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OZET

SIK KULLANILAN ANTIEPILEPTIK iILACLARIN LC-MS/MS iLE ES
ZAMANLI ANALIZ YONTEMI GELISTIRILMESI

Osman AKSU
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Umit ERGUN
Haziran 2019, 51 sayfa

Bu calismada, sik kullanilan antiepileptik ila¢c etken maddeleri olan Karbamazepin,
Okskarbazepin, Fenitoin, Diazepam, Lorazepam, Klonazepam, Levetirasetam,
Gabapentin ve Lamotrigin gibi molekillerin tayini igin, insan kaninda Sivi
Kromatografisi-Kutle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihaz1 ile basit, hizli, kantitatif
deger verilebilen ve giivenilir bir metot gelistirilmistir. Her bir ilag etken maddesi igin
geri kazanim, dogruluk, yiizde bagil standart sapma, gézlenebilme sinir1 ve alt tayin
smir1 gibi bazi1 validasyon parametreleri belirlenmistir. Etken maddelerin her biri igin
belirlenen konsantrasyonlarda; LOD degerleri icin 1 ng.mL; 0,05 ng.mL™-0,16 ng.mL"
1 25 ng.mL?%; 0,12 ng.mL?-0,46 ng.mL?, 75 ng.mL?*; 0,20 ng.mL*-0,68 ng.mL? ,
LOQ degerleri i¢in 1 ng.mL™; 0,17 ng.mL?-0,52 ng.mL?, 25 ng.mL?; 0,40 ng.mL"*-
1,54 ng.mL‘l, 75 ng.mL'1 10,67 ng.mL'1-2,26 ng.mL'1 araliginda sonuglar bulunmustur.
Metot % geri kazanim yoniinden 1 ng.mL™ konsantrasyonunda %98 seviyelerinde,
yuksek konsantrasyonlarda ise %99 seviyelerinde tutulmus ve EURACHEM klavuzuna
gore uygun oldugu goriilmustiir.

Anahtar sézcikler: Epilepsi, Antiepileptik ila¢, LC-MS/MS, Validasyon.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT REAL-TIME ANALYSIS METHOD OF FREQUENTLY
USED ANTIEPILECTIC DRUGS WITH LC-MS/MS

Osman AKSU
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Umit ERGUN
June 2019, 51 pages

In this study, it has been developed simple, rapid, quantitative, and reliable method for
active substances of frequently used antiepilectic drugs detection such as
carbamazepine, oxcarbazepine, phenytoin, diazepam, lorazepam, clonazepam,
levetiracetam, gabapentin and lamotrigine in human blood by using liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) device. It has been validated in terms
of recovery, accuracy, percentage of relative standart deviation, limit of quantification
and limit of detection for each active substance of drugs. LOD and LOQ values for
obtained concentrations of each active substances were resulted that 1 ng.mL?; 0,05
ng.mL2-0,16 ng.mL?, 25 ng.mL?; 0,12 ng.mL2-0,46 ng.mL™?, 75 ng.mL*; 0,20 ng.mL"
1.0,68 ng.mL?* and 1 ng.mL?*; 0,17 ng.mL?-0,52 ng.mL™?, 25 ng.mL*; 0,40 ng.mL"*-
1,54 ng.mL?, 75 ng.mL?; 0,67 ng.mL™2-2,26 ng.mL? respectively. This method was
resulted in %98 recovery at 1 ng.mL™? concentration and %99 recovery at higher
concentration levels and also confirmed to EURACHEM guide.

Keywords: Epilepsy, Antiepilectic drug, LC-MS/MS, Validation.
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1. GIRIS

1.1. EPILEPSININ TANIMI VE TARIHCESI

Epilepsi eski ¢aglardan beri bilinen ve nlfusun %]1'den fazlasini etkileyen yaygin bir
norolojik hastaliktir [1]. Epilepsi “ansizin yakalamak veya tutmak” anlamina
gelmektedir. Ulkemizde halk arasinda “sara” olarak bilinmektedir. Epilepsi beyindeki
hiicrelerin kontrol edilemeyen elektriksel bosalma sonucu ani, istemsiz, asir1 desarjlara
bagli olarak kisa siireli nobetler seklinde tekrarlayan, duyu ve hareket bozukluklar1 ve
bazen biling kayb1 olan nérolojik bir hastaliktir [2]. Epilepsi hastaliginin olabilmesi igin
1 giin i¢inde aralikli olarak en az iki veya daha fazla ndbet gegirilmesi ve beyindeki
gelecekte nobet gecirme olasiliginin  olusumunu artiran bir bozukluk olmasi
gerekmektedir [3]. Epilepsiyi, Hipokrat milattan 6énce 460 yilinda beyin hastaligi1 olarak
tanimlamistir. Hipokrat epilepsi ile ilgili ilk monograf olan “Kutsal hastalik’” kitabin da
diger bir¢ok hastaliklar gibi, bu hastaligin da beyin merkezin de oldugunu ilk kez ifade
etmistir. Epilepsinin ilk bilimsel tanim1 19. yy. da John Huglins Jackson tarafindan
yapilmistir ve tanimi “sinir dokusunun ara sira, asiri, diizensiz desarji” olarak
belirtmistir. 20. yy. da epilepsi kavrami; birgok klinisyen tarafindan epilepsinin
siniflandirilmas1  ve tedavisi bilimsel olarak belirlenmis ve birgok arastirmaci
go6zlemlerinin birikimi ile norofizyoloji, goruntileme yontemi ve genetik ilerlemelerin

katkisiyla yapilmigtir [4].

1.1.1. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsi ergenlik cagina kadar goriilen en sik, yetiskinler de ise beyin damar
hastaliklarinin ardindan en sik rastlanan norolojik hastaliklardandir [5]. Gelismis
ulkelerdeki insidans1 40-70/100.000 olup az gelismekte olan iilkelerdeki insidansi 100-
190/100.000 degerleri arasindadir [4].

Az gelismis tilkelerdeki yiiksek insidansin nedeni net bir sekilde bilinmese bile dogum
oncesi ve dogum sonrasindaki travmalari, kafa travmalari, enfeksiyon hastaliklarinin
daha sik olmasi olarak bilinmektedir. Bunlarin yanma ek olarak ise az gelismis

tlkelerdeki AIDS ve sitma gibi hastaliklarin da epilepsi sikligim artirdig



gozlemlenmistir. Yasamimizda aktif epilepsi prevalansi ile ilgili 2,3-46/1.000 arasinda
veriler bulunmaktadir. Gelismis iilkelerde 4-10/1.000 az gelismis olan iilkelerde ise 1,3-
46/1.000 olup farkli sonuglar oldugu goriilmiistiir [2]. Dogumdan baslayip 20 yasina
kadar epilepsinin olusma riski yaklasik olarak yaklasik %1 civarindadir, bu oran 75
yasinda ise %3°e kadar ¢ikmaktadir, yani epilepsinin insidanst yasamin ilk 20 yili iginde
ve 65 yasmdan sonra iki kez zirve yapar. Epilepsinin ¢ocuklarda gortlme riski daha

siktir ve epilepsinin en ¢ok goriilmesi ise 10 yas altindadir [4].

Epilepsi en sik goriilme siras1 olarak %30’u 0-5 yaslar1 arasinda , %34°U erken okul
donemi ¢aginda, %13°li 20 yasma kadar ve %23’°0 20 yasindan sonra baglamaktadir.
Hayatin ilk 5 yili i¢inde kizlarda gorilen epilepsi erkeklere gore daha goktur, fakat tim

zaman da ise erkeklerde gorilme riski kizlara gore daha fazladir [3].

1.1.2. Epilepsinin Tedavisi

Epilepsi tedavisindeki oncelik biiyliyen g¢ocugun ve biiylimekte olan c¢ocuklarin
gelismesine zarar vermeden ndbet sikligini ve siddetini azaltip gerekirse ndbet
kontroliinii saglamak, tekrar olacak nébetlerin olusturacagi hasarlari engellemek ve
glinliik aktivitelerini tekrar yapabilmesini saglamaktir [3]. Tedavinin karar1 yontemi ilag
secimi ve tedavinin sonlandirilmasi gibi kararlar alirken hastaya getirdigi etkilerin olasi
yan etkileri ve gecici ya da kalici zararlar1 g6z 6niine alinmalidir. Epilepsi tedavisinde
oncelik giin icinde tekrarlayan ndbetlerin arastirilmasini saglamak ve bu nedenlerin
tamamen ortadan kaldirilmasi igin ¢aba gostermektir. Epilepsiyi dnlemek igin hedef ilag
tedavisi, ketojenik diyet, cerrahi tedavi ve vagal uyar1 gibi yontemler tedavi i¢inde yer

almaktadir [3].

1.1.3. Epilepside Ila¢ Secimi

Epilepsi tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglar ilk olarak 1857 yilinda potasyum
bromdr ile baslamis ve fenobarbitalin 1912 yilinda sentezine kadar tek nobet kesici ilag
olarak kullanilmigtir. Daha sonra petit mal epilepsi tedavisin de kullanilmak igin 1938
yilinda fenitoin (PHT) 1944 yilinda da trimetadiyonun senteziyle ilk adim atilmistir.
1959 ve 1969 yilinda sirasiyla karbamazepin ve valproat yerini almistir. Valproat’dan
sonra 1990 yilinda piyasaya verilen felbamat, zonisamid, vigabatrin, gabapentin,
lamotrigin (LTG), topiramat, okskarbazepin ve levetirasetamin (LEV)’da aralarinda
oldugu yaklasik 16 ilag yeni antiepileptik ilaglar olarak anilmaya baslanmistir.
Antiepileptik ila¢ tedavisi epilepsi igin oncelik ilk tedavidir. Yeni epilepsi olan
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hasatlarda ilk Once tek ilag ile tedaviye baslanmalidir. Uygun ila¢ seciminde ise;
bulunan epilepsi ve nobet tipleri, ilaglarin farmakokinetigi, yan etkileri, doz araliklar ile
birlikte hastanin 6zelikleri goz oniine alnarak saptanir. Anti Epileptik Ilag (AEI)
tedavisi Kisiye 6zgii bir tedavidir. Ilacin dozu her kisiye gore ayr1 olarak uygulanir.
Lamotrigin, gabapentin, okskarbazepin, felbamat, tiagabin zonisamid, topiramat,
levetirasetam gibi birgok yeni antiepileptik ilacin diger eski ilaglara gore klinik

bulgular1 benzer olsalar da yan etkiler agisindan daha uygun ve givenilirdirler.

Yeni ilaglarin tedaviye girmeye baslamasindan sonra tedavi secenekleri, ilac
etkilesimleri riski ve ila¢g kombinasyonlar1 da artmistir. Yeni antiepileptik ilaglar ilag
etkilesmeleri acgisindan eski ilaglara gore farmakokinetik Ozellikleri sebebiyle daha

dusik potansiyele sahiptirler [6].

1.1.4. Antiepileptik ilaclarin Simflandirilmas:

Antiepileptik ilaglarin kimyasal yapilarina gore asagidaki sekilde siniflandirabiliriz [6].
Fenitoin ve benzerleri: Fenitoin, Sodyum fosfenitoin.

Fenobarbital ve tlrevleri: Fenobarbital, Mefobarbital, Metarbital, Primidon.
Karbamazepin grubu.

Antiepileptik benzodiazepinler: Diazepam, Klonazepam.

Yeni antiepileptik ilaclar: Gabapentin, Lamotrigin, Leverisatam, okskarbamazepin.

Literatiir ¢aligsmalarina bakildiginda; Kwon-Bok Kim ve arkadaslar1 2011 yilinda ilag
takibi i¢in insan plazmasinda basit, dogru hassas olan bir sivi kromatografisi (LC) kutle
spektrometresi (MS/MS) ile 10 farkli insan i¢in 6nemli antiepileptik ilaglarin es zamanl
olarak o6lctlmesi icin yontem gelistirmislerdir. Plazma ornekleri asetonitril ilavesi ile
coktaralup ve stipernatantlar alinip C18 kolonda analiz edilmistir. Kalibrasyon egrileri
50 kat konsantrasyon aralifinda dogrusal ve katsayilari tiim AEI’lar igin 0,997'den
blyuktir. Gun i¢i ve giinler arast hassaslik %12'den azdir ve dogruluk %85,9
ile %114,5 arasindadir. Bu yontem basariyla mono veya tek basina tedavi goren
hastalarda AE'larn tanimlanmasinda ve kantitatif olarak kullanilmasinda basariyla

olusturulmustur [7].

A. A. Kadia ve arkadaslar1 2013 yilinda Fenitoin ve Lamotrijin i¢in tespiti ve dl¢iimii
hizli, basit, duyarli ve segici bir sivi-sivi ekstraksiyonu ile sivi kromatografi-tandem

kitle spektrometresi (LC-MS/MS) gelistirmislerdir. Numuneler sivi-sivi ekstraksiyonu



Cizelge 1.1. Antiepileptik ilaglarin sinifi, piyasa adi, kullanildigi doz, endikasyonlari ve
yan etkileri [6].

Etken Piyasa Kullanildig . Yan
Madde Adi Doz Endikasyonlar Etkileri
Tegretol, Parsiyel nobetler, Bulanti, kusma, mide
Temporal, 600-1200 primer ya da sekonder sikintisi, karin agrist,
Karbamazepin | Karbaleks, mg generalize tonik-klonik | istahsizlik, uyusukluk,
Karazepin nobetler ataksi
Trileptal Parsiyel ndbetler, Bas donmesi
. ptal, 600-1200 primer ya da sekonder yorgunluk, bag agrisi,
Okskarbazepin Epsile, i Koklonik .
Oxilepsi mg generalize tonik-kloni sersemlik ,hafiza kontrol
ndbetler bozukluklar
Parsiyel nobetler, A;alfSI’ komﬂsma .
L . rimer ya da sekonder | (Utuklugu.bas donmesi,
Fenitoin Epdantoin 200-800 mg P ; . i uykusuzluk, gegici
generalize tonik-klonik | i hali ' kaslarda
nobetler .
segirme

Titreme,sinirlilik,

, | ) ol uykusuzluk, bag agrisi,
Diazepam Diazem 5-10 mg Status epileptikus araba kullanmakta sorun

yasama, kas spazmlari

Kas zayi1flig1, depresyon,
Lorazepam Ativan 2-3mg Status epileptikus ar]k5|yete1 kabus gorme,
viicutta agrilar, terleme,

mide bulantisi, kusma

Parsiyel nobetler,

15 mag *2 generalize tonik- Uyusukluk, ¢arpinti, sag
Klonazenam Rivotril ’ kerge klonik, kaybr, cilt dokiintiisi,
P absans, atonik, ishal, kabizlik, kuru agiz
myoklonik ndbetler
Primer jenerize tonik- Bas donmesi, halsizlik,
Keppra, T Jer uyuklama hali , bulanti,
: . klonik nobetlerde ve A
Levetirasetam Epixx, 500 mg . g : sinirlilik, duygusal
idiyopatik jenerize .
Levend enileosili cocuklarda dalgalanmalar,deri
priepstil ¢ dokuntuleri
Sekonder
. . 2000-4000 generalizasyon olsun Kilo alimi, bas donmesi,
Gabapentin Neurontin ya da : . :
mg . ataksi ve diplomi
olmasin parsiyel
ndbetler
Parsiyel nobetler;
primer ve sekonder Cilt dokuntus,
. . i generalize tonik- uykusuzluk, panik atak,
Lamotrigin Lamictal 100-200 mg klonik, tipik ve atipik bas donmesi, bas agrisi,
absans, atonik ve kusma, ¢ift gorme, ataksi

myoklonik ndbetler

ve bir Phenomenex Luna HILIC 3p (2x150 mm) kullanilarak saflastirilmistir. PHT i¢in
Coklu Reaksiyon izleme (MRM) modunda ve LTG icin SIM modda calisiimistir. Insan
plazmasinda PHT ve LTG igin GOzlenebilme Sinir1 (LOD) sirasiyla 5,17 ng/ml ve 0,13
ng/ml. Insan plazmasindaki her iki analit i¢in Tayin Smir1 (LOQ) sirastyla 17,24 ng/ml



ve 0,46 ng/ml. Ayrica, bu ¢alisma i¢sel MRM modundaki standart, bilesigin en yiiksek

oraninin hesaplanmasinda kullanilamaz. SIM modunda belirlenmistir [8].

Helene Breton ve arkadaslarinin 2005 yilindaki ¢alismasinda epilepsi tedavisinde sik
olarak kullanilan karbamazepin ve okskarbazepin ve 8 tane metabolitleri olan bir
yiikksek oranda tekrarlanabilir bir sivi kromatografisi-tandem kitle spektrometresi
yontemi olusturulmuslardir. Insan kaninda analitlerin ayrilmast i¢in Zorbax eclipse XD8
C8 analitik kolon kullanarak 50 dakika elde edilmistir. Analiz, bir elektrosprey iyon
kaynagr ile donatilmis bir dort kutuplu kiitle spektrometresi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Ekstraksiyon geri kazanimi %80-105 metabolitleri arasindadir.
Hassaslik %2 ile %13 arasinda ve dogruluk %86 ile %112 arasindadir. Bu yOntem

plazma 6rneklerinin analizi igin uygun bulunmustur [9].

Murali Subramanian ve arkadaglari 2008 yilinda hem yeni hem de eski antiepileptik
ilaclart izlemek i¢in bir yontem gelistirmiglerdir. Numune 6n islemi, 100 Mililitre
(mL)’lik bir plazma numunesindeki tiim AEi'ler i¢in tek bir kat: faz ekstraksiyonundan
olugsmaktadir. HPLC ayrilmasi, asetat tamponu, Metanol (MeOH), Asetonitril (ACN) ve
tetrahidrofuranin gradient mobil fazina sahip bir Shimadzu Shim Pack XR-ODS (4,6 id
350 mm, 2,2 mm) kolonunda gerceklestirilmistir. Algilama SIM moda yapilarak
atmosferik basingli kimyasal iyonlasma (APCI-MS) ile gelistirilmistir. Tiim bilesikler
icin geri kazanim (%88-%96) elde edilmistir. Tiim antiepileptik ilaglar icin kalibrasyon
ergileri r2 0,99'dan daha yiiksek ¢ikmistir. Standartlar i¢in dogruluk %89,3'ten %111,8'e
cikmustir [10].

Courtney Heideloff ve arkadaslart 2010 yilinda 10 farkli antiepileptik ilaglarin ve
metabolitlerin terapotik ilag takibi icin Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile analizi i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Yontem 0,4-4,9 ile 21,2-190,9
mg/mL arasinda dogrusal bulunmustur. Geri kazanim ise %80-%114 arasinda
degismektedir. Bu, 10 AEI veya metaboliti 6lgmek icin uygun basit ve hizli bir HPLC
yontemi olmustur. Monolitik kolonun kullanimi, artan bir hassasiyet, daha iyi
¢cozlinirlik ve diizenli bir C18 kolonuna kiyasla daha kisa bir analitik sure ile

sonuglanmustir [11].

Raphael Hosli ve arkadaslar1 2018 yilinda insan beyin diyalizinde, kaninda ve tukurikte
fenitoinin 6lculmesi icin LC-MS/MS yontemi gelistirmis ve yontemin validasyonu
yapildiktan sonra bir Gaz Kromatografisi (GC-MS) yontemi ile karsilastirmislardir. LC-
MS/MS yontemi, GC-MS yontemine kiyasla daha yiiksek bir performans gostermistir.
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LC-MS/MS yonteminde daha kiigiik bir numune hacmine (25 puL) ve daha az kimyasal
maddeye ihtiyag duymuslar ve daha az zaman harcamislardir. Ayrica yontemin daha
duyarli oldugu ve daha diisiik LOD (<1 ng/mL) ve LOQ (10 ng/mL) degerleri verdigi
gorilmistiir. Kalibrasyon egrisi, test edilen tiim matrisler (kan, tiikiiriik ve diyaliz) i¢in
korelasyon katsayilar1 r> > 0,995 olan daha genis bir aralikta dogrusallik gdstermistir.
Bu ¢alisma sonucunda rutin analizler igin LC-MS/MS yontemi, GC-MS yodntemine gore

onemli avantajlar sunmustur [12].

Karas K ve arkadaslar1 2015 yilinda genis spektrumlu bir antiepileptik ila¢ olan
levetirasetamin Sl¢iimii icin Elektrosprey Iyonizasyon Tandem Kiitle Spektrometrisine
(HPLC-ESI-MS/MS) bagli yeni, duyarli ve segici ultra yiiksek performansli sivi
kromatografisi gelistirmis ve valide edilmistir. Insan plazmasindan ve tiikiiriigiinden
LEV g¢ikarmak i¢in ¢oziicli olarak asetonitril kullanilmistir. 2 dakikalik ¢alisma siiresi
boyunca 0,2 ml/dak akis hizinda ¢alisilmistir. Plazma i¢in pg/mL yontem 1,0-50,0
kalibrasyon araliginda dogrulanmistir ve tikdrdk igin 0,5-30,0 pg/mL arasindadir. Bu
nedenle, insan plazmasinda ve tiikiirikte LEV tayini icin mevcut HPLC-MS/MS
yontemi ylksek duyarliliktadir, 2 dakikalik kisa ¢alisma siiresiyle hizlidir ve yiksek
ornekler icin uygun olmaktadir. Gelistirilen yontem, daha onceki yayinlanmisg LC-
MS/MS yontemlerine kiyasla minimal 6rnek hazirlama ve daha az plazma 6rnek hacmi

gerektirmektedir [13].

Shaza Deeb ve arkadaglari 2014 yilinda kan ve serum Orneklerinde ayni anda en sik
karsilagilan AEI'larin analizi icin es zamanl 6l¢iim ydntemleri yapmuslardir. 22 farkl
AET’larin ve metabolitlerin es zamanli olarak 6l¢iilmesi i¢in basit, dogru ve uygun
maliyetli sivi kromatografi-tandem kitle spektrometri metodu gelistirilmis ve
onaylanmigtir. Tiim AEI‘lar 17 dakika iginde tespit edilmistir. Korelasyon katsayisi
0,995°dir. Tum analitler i¢in dogruluk %90 ile %113 ve hassasiyet < %13 arasinda
degismektedir. lyilesme %70 ile %98 arasindadir. Yontem, daha once farkli yontemler
kullanilarak  sayisallastirilmis  orijinal vaka Ornekleri kullanilarak  basariyla

dogrulanmistir [14].

Nada Kostic ve arkadaslar1 2013 yilinda Vigabatrin, Pregabalin ve Gabapentin analizi
icin tandem kiitle spektrometresi analizi ile birlestirilen sivi kromatografi yontemi
kullanmiglardir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, tarama siiresi, iyon kaynagi
geometrisi, kilif ve yardimci gaz basinci, kapiler, sicaklik, ¢arpigsma basinci ve hareketli

faz Dbilesimi gibi parametrelerin optimizasyonunun LC-MS/MS yontemlerinin
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duyarlilig1 lizerinde pozitif bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. S6z konusu
ilaclarin kanda belirlenmesi i¢in uygun bir yontem dogrulanmistir. Yontemin test edilen
konsantrasyon araligi i¢in miikkemmel dogrusallik ile dogru ve kesin oldugu

kanitlanmistir [15].

Mai Shibata ve arkadaslar1 2011 yilinda rutin terapdtik izlemede 22 antiepileptigin
analizi igin Ultra Performansli Sivi Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi
(UPLC-MS/MS) yontemi gelistirmislerdir. Ayristirma 0,4 mL/dak akis hizinda %0,1
formik asit ve metanol iceren bir 10 mM amonyum asetat gradyanli bir mobil faza sahip
bir Acquity UPLC BEH C18 kolonu iizerinde gerceklestirilmistir. Tiim antiepileptik
ilaglar 10 dk igerisinde tespit edilmistir ve Ol¢lilmiistiir. Tiim kalibrasyon egrileri,
terapotik aralikta iyi dogrusallik gostermistir (r? < 0,99). Sonug olarak, antiepileptiklerin
rutin terapotik izlenmesi icin uygun basit ve secici bir UPLC-MS/MS yontemi
gelistirmiglerdir [16].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sik kullanilan antiepileptik ilag olan etken maddeleri olan
Karbamazepin, Okskarbazepin, Fenitoin, Diazepam, Lorazepam, Klonazepam,
Levetirasetam, Gabapentin, Lamotrigin molekiillerinin insan kanmin serum kismi
kullanilarak Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi ile 6n
hazirlik agamasi basit ve kisa olan es zamanli analiz yontemi gelistirilmesi, LOD, LOQ,
% bagil standart sapma, giin i¢i tekrarlanabilirlik, gilinler aras1 tekrarlanabilirlik ve geri

kazanim gibi validasyon parametrelerinin belirlenmesi amaglanmaigtir.

1.2. KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Kromatografi, bilimin tiim dallarinda bulunan ve uygulamasi olan gii¢lii bir ayirma
yontemidir. 20 yy. baslarinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bulunmus ve
isimlendirilmigtir. Tswett bu teknigi ise; toz kalsiyum karbonat doldurulmus bir cam
kolondan bitki pigmentleri ¢ozeltisini gegirip birgok bitki pigmentini ayirmak igin
kullanmistir. Birbirinden ayrilan maddeler kolonda renkli bantlar halinde goziiktiigii
icin bu yonteme kromatografi adin1 vermistir. (Yunanca da chroma “renk’’ ve graphein

“yazma’’ anlamina gelmektedir) [17].

En genel acgiklama ise kromatografi, karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri ise

hareketli faz olmak iizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde maddelerin



ayrilmasi ve saflastirilmasidir. Maddeler hareketli faz yardimiyla, sabit faz {izerinde,

degisik hizlarla hareket eder veya siiriiklenirler [18].

Kromatografi bilimin ¢ok genis ve faydali bir alan1 oldugu i¢in bu alanda yapilan
calismalardan Otiirii su ana kadar 12 bilim adam1 Nobel 6dilini almistir. Higbir ¢alisma

icin bu kadar cok Nobel 6dulii verilmemistir [19].
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Sekil 1.1. Tek bir standart icin drnek bir kromatogram [18].

1.2.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

A: Ayrilma Mekanizmalarina Gore;
1. Adsorpsiyon Kromatografisi
2. Partisyon Kromatografisi
3. Iyon Degistirme Kromatografisi
4. Jel Filtrasyon (Molekdler eleme) Kromatografisi
5. Iyon Cifti Kromatografisi
6. Affinite Kromatografisi
B: Uygulama Bi¢imine Gore;
1. Dlzlemsel Kromatografi
2. Kagit Kromatografisi
3. Ince Tabaka Kromatografisi
4. Kolon Kromatografisi
5. Gaz Kromatografisi

6. Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi [18].

1.2.2. Stvi Kromatografisi

Kromatografi, 1900 yilinda Italya’da dogan bilim adami Mikhail Tswett tarafindan
Rusya’da ilk kez kullanilmistir. 20. yy. ilk on yillarinda kromatografi ile calismaya

devam etmis ve ilk olarak klorofil, karotenler ve ksantofiller gibi bitki pigmentlerinin



ayrilmasi i¢in ¢aligma yapmustir. Bu bilesenler yesil, turuncu ve sar1 gibi farkli renklere
sahip olduklari i¢in teknige adin1 vermislerdir. 1930 ve 1940 yillarinda gelistirilen yeni
kromatografi teknigi ile bircok ayristirma islemi icin basarili sonuglar elde edilmistir

[19].

Sekil 1.2. Mikhail Tswett.

1940’1ar ve 1950’ler de Archer John Porter Martin ve Richard Laurence Millington
Synge kromatografi teknigini daha da gelistirmisler ve her iki bilim adami da Nobel
odili  kazanmiglardir. Bolme kromatografisinin ilkelerini ve temel tekniklerini
belirleyip kagit kromatografisi, gaz kromatografisi ve yiikksek performansli sivi
kromatografisi gibi birka¢ kromatografik yontemi ilerletmislerdir ve o zamandan beri

kromatografi hizla gelismistir [19].

Sekil 1.3. a) Archer John Porter Martin, b) Richard Laurence Millington Synge.

1.2.3. HPLC (Yiiksek Basin¢ Sivi Kromatogrami)

Yiiksek performanshi sivi kromatografisi, analitik ayirma teknikleri arasinda en fazla
kullanilan metottur ve cihazin yillik satist bir milyar dolara yakindir. Fazla
kullanilmasinin sebebi duyarliligi, kantitatif tayinler i¢in kolayca uyarlanabilir olmasi,

sicaklikta kolayca bozulabilen maddelerin ayrilmasini saglayabilmesidir [17].



Yiiksek performansli sivi kromatografisinde, kiiciik boyutlu paslanmaz gelikten bir
kolona ve yiizeyi ¢ok kiicliik partikiillerle doldurulmus ve sivi bir tabaka ile
kaplanmistir. Numuneler hareketli faz yardimiyla sabit fazin iizerinden gecerken sabit
fazda ve hareketli fazda farkli oranlarla dagilirlar. Dagilma orani diisiik olan maddeler
sabit fazda kolunu erkenden terk ederken, yiksek oranda olan maddeler ise sabit fazda
kolunu daha ge¢ terk ederler. HPLC cihazlarinda kolondan ¢ikan maddeler dedektorle
izlenerek kolondan ¢ikis zamanlar1 ve miktarlari tespit edilirler. Preparatif HPLC de ise
maddeler dedektorden c¢iktiktan sonra farkli kaplarda biriktirilerek fiziksel ayrim
saglanmig olur [20].

=
in
Numune KaydedlCI
Pompa =—p| Enjektor |=—— e —————m w—p| Dedekttr |=——
Kolon c s
Hareketli l

Sekil 1.4. HPLC cihazinin sematik gosterimi [20].

HPLC genel olarak 5 kisimdan olusur:

e Pompa: HPLC cihazinda sisteme hareketli fazdan alinip sisteme verilmesi, kolon
boyunca yiiksek basingla ilerlemesini, dedektére ve son olarak atik kabina
ulasmasini  saglayan hareketleri saglar. Ikili veya dortli pompa sistemleri
kullanilarak farkli kaplarda bulunan hareketli faz bilesenlerinde su, tampon, metanol
gibi ¢oziictileri farkli oranlarda karistirilip yapilir.

e Enjektér: Numunenin hareketli fazla ile birlikte karistirilarak kolona verilmesini
saglar. Otomatik enjektorler ile bilgisayar kontrolii saglanarak istenilen zaman ve
sartlarda gerceklestirilir.

e Kolon: Maddelerin ayrimnin gergeklestigi kisimdir. Genel olarak 10-30 cm boyuna
ve 4-10 mm c¢apina sahip ve paslanmaz celikten bir kolonun kuglk partikillerle
doldurulmasi ile iretilir. Partikillerin disi sivi bir film ile kaplhidir. Kolonun
bulundugu kisim ise genellikle sicaklik kontrolliidiir.

e Dedektor: Kolondan ¢ikacak maddelerin sinyallerini algilayan kisim olarak bilinir.

e Kaydedici: Dedektor’den ¢ikan sinyalleri sayisal verilere ¢evirir ve zamana karsi

grafige gecirerek kromatogram olarak kaydeder.
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HPLC uygulamalarinda sabit ve hareketli faz olarak iki farkli teknikten fazdan stz

edilir.

Normal faz; Sabit faz : Polar
Hareketli faz : Apolar

Ters faz; Sabit faz : Apolar

Hareketli faz : Polar

Normal faz tekniginde; sabit faz polar olup hareketli faz (hekzan, oktanol vb) ise
apolardir. Kromatografide genellikle ilk uygulamalar normal faz kullanilarak
gercgeklestirilmistir. Normal faz HPLC tekniginde en polar olan bilesen sabit faz ile daha
fazla etkilesecegi i¢in alikonulur ve kolondan en son ¢ikar. Daha az polar olan bilesenler
ise sabit fazda daha az dagilacaklar1 icin hareketli fazla birlikte daha hizli stiriiklenir,
alikonma zamanlar1 kisa olur ve kolonu erken terk ederler. Kolunu ilk terk eden ve

alikonma zamani en kisa olan analit en apolar olacaktir.

Ters faz teknigi ise; normal faza yardimci olarak sonradan gelistirilmistir. Apolar bir
sabit faz (alkil zincirleri bagl partikiiller) ve polar bir hareketli faz (su, tampon,
metanol, asetonitril vb) kullanilir. Ters faz tekniginde en polar olan analit sabit faz ile en
az etkilesime giren molekiil olacagi icin kisa siirede kolondan ¢ikar ve alikonma zamani
diisiiktiir. En apolar analit ise sabit fazla giiglii bir etkilesime girip daha yavas
striiklenir, kolondan en son g¢ikar ve alikonma zamanm yiiksektir. HPLC
uygulamalarinda en ¢ok ters faz teknigi kullanilmaktadir. Bunun nedeni hareketli faz da
secilen ¢oziiciilerin ¢ok farkli ¢esit olmasi (su, metanol, asetonitril) ve bir¢ok karisim
yapilarak genis bir polariteye ulasabilmesi, pH’1n istenilen seviyede tutulabilmesi ve

daha ucuz olmasidir [20].

1.3. KUTLE SPEKTROSKOPISi

Ik kiitle spektrometresi 1920 yilinda Ingiliz fizik¢i F. W. Aston tarafindan bulunup ve
kullanilmistir. Kiitle spektrometresi, analiz edilecek maddelerin buharlastirilmast,
iyonlagtirilmasi ve olusan iyonlarin Kutle/YUk (m/z) degerlerine gore ayrilarak
kaydedilmesi islemleri igin gelistirilmis bir tekniktir. Gaz haline doniistiiriilmiis
maddeler, molekiiller arasindaki carpigsmalarin en az olacagi bir basingta, sicak bir

tungsten veya renyum flamandan yayilan elektron demeti ile bombardiman edilir. Atom
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ya da molekiillerden elektron ayrilmasi sonucu, pozitif yiiklii radikal bir katyon
olusturur. Molekiilden ayrilan elektronun kiitlesi hesaba katilmayacak kadar kiigtliktiir ve

gerceklesen molekiiler iyon, molekiiliin gergek kiitlesine esit olacaktir.

Madde molekiillerini bombardiman eden elektronlarin enerjisi artirilip, molekiler
iyonun fazlaca parcalanmalara ugramasi da s6z konusu olur. Parcalanma ve iyonlasma
sonucunda cesitli radikal katyonlar, katyonlar, notr veya radikal pargaciklarin bir
karisimi gergeklesir. Bir bilesigin ayni1 sartlarda parcalanma sekli kendine 6zgiidiir.
Gergeklesen + yiklii iyonlarin yiikii her zaman +1 olacagindan m/z degeri iyonun
kiitlesine esittir. Kiitle spektrometresindeki amag; elektron bombardimaniyla olusan +
yiiklii pargaciklarin m/z degerinin bagil bolluklarina gore grafige gecirilmesiyle kutle

spektrumu’nu olusturarak molekiiliin yapisini tayin eder [19].

1.4. LC-MS/MS YONTEMI

LC-MS/MS tekniginde yiiksek basingli s1vi kromatografisinde ayrilan molekiiller kiitle
detektorii ile analiz edilmektedir. Iyonlasma odasinda iyonlastirilan ve birincil
pargalanmaya ugratilan molekiiller filtreden gegerek birinci kuadrupol (Q1) m/z oranina
gore ayrim saglanir. Tayin yapilacak iyonlar filtreden geger ve yaramayan iyonlar kalir.
Filtreden gegen iyon molekiilleri collision gas ile birlikte argon gazi sayesinde
parcalanmaya tabi tutulurlar ve ikinci kuadrupol (Q2) filtrede pargalanma sonucu olusan
iyonlar arasindan segilen ikincil iyon dedektore ulasir ve ulasan iyon ile teshis ve miktar

tayini yapilir [21].

440 '#‘.f_u op Do 4 84 ¢ o}
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grnek iyon Q]_ QZ Q3 ivon tespiti
kaynaginda

ivonlasma fyon sepimi garpigma odas parea 1yon

SECIL
Sekil 1.5. Ug kademeli kuadrupol (TSQ) bir kitle analizor(.

Dogada ayni m/z oranina sahip pek ¢ok molekiiliin mevcut olmasindan dolayr aym
parcalanma iyonlarina sahip birgok molekiil vardir. Bu nedenle LC-MS/MS teknigi ¢cok
giivenilir ve 0zgiin bir metot olup ¢ok diisiik derisimlere kadar miktar tayininin

yapilabilmesini miimkiin kilar. Ayrica sonuglarin herhangi bir cihaz ile dogrulanmasina
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da gerek kalmamaktadir. Standart HPLC tekniginde madde sadece alikonma sliresine
gore teshis edilirken LC/MS/MS teknigi ile birgok maddenin alikonma siirelerine ek

olarak molekiiler iyon ve yavru iyonlarin da miktar1 belirlenmektedir.

Madde enjeksiyondan sonra kolondan gecerek yaglar ve diger kolon tikayict maddeleri
engelleyerek analitik ayirmanin gergeklestirilecegi kolondan mobil faz karisimi iginde
gecer. Maddeler kolondan gegerken birbirinden ayrilirlar. Maddelerin  ayrimini
gerceklestirmek icin istenilen oOzelliklere gore mobil faz karisimlarimi kullanarak
istenilen pikleri birbirinden ayirmasi saglanir. Kolonla etkilesimde ve madde
bilesenlerinin birbirinden ayirmak ig¢in yapilacak en iyi yontemlerden biri polarite ve
pH’m1 en iyi sekilde optimize etmektir. Maddenin hangi oranda iyonlasmamis formda
bulunacagi ortamin pH degerine baglidir ve bu yiizden suya ucucu 6zellikte tampon
cozeltileri katmak énemlidir. Hareketli faz ile normal faz degaze edilerek sisteme hava

veya bagska gazlarin girmesi engellenir.

Kolondan ¢ikan sivi madde MS’in iyon kaynagina gelir ve Elektro Spray Iyonizasyon
(ESI) sistemi ile iyonlasir. Mobil faz i¢indeki madde veya maddeler, atmosferik
basingta mobil faz yardimiyla iyonlasma odasina yiliksek voltaj olacak sekilde bir
igneden piskirtiiliirken iyonlasir, yiiklii damlaciklarin aciga ¢ikmasi igin, sicak
kurutucu gaz damlaciklar1 ile kuruturlar. Damlaciklar kiigiildiikge, i¢indeki yiik
konsantrasyonu artar. Bir yandan da, iyonlar arasindaki itme kuvveti, atomlar1 bir arada
birbirine baglayan enerji ile iyonlar gaz fazina gecerler ve yiiklii iyonlar acgiga cikar
voltaj acisindan farkli bir levhaya dogru hizlandirilir. Bu levhanin ortasindaki kapiller
ornekleme blogundan gegerek MS detektore yonlendirilir. Iyonlagsmayanlar kisim ise

atik borusuna gider [21].

Sekil 1.6. LC-MS/MS sistematik goriintimd.
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Elektrospray pozitif veya negatif modda calisabilir. Pozitif modda temel iyonunun yani
sira ve mobil faz kompozisyonuna bagli olarak farkli iyonlar da olusabilir. Negatif mod
ise en cok, kararli sodyum tuzlar1 olusturabilen asidik ilaglar i¢in uygundur. Yapisal
bilgi i¢in, analit iyonlar1 notral molekiillerle carpistirilarak parcalanmaya ugrar ve
carpismaya enerji eklemek ve daha fazla parga elde etmek i¢in, analit iyonlarina voltaj

uygulanmasiyla yapilir.

Multiple-Stage MS lerde; kapiler boruya giren 6rnek, burada pargalanir, Birinci
Quadrupol (Q1) iyon se¢mek i¢in kullanilir. Carpigsma hiicresi (Q2) gergeklesir. Q2,
gazla dolu bir odada radyo frekansli bir quadrupol’dur. Q2, secilen 6ncil iyondan yavru
iyonlarin elde edildigi hiicredir. Parga Iyon Secimi (Q3) sadece tek bir ikincil iyondan
c¢ikan maddeleri filtre eder. Sadece bu iyon detektdre ulasir ve bu iyondan nicel tayin ve
nitel tayin gerceklestirilebilir. Birincil parcalanmadan ¢ikan iyonun ikinci kez
parcalanmasi ve bu parcalanmadan elde edilen o analite 6zgi karakteristik iyonun
izlenmesi igslemine ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) denir. MRM igleminin duyarlig ise

olusan ikincil iyonun miktarini belirler. Q3’ten dedektére gelen iyonlar sayilir.

' l I +/V\|_. Girlgl
‘ " I or oz =5 Deodoktse
. ton Guide Carpigma MHlores!
-— L~ - — |
-
| —— - — -
- | o - |
Iyon segin Frarg sstaanims IO sesgr
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Sekil 1.7. MS/MS sirali kiitle analizor.

Quadrupol kiitle analizorleri scan modu ve SIM modu olarak iki modda calisirlar. Scan
modunda, kiitle analizorii genis bir aralikta farkli m/z oranlarina sahip iyonlar izlerken,
SIM modunda ise, sadece belli m/z oranina sahip parcalari izler. Daha duyarli olmasinin
yaninda, daha az iyon hakkinda bilgi verir. Scan mod, tipik olarak dnceden tiim analit
kiitlelerinin bilinmedigi zaman, kantitatif analiz i¢in de kullanilir. SIM mod ise, hedef

bilesiklerin tayini ve izlenmesi amaciyla kullanilir [21].
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1.5. ANALITIK YONTEM VALIDASYONU

Validasyon kelime anlami gegerlilik anlamina gelmektedir. Analitik validasyon ig¢in
kastedilen metodun uygulanan laboratuvar sartlarinda kullanilmasi i¢in uygunlugunun
belirlenmesi amaciyla yapilan islemlerdir. Yani validasyon her derecede ayni islemi
uygulayip ayni sonuglarin elde edilmesidir [22]. Analitik yontem validasyonu, ¢aligsmasi
yapilmis olan bir metot i¢in 0 metodun dogrulugu, kesinligi, tekrarlanabilirligi ve tayin
sinirlar1 hakkinda degerlendirmeler yapilabilir aksi halde o metot i¢in yapilacak
degerlendirmeler anlamini kazanmis olmayacaktir. Gelistirilen yontemler asagidaki
parametreler esliginde degerlendirilerek valide edilip gilivenligi saglanmistir. Analitik
yontemin validasyonu sirasinda FDA’in ve Eurachem Klavuzunun belirledigi bazi

parametreler ¢aligilarak yontem gegerliligi gosterilmistir [23].

1.5.1. Validasyon Parametreleri

Secicilik/Ozguinlik: Analitik ydntemin amaclanan bilesen veya bilesenleri tayin
edebilme yetenegi olarak kabul edilir. Analizi yapilacak numunede var olan ve analizi
yapilan madde ile benzer 6zellik gosteren diger bilesenlerin girisimlerinden ayri olarak

maddenin Olgulebilme kapasitesidir [24].

Gozlenebilme Sinir1 (LOD): Kullanilacak metodun laboratuvar sartlarinda tespit
edilebildigi en kii¢iik analit derisimidir. Sinyal ve giiriiltii oranini 3 oldugu deger LOD
degerdir [25].

Alt Tayin Smirt (LOQ): LOQ degeri uygun dogruluk ve kesinlikle miktar: saptanabilen
en kiiciik derisim olarak tanimlanir. Zemin giiriiltiistinden farkli olarak hesaplanir ve
kabul goriir. Hesaplama ise standart sapmanin kalibrasyon egrisinin egimine oraninin 10

kati ile garpimiyla bulunur [25].

Dogruluk: Analitik yontemin dogrulugunu genelde Slgiilen degerin dogru ya da dogru
kabul elden degerlerin yakinligi ile ol¢iiliir. Dogruluk degerinin 6lglilmesi bilinen bir
konsantrasyonun tekrarlanan analizleri ile belirlenir. Belirlenen konsantrasyonda
genellikle en az 3 konsantrasyonda 5 Ol¢im gereklidir. Dogruluk igin gercek sonugtan
%20’den fazla sapma olmamasi gerekir. Ortalama deger ise gercek sonucun + %15

sinirt iginde olmalhidir [22].

Calisma Araligi: Metodun uygulanabilecegi analit konsantrasyon araliklarini tanimlar.

LOQ calisma aralifinin alt sinir1 olarak kabul goriir. Caligma araliginin en iist siniri
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analitik duyarlilikta bozuldugu yer olarak belirlenir [22].

Kalibrasyon Duyarliligi: Cihazin ya da ydntemin kalibrasyon duyarliligi analit
konsantrasyonundaki  kiglk farklar1 ayirt edebilme ya da konsantrasyonlari

saptayabilme yetenegi olan standart kalibrasyon egrisinin egimidir [24].

Geri Kazanim: Analizi yapilan maddelerin calisma ortamindan hangi oranda geri
alinabildigini gosterebilmek ve dolayisiyla numunenin etken madde iizerindeki etkisinin
olup olmadigim1i goézlemlemek ve incelemek icin kullanilan bir parametredir. Geri
kazanim deneyleri genellikle 3 farkli konsantrasyonda yapilmalidir. Bunlar genellikle
dogrusallik bolgesinin diisiik, orta ve yiiksek derisim bdlgelerinden birer degerin
gergeklestirilmesiyle olur. Secilen her bir konsantrasyon i¢in 5 Olgliim yapilarak

hesaplanir [24].

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik: Analitik bir prosediriin dogrusalligi belirli bir aralik
dahilinde test yapabilme yetenegidir. Kalibrasyon egrisi her madde igin
olusturulmalidir. Uygun bir konsantrasyon araligi segilerek, cihaz cevabinin analitin
konsantrasyonuna kars1 grafige gegirilmesiyle dogrusal bir iliski elde edilir. Elde edilen
regresyon katsayisi, r> > 0,95 olmalidir. Standart bir egri ise, en az 5 en fazla ise 8
standart nokta igermeli ve tekrarlanabilir olmalidir. Bu ydntemde, belli bir c¢alisma
araliginda genellikle dogrusallik gosteren egriler elde edilir. Ciinkii, bunlar dogrusal
olmayan kalibrasyon egrilerine gore daha az hata verir. Kalibrasyon egrisinde LOQ’
nun %20’den biiyilk, LOQ disindaki standartlarin ise %15’den biyik sapma

gostermemesi gerekmektedir [26].

Kesinlik: Ayni sartlarda ve ayni yontemle metottaki sonuglarin birbirine ne kadar yakin
oldugunun o6l¢iistidiir. Yani bagka bir deyisle 6lgiimlerin tekrarlanabilirligini géstermek
icin kullanilir. Analitik yontemin kesinligi gercek homojen ve orijinal bir numune
kullanilarak 6l¢iimlerin tekrarlanmasiyla kolaylikla bulunur. Tekrarlanabilirlik ise aym
analizci, ayn1 yontem, aymi cihaz, ayni alet hatta ayni laboratuvarda kisa slrede

uygulamasi ile saglanir [24].

Stabilite: Bir analitin amaglanan saklanma 1sisinda, donma veya ¢dzme etkisinde, oda
sicakliginda ya da diger gevresel faktorlerin etkisindeki stabilitesi olarak tanimlanir.
Stabilite, istenilen saklanma suresinin bitmesinden sonra yeni hazirlanmig ¢ozeltileri

karsilastirilarak tespit edilir [24].
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2.1.

KULLANILAN STANDART COZELTILER VE CIHAZLAR

2. MATERYAL VE YONTEM

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasallarin firma, seri numarasi, son kullanma tarihi.

Kimyasallar Firma Seri Son Ku!la_nma
ve Standartlar Numarast Tarihi
Karbamazepin Sigma-Aldrich 298-46-4 04.2020
Okskarbazepin Sigma-Aldrich 28721-07-5 09.2019

Fenitoin Sigma-Aldrich 57-41-0 01.2020
Diazepam Sigma-Aldrich 439-14-5 06.2019

Lorazepam Sigma-Aldrich 846-49-1 12.2019

Klonazepam Sigma-Aldrich 1622-61-3 05.2020
Levetirasetam Sigma-Aldrich 102767-28-2 02.2020

Gabapentin Sigma-Aldrich 60142-96-3 08.2019

Lamotrigin Sigma-Aldrich 84057-84-1 08.2019

Asetonitril Sigma-Aldrich 75-05-8 03.2019

FormikAsit Sigma-Aldrich 64-18-6 03.2020

Metanol Sigma-Aldrich 67-56-1 02.2021
Amonyum format Sigma-Aldrich 540-69-2 09.2020

Su

Human Ultrapure
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Cizelge 2.2. Deneyde kullanilan cihazlarin 6zellikleri.

Sivi sistem (LC)

Shimadzu DGU-20A3R

Kutle sistem Shimadzu Upgrade with UF-Lens LC/MS/MS 8030/8040
(MS/MS)
Kolon XB-C18 Welch 2,1x150x3um
Yazilim Labsolution

Ultra saf su cihazi

Human Ultrapure

Hassas terazi

Precisa XB 220A

Mikro pipetler

Eppendorf, Brand

Vorteks Jeio Tech
Buzdolabi Vestel
Derin dondurucu Vestel
Santrif(j Niive NF 800

Ultrasonik banyo

Lapcompanion UCP-02

pH metre

XS Instruments 50+

Filtre

Welchrom Syringe Filter PTFE 25mm

Sekil 2.1. LC-MS/MS cihazi.

2.2. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

2.2.1. Ornek Numunelerin Hazirlanmasi

Bu calismamizda cihaza enjeksiyon yapilan tiim ¢ozeltiler insan kaninin serum kismi
kullanilarak hazirlanir. Ana iyon tarama, MRM optimizasyonu, kalibrasyon ¢ozeltileri,

metot validasyonu icin verilen tim kan numunelerden 500 mikrolitre (uL) alinir.
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Sirastyla 250°ser L metanol ve asetonitril eklenip 2’ser dakika vortekslenir. Sonra 100
pL Trifloro Asetik Asit (TFA) eklenip tekrar 2 dakika vortekslenir. Olusan ¢ozeltiler 10
dakika 4100 rpm’de santrifujlendikten sonra supernatant kisimlari alinir. Siiperlant
kisimlar1 falkon tiipline alindiktan sonra azotta soguk ugurma yapilarak coziiciilerin
uzaklagmasi saglanir. Daha sonra falkon tiiplinde kalan kalintilar i¢in 200 pL hareketli
faz A’dan eklenerek 10 dakika vorteksenir. Tekrar 10 dakika 4100 rpm’de
santrifiijlendikten sonra siipernatant kismi alinip viallere aktarilir ve cihaz igin

enjeksiyona hazir hale gelir.

Ornek numuneler

Vorteks 250 ML MEOH

250 ML ACN

Vorteks

Vorteks 100 ML TFA

Santriflj 4100 rpm

Azotta ugurma

\Vorteks 195 ML MEOH

Viallere aktarma

LC MS/MS analiz

Sekil 2.2. Ornek numunelerin hazirlanis sirasi.
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2.2.2. Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ana stok c¢ozeltisi (100 pg.mL™1)

Karbamazepin, okskarbazepin, fenitoin, diazepam, lorazepam, klonazepam,
levetirasetam, gabapentin ve lamotrigin’den i¢ standart 10 mg alinip son hacim 100 mL
olacak sekilde %99,9 saflikta metanol veya ultra saf su kullanilarak her bir etken
maddesi ¢Ozullr. Cozeltiler kullanilmaya baslayincaya kadar + 4°C’de bekletilerek

bozulmasi onlenmistir.

Ara stok c¢ozeltisi (1 pg.mL™?)

Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinip %99,9 saflikta metanol ile 100 mL ye tamamland1 ve
kalibrasyon egrileri tanimlanacak olan karbamazepin, okskarbazepin, fenitoin,
diazepam, lorazepam, klonazepam, levetirasetam, gabapentin ve lamotriginin ilag etken
maddelerinin ara stok ¢ozeltilerinden 1 mL alinip 2 mL’ye insan kaninin serum kismi
ile tamamlanir. Elde edilen 500 ng.mL™? ¢6zelti, insan kaninin serum kismi kullanilarak
100 ng.mL?, 50 ng.mL?, 25 ng.mL?*,10 ng.mL?, 5 ng.mL?, 2,5 ng.mL?, 1 ng.mL"
konsantrasyonlarmna ayarlanir. Her bir ¢6zelti viallere hazirlanir ve kalibrasyon egrisi
¢izimi i¢in hazir hale getirilir.

2.2.3. Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

Mobil faz A : 2 mM amonyum format ¢ozeltisi, formik asit oran1 %0,1’1lik olacak
sekilde hazirlanir ve 10 dakika siire ile ultrasonik banyoda bekletilir.

Mobil faz B : Son hacimde %0,1’lik formik asit olacak sekilde 1 L 99,9 saflikta

metanol hazirlanir ve ultrasonik banyoda 10 dakika sure ile bekletilir.

Enjeksiyon portu yikama c¢ozeltisi : Ultra saf su ile %99,9 saflikta metanol ¢ozeltisi
1:1 oraninda karistirilir ve 5 dakika ultrasonik banyoda bekletilir.

2.3. LC- MS/MS CALISMA SARTLARI

Metot validasyon calismalarini yapmak i¢in kullanilan Shimadzu marka LC/MS-MS
8030 model sivi kromatografi (LC) cihazi ile kiitle spektrometresi (MS) cihazlarinin
tandem hale getirilmesiyle kullanilmigtir. Validasyon igin en iyi calisma sartlari
belirlenmistir. Cihazin parametreleri ve c¢alisma sartlart her bir parametre icin Cizelge

2.3’de tablo halinde gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. LC- MS/MS ¢alisma sartlari.

Akis Hizi 0,3 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Analiz Stresi 15 dakika
Kolon Firin Sicakligi 45°C
Mobil Faz A %0,1°1ik formik asit- 2 mM amonyum format tamponu
Mobil Faz B %0,1’lik formik asit- %99;9’luk 2 mM metanol
Collision Energy (CE) 35
Collision Gas N2
Dwell Time 100 milisaniye
fyon Kaynag: Elektro sprey iyonizasyon
Pompa Programi Gradient

2.3.1. LC-MS/MS Sv1 Sistemi Akas Ozellikleri
HPLC Uzerinde uygulanan akis diyagrami parametreleri Cizelge 2.4’de gortlmektedir.

Cizelge 2.4. LC-MS/MS s1v1 sistemi gradiyent 6zellikleri.

Zaman | Zaman(dk) | Akis(ml/dk) | Mobil FazA(%) | Mobil FazB(%)
Tablosu

1 0,01 0,4 90 10

2 5 0,4 10 90

3 13 0,4 10 90

4 13.01 0,4 90 10

5 15 0,4 90 10
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 3.1. Her bir etken maddenin, kimyasal yapisi, ana iyonu, yavru iyonu

parametreleri ve iyonlagma tirleri.

. Molekdl Ana Uriin Giris Gkt Kaplle.r Iyonlagsma
aglar Sekli fvon fvon Basing | Basing Voltaj Tiirii
Y Y Q1) | Q2 (CE)
. 194,10 -16 22 -20
Karbamazepin Q N O 236,80 .
O)\NHZ 193,10 -15 21 -32
o
180,10 -19 -20 31
Okskarbazepin O
N 253,20 +
236,10 -12 -26 -13
O%\NHZ
[e)
HN— 180,10 | -19 -20 -31
Fenitoin NH
o 253,10 +
O O 236,05 | -19 26 13
}\1 o
Diaziet O ‘g 154,20 -30 -27 -28
. cl =N 285,10 +
O 222,30 -30 -20 27
O 275,10 -16 -28 -23
Lorazepam Cl
N= cl 321 +
HO‘&\ O 303,10 | -16 -20 -13
N
o H
H (@]
K 241,20 -22 -28 -51
Klonazepam
O_N =N 316 +
O cl 270,20 -16 -20 -28
. O 126,05 -17 -19 -15
Levetirasetam
N NH, | 170,90 +
69 -17 -29 -28
(0]
o
Gabapentin NH, 154,25 -19 -14 -16
HO 172,15 +
54,95 -11 22 -26
H,N_ _N_ _NH,
| N 109 21 -16 -28
Lamotrigin N, #
N 256,09 +
cl 211 -22 -25 -35

o
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3.1. ALIKONMA ZAMANLARI

Her bir ila¢ etken maddelerinin kendine has bir alikonma zamanlar1 vardir ve Cizelge

3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Her bir etken maddenin alikonma zamanlart.

fla¢ Etken Madde Alikonma Zamanlari
Karbamazepin 8,55
Okskarbazepin 7,82
Fenitoin 7,45
Diazepam 9,82
Lorazepam 9,07
Klonazepam 8,64
Levetirasetam 5,50
Gabapentin 6,32
Lamotrigin 5,27

3.2. MRM SPEKTRUMLARI

Coklu reaksiyon izleme, tek bir deneyde yiizlerce hedeflenen ilaglarin eszamanli olarak
nicelendirme ic¢in kullanilir. Son derece hassas, spesifik ve uygun maliyetli analiz
sunmaktadir. Bu etken maddeler Q1 de hedef analitin saglam iyonlarina karsilik gelen
belirli bir kiitle yiik oranina sahip iyonlari segici olarak iletir. Oncii iyonlar daha sonra
notr gazli bir ¢arpigma hiicresinde Q2 ayrismaya tabi tutulur. Bu iglem analitin parca
iyonlarmni iiretir. Onceden segilen ana ve yavru iyon ciftleri daha sonra iigiincii dort
kutuplu Q3 tarafindan izlenir. iletilen iyonlar kiitle spektrometresinde iyon detektdre
ulasir ve tespit edilen sinyallerden kopan en yiiksek piklerin spektrumlar1 Sekil 3.1°de

verilmistir.
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d)

Sekil 3.1 (devam) Her bir etken maddenin mrm spektrumlar1 a) Karbamazepin b)

Okskarbazepin c) Fenitoin d) Diazepam €) Lorazepam f) Klonazepam g) Levetirasetam

h) Gabapentin 1) Lamotrigin.
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h)

Sekil 3.1 (devam) Her bir etken maddenin mrm spektrumlar1 a) Karbamazepin b)
Okskarbazepin c) Fenitoin d) Diazepam e) Lorazepam f) Klonazepam g) Levetirasetam

h) Gabapentin 1) Lamotrigin.
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Inten.(x1,000)

2,0409 211
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1)
Sekil 3.1. Her bir etken maddenin mrm spektrumlar1 a) Karbamazepin b) Okskarbazepin
c¢) Fenitoin d) Diazepam e) Lorazepam f) Klonazepam g) Levetirasetam h) Gabapentin

1) Lamotrigin.

3.3. 0ZGUNLUK/SPESIFIiKLIK

Insan kanmimn serum &rneklerinde  biyolojik matriksten yararlanilarak tiim etken
maddeler son konsantrasyonlar1 10 ng.mL™? olacak sekilde 10°ar (n > 6) kez LC-MS/MS
ile analiz edilmistir. Ila¢ etken maddelerinin spesifik alilkonma zamanlarin da herhangi
bir pikin olup olmadigr incelenmistir. Sekillerde goriildiigii gibi etken maddelerin her
birinin alikonma zamanlar1 ve bos olarak verilen numunelerin o spesifik dakikalarda
herhangi bir pik olmadig1 her etken madde icin gosterilmistir. ilk verilenler pikler dolu

diger verilen pikler ise bos olarak gérulmektedir.

(x100,000) (x100)
9,0 A
/|
[
[
80 1,00 I
70 N \‘
[ |
| |
6,0 0,75 | |
|
50-] “‘
|
|
|
4,0 0,50 -1 |
|
30 |
|
|
2,0 0,25 |
|
1,0+ ‘s
[
00 | 0,00 [
| | | | | | [ [ [ [ [ |
75 80 85 9,0 95 100 75 80 85 9,0 95 100

Sekil 3.2 (devam) Her bir etken madde igin alikonma grafikleri (a-b) Karbamazepin (c-
d) Okskarbazepin (e-f) Fenitoin (g-h) Diazepam (1-j) Lorazepam (k-I) Klonazepam (m-

n) Levetirasetam (0-p) Gabapentin (r-s) Lamotrigin.
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(x100,000) (x100)

7,0+
3,0+
6,0
2,5+
50—
2,0+
4,0+
15+
3,0
2,0+ 1,0
1,0+ 05+
0,0 0,0
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(x1,000,000)
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Sekil 3.2 (devam) Her bir etken madde igin alikonma grafikleri (a-b) Karbamazepin (c-
d) Okskarbazepin (e-f) Fenitoin (g-h) Diazepam (1-j) Lorazepam (k-I) Klonazepam (m-

n) Levetirasetam (0-p) Gabapentin (r-s) Lamotrigin.
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Sekil 3.2 (devam) Her bir etken madde igin alikonma grafikleri (a-b) Karbamazepin (c-
d) Okskarbazepin (e-f) Fenitoin (g-h) Diazepam (1-j) Lorazepam (k-I) Klonazepam (m-

n) Levetirasetam (0-p) Gabapentin (r-s) Lamotrigin.
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(x1,000,000) (x10,000)
1,25+
1,00+
0,75
0,50
025+~ — — S e
4‘5 Sb 5‘5 Gb 6‘5 7b ‘4,‘5 5‘0 5‘5 o ‘6,‘0‘ ‘ 6‘5 7b
r 5)

Sekil 3.2. Her bir etken madde icin alikonma grafikleri (a-b) Karbamazepin (c-d)
Okskarbazepin (e-f) Fenitoin (g-h) Diazepam (1-]) Lorazepam (k-1) Klonazepam (m-n)

Levetirasetam (0-p) Gabapentin (r-s) Lamotrigin.

3.4. KALIBRASYON EGRIiSi VE DOGRUSALLIK

Insan kanmm serum orneklerinde 1; 2.5; 5; 10; 25; 50; 100 ng.mL‘1 yedi farkl
konsantrasyondan her birinden bes Ol¢iim yapilmistir ve en iyi sonuglar alinarak
hesaplamalar yapilmistir. Karbamazepin, Okskarbazepin, Fenitoin, Diazepam,
Lorazepam, Klonazepam, Levetirasetam, Gabapentin ve Lamotrigin maddeleri igin
kanin serum halinde c¢izilmis olan kalibrasyon egrileri goriilmektedir. Her bir
konsantrasyon i¢in belirli bir aralikta dogrusal bir grafik ¢izilmis ve denklem otomatik
olarak cihazda hesaplanmistir. Regresyon katsayis1 her bir etken madde i¢in > 0,99

olarak hesaplanmaistir.
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Karbamazepin;

Alan

Karbamazepin Kalibrasyon Grafigi

9,000,000

y = 8468x - 4147
R2=0,999

8,000,000

P

e

7,000,000
6,000,000

e

5,000,000

4,000,000

3,000,000 /
2,000,000

1,000,000 /
0 M .

60

80

Konsantrasyon

100 120

Sekil 3.3. Karbamazepinin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.3. 3 kez tekrar verilen Karbamazepin igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL)

Tekrar

Ortalama Alan

1

-

4.538

4.975

5.412

2,5

16.582

17.025

17.467

35.491

36.017

36.544

10

86.210

89.514

92.819

25

194.027

197.820

201.621

50

403.792

420.578

437.364

100

829.720

843.694

WINFPWINFRPWINIFPIWNIFPWNIFRPWINIFPWIN

857.669
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Okskarbazepin;

Okskarbazepin Kalibrasyon Grafigi y = 4210x + 4834

R?=0,998
4,500,000
4,000,000 /
3,500,000 /
< 3,000,000
< -~
< 2,500,000 )/
2,000,000 /
1,500,000
1,000,000
500,000
O i T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon

Sekil 3.4. Okskarbazepinin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.4. 3 kez tekrar verilen Okskarbazepin igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

6.420
6.603
6.787
11.268
11.502
11.736
23.651
24.092
24.532
48.597
49.063
49.530
108.301
111.573
114.544
220.697
225.052
229.406
416.872
420.630
424.388

-

1

2,5

10

25

50

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Fenitoin;

Alan

Fenitoin Kalibrasyon Grafigi y =5327x +2213

R2=0,997
6,000,000
5,000,000 ~
4,000,000 /
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2,000,000 /
1,000,000 /
0 4@9}/ : : : : :
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon

Sekil 3.5. Fenitoinin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.5. 3 kez tekrar verilen Fenitoin icin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

5.786
6.037
6.288

1

15.620
16.087
16.555

2,5

36.201
37.059
37.916

65.641
66.077
66.513

10

109.582
116.739
123.897

25

243.069
263.870
284.671

50

533.692
540.578
547.464

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Diazepam;

Alan

Diazepam Kalibrasyon Grafigi

y =4757x + 9066
R*=0,997

6,000,000

5,000,000 /
4,000,000

3,000,000 /
2,000,000

1,000,000 0f/
0

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon

120

Sekil 3.6. Diazepamin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.6. 3 kez tekrar verilen Diazepam igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

5.262

1

5.501

5.740

14.592

2,5

15.069

15.547

29.647

31.489

33.330

68.792

10

69.025

69.259

112.047

25

126.971

141.894

237.106

50

256.713

276.319

449.204

100

479.201

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN

509.197
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Lorazepam;

Alan

Lorazepam Kalibrasyon Grafigi y = 5116x - 2898

R?=0,999

6,000,000
5,000,000 -
4,000,000 /
3,000,000 /
2,000,000 /
1,000,000 /

0 3@/ : : : :

0 20 40 60 80 100 120
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Sekil 3.7. Lorazepamin Kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.7. 3 kez tekrar verilen Lorazepam igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

4.208
4.503
4.797

1

10.963
11.367
11.771

2,5

22.714
23.047
23.381

48.591
49.032
49.473

10

117.291
120.369
123.447

25

246.037
250.368
254.698

50

509.132
510.978
512.873

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Klonazepam;

Alan

Klonazepam Kalibrasyon Grafigi y =R52631(l)i(9-99956,
6,000,000
5,000,000 /
4,000,000 /
3,000,000 /
2,000,000 /
1,000,000 /
0 . . . .
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon

Sekil 3.8. Klonazepamin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.8. 3 kez tekrar verilen Klonazepam igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

5.068
5.275
5.482

1

13.208
13.692
14.175

2,5

27.691
28.069
28.448

58.834
59.064
59.293

10

133.620
136.924
140.227

25

280.910
282.067
283.224

50

566.820
570.147
573.475

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Levetirasetam;

Alan

Levetirasetam Kalibrasyon Grafigi y = 6647x - 286,
R2=0,999
7,000,000
6,000,000 /
5,000,000 /
4,000,000 /
3,000,000 /
2,000,000 /
1,000,000
O M T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
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Sekil 3.9. Levetirasetamin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.9. 3 kez tekrar verilen Levetirasetam icin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

5.361
5.710
6.059

1

15.782
16.039
16.296

2,5

33.862
34.056
34.251

69.571
70.982
72.393

10

157.693
160.873
164.053

25

326.527
330.781
335.035

50

662.109
665.873
669.636

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Gabapentin;

Alan

Gabapentin Kalibrasyon Grafigi y = 4853x - 2049
R?=0,998

6,000,000

5,000,000

4,000,000

3,000,000

/

2,000,000

/

1,000,000 -

0 4

0

20

40 60 80 100 120
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Sekil 3.10. Gabapentinin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.10. 3 kez tekrar verilen Gabapentin icin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

1

-

4.585
4.820
5.056

2,5

11.742
12.067
12.392

24.563
25.067
25.572

10

51.752
52.037
52.323

25

108.920
110.379
111.837

50

226.830
230.721
234.612

100

452.039
489.710
527.380

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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Lamotrigin;

Alan

Lamotrigin Kalibrasyon Grafigi y =5613x-6130

R2=0,998

6,000,000
5,000,000 /
4,000,000 /
3,000,000 /
2,000,000 /
1,000,000 /

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon

Sekil 3.11. Lamotriginin kalibrasyon grafigi.

Cizelge 3.11. 3 kez tekrar verilen Lamotrigin igin en iyi ortalama alanlar.

Konsantrasyon (ng.mL™) Tekrar Ortalama Alan

-

4.410
4.701
4.992

1

11.692
12.059
12.426

2,5

21.308
24.397
27.485

49.830
50.910
51.990

10

118.403
120.369
122.335

25

265.710
270.598
275.486

50

557.203
560.325
563.448

100

WINFPWINFRPWINIFPIWINIFPWNIFRPWINIFPWIN
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3.5. GERi KAZANIM

Miktar tayini yontemi i¢in dogruluk kriteri gegerlidir. Bu yontem i¢in dogruluk kriteri
belirlenmistir. Bu sonuca gore, %80, %100 ve %120 geri kazanim yeterlidir. Yapilan
analiz sonuclarma gore geri kazanim degerlerinin ortalamasi alinarak metodun geri
kazanim1 olarak hesaplanmistir. Bu calismada en Kkuguk, orta ve en biylik
konsantrasyon ile hazirlanan ¢ozeltilerin sonucunda elde edilen geri kazanim degerleri

asagidaki grafikte yer almaktadir.

Cizelge 3.12. Ilag etken maddelerinin konsantrasyon ve geri kazanimlari.

En kiglk, Orta, En buyik ]
Bulunan Geri

Etken konsantrasyonlarda hazirlanan K ) Keganim

Madde cozeltiler O&Sa;ff_sl;/f’” y
(ng.mL™?) 9. 0

Karb : 1 0,971 97,10
arbamazepin o 5 351 2801
75 75,851 98,87
Okskarbazepin 1 0,984 98,40
25 24,681 98,72
Tis 75,730 99,03
Fenitoin 1 0,981 98,10
25 25,457 98,20
75 75,978 98,71
Diazepam 1 0,985 98,50
25 24,749 98,99
5 74,320 99,09
Lorazepam 1 0,982 98,20
25 25,360 98,58
75 75,621 99,17
Klonazepam 1 0,986 98,60
25 24,713 98,85
75 74,251 99,00
Levetirasetam 1 0,981 98,10
25 25,462 98,18
75 75,992 98,69
Gabapentin 1 0,983 98,30
25 24,628 98,51
75 74,500 99,33
Lamotrigin 1 0,986 98,60
25 25,323 98,72
75 75,712 99,05
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3.6. YUZDE BAGIL STANDART SAPMA (%RSD), GOZLENEBILME SINIRI
(LOD) VE ALT TAYIN SINIRI (LOQ)

Yapilan yeni metodun istlinliigii ve giivenilirligi cihazin gorebilecegi diisiik farkli
konsantrasyonlarin hazirlanip LOD ve LOQ degerlerinin bulunmus olmasidir. Yapilan
analizler sonucunda EURACHEM standartlarina gére uygunlugu goriilmistiir. Biitiin
ilac etken maddeleri icin % RSD degeri 2’nin altinda bulunmustur ve metodun

kesinliginin EURACHEM standartlarina gore uygun oldugu belirlenmistir.

% RSD, LOD ve LOQ hesaplama;

, .
So' =5 i (3.1)

Standart Sapma
Ortalama Pik Alani

% RSD =

x100 (3.2)

So’ ; Sifir veya yakinindaki derisimlerde, m tekli sonuglardan tahmin edilen standart
sapma degeridir.

So’ ; LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak i¢in kullanilan standart sapma degeridir.

n ; Tam 6lctm prosedurd takip edilerek elde edilen sonuglarin ortalamasi alinan tekrarl
gozlemlerin sayisidir.

ny,; Olgiim ¢alismalarma gore bos diizeltmesinin hesaplanmasinda ortalamasi alinan bos

gbzlemlerin sayisidir.

LODicin ; S,'x3=LOD
LOQigin ; So’ x10=LOQ degeri seklinde yapilmigtir.

3.7. KESINLIiK (TEKRARLANABILIRLIK)

Kesinlik degerinin hesaplanmasi1 ic¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik
caligmalar1 yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢aligmalarinda iki analizci tarafindan ayni
laboratuvarda, ayni cihazla ve ayni giin altt bagimsiz calisma yapilarak, analiz
sonuglarmin Dbirbirlerine olan yakiligi degerlendirilmistir. Tekrar {retilebilirlik
caligmalar1 i¢in iki farkli analizci tarafindan 3 farkli konsantrasyonda ayni
laboratuvarda, ayni cihazla ve farkli giinlerde alt1 bagimsiz ¢alisma yapilarak rastgele
hata hesaplanmistir. Yapilan g¢alismalar belirtilmistir. % RSD degerlerinin kabul

edilebilirligi %15’den kiigiik olup olmadigina gore degerlendirilmistir.

40



14%

Cizelge 3.13. Gin igi tekrarlanabilirlik degerleri (n=20).

Konsantrasyonlar

Etken 1ng.mL* 25ng.mL™ 75 ng.mL*!
Madde Standart Ortalama 0 Standart Ortalama 0 Standart Ortalama 0
Sapma Pik Alan " BeP Sapma PikAlani % RSD Sapma Pik Alani % RSD
Karbamazepin 0,089 1,139 7,81 0,285 25,296 1,12 0,626 76,3478 0,81
Okskarbazepin
0,134 1,251 10,71 0,167 26,179 0,63 0,217 77,2571 0,28
Fenitoin
0,076 1,029 7,38 0,221 25,147 0,87 0,435 73,986 0,58
Diazepam
0,059 0,936 6,30 0,239 26,473 0,90 0,334 75,2428 0,44
Lorazepam
0,081 0,925 8,75 0,185 24,198 0,76 0,331 74,3972 0,44
Klonazepam
0,067 1,027 6,52 0,118 25,671 0,45 0,149 74,9258 0,19
Levetirasetam
0,092 0,985 9,34 0,361 24,671 1,46 0,659 76,173 0,86
Gabapentin
0,105 1,167 8,99 0,172 24,982 0,68 0,287 78,457 0,36
Lamotrigin
0,125 1,095 11,41 0,301 25,178 1,19 0,686 77,3764 0,88




Cizelge 3.14. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (Tekrar Uretilebilirlik) degerleri (n=20).

4%

Konsantrasyonlar
Etken Giin 1ng.mL? 25 ng.mL? 75 ng.mL*!
Madde Standart | Ortalama % Ortalama Standart Ortalama % Ortalama | Standart | Ortalama % Ortalama
Sapma Deger RSD % RSD Sapma Deger RSD % RSD Sapma Deger RSD % RSD

Karbamazepin 1 0,135 1,127 11,98 0,128 25,149 0,51 0,312 75,179 0,42
2 0,142 1,108 12,82 11,94 0,231 26,095 0,89 0,95 0,796 76,268 1,04 0,76

3 0,127 1,151 11,03 0,361 25,029 1,44 0,637 78,137 0,82

Okskarbazepin 1 0,155 1,145 13,54 0,369 27,348 1,35 0,212 77,392 0,27
2 0,127 1,145 11,09 12,43 0,285 27,279 1,04 1,11 0,691 78,735 0,88 0,63

3 0,148 1,17 12,65 0,249 26,347 0,95 0,569 76,039 0,75

Fenitoin 1 0,065 1,065 6,10 0,159 25,842 0,62 0,218 74,189 0,29
2 0,087 1,015 8,57 7,91 0,221 26,183 0,84 0,66 0,436 76,397 0,57 0,52

3 0,095 1,048 9,06 0,139 27,482 0,51 0,517 75,285 0,69

Diazepam 1 0,164 1,148 14,29 0,227 25,158 0,90 0,315 75,358 0,42
2 0,186 1,115 16,68 13,27 0,258 25,251 1,02 0,79 0,293 75,247 0,39 0,42

3 0,101 1,141 8,85 0,118 26,367 0,45 0,337 76,496 0,44

Lorazepam 1 0,121 1,185 10,21 0,218 26,059 0,84 0,715 73,485 0,97
2 0,152 1,116 13,62 10,77 0,393 23,379 1,68 1,08 0,689 74,369 0,93 0,87

3 0,098 1,157 8,47 0,171 23,319 0,73 0,525 75,175 0,70

Klonazepam 1 0,053 1,125 4,71 0,268 27,129 0,99 0,379 74,352 0,51
2 0,097 0,896 10,83 7,78 0,229 26,367 0,87 0,79 0,202 75,496 0,27 0,41

3 0,091 1,168 7,79 0,137 27,319 0,50 0,337 76,769 0,44

Levetirasetam 1 0,113 1,124 10,05 0,469 27,183 1,73 0,512 76,374 0,67
2 0,151 1,132 13,34 11,67 0,391 27,492 1,42 1,41 0,639 76,296 0,84 0,73

3 0,118 1,015 11,63 0,282 26,378 1,07 0,521 77,195 0,67

Gabapentin 1 0,078 0,847 9,21 0,472 24,348 1,94 0,704 77,287 0,91
2 0,093 0,836 11,12 11,05 0,348 24,279 1,43 1,64 0,693 76,039 0,91 0,84

3 0,119 0,928 12,82 0,396 25,347 1,56 0,529 75,785 0,70

Lamotrigin 1 0,128 1,115 11,48 0,487 28,915 1,68 0,569 75,682 0,75
2 0,112 1,157 9,68 11,54 0,512 27,692 1,85 1,64 0,614 75,746 0,81 0,87

3 0,137 1,017 13,47 0,392 28,279 1,39 0,802 76,482 1,05




Cizelge 3.15. Etken maddelerin LOD ve LOQ degerleri (n=20).

LOD LOQ
Etken
1 25 75 1 25 75
Madde
ng.mL* | ng.mL? ng.mL* ng.mL* | ng.mL? | ng.mL™
Karbamazepin 0,13 0,12 0,30 0,43 0,40 0,99
Okskarbazepin | ;5 0,35 0,20 0,49 117 0,67
Fenitoin 0,06 0,15 0.21 0.21 0,50 0,69
Diazepam 0.16 0.22 0,30 0,52 072 1,00
Lorazepam
0,11 0,21 0,68 0,38 0,69 2,26
Klonazepam
0,05 0,25 0,36 0,17 0,85 1,20
Levetirasetam
0,11 0,44 0,49 0,36 1,48 1,62
Gabapentin
0,07 0,45 0,67 0,25 1,49 2,23
Lamotrigin
0,12 0,46 0,54 0,40 1,54 1,80

3.8. STABILITE

Insan kanmin serum o6rneklerinde - 2°C, + 4°C ve oda sicakliginda bekletilmis
standartlarin 120 saat boyunca Ol¢limleri yapilmis ve ayni giin taze hazirlanmis taze
¢Ozeltilerin alanlar1 ile karsilastirilmistir. Her bir numune i¢in 3  farkhi
konsantrasyondaki (2 ng.mL™, 30 ng.mL™,80 ng.mL™) biitiin etken maddeler icin kalite
kontrol numunelerinden 10’ar adet validasyonun herhangi bir serisiyle ekstre edilmistir.
Stabilite serisinin birlikte hazirlandig1 validasyon serisine ait kalibrasyon egrisi ile
okutulmus ve kabul kriterleri arasinda bulunan degerler sonucunda numunelerin oda

sicakliginda 120 saat boyunca stabil oldugu kanitlanmigtir.
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Cizelge 3.16. Oda sicakliginda 120 saat bekletilen etken maddeler igin istatistiksel

veriler.
Bulunan
Etken Konsantrasyon Standart Ortalama Dogruluk
Konsantrasyon % RSD
Madde (ng.mL?) Sapma Pik alam %
(ng.mLY)
2 2,04 2.536,81 247.639 1,02 98,03
Karbamazepin
30 30,50 35.913,59 3.648.124 0,98 98,36
80 81,00 105.626,83 | 11.054.948 0,95 98,76
2 2,03 2.691,22 236.490 1,13 98,52
Okskarbazepin
30 30,30 32.691,82 3.356.782 0,97 99,00
80 80,40 75.696,13 8.524.912 0,88 99,50
o 2 2,05 398,96 32.507 1,22 97,56
Fenitoin
30 30,60 4.973,12 485.691 1,02 98,03
80 81,10 13.496,58 1.372.510 0,98 98,64
2 2,02 582,63 46.819 1,24 99,00
Diazepam
30 30,20 7.382,20 716.929 1,02 99,33
80 80,40 16.386,82 1.651.372 0,99 99,50
2 2,04 2.265,82 137.273 1,65 98,03
Lorazepam
30 30,40 26.910,30 2.356.973 1,14 98,68
80 80,90 58.061,17 5.702.523 1,01 98,88
2 2,03 462,85 38.610 1,19 98,52
Klonazepam
30 30,30 6.382,25 595.723 1,07 99,00
80 80,70 15.209,89 15.67.953 0,97 99,13
2 2,04 1.820,62 116.274 1,56 98,03
Levetirasetam
30 30,50 17.620,12 15.28.159 1,15 98,36
80 81,20 43.472,36 4.214.249 1,03 99,52
) 2 2,02 396,28 33.549 1,18 99,00
Gabapentin
30 30,10 5.561,48 522.839 1,06 99,66
80 80,20 14.192,97 1.403.591 1,01 99,75
2 2,04 3.689,10 313.576 1,17 98,03
Lamotrigin 30 30,30 48.950,63 | 4.567.892 1,07 99,00
80 80,70 130.679,13 | 12.521.489 1,04 99,13
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4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada antiepileptik ila¢ etken maddeleri olan Karbamazepin, Okskarbazepin,
Fenitoin, Diazepam, Lorazepam, Klonazepam, Levetirasetam, Gabapentin,
Lamotrigin’nin insan kanmin serum kismi kullanilarak LC-MS/MS ile es zamanlh

analizi i¢in metot validasyon yontemi gelistirilmistir.

Yapilan calismalar sonucu 15 dakikalik enjeksiyon siiresinde 9 etken maddenin
belirlendigi bir LC-MS/MS yontemi yapilmis ve validasyon g¢alismalari basariyla elde
edilmistir. On hazirlik ¢alismas1 ve numune hazirlamanin basit, kisa, giivenilir, anlasilir

olmasi, maliyetin az olmas1 agisindan diger yontemlerden ayrildigi goriilmiistiir.

LC/MS-MS ile elde edilen MRM degerleri literatiir ile uyumludur. Bu ¢alismada
kullanilan etken maddeler literatiire benzer sekilde pozitif iyonlasmis ve elde edilmistir.
Validasyon c¢alismalar1 i¢in diisiikk tayin limitli, stabilitesi, tekrarlanabilirligi, tekrar
tretilebilirligi ve geri kazanimi yiliksek bir tayin yontemi gelistirilmis ve valide
edilmistir. Bu ¢alismanin rutin tarama c¢alismalarinda etken maddelerin diisiik

degerlerinin tespiti ve izlenmesi acisindan oldukc¢a faydali olacagi diisiiniilmektedir.
Validasyon i¢in gegerli kilma prosediirii ¢cergevesinde;

Secicilik (yontemin spesifikligi)

Dogruluk (geri kazanim)

Dogrusallik

Gun ici tekrarlanabilirlik ve Giinler arasi tekrarlanabilirlik

Gozlem limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)

Stabilite

parametreleri test edilerek gegerli oldugu goriilmiistiir.

Segicilik (yontemin spesifikligi);

Segicilik icin temiz bir kan numunesi ile Karbamazepin, Okskarbazepin, Fenitoin,
Diazepam, Lorazepam, Klonazepam, Levetirasetam, Gabapentin, Lamotrigingibi etken

maddelerin standart ¢ozeltilerinin piklerinin elde edildigi kromatogram kiyaslanmis ve
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ila¢ etken maddelerin pikinden baska herhangi bir pik gelmedigi gézlemlenmistir. Her

etken madde i¢in kendine 6zgii alikonma zamanlar1 asagida gosterilmistir

Karbamazepin : 8,55
Okskarbazepin : 7,82
Fenitoin : 7,45
Diazepam : 9,82
Lorazepam : 9,07
Klonazepam : 8,64
Levetirasetam : 5,50
Gabapentin : 6,32
Lamotrigin : 5,27

Dogruluk parametresi;

Yontemin dogrulugu yontemin geri kazanim parametresine bakilarak test edilmistir.
Karbamazepin icin %97,10 - %98,87, Okskarbazepin %98,40- %99,03, Fenitoin
%98,10 - %98,71, Diazepam %98,50 - %99,09, Lorazepam %98,20 - %99,17,
Klonazepam %98,60 - %99,00, Leveritasatam %98,10 - %98,69, Gabapentin %98,30 -
%99,33, Lamotrigin %98,60 - %99,05 arasindadir. Metot % geri kazanim yoniinden 1
ng.mL? konsantrasyonunda her etken madde icin %97,10 ile %98,60 arasindaki
seviyelerinde, 75 ng.mLseviyelerinde %98,69 ile %99,33 arasindaki seviyelerde
tutulmus olup EURACHEM Klavuzuna gore %95 degerlerinin tizerinde oldugu her bir
ilag etken maddelerinin konsantrasyonu i¢in uygun oldugu tespit edilmis ve

ispatlanmistir.
Dogrusallik;

Standart c¢oOzeltiler ile hazirlanan 1 ng.mL‘l, 2,5 ng.mL‘l, 5 ng.mL‘l, 10 ng.mL‘l, 25
ng.mL?, 50 ng.mL™?, 100 ng/mL? derisimlerde ¢dzeltiler analiz edilmis ve elde edilen
pik alanlar1 ile 7 farkli nokta ile kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve hesaplanmistir. Her bir
ila¢ etken maddenin kalibrasyon degerleri %99’dan biiyiik oldugu goriilmiistiir ve ideal
regresyon katsayisi 1’e oldukca yakindir.

47



Gun ici tekrarlanabilirlik;

Gun ici tekrarlanabilirlik icin Cizelge 3.13’de bakildiginda % RSD degerleri igin
1 ng.mL?; 6,30 ng.mL*-11,41 ng.mL* araliginda

25 ng.mL%; 0,45 ng.mL*-1,46 ng.mL™* araliginda

75 ng.mL?; 0,19 ng.mL*-0,88 ng.mL? araliginda sonuglar elde edilmistir. Tiim
konsantrasyonlarda RSD degerleri % 15’in altinda oldugu belirlenmistir ve bize giin ici

tekrarlanabilirliklerin EURACHEM Klavuzuna gére uygun oldugunu géstermektedir.
Gunler arasi tekrarlanabilirlik;

Gunler aras1 tekrarlanabilirlik i¢in Cizelge 3.14’e bakildiginda % RSD degerleri i¢in;
1ng.mL? ;7,78 ng.mL?-13,27 ng.mL* araliginda

25 ng.mL? ;0,79 ng.mL*-1,64 ng.mL*! araliginda

75 ng.mL‘l 10,41 ng.mL'1-0,87 ng.mL'1 araliginda sonuglar elde edilmistir. Gunler arasi
degisimlerin giin i¢i degisim degerlerine oranla istatistiksel olarak daha fazla olmadigi
ve yontemin tekrar tekrar ¢alisilmasi durumunda degerlerin tekrar iiretilebilir oldugu
sonucuna varimistir. % RSD degerlerinin her bir etken madde ic¢in farkh
konsantrasyonlarda %15’in altinda oldugu goriilmiistir ve EURACHEM standartlarina

gore dogrulugu kanitlanmastir.
GoOzlem limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ);

LOD ve LOQ degerleri her bir etken madde i¢cin EURACHEM klavuzuna uygun olarak
hesaplanmistir. Calisgmamizda tam kanin serum kismi kullanilarak her bir etken madde
icin LOD ve LOQ degerleri asagida gosterilmistir ve diger literatiir taramalariyla

uyumlu oldugu gorilmiistiir.

LOD degerleri igin;

1ng.mL? ;0,05ng.mL?- 0,16 ng.mL? araliginda
25 ng.mL? ;0,12 ng.mL*- 0,46 ng.mL? araliginda

75 ng.mL?; 0,20 ng.mL- 0,68 ng.mL™* araliginda sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglar
gore 25 ng.mL1de kalitatif olarak en iyi sonuglar1 aldigimiz gdstermistir.

LOQ degerleri i¢in;
1ng.mL? ;0,17 ng.mL?- 0,52 ng.mL? araliginda
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25 ng.mL? ;0,40 ng.mL1- 1,54 ng.mL? araliginda

75 ng.mL? ; 0,67 ng.mL?- 2,26 ng.mL? araliginda sonuglar elde edilmistir. Bu

sonuglar gore 25 ng.mL™* de kantitatif olarak en iyi sonuglar1 aldigimiz gdstermistir.
Stabilite;

Stabilite ¢aligmasinda ise + 4°C sicaklikta saklanan stok ¢ozeltilerin 120 saat boyunca
bu sicaklikta stabil olduklari goézlenmistir. Her bir etken maddenin stabilitesinin
giivenilirligi i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerin 15’er tekrar olacak
sekilde 120 saat boyunca + 4°C de bekletildikten sonra cihaza verilmis ve bulunan
degerler sonucunda numunelerin oda sicakliginda 120 saat boyunca + 4°C de stabil

oldugu kanitlanmistir.
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