginda, her bir nitrozamin i¢in korelasyon katsayisi (r2)
>0,999 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglarla analit konsantrasyonu ve dedektor
cevab1 arasinda dogrusal bir iligkinin oldugu belirlenmistir. Sonuglar verilen sinirlar

icinde oldugu goriilmiis ve Tablo 4-6’da  Ozetlenmistir. Herbir nitrozamin ig¢in



kalibrasyon egrileri konsantrasyon seviyelerinin dogruluk degerleri %91,94-116,60
arasinda, kesinlik degerleri 9%0,0004-7,30 arasinda degismektedir. Elde edilen dogruluk
ve kesinlik sonuglar verilen sinirlar iginde oldugu goriilmiis ve Tablo 4-7’den Tablo 4-

14’°¢ kadar 6zetlenmistir.

Dogruluk ve kesinlik c¢aligmalari, ilgili analitlerin diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonda olusturulan kalite kontrol 6rnekleri (3, 15, 50 ng/mL) kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir nitrozamin i¢in giin i¢i dogruluk degerleri %85,01-111,00
araliginda, kesinlik degerleri %0,30-7,81 arasinda degismektedir. Her bir nitrozamin
icin giinler aras1 dogruluk degerleri %88,42-110,13 araliinda, kesinlik degerleri %1,26-
8,98 arasinda degismektedir. Elde edilen giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik
sonuglar1 verilen sinirlar iginde oldugu goriilmiis ve Tablo 4-15den Tablo 4-30’a kadar

Ozetlenmistir.

Stabilite ¢aligmalari, numunelerin hazirlanma ve analizlerinin gergeklestirilmesi
sirasindaki  asamalarda  ve  kullamilan  saklama  kosullarinda  analitlerin
konsantrasyonunun ne kadar etkilendigini gostermek i¢in yapilmistir. Stabilite
caligmasi, her bir nitrozamin igin stok c¢oOzeltilerin buzdolabi1 saklama kosullarindaki
stabilitesi, calisma ¢ozeltilerinin kisa donem laboratuvar kosullarinda numune hazirlama
siiresindeki stabilitesi ve calisma cozeltilerinin otodrnekleyici kosullarinda analiz
stiresindeki stabilitesini kapsamaktadir. Her bir nitrozamin igin stok ¢6zelti stabilitesi
%Hata degerleri %-0,44 ile -4,07 arasinda, kisa donem stabilitesi %Hata degerleri
%1,78 ile -2,53 arasinda ve otodrnekleyici stabilitesi %Hata degerleri %1,16 ile -7,61
arasinda degismektedir. Elde edilen stabilite calismalar1 %Hata sonuglar1 verilen sinirlar

icinde oldugu goriilmiis ve Tablo 4-31°de 6zetlenmistir.

Farmasétik preparatlarla yapilan calismalarda oncelikle ekstraksiyon yonteminin
belirlenmesi igin bir tablet iiriiniiniin (irbesartan + hidroklorotiyazid) plasebosu iizerinde
farkli ekstraksiyon yontemleri calisilarak matriks etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde asetonitril ve metanol ile yapilan ekstraksiyon yontemlerinde n-
hekzanla yapilan ekstraksiyon yontemlerine gére bir ¢ok nitrozaminde daha yiiksek
matriks etkisi gosterdigi gozlenlenmistir. Kullanilan bu 3 organik ¢dziiciiniin
polarliklar1 karsilagtirlldiginda MeOH>ACN>N-hekzan seklinde siralanmaktadir. N-
hekzanin nanpolar bir ¢oziicii olmasi, bir ¢ok yardimci maddeye sahip farkli tiirde

farmasotik preparatlarla calisirken bu yardimer maddelerin bir kisminin organik faza



ge¢medigi ve dolayisiyla matriks etkisinin daha diistik oldugu goriilmektedir. Yontem 3
ve Yontem 4 ile yapilan ekstraksyonlarda n-hekzanin kullanilmasi Yontem 1°de
asetonitril ve yontem 2’de metanol ile yapilan ekstraksiyonlara gore matriks etkisinin
daha diisiik seviyelerde oldugunu gostermektededir. Yontem 4’de elde edilen n-hekzan
ekstresinin asetonitril ile 1 e 1 oraninda karistirilmasiyla nitrozaminlerin yaklasik %90
oraninda n-hekzandan asetonitrile gectigi yapilan ¢alismayla tespit edildi. Sonug olarak

Yontem 4°lin ekstraksiyon i¢in kullanilmasi uygun bulunmustur.

Uygulama yapilan farmasotik preparatlar tablet, kapsiil, jel, krem, merhem,
sprey, gargara ve enjeksiyonluk ¢ozelti ilag iiriinlerinde gelistirilen yontemle birlikte
analiz edilmistir. Bu ilag iiriinlerine 6zgii hesaplanan matriks etkisi yiizdeleri %50’ nin
altindadir. Ilag iiriinlerinde tespit edilen nitrozaminler iiriine ait plaseboda hazirlanan
kalibrasyon egrisi lizerinden hesaplamalar1 yapilarak matriks etkisi en aza indirilmis ve

dogru sonuglarin elde edilmesine katki saglamstir.

Bu tez calismasi kapsaminda, analitlerin (3,80 6,55 7,11 7,67 7,97 8,27 8,57
9,97 dk) alikonma siireleri zarfinda herhangi bir girisimin olmamasi, LOQ diizeylerinin
kilavuzlarda verilen limitlerle uyumlu olmasi, kalibrasyon egrilerinin dogrusal olmast,
yontemin dogruluk ve kesinlik degerlerinin uygun olmasi, stabilite ¢alismalarinda ve
sistem uygunlugu testi caligmalarinda elde edilen sonuglarin uygun olmasi ve
gelistirilen ekstraksiyon yonteminin bir¢ok farmasotik preparatda kabul edilebilir
matriks etkisi degerleri vermesi nedeniyle; segici, dogru, kesin ve yiiksek hassasiyette,
nitrozamin analizleri i¢in bir LC-MS/MS yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Bu

yontem farkl tiirde farmasotik preparatlarin nitrozamin analizlerinde kullanilabilecektir.
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