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OZET

SIK KULLANILAN ANTIDEPRESAN ILACLAR iCIN LC-MS/MS ILE ES
ZAMANLI ANALIZ YONTEMI GELISTIRILMESI

Mehmet Kamil TEMEL
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Umit ERGUN
Haziran 2019, 63 sayfa

Bu calismada, sik kullanilan antidepresan ila¢ etken maddeleri olan Paroksetin,
Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Sertralin, Ketiapin,
Opipramol, Risperidon molekiillerinin tayini i¢in insan kaninda Sivi Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi ile basit, hizli ve giivenilir bir metot
gelistirilmistir. Her bir ilag etken maddesi i¢in geri kazanim, dogruluk, yilizde bagil
standart sapma (%RSD), gozlenebilme sinir1 (LOD), alt tayin sinir1 (LOQ), stabilite,
saglamlik, matriks etkisi ve proses etkinligi gibi bazi analitik parametrelerin belirlenip,
Olctilebilir en diisiik degerlerin yiiksek hassasiyet ile en kisa slirede es zamanli olarak
yapilmasi amaglanmistir. Etken maddelerin her biri i¢in belirlenen konsantrasyonlarda
LOD degerleri igin 1 ng.mL™; 0,05 ng.mL™- 0,18 ng.mL™ araliginda, 50 ng.mL; 0,12
ng.mL'l- 0,65 ng.mL'l araliginda, 100 ng.mL’l; 0,16 ng.mL“l- 0,75 ng.mL'l araliginda
tespitler yapilmustir. LOQ degerleri igin 1 ng.mL™; 0,16 ng.mL™- 0,60 ng.mL™
araliginda, 50 ng.mL’l; 0,39 ng.mL’l- 2,18 ng.mL'l araliginda, 100 ng.rnL'1 ;0,54
ng.mL™- 251 ng.mL™? araliginda sonuglar elde edilmistir. Metot % geri kazanim
yoniinden 1 ng.mL™ konsantrasyonunda %98 seviyelerinde, yiiksek konsantrasyonlarda
ise %99 seviyelerinde tutulmus olup EURACHEM kilavuzuna gore %95 degerlerinin
tizerinde oldugu her bir etken maddenin konsantrasyonu i¢in uygun oldugu
ispatlanmistir.

Anahtar sozciikler: Depresyon, ilag, antidepresan, LC-MS/MS.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SIMULTANEOUS ANALYSIS METHOD OF
FREQUENTLY USED ANTIDEPRESSANT DRUGS BY LC-MS/MS

Mehmet Kamil TEMEL
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Umit ERGUN
June 2019, 63 pages

In this study, a simple, rapid and reliable method has been developed with liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) device in order to determine the
commonly used antidepressant active agents such as Paroxetine, Fluoxetine,
Duloxetine, Citalopram, Escitalopram, Venlafaxine, Sertraline, Quetiapine, Opipramol,
and Risperidone in human blood. The aim of this study is measure each active
substances concurrent minimum value with the highest sensitivity in real time and it has
been validated in terms of recovery, accuracy, percentage of relative standard deviation
(%RSD), limit of quantification (LOQ), limit of detection (LOD), stability, consistency,
effect of matrix and process for each active substance of drugs. LOD and LOQ values
for obtained concentrations of each active substances were resulted that for LOD: 1
ng.mL™?; 0,05 ng.mL™- 0,18 ng.mL™, 50 ng.mL™; 0,12 ng.mL™*- 0,65 ng.mL™, 100
ng.mL™; 0,16 ng.mL™- 0,75 ng.mL™ and for LOQ: 1 ng.mL™; 0,16 ng.mL™- 0,60
ng.mL™?, 50 ng.mL™; 0,39 ng.mL™?- 2,18 ng.mL™, 100 ng.mL™; 0,54 ng.mL*- 2,51
ng.mL™ respectively. This method was resulted in %98 recovery at 1 ng.mL™
concentration and %99 recovery at higher concentration levels and also it was
confirmed above %95 recovery according to EURACHEM guide.

Keywords: Depression, drug, antidepressant, LC-MS/MS.
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1. GIRIS

Psikolojinin temeli Aristo ile beraber Yunanistan'da ortaya ¢ikmustir." Kelime kokeni
itibariyle ‘psiko’ ve ‘loji’ kelimelerinin bir araya gelmesiyle olugmaktadir. ‘Psiko’
kelimesi zihin, ‘loji” kelimesi ise bilim anlamina gelmektedir ve ‘zihin bilimi’ kavrami
dogmaktadir. 11k olarak sadece insan davranislarinin irdelenmesi amacindayd fakat giin
gectikce artik diistinceler, hareketler, tavirlar, duygular da psikoloji kelimesinin
muhtevasina girmeye basladi. En genel olarak soylemek gerekirse psikoloji; zihinsel ve

davranissal siireglerin sistematik, somut, soyut ve bilimsel olarak incelenmesidir [1].

Psikolojik rahatsizlik en genel manada davramigsal veya duygusal rahatsizlik
semptomlaridir. Bu rahatsizlik hastalarda bulunan sorunlara, sakatliga, giderek artan bir
oliim korkusuna, agr1 veya kisisel 6zgiiven yokluguna bagl olarak olusur. 250°den fazla
literatiire girmis psikolojik rahatsizlik bulunmaktadir. Bunlar panik atak, anksiyete,
sosyal fobiler, agorafobi, travma, stres bozuklugu yaygin psikolojik bozukluklardandir.
Depresyon, duygu durum bozukluklari, kisilik bozukluklari, bipolar bozukluk,
bagimliliklar, yeme bozukluklari, cinsel problemler bu rahatsizlik grubunun alt

kategorilerine girmektedir [2].

Depresyonun 2020 yilina kadar ikinci en ciddi hastalik olmasi beklenmektedir. Cok
degisken belirtiler dizisi olan ciddi bir psikiyatrik hastaliktir. Caresizlik ve umutsuzluk,
giinliik aktivitelere ilgisizlik, istah veya kilo kaybi, uyku diizensizlikleri, 6tke veya
sinirlilik, enerji kaybi ve zayif konsantrasyon bunlarin hepsi depresyonun alt
etkenleridir. Sonucunda ise bireyin giinliikk sorumluluklarini yerine getirme yetenegi
etkilenir ve en kotii intihara bile yol agabilir. Diinya Saglik Orgiitii, depresyonun
engellilige neden olarak bir numarali rahatsizlik oldugunu diisiinmektedir. Depresyon
tedavisi; antidepresanlarla, cesitli psikoterapi bigimleriyle, farmakoterapilerle ve hatta
elektrokonviilsif tedavi yoOntemleriyle uygulanir. Antidepresanlar su anda
etkinliklerinden dolay1r ruh halinin yiikselmesi, istah artisi ve uyku diizenlemeleri,
fiziksel aktivite artis1, bagkalar: ile arada olan sugluluk duygusunu azalmasini saglayan
en sik tedavi edici ajanlar olarak kullanilir. Bu tiir ilaglar anksiyete, obsesif-kompulsif

veya psikosomatik bozukluklar iginde kullanilir. Yan etkileri her medikal tedavide



karsilasildigi gibi genel olarak uykusuzluk, agiz kurulugu, bulanik etkileri gbérme,

kabizlik, bag donmesi, ajitasyon, sinirlilik durumlarini ortaya ¢ikarabilir [3].

Hipokampiis, iki beyin bolgesinden biri olarak bilinen yagam boyu yeni néronlar lireten
bolgedir. Depresyonlu hastalarda siirekli yenilenme kesintiye ugradiginda bu hastaligin
belirtileri ortaya ¢ikmakta fakat bu durumun hastaliin semptomlariyla ilgili olup
olmadig1 bilinmemektedir. Uzun zamandir bilinmektedir ki antidepresanlarin ndron

yenilenmesini etkiledikleri tip literatiiriinde basvurulan bir yontemdir [4].

“Londra King’s College bilim insanlart bu siirecin tam olarak ne sekilde isledigini ortaya
koymuslardwr. Arastirmalar bazi antidepresanlar ve glukokortikoid stres hormonlart arasindaki
iliskiyi ortaya ¢ikarmigtir. Christoph Anacker ve arkadagslar: Sertralin maddesinin beyin
hiicrelerindeki glukokortikoid reseptirlerinde etkili olup olmadigini test etmiglerdir. Bu amacta
laboratuvarda insanin oncii hipokampiis hiicreleri tiretildikten sonra Sertralin ilave edilmistir.
On giin sonra kiiltiir hiicrelerinde beklenilenden yiizde yirmi bes oraminda daha fazla néronun
gelistigi  goriilmiistiir. Bilim insanlart  Sertralin etki maddesinden dnce glukokortiod
reseptorlerini bloke eden bir ilac ilave ettiklerinde, yeni noron sayisinin asagi yukart normal
gelisim siirecinde beklenildigi kadar oldugu goriilmiistiir. Anacker’e goére glukokortoid
hormonlart ve antidepresanlar reseptorleri etkinlestiriyoriar [4].”

Cizelge 1.1. laglarin farkli yollarla alindiginda emilim hizlar1.

Alindig1 yol Etkisinin ortaya ciktig1 zamana kadar gecen siire (dk)
Deriden Degisken
Agizdan 30-90
Cilt altr 15-30
Kasici 10-20
Dilalt1 tablet 3-5
Solunum 3
Damar yolu 0.5-1
Kalp icine 0,25

Bu rahatsizliklarda; ilag konsantrasyonlarint kanda terapodtik seviye araliklarinda
tutmanin 6nemi; uygulanacak olan tedaviden istenilen verimi almak ve olusabilecek ilag
zehirlenmeleri riskini en aza indirmektir. Terapotik ilag seviyesinin ayarlanmasi, sadece
ilacin kandaki konsantrasyonunu 6lgmek ve dogru aralikla kiyaslamak olmamalidir. Ilag

tedavisi izlemi, uygulanacak ilacin hastanin bireysel durumlari géz oniine alinarak (yas,

2



kilo, kalp ve bobrek fonksiyonu gibi) yapilmalidir. Hastanin kullandigi diger ilaglar var
ise tedavi ona gore ayarlanmalidir. Uygulanan ilacin kan konsantrasyon takibi
yapilirken ilaca baslama tarihi, istenilen seviyeye ulagilmasi ve hedeflenen bitis zamani
gibi faktorler takip edilerek ilagtan en az seviyede toksisiteyle kurtulmanin uyarlamasi

yapilmalidir [5].

Literatiir ¢caligmalarina bakildiginda LC/MS-MS yontemiyle 2000’11 yillarin basindan

beri diisiik limitlerde hizli giivenilir aragtirmalar yapilmaktadir.

A.de Castro ve arkadaslari 2008 yilinda Amitriptilin, Imipramin, Klomipramin,
Fluoksetin, Paroksetin, Sertralin, Fluvoksamin, Sitalopram ve Venlafaksin ile ana
metabolitlerinin bazilarmin kanda ve tiikiiriikte es zamanli belirlenmesi i¢in hizli,
duyarli ve segici bir LC-MS / MS yontemi tanimlamislardir. Olusturduklar: bu yontem
tilkiiriikte LC- MS/MS ile gelistirilen ilk metottur [6].

I. Gonzalez ve arkadaslari tarafundan 2018 yilinda insan viicudu digsinda yapilan
calismalarda ise sehirlerin atik sularinda bulunan antidepresanlarin LC-MS/MS ile es
zamanli tayinini yapmuslar ve 38 psikoaktif ilacin ( benzodiazepinler, antidepresanlar ve
istismar ilaglar1 dahil) ortalama ve maksimum konsantrasyon seviyelerinin literatiirde

daha 6nce rapor edilen seviyelerin tizerinde ¢iktigin1 bulmuslardir [7].

A. G. Asimakopoulos ve arkadaslar1 2017 yilinda Sivi Kromatografi-Uglii Dort Kutuplu
Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi ile 89 yasal noropsikiyatrik ilag ve
yasadist uyusturucunun (hem ana bilesikler hem de metabolitler) filtre edilmemis atik su

ve tath suda es zamanl belirlenmesi igin bir metot gelistirmislerdir [8].

A. Pouliopoulos ve arkadaslari 2018 yilinda literatiirde toksikolojik amaglar igin ¢okga
recetelenmis antidepresan ve antiepileptik ilaglari tespit edebilen ve Olcebilen, ¢alisma

stiresi 11 dakika olan bir LC-MS/MS ydntemini sunmuslardir [9].

M. Jang ve arkadaslar1 2015 yilinda LC-MS/MS yo6ntemi ile insan kaninda analiz
edilmek tizere es zamanli olarak uyusturucu- uyarici madde analizleri

gerceklestirmiglerdir [10].

A. Song 2016 yilinda sekizi antidepresan olmak iizere on ii¢ tane organik toksik
maddeyi LC-MS/MS yontemi ile insan kaninda analiz etmek {izere es zamanli bir
calisma yapmistir. Calismada yiiksek dogruluk, kesinlik ve oldukca diisik LOD ve
LOQ sonuglari elde etmistir [11].



Cizelge 1. 2. Piyasada kullanilan antidepresan ilaglarin siniflandirilmasi [5].
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A. H. Ewalda ve arkadaslar1 2016 yilinda antidepresanlarin, benzodiazepinlerin
nicellestirilmesi i¢in benzer bir yaklagima dayanilarak, basit sivi-sivi ekstraksiyonu ile
Sivi  Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)  kullanilarak
noroleptiklerin hizli hedefleme ve kantitatif analizi i¢in tam kan, plazma ve serumda bir

yontem tanimlamiglardir [12].



Li-Jun Hu ve arkadaslar1 2017 yilinda insan kaninin serum kisminda saptanmasi i¢in 26
saglikli gbniilliiden ve 54 depresyon hastasindan kan ornekleri alinarak hizli ve yiiksek
oranda tekrarlanabilir bir Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-
MS/MS) yéntemi olusturmuslardir. {1k olarak; Amitriptilin, Imipramin, Klomipramin,
Fluoksetin, Paroksetin, Sertralin, Fluvoksamin, Sitalopram ve Venlafaksin ile ana
metabolitlerinin bazilarinin kanda ve tiikiiriikte es zamanli belirlenmesi igin hizli,

duyarl ve secici bir LC-MS/MS yontemi tanimlamiglardir [13].

Tez calismasi kapsaminda bazi antidepresan ila¢ etken maddeleri olan Paroksetin,
Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Sertralin, Ketiapin,
Opipromal ve Risperidon molekiillerinin yapilarina uygun olarak insan kaninin serum
kisminda Sivi Kromatografisi - Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi ile 6n hazirlik
asamasi basit ve kisa olan es zamanli analiz yontemi gelistirilmesi, LOD, LOQ, % bagil
standart sapma (%RSD), giin i¢i tekrarlanabilirlik, giinler aras1 tekrarlanabilirlik, geri
kazanim, stabilite, ¢alisma araligi, matriks etkisi, proses etkinligi gibi validasyon
parametrelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Belirlenen parametrelerin uluslararasi

uygunlugu tartigilarak yontemin gecerli oldugu kanitlanacaktir.

1.1. KROMATOGRAFi

Kromatografi, bir rus botanikg¢isi olan Mikhail Tswett tarafindan 20. yiizyilin baslarinda
(8 Mart 1903) bulunmustur. Ksantofil ve klorofil gibi farkli pigmentler ihtiva eden bir
soliisyon hazirlanmis ve toz haline getirilmis, kalsiyum karbonatla doldurulmus cam
kolondan gegirerek klorofil ve ksantofilleri birbirinden ayirmayi basarili bir sekilde
gerceklestirmistir.  Kolondan ayrilan maddeler renkli bolgeler halinde gruplar
olusturmus; bu aymrma yontemine, renk yazma anlammna gelen kromatografi

(chromatography) adini vermistir [14].

Daha sonra bir¢ok bilim adami bu alanda caligmalar yapmistir. Aktif olarak diinyada
Ince tabaka kromatografisi (TLC) onlarca yildir kullanilmaktadir.. Bu metot ilk defa
1938 yilinda Farmatsiya dergisinde yayinlanan ‘‘TLC'nin Temelleri ve Farmakolojiye
Uygulamasi”’ adli makalesinde Izmailov ve Schraiber tarafindan kagida uygulanarak

gerceklestirilmistir [15].

23 Eyliil 1943 tarihinde Vegezzi'nin ‘“Yabani Helixpomatia’nin Safra Ve Karacigerinde

Oriimcek Yenge¢ Olan Majasquinado Yumurtalarinin Omurgasizlarda Bulunan Cesitli



Pigmentlerin Spektroskopik Arastirmasi’’ adli ¢alismasi bu tiir pigmentlerin saf halde,
UV spektrumlar1 ve floresans oOl¢limlerinde kullanilmasi i¢in bu pigmentlerin 6n
hazirligi, kromatografinin ilk uygulamasini temsil etmistir. Vegezzi'nin basili tezine ek
olarak, sonuglar altt makalede bildirdikten daha sonra Dhere ve Vegezzi tarafindan

calismalar birlestirilmistir [16].

J. D. H. Cooper and D. C. Turnell tarafindan HPLC'den 6nce biyolojik sivilarin tedavisi
icin diyaliz ve eser zenginlestirme igeren bir otomatik Ornek hazirlama sisteminin
gelisimi bildirilmistir. Sistemin performansinin incelenmesi, insan serumunda bir ilacin

fenobarbitonunun terap6tik konsantrasyonlarinin analizi kullanilarak belirlenmistir [17].

En genel tanimlama ile kromatografi; karisimlarda bulunan maddeleri bir birbirinden
ayirmaya imkan veren bir tekniktir. Kromatografik uygulamalarda bir “sabit faz” ve bir
“hareketli faz” bulunur. Sabit ve hareketli faz 6rnekte bulunan maddelerin go¢ etme
hizlarin1 farklilagtirarak ayrim saglar. Bilim diinyasinda kromatografi ¢ok genis ve
verimli bir alan oldugundan bu alandaki arastirmalarindan dolay:r simdiye kadar 12
bilim adamima Nobel 6diilii verilmistir. Hicbir arastirma kategorisine bu kadar ¢ok

Nobel odiilii verilmemistir [18].

1.1.1. Stvi Kromatografisi
1.1.1.1. HPLC (Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatogrami)

1970’lerden giliniimiize, HPLC teknigi organik maddeler i¢in ayirma, analiz ve
saflagtirmanin  mihenk tas1 olmustur. HPLC’deki kolon bdlmesinde neredeyse
¢ozlinemeyen tim karigimlart ayrabilir. Yiiksek performanshi sivi kromatografisi
(HPLC) giinlimiizde genis ¢apli molekiil analizi ve saflastirmalarinda ilk tercih edilen
teknik olarak bilinmektedir. HPLC ozellikle de peptit ve proteinlerin analizlerinde ana
yontem olmus, biyolojik ve biyomedikal alanlarda son yirmi yildir en ¢ok uygulanan

metot olmustur.

HPLC, on milyar dolara yaklasan yillik satisiyla biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygimn olanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasmin sebepleri dogru
kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ucucu olmayan tiirlerin veya
sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasimma uygun olmasi, duyarliligi, ve
hepsinden de Onemlisi sanayinin, birgok bilim dalinin ve halkin birinci derecede
ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek

olarak; amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar,
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terpenoidler, pestisitler, antibiyottikler, streodiler, metal-organik tiirler ve ¢esitli

inorganik bilesikler [19].
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Sekil 1.3. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi.

1.1.1.2. Normal faz kromatografi

Silika jel, polimer veya iizerine baglanmig —CN, -NO; veya NH; dolgu maddeleri igeren
faz sabit faz olarak adlandirilir. Etileter, kloroform, hekzan vb. ¢oziiciileri ve karigimlari

igeren diisiik polariteye sahip apolar faz mobil faz olarak adlandirilir.
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Kolondan ilk ¢ikan madde diisiik polariteye sahip olan maddedir. Benzer 6zelliklere
sahip maddelerin ayn1 kolon iginde dagilma o6zelligi fazla oldugu i¢in daha diisiik
polariteye sahip madde mobil fazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk dnce ¢ikar. Ayrica
yine ayni Ozellik sebebiyle apolar madde polar sabit fazla az etkilestiginden dolayi

kolonda kisa siire tutunabilir.

Maddenin kolonda tutunma zamanini kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir.
Tutunma zamanini yiikseltmek i¢in mobil fazin polaritesi artirilabilir. Diisiik polariteye
sahip mobil fazda alikonma zamanlar1 uzun, polaritesi arttirilmig mobil fazda tutunma

zamanlari kisadir.
1.1.1.3. Ters faz kromatografi

Silika jel-Polimer ve iizerine baglanmis Cig, Oktil veya fenil gruplari, metil ve etil

gruplu dolgu maddelerini i¢eren fazlar sabit faz olarak adlandirilir ve bu faz apolardir.

Metanol, Asetonitril, Tetrahidrofuran gibi gii¢lii organik ¢oziiciilerin zayif ¢oziicii olan
sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karisimlari igeren fazlara mobil faz olarak

adlandirilir ve polardir.

Kolondan ilk ¢ikan madde yiiksek polariteye sahip olan maddedir. Benzer ozelliklere
sahip maddelerin ayni kolon i¢inde dagilma o6zelligi fazla oldugu icin daha yiiksek
polariteye sahip madde mobil fazda ¢ok iyi ¢6ziiniir ve kolondan ilk dnce ¢ikar. Ayrica
yine ayni Ozellik sebebiyle polar madde polar sabit fazla az etkilestiginden dolay1

kolonda kisa siire tutunabilir.

Tutunma zamanimi kisaltmak i¢in mobil fazin polaritesi azaltilir. Tutunma zamanim
arttirmak i¢in mobil fazin polaritesi artirilir. Polaritesi azaltilmis mobil fazda alikonma

zamanlar1 kisa, yiliksek polariteye sahip mobil fazda alikonma zamanlar1 uzundur.

1.2. KUTLE SPEKTROSKOPISi

Atom ve molekiillerin en kesin ve net sekilde kiitlelerinin belirlenmesini saglayan
yontem kiitle spektroskopisi olarak adlandirilmaktadir. Kiitle Spektroskopisi; gaz haline
gelmis numunenin, yiiksek enerjili elektron bombardimanina tutulmasi prensibiyle
calisir. Gaz fazindaki tanecikler ile yiliksek enerjili elektronlarin ¢arpismast sonucunda
taneciklerden elektron kopmasi veya taneciklere elektron yiiklemesi olur. Bunun

sonucunda ise tanecikler pozitif veya negatif yiiklii iyonlarla yiiklenir. Bu yiiklii iyonlar



iki z1t yiikle yiiklenmis plaka arasindan gecerken hizlanirlar. Bu iyonlar manyetik alan

icine gonderilir.

Quadrupole Rodlar

@ DC Voltage
)
X RF Voltage

Sekil 1.4. Kiitle analizorleri.

Belli hizlara ulasan iyonlar manyetik alan tarafindan dairesel yol alacak sekilde
yonlendirilir. Kat edilen mesafe yarigapi (kiitle; m ve yiik; z) m/z oranina bagli olarak
degisiklik gosterir. Daha kiiglik m/z oranina sahip iyonlar daha genis dairesel alanda yol
izler. Boylece farkli kiitleli ayni iyonlar birbirinden kolaylikla ayrilirlar. Sapmanin
buytkliigii ol¢iilerek, calisilan atom ya da molekiillerinin iyonlarin kiitlesi belirlenir.
Bu sistemin sonunda, m/z oranina gore ayrilan iyonlar dedektore ulastiktan sonra bir
akim olusturarak dedektore garpan iyon sayisi ile bu akim dogru orantili oldugundan

izotoplarin goreceli bollugunu saptamamiza yardimet olur.

Ingiliz fizikci F.W Aston 1920 yillarin baslarinda neon izotoplar1 iizerinde
calismalariyla ilk kiitle spektrometresi ¢aligmalarini basar ile ger¢eklestirmistir. Tabi ki
giinlimiizde kullanilan cihazlardan daha az hassastir. Ancak bu cihaz bugiinkii
durumuna gore daha az duyarlyd:. Ornegin, neon(20) igin atomik agirlig: 19,9924 akb
ve %90,92 dogal izotop bolluguna sahiptir, neon(22) atomik agirhigr 21,9914 akb ve
%8,82 dogal izotop bolluguna sahip olarak bulunmustur. Daha sonralar1 hassas cihazlar
ve yontemler olusturuldugunda neon izotopuna ait {iglincii bir izotopun varligi da
ispatlanmigtir. Bu izotopun atomik agirligi 20,9940 akb ve %0,257 dogal izotop
bolluguna sahiptir. Bu 6rnek deneysel duyarliligin kimya gibi nicel bilimlerde, ne kadar

onemli oldugunu goéstermektedir. Eski ¢alismalar neon(21) izotopunun dogal bollugu
9



%0,257 gibi ¢ok az bir oran oldugundan spektrometrede Sl¢iilememistir fakat ilerleyen
zamanlarda daha hassas cihazlarda 10000 neon atomundan 26 tanesinin neon(21)

izotopuna ait oldugu belirlenmistir [20].

1.2.1. LC-MS/MS Yontemi

LC-MS/MS yontemi; sivi kromatografi (LC) cihazi ile kiitle spektrometresi (MS)
cihazlarimin tandem hale getirilmesiyle olusturulmus ileri diizey bir laboratuvar
teknolojisidir. Kiitle spektrometresi (MS) tekniginin segiciligi yiiksek olmasina ragmen
analiz edilecek maddeyi ayni karisim iginde bulunan diger molekiillerden tek basina
ayirmasi oldukc¢a zordur. Maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore ayirmak iizere
olusturulan MS teknigi ile, ¢Ozlinmiis her organik maddeyi ayirabilen likit
kromatografisi (LC) teknigi kombine edildiginde (LC-MS) sistemi meydana gelir. Her
iki sistemin ayirt edici 6zellikleri bir araya getirilerek Sivi Kromatografi/Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi kurulmustur. Hassasiyet, hiz ve segicilik gibi

ozellikleri nedeniyle son donemlerde en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir [21].

Mobil Fazlar Vakum Vakum

@ — = % .—ij l%“_j,

Kolon Bilgisayar

‘—".)

HPLC MS MS

Sekil 1.5. LC/MS-MS ¢alisma prensibi sematik goriiniim.

1.2.2. LC-MS/MS ‘in Uygulama Alanlar:

LC-MS/MS ilag ile ilgili olan ¢aligmalarda olduk¢a sik bagvurulan bir yontemdir.
Bundan dolay1 farmakinetik ve biyoanaliz ¢aligmalarinda yaygin bir kullanim alam
vardir. Bu g¢alismalarda en kisa silirede ilacin kanda, idrarda ve organlarda tayinini
yapmak c¢ok onemlidir. MS/MS hassasiyetinin, analiz siliresinin ve seciciliginin iist
diizeyde olmasi nedeni ile diger yontemlere tercih edilmektedir. MS/MS kullanimindaki
en biiyiilk avantajlardan biri de dedektdriin sadece belli bir iyonun o6l¢iilmesine
programlanabilmesidir. Islem genelde bir segim islemidir fakat goriindiigiinden daha
komplekstir. MS/MS yontemi ile analiz siiresi bir dakika ve altina diisiiriilebilmistir. Bu

10



analiz sliresi HPLC’nin ortalama 10 dakikalik analiz siiresi ile karsilastirildiginda
oldukca hizli goriinmektedir. LCMS/MS yontemi yiiksek c¢oziiniirliikteki kiitle

spektroskopilerinde ¢akisan molekiillerin analizinde dahi kullanilir [22].

; Orifice Parcalanma Hiicresi
f Dedektor

Kuadrupol Kuadrupol

Sekil 1.6. Tandem kiitle spektrometresi genel gériiniimii.

Kiitle spektrometresi (MS) tekniginin segiciligi yiiksek olmasina karsin tek basina
analiz edilecek maddeyi ayni matriks i¢inde bulunan diger molekiillerden ayirmasi
olduke¢a giictiir. MS teknigi maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gére ayirmak iizere
dizayn edilmis bir sistemdir, ayirmaya yardimci olan sivi kromatografisi (LC) sistemi
ile kombine edildiginde (LC-MS), her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek
S1v1 kromatografi/ Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi dizayn edilmis
ve kullanilmaya baslanmistir. Sistem hassasiyet, hiz ve segicilik gibi 06zellikleri

nedeniyse son donemlerde siklikla tercih edilmektedir.

Bu sistem temelde sivi kromatografisi, iyon kaynagi, kiitle analizorii, detektor ve
yazilimdan olusmaktadir. Sivi  Kromatografi kismi maddeleri fizikokimyasal
ozelliklerine gore ayirir ve iyon kaynagina bu siraya gore gdnderir. Iyon kaynagi bu
maddeleri buharlagabilen ve analizi istenmeyen diger maddelerden ayirarak gaz fazina
doniistiiriir ve analiz edilmesini saglayan pozitif ve negatif yiikleri kazandirir. Kiitle
analizorii bu yiikli parcaciklar1 kuadrupollerde m/z oranlar1 ve yiiklerine gore ayirir.
Dedektor ayrilmig bu molekiillerin iyon enerjilerini elektriksel sinyallere g¢evirir. Son
olarak yazilim bu sinyalleri alan degerine doniistiirerek okur ve analiz gerceklestirilmis
olur. Siv1 kromatografisindeki temel ama¢ maddelerin yapilarina gore farkli tutunma
zamanlarinda birbirinden ayrilmasini saglayarak bu maddeleri farkli zamanlarda iyon
kaynagina yollamaktir. Bu amagla Oncelikle analiz edilecek maddeler acisindan

rezollisyonu iyi bir analitik kolon segilir.
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Sekil 1.7. Tek asamali MS ile MS/MS arasindaki fark [23].

Maddelerin kolonda hareket etmesini ve farkli zamanlarda kolonda tutunmasini
saglamak tizere mobil fazlar kullanilir. Bu mobil fazlarin farkli oranlarda kolona
gonderilmesiyle ayirma saglanmis olur. Mobil fazlarin farkli oranlarda sisteme

gonderilmesini saglayan sistem bilesenleri ise pompalardir.

Iyon kaynaklar1 maddelerin vakum altinda ¢dziiciiden uzaklastirildig1 ve yapisina gore
yik kazandirildigi bolimdiir. Maddenin polaritesine gore elektrosprey iyonizasyon
(ESI) ya da atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kaynaklar1 kullanilmaktadir
[76]. Baz1 maddeleri bu iki kaynakta da iyonlagabilmektedir. Bu kisimda maddelerin
vakum altinda etkili olarak buharlastirilabilmesi i¢in akis [0.2-2 mL/dk] belirli bir
miktar araliginda sinirlandirilmistir. Diisiik akislarda analit kayb1 gozlenirken yiiksek

akista maddenin gaz haline gecmesi engellenmektedir.
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Sekil 1.8. Elektrosprey iyonizasyon.
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Bu yiizeyler iizerine sirasiyla ya da birlikte RF (Radyo Frekans) ve DC (Dogrusal
Akim) voltajlari uygulanir. Bu da analizi istenen molekiillerin hizin1 ve yoriingesini

ayarlamaktadir. Sekil 1.6’da temel kiitle analizor bilesenleri gosterilmistir.
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Sekil 1.9. Ug kademeli kuadrapol igeren bir kiitle analizorii.

Giris kuadrupoliinde (Q1) analizi hedeflenen yiiklii ana madde secilir. Bu madde
par¢alanma hiicresi (Q2) olarak isimlendirilen ikinci kuadrupolde azot gazi altinda
parcalanir ve fragmentlerine ayrilir. Bu fragmentler {igiincii kuadrupolde (Q3) ayn1 hiza

getirilir ve detektore yollanirlar.
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Sekil 1.10. Ornek bir bilesigin ana iyon taramasi.
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LC-MS/MS sisteminde metodun gelistirilmesindeki en 6nemli basamaklar; analizi
yapilacak maddenin Ozelliklerinin  tanimlanmasi, maddelerin cihaz iizerinde
optimizasyonu, maddeye 0zgii fragmentlerin belirlenmesi, maddenin yapisina uygun
analitik kolonun belirlenmesi, kolon fizerindeki akis ve sicaklik parametrelerin

belirlenmesinden olusmaktadir [24].
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Sekil 1.11. Ornek bir bilesigin iiriin iyon taramas.

1.2.3. LC-MS/MS Cihaz1 ve Calisma Prensibi

LC-MS/MS (high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry) teknigi ile yiiksek basingli sivi kromatografisinde fizikokimyasal
Ozelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle detektorii ile kantitatif olarak analiz
edilmektedir. Analitlerin saflastirilmis olarak MS/MS modiiliine verilebilmesi i¢in
gerekli ayrimi saglayan kromatografi teknigi ile kiitle spektrometresinin teshis
kabiliyetinin birlesmis olmasi, LC-MS/MS’i, oldukca farkli kiitle spektrumuna sahip
ancak benzer alikonma karakterleri olan bilesikler i¢in avantajli hale getirmektedir. Bu
ozgulligl yiiksek teknik ile kromatografi ile tek basina miimkiin olmayan tayinlerde

dahi basar1 elde edilebilmektedir.

HPLC nin kiitle spektrometrisi ile kombinasyonu, ayrimi tam ger¢eklesmemis analitler
icin dahi daha kesin bir teshis ve kantitatif tayin imkan1 saglamaktadir. Aym kiitle/iyon

(m/z) oranma sahip pek ¢ok molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni pargalanma
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iyonlarina sahip molekiil dogada 1/10000 dir. MS/MS teknigi analiz edilen maddeye
0zgl spesifik bir test olmasinin yanisira ¢ok diisiik derisimlerde maddenin miktar

tayininin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir.

Seciciligi ve hassasiyetinin giin gectikce artmasi, giivenilir bir yontem olmasi, tek bir
analiz ile birgok ila¢ etken maddesinin ayni anda taranmasi, analiz siiresinin kisa
stirmesi, kalitatif ve kantitatif degerlendirmelerin oldukg¢a kolay yapilabilmesi gibi bazi
sebeplerden dolay1i, LC-MS/MS’ler tercih edilmeye baslanmistir. LC-MS/MS c¢alisma
prensibi; HPLC cihazindan gelen sivi nebulizer sayesinde spreye déniisiir. Iyon kaynagi
(ESI) sayesinde iyonlarina doniisen maddeler kapiler boruda ilerler. Birinci kuadrupol
filtrede (Q1) m/z (kiitle/yiik) oranina gore ayrilir. Bunlara “parent” iyonlar denir. Tayin
yapilacak iyon filtreden gecer, digerleri kalir. Karekteristik “parent” iyonu boylelikle
secilir ve tanimlanir. Filtreden gegen iyon, CID, ¢arpisma hiicresi denilen (Q2) de
ylksek saflikta argon ya da azot gazi ile ikinci pargalanmaya ugrar. Q2, radyo frekansh
bir ¢arpisma odacigr olup, segilen parent iyondan pargalanmis bir dizi farkli kiitleli
iyonlar elde edilir. Bunlara “daughter” iyon denir. Boylece ayrilmis olan “daughter”
iyon ikinci MS analizore gonderilir. Q3 sadece ikinci iyonlar: filtre eder. Sadece bu
ikincil iyonlar detektdre ulasir ve bu iyondan hem nicel tayin, hem de nitel tayin
gerceklestirilir.  Birincil pargalanmadan elde edilen parent iyonun ikinci kez
parcalanmas1 ve bu parcalanmadan elde edilen o analite 6zgii karakteristik iyonun
izlenmesi islemine Coklu Reaksiyon Izleme (MRM) denir. Olusan ikincil iyonlarin
miktari,, MRM isleminin duyarhigin belirler. Q3’ten detektore gelen iyonlar elektron

multiplier channel’da dinodlarla ¢ogaltilir ve sinyal halinde okunur [25].

1.3. ANALITIK YONTEM GELIiSTIRME VE VALIDASYON

1.3.1. Analitik Yontem Gelistirme

Bir analitik yontemin gelistirilmesinde ilk adim ayni ya da benzer ekipmanlarin
kullanildig1 yontemleri igeren literatiirlerin arastirilmasidir. Yeni ya da iyilestirilmis bir
yontemin gelistirilmesi genellikle ekipmana, ¢aligilacak analite, hedeflere ve yontemin
gerekliliklerine gore uyarlanir. Yontem gerekliliklerinin segilmesi ve ne tiir ekipmanin
neden segileceginin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica c¢alisilacak analitik kolon,
hareketli faz, dedektoér ve miktar tayin yontemi de yontem gelistirme asamasinda karar
verilmesi gereken noktalardandir. Yeni bir analiz yonteminin gelistirilmesi i¢in bircok

gecerli neden bulunmaktadir. Var olan yontemlerden, literatiire dayali yaklagimlardan
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her zaman beklenen sonuglar alinamayabilir. Yontemler hatali ya da giivenilirligi diisiik
olabilir. Pahali, uzun zaman ve enerji isteyen veya rutin kullanima uygunsuz, drnekler
de yeterli segicilige, duyarliliga sahip olmayan yontemler olabilir. Analitik verilerin
dogrulugunun ve kesinliginin yeni ekipman ve tekniklerin ortaya c¢ikmasi ile
arttirilabilecegi diistiniildiigiinde kisacas1 daha duyarli, hassas, kesin, tekrarlanabilirligin
yiiksek oldugu, ekonomik ve wuygulanabilirligi kolay ve sorunsuz yontemlerin

gelistirilmesine her zaman gerek duyulabilmektedir.

Yontemde ilk olarak ¢aligilacak enstriimanlar ve analitik parametreler belirlendikten
sonra yontemin gelistirilmesi, optimizasyonu ve degerlendirilebilmesi i¢in standartlar
kullanilmalidir. ilk analitik sonuglar duyarlilik, enjekte edilen miktara karsilik alman
cevaplar, teshis sinir1, kalibrasyon noktalariin dogrusalligi, varsa ¢oklu dedektorlerden
elde edilen cevap oranlar1 bakimindan degerlendirilmelidir. Yontem gelistirmede
ozellikleri tanimlanmis ve saflig1 bilinen standartlarin kullanilmas: 6nemlidir. Analitik
yontem gelistirilirken, analitin sentez yoOntemi, saflastirma yontemi, ¢esitli pH
degerlerindeki davranisi, ekstraksiyon ¢ozeltileri ile gegimsizligi, stabilitesi,
fonksiyonel gruplarin reaksiyonlari, ¢oziiniirliigii, molekiil agirhigi ve yapisi, benzer
yapida ve Ozellikteki diger maddeler, impiiritesi, par¢alanma iirlinleri, metabolitleri,
depolama sartlar1 gibi kimyasal ve fiziksel ozelliklerinin ve farmakinetiginin iyi

bilinmesi gerekir.

Optimizasyon asamasina gegildiginde ise yontem gelistirmenin ilk déneminde elde
edilen rezoliisyon, pik sekli, asimetri, kapasite, arinma zamani, gozlenebilme siniri, alt
tayin sinir1 ve analiti biitlin olarak saptama yetenegi gibi degerler ve kosullar gelistirilir.
Herhangi bir yontemi optimize ederken istenilen gozlenebilme siniri, alt tayin siniri,
dogruluk, kesinlik ve 6zgilinliik mutlaka saptanmalidir. Yeni yontemin istiinliiklerinin
oldugu gozlenirse, gelistirilmesi ek zaman ve caba isteyecektir. Yeni yonteme ait
analitik  veriler uygun goriiliiyorsa yontem performansinin  nicel olarak

degerlendirilmesi 6nemlidir.

Yontem optimizasyonu, duyarlilifi, simetriyi en yiiksek noktaya c¢ikarmali,
gbzlenebilme siirt ve alt tayin sinir1 diistirmeli, genis bir dogrusal aralik olusturmali ve
dogruluk, kesinlik derecelerini yiikseltmelidir. Ayrica analitin kromatogramdaki diger
bilesenlerden ayrimi, analite ait pik yerinin belirlenmesi, safligin gosterilmesi,
bilgisayar verilerinin toplanmasi ve agiklanmasi rutin O0rnek analizleri i¢in yontem

optimizasyonunun diger amaglar1 arasindadir. Optimizasyon kriterleri analizin zamani
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ve maliyetinin distiriilmesi, analitin dogru bigimde belirlenmesi gibi herhangi yeni bir

yontem i¢in gereken hedeflere dayanarak saptanmalidir.

Yontem optimizasyonu iki genel yaklasim ile yapilabilir. Elle ya da bilgisayar
kullanilarak optimizasyon gerceklestirilebilir. Elle yapilan optimizasyonda diger tiim
degiskenler sabit tutulurken sadece bir degisken iizerinde oynamalar yapilir ve alinan
yanittaki degisimler kaydedilir. Bu degisken hareketli ya da sabit faz bilesimi, akis hizi,
sicaklik, kullanilan dalga boyu ve pH olabilir. Tek degiskenli sistem optimizasyonu
yavag, zaman alict ve pahalidir. Ancak bu optimizasyon sekli, degiskenler arasindaki
etkilesimin ve uygulanilan yontemin daha 1yi anlasilmasii saglayabilir. Bilgisayarl
yontem optimizasyonunda deneysel girdi en aza indirilirken etkinlik en tist diizeydedir.
Bircok uygulamada kullanilabilen bu yaklasim tiim enstriimantal yontem

gelistirmelerde zaman, enerji ve maliyeti 6nemli derecede diisiirebilir.

Optimizasyon yontem gelistirme islemi i¢inde en fazla zaman ve enerji isteyen
boliimdiir. Tekrarlayict islemler, sabit tekrarlar ve ¢ok sayida veri toplanmasini
gerektirir. Optimizasyon sonuglar1 genellikle o donemdeki gereklilikleri karsilasa da
gelecekte ortaya ¢ikabilecek ihtiyaglar1 ihmal edebilir. ideal olarak analizcinin yéntemi
genis bir Olgekte kullanabilmesi ve gelecekte yontem gelistirmek igin deneyleri
tekrarlamak zorunda kalmamasi igin, her yeni yOntemin optimizasyonunu tiim

uygulamalari diisiinerek yapmalidir [26].

1.3.2. Metotun Gegerli Kilinmasi1 Sirasinda Degerlendirilen Genel Metot

Performans Ozellikleri
1.3.2.1. Secicilik/Ozgiinliik

Bir metodun, karigimlar veya matriksler igindeki belirli maddeleri veya molekiilleri
uygulanan metotta saptayabilmek icin, istenilen madde veya molekiile benzer

bilesenlerin girisimlerinin olmadiginda kullanilabilme derecesi olarak nitelendirilir [27].
1.3.2.2. Gozlenebilme Sinirt (LOD)

Zemin giiriiltisiinden farkli olarak tespit edilen, miktar1 belirlenemeyen en kiigiik analit
konsantrasyonudur. Kromatografik analizlerde kural olarak tanimlanan (S/N) orani,
sinyal/giiriiltii oran1 olarak adlandirilir. S/N oraninin 3 oldugu deger LOD degeri olarak
adlandirilir [27].
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1.3.2.3. Alt Tayin Sinwr1 (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik smirlart igerisinde kantitatif olarak tespit edilebilen
numunedeki en diigiikk analit miktarin1 ifade eder. S/N oranmin 10 oldugu deger LOQ
degeri olarak adlandirilir. Kromatografik olmadigi bilinen kantitatif tayinlerde alinan

sonucun standart sapmasinin (SD), kalibrasyon egrisinin egimine (S) oraninin 10 kat1

LOQ degeri olarak adlandirilir [27].

1.3.2.4. Yiizde Bagil Standart Sapma (%RSD), Gozlenebilme Sinirt (LOD) ve Alt Tayin
Stnwrt (LOQ) Hesaplamalari

Olusturulan yeni metodun {stiinliigli kalibrasyonlarin diisiik konsantrasyonlarda
hazirlanip daha disiik LOD ve LOQ degerlerinin elde edilmis olmasidir. Yapilan
analizlere bakildiginda EURACHEM standartlarina miikemmel derecede uygunlugu
goriilmiistiir. Biitiin etken maddeler igin %RSD degeri 15’nin altinda bulunmustur ve bu

da metodun geri kazaniminin dogru oldugunu gostermektedir.

%RSD, LOD ve LOQ hesaplama;

, 1 1
So =50 |t (1.1)
% RSD = Standart Sapma %100 (1.2)

Ortalama Pik Alant

So ; tekrarlanabilirliklerden kaynaklanan standart sapma degeri.
S : LOD ve LOQ degerlerini saptamak igin bulunan standart sapma degeri.
n ; aynit metotun uygulandig: tekrarlarin sayist.

ny; ayni metotun uygulandigi kér okumalarin sayisi.

LOD icin; Sox3=LOD
LOQ i¢in; Sox 10 = LOQ degeri seklinde yapilmistir [28].

1.2.3.5. Dogruluk

Validasyon olustururken bir metotun dogrulugu, olusturulan metot ile analiz edilen test
sonuglarinin  ortalamasinin, numunenin i¢indeki analitin gergek  degerine

(konsantrasyon) ne kadar yakin oldugu ile alakalidur.

En genel manada dogruluk, numune i¢inde konsantrasyonu bilinen analitin tekrarlanan
analizlerinin bildigimiz konsantrasyona yakinligidir. Analizin tiiriine gore belirlenecek

araliklarda en az {i¢ farkli konsantrasyon noktasinda en az beser kez dlgiim gereklidir.
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Olgiim alt limiti i¢in dogruluk, %20’den fazla sapma gdstermemesi gerekmektedir.

Ortalama deger ile gergek deger + %15 dl¢tim sinir1 iginde olmalidir [29].
1.2.3.6. Calisma Aralig

Olusturulan metodun belirsizliginde kabul edilebilir deger ¢iktiginda galisilabilecek
aralik olarak adlandirilir. Calisma aralifinin alt tayin smir1 LOQ olarak adlandirilir.
Caligma araliginin en {ist sinir1 analitik duyarlilikta belirgin bir bozulmanin goézlendigi

derisimdir [29].
1.2.3.7. Kalibrasyon Duyarlhilig

Analitik cihazda 6l¢iilen analit derisiminin degisiklik gostermesi halinde yontemde elde

edilen kalibrasyon egrisinin egimi olarak tanimlanir [30].
1.2.3.8. Geri Kazanim

Validasyon parametrelerinden biri olan geri kazanim, numunenin i¢indeki analitin 6n
islemlerden sonra cihazda okunan konsantrasyonu ile ger¢ek konsantrasyondaki i¢ veya
dis standarttan elde edilen sonucun birbirine orani olarak kabul edilir. Temel olrak
numune hazirlarken uygulanan 6n islemlere ve ekstraksiyona baglidir. Numune igindeki
analitin geri kazaniminin her ne kadar %100 olmasi istense bile, analitin ve i¢ standartin
geri kazanimi1 %50-60 ise yeterli ve verimli kabul edilmektedir. Metoda validasyon
uygulanirken geri kazanim ti¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek) elde edilen
analit sonuglarinin, 6n islem gérmemis Standartlara orani seklinde uygulanmaktadir
[29].

1.2.3.9. Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi uygulanacak cihazin cevabi ile numune ig¢indeki analitin degeri
bilinen konsantrasyonu arasindaki bagi ifade eder. Kalibrasyon egrisinde kullanilacak
olan standartlar, uygulanacak analiz i¢in hazirlanan numune i¢indeki analitin ayni

asamalarindan gecip ayni1 sekilde hazirlanmalidir.

Kalibrasyon egrisi, blank okuma, i¢ standart iceren matriks numunesi ve bekledigimiz
konsantrasyon araliginda alt tayin sinir1 (LOQ) de igeren sifir disinda en az 5 nokta
bulundurmalidir. Blank ve i¢ standart iceren matriks numunesi kalibrasyon egrisinde

kullanilmamali, sadece girisim etkisi saptayabilmek i¢in kullanilmalidir.

Kalibrasyon egrisi ¢izimi i¢in LOQ degeri %20°den fazla, LOQ degerinin digindaki

standartlar ise %15°den fazla sapma gostermemelidir. Kalibrasyon egrisinde en az 5
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nokta konsantrasyon degeri bulunmalidir [29].

Dogrusallik, olusturulan metodun istedigimiz aralikta numune icindeki analitin
konsantrasyonlarinin dogrusallik kazandigi durumdur. Genel olarak regresyon egrisinin

egiminin varyasyonu olarak gosterilir [27].
1.2.3.10. Kesinlik

Olusturulacak metottaki sonuglarin birbirine yakinhgini ifade eder. “Olgiimiin
tekrarlanabilirligi” ve “élciimiin tekrar iiretilebilirligi” validasyon standartlarinda

kesinlik 0l¢iisii olarak bilinir.

Tekrarlanabilirlik, analiz sonuglariin birbiri arasinda olusturdugu en kiigiik varyasyon
olarak adlandirilir ve bir analizcinin ayni cihazla ayni sartlarda ayni siirede

gerceklestirecegi analizlerin dagiliminin bir tantmlamasidir.

Tekrar iretilebilirlik, analiz sonuglarimin birbiri arasinda olusturdugu en yiiksek

varyasyon olarak adlandirilir [31].
1.2.3.11. Matriks etkisi ve Proses Etkinligi

Analizi yapilmasi1 hedeflenen analit diginda bir analitin varligina veya numunedeki diger

girisim maddelerinin varli§ina yanit olarak dogrudan veya dolayl degisim girisimdir.

Standart ¢ozelti i¢indeki analit ile plazma gibi biyolojik matriksdeki ayni analitin LC-
MS/MS analizlerinde farkli yanitlar olusturmasi seklinde tanimlanabilir. 2018 yilinda
Rudzki ve arkadaglarinin yaptigir ¢aligmada Standart sapmanin %15°1 sinir olarak kabul

edilmistir.
1.2.3.12. Stabilite

Uygulanacak metot i¢in olusturulan numunelerin uzun veya siireli saklanmasi,
belirlenen (istenilen saklama kosullarinda) ve sonrasinda ¢6zme, tekrardan donma gibi
olaylardan sonra analitik analiz boyunca numune igindeki analitin stabilitesi olarak

tanimlanir [31].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. KULLANILAN KiMYASALLAR VE STANDART COZELTILER

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasallar ve standart ¢ozeltiler.

Kimyasallar ve

Son Kullanma

Standartlar Firma Seri Numarasi Tarihi
Asetonitril Sigma-Aldrich 75-05-8 06.2020
Su Human Ultrapure - -
Metanol Sigma-Aldrich 67-56-1 02.2020
Amonyum format Panreac 143482.1211 02.2020
Formik Asit Sigma-Aldrich 64-18-6 02.2020
Paroksetin Sigma-Aldrich 1435728-64-5 02.2020
Fluoksetin HCI Sigma-Aldrich 56296-78-7 09.2019
Duloksetin HCI Sigma-Aldrich 136434-34-9 08.2019
Sitolapram Sigma-Aldrich 59729-32-7 02.2020
Essitolapram Sigma-Aldrich 219861-08-2 10.2019
Venlafaksin HCI Sigma-Aldrich 99300-78-4 10.2019
Sertralin Sigma-Aldrich 79559-97-0 12.2019
Ketiapin Sigma-Aldrich 111974-72-2 02.2020
Opipramol Sigma-Aldrich 315-72-0 02.2020
Risperidon Sigma-Aldrich 106266-06-2 12.2019
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2.2. KULLANILAN CiHAZLAR

Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlar.

Cihaz Marka/Model
Likit sistem (LC) Shimadzu DGU-20A3R
Kiitle sistem (MS/MS) Shimadzu Upgrade with UF-Lens LC- MS/MS 8030/8040
Kolon XB-C18 Welch 2.1x50mm,1.8um
Yazilim Labsolution
Ultra saf su cihazi Human Ultrapure
Hassas terazi Precisa XB 220A
Mikropipetler Eppendorf, Brand
Vorteks Jeio Tech
Buzdolabi Profilo
Derin dondurucu Ugur
Santrifiij Niive NF 800
Ultrasonic banyo Lapcompanion UCP-02
pH metre XS Instruments 50+
Filtre Welch

2.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

2.3.1. Ornek Numunelerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismamizda cihaza enjeksiyon yapilan tiim ¢ozeltiler insan kaninin serum kismu ile
hazirlandi. Ana iyon tarama, MRM Optimizasyonu, kalibrasyon cozeltileri, metot
validasyonu i¢in verilen tiim kan numunelerden 500°er pL (1) alinarak iizerlerine 50°ser
ppb internal standart eklendi (2). Tiim 6rnekler 5 dakika vortekslendikten sonra 1 saat
stireyle 35°C’de su banyosunda birakildi (3). Su banyosu sonrasi 1’er mL etil asetat
eklendi (4). 5 dakika vortekslendikten sonra 10 dakika siireyle + 4 °C’de bekletildi (5).
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Sekil 2.1. Numune 6n hazirlik semasi.

6

12
Ornekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip (6), iist fazdan 500’er puL farkli tiiplere
alinarak (7) evaporatorde 2 saat boyunca azotta soguk ugurma yapildi (8). 200’er uL

metanol ve 200’er uL etil asetatla ¢6ziilen 6rnekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilip st faz1 farkl tiiplere alinarak (9) 30 dakika evaporatorde azotta soguk ugurma
yapildi (10). 200’er metanol eklenen ornekler (11) 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilip tst faz1 farkl tiiplere alinarak (12), 10 pL enjeksiyon hacmiyle analiz edildi.

2.3.2. Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi
2.3.2.1. Ana stok ¢ézeltisi ( 100 ug.mL™)

Biitiin etken maddelerin i¢ standartlarindan 10 mg alinip son hacim 100 mL olacak

sekilde %99,9 saflikta metanol kullanilarak ¢oziildii.
2.3.2.2. Ara stok ¢ozeltisi (1 ug.mL™)
Ana stok ¢ozeltiden 1 mL alinip %99,9 saflikta metanol ile 100 mL ye tamamlanda.

Kalibrasyon egrileri tanimlanacak olan Paroksetin, Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram,
Essitolapram, Venlafaksin, Sertralin, Ketiapin, Opipramol, Risperidon ila¢ etken
maddelerinin ara stok ¢ozeltilerinden 1 mL alinip 2 mL’ye insan kaninin serum kismi
ile tamamland1. Elde edilen 500 ng.mL™ ¢ozelti, insan kani kullamlarak 100 ng.mL™ |,
50 ng.mL*, 25 ng.mL? 10 ng.mL? , 5 ng.mL? , 2,5 ngmL" , 1 ng.mL*
konsantrasyonlarina ayarlandi. Her ¢ozelti kodlanir ve kalibrasyon egrisi ¢izimi igin

hazir hale getirildi.
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2.3.2.3. Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

Mobil faz A : 2 mM amonyum format ¢ozeltisi, formik asit orani %0,1 olacak sekilde

hazirland1 ve 10 dakika siire ile ultrasonik banyoda bekletildi.

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

hazirlandi ve ultrasonik banyoda 10 dakika siire ile bekletildi.

Enjeksiyon portu yikama c¢ozeltisi ~ : Ultra saf su ile %99,9 saflikta asetonitril ¢ozeltisi 1:1

oraninda karistirildi ve 5 dakika ultrasonik banyoda bekletildi.

2.4. LC- MS/MS CALISMA SARTLARI

Akis hizi : 0,400 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 10 uL

Analiz stiresi : 10 dakika

Kolon firin sicakligr : 40,0 °c

Mobil faz A : %0,1’lik formik asit - 2 mM Amonyum format
Mobil faz B : %0,1’lik formik asit- %99,9’luk asetonitril
Collision energy (CE): -35

Collision gas : N>

Dwell time : 100 milisaniye

Iyon Kaynag : Elektrosprey iyonizasyon (ESI)

Pompa Programi : Gradient

2.5. LC-MS/MS SIVI SISTEMI AKIS OZELLIKLERI

Maxntensty: 0 % mumn €
100- B.Conc}

£1000  FS0
F750

TH] .
b |
ST
Lo
F20
bl L0 (50

00 L00
00 05 10 15 20 28 30 35 40 45 50 55 60 65 0 18 80 85 90 95 100

Sekil 2.2. LC/MS-MS sivi akis sistemi akis diyagramu.
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Cizelge 2.3. LC-MS/MS s1v1 sistemi akis tablosu.

Zaman | Zaman (dk) | Akas (ml/dk) | Kontrol | Mobil Faz | Mobil Faz
Tablosu A(%) B(%0)
1 0,01 0,4 baslat - -
MS’
2 0,02 0,4 ° i i
gecis
3 5 0,4 10 90
4 7 0,4 10 90
5 7,01 0,4 90 10
6 10 0,4 bitir - -

Olusturulacak metot icin gelistirilen sivi akis diyagrami Sekil 3.1°de verilmistir.
Enjeksiyon hacmi 10 pL belirlenmis olup, mobil faz akisi 0,4 mL’dir. Metot da
gradiyent doniisiim esas alinmis olup; Tampon ¢ozelti olarak 2 mM amonyum format
igerisinde %0,1 formik asit ( mobil faz A ) ¢ozeltisi, Hareketli faz olarak % 0,1 formik
asit igeren asetonitril ¢ozeltisi kullanilmistir. Metota %10 asetonitril (mobil faz B) ile
baslanarak 5. dakikada %90 asetonitril olacak sekilde devam edilmistir. 7. dakikaya
kadar %90 asetonitril ile devam edilip daha sonra metot optimizasyonu yani daha
sonraki analizin sartlanmasi i¢in 7,01. dakikada tekrar %10 asetonitril - %90 tampon

¢ozelti ile devam edilmis olup 10. dakikada metot sonlandirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 3.1. Etken maddelerin MRM parametreleri.

— = = = N o = g
s8 2% S s 22| 22| 830 | B =
Lo == Molekiil Sekli = "= Ee | 2o | 3o | 25| 2
A R N R

; -2 M > | = a)

N
£ . o . 6990 | -16 | -24 | -35
£ | 32937 P 330,10 + | 10
5 19220 | -16 | -15 | -32

I

H
£ _N Om 117,10 -20 -20 -53
2 F | 310,10
< | 30933 % e + | 10
2 91,10 | -20 | -19 | -54
7™ s H
2| 20741 O 298.12 18 | 22 | -85 | + | 10
a O 156,04
g F 10910 | 46 | 18 | -1
£ | 32439 S~y | 325,20 + | 100
S |
5 - 9. 262,10 | -16 | -30 | -16
F
g @ 109101 46 | 18 | a1
o
< | 324.39 /@i(w,« 325,20 + | 100
= o |
i N 262,10 | -16 | -30 | -16
OH
c ~
g N 12110 | 30 | 21 | -30
£ | 277.40 278,20 + | 20
c
> o_ 5800 | -30 | -22 | -22
P
< ‘ 159,00 | -23 | -29 | -30
£ | 30623 O 306,10 + | 20
@ cl 27510 | -23 | -17 | -10
Cl
N/—\O
= C 253,10 | -19 | -28 | -23
o N HO
& | 38351 - 384,20 + | 50
Y, @b 22115 | -19 | -25 | -36
S
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Cizelge 3.1 (devam). Etken maddelerin MRM parametreleri.

e I O 14320 | -18 | -14 -30

€| 363,50 364,20 + | 50
;= NTY

o bNI 171,20 | -30 | -17 -21

OH

5 «ﬁ@ WL 20 | a2 | =30

5| 41049 FW I 411,20 + | 50
= oA 148,20 | -20 | -17 -40

Yapilan ¢alismalar sonucu 10 dakikalik enjeksiyon siiresinde 10 etken maddenin de
cikartildig1 bir LC/MS-MS yo6ntemi olusturulmus ve valide edilebilmistir. Validasyon
caligmalar1 sonucunda etken maddelerin ana iyonlari, {iriin (yavru) iyonlar1 Q1 (giris) ve
Q3 (¢ikig) pre bias voltajlari, collision energy, dwell time, pause time ve interface
parametreleri LC/MSMS cihazinin yazilimi kullanilarak optimum hale getirilerek
sonuclar tablo 5 de verilmistir. Tiim molekiiller icin dwell time ve pause time sirasiyla

10, 20, 50, 100 milisaniye olarak belirlenmistir.

3.1. MRM SPEKTRUMLARI

Cizelge 3.1.’de ana iyon degerleri verilen etken maddelerin LC-MS/MS cihazinda
“’product ion scan’® modunda taratildiktan sonra ana iyondan kopan en biiyiik ve
anlamli pargalarin MRM gecis kromatogramlart Sekil 3.1’de verilmistir. MRM
gegislerini elde etmek igin ilk olarak etken maddelerin ana iyonlar1 tek tarama (Q1 scan
mod) olarak yapilmis olup daha sonra ana iyonlar yavru iyonlara pargalandiginda
asagidaki spektrumlar elde edilmistir. Daha sonra MRM kromatogramlarinda bulunan
en yiiksek pikler iiriin iyon olarak segilip, her bir {iriin iyonu farkli collision energy ile
sartlanip metot optimize edilmistir. Bu tiirevlendirme metot optimizasyonu agisindan
cok onemlidir. Etken maddelerin ana molekiillerinin en zayif yerlerinden kirilmasiyla
Olusan yavru iyonlarin da taranip metoda valide edilmesi, olusturulan metodun
hassasiyetini milkemmel hale getirmektedir. Bagka calismalarda elde edilen ana ve
yavru iyonlarin farkli olmasinin sebebi cihazin markasi, voltaji, pompa degerleri gibi dis
etkenlerden veya kullanilan standartin safsizligi gibi i¢ etkenlerden kaynaklandig:

bilinmelidir.
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Sekil 3.1. a) Paroksetin b) Fluoksetin c) Duloksetin d) Sitolapram e) Essitolapram f)

Venlafaksin g) Sertralin h) Ketiapin 1) Opipramol i) Risperidon 100 ng.mL™ alinan

cozeltilerinin MRM spektrumlart.
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Sekil 3.1 (devam). a) Paroksetin b) Fluoksetin c) Duloksetin d) Sitolapram e) Essitolapram f)
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cozeltilerinin MRM spektrumlart.
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Sekil 3.1 (devam). a) Paroksetin b) Fluoksetin c) Duloksetin d) Sitolapram e) Essitolapram f)

Venlafaksin g) Sertralin h) Ketiapin 1) Opipramol i) Risperidon 100 ng.mL™ alinan

cozeltilerinin MRM spektrumlari.

3.2. 0ZGULLUK/SPESIFIKLIK

Calisilan biyolojik oOrneklerden kaynaklanabilecek olasi girisimlerin gézlemlenmesi
amaciyla kor kan oOrnekleri 10’ar (n>6) kez oOrneklenerek LC-MS/MS ile analiz
edilmistir. Kromatogramlarda tiim etken maddeler igin belirlenen alikonma
zamanlarinda matriksten ve ¢oziicliden kaynaklanan herhangi bir girisim olup olmadigi

incelenmistir.

Tiim etken maddelerin kanin serum hali hazirlanarak son konsantrasyonlar1 100 ng.mL'l
olacak sekilde LC-MS/MS cihazina verilerek kolonlu okuma yapilmis ve Sekil 3.2°de Ki
spektrumlar elde edilmistir. Girisimlerin gézlemlenebilmesi i¢in tiim etken maddelerin
kan serumunda kor okumasi yapilmistir. Spektrumlara bakildiginda etken maddelerin

kendine 6zgii alikonma zamanlarinda higbir girisim tespit edilmemistir.
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Sekil 3.2. Alikonma grafikleri a) Paroksetin b) Fluoksetin c) Duloksetin d) Sitolapram
e) Essitolapram f) Venlafaksin g) Sertralin h) Ketiapin 1) Opipramol i) Risperidon kor
numune ve 100 ng.mL'l standart spike edilmis ¢ozeltilerinin alikonma zamanlarini

iceren LC-MS/MS kromatogramlari.
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Risperidon kér numune ve 100 ng.mL™ standart spike edilmis ¢ozeltilerinin alitkonma
zamanlarmi igeren LC-MS/MS  kromatogramlari.
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Sekil 3.3. Etken maddelerin es zamanli kromatograma.

3.3. KALIBRASYON EGRILERi VE DOGRUSALLIK

Boliim 2.3.2°de anlatildig1 iizere metodun dogrusal araliginin hesaplanmasi i¢in 1; 2,5;
5; 10; 25; 50; 100 ng.mL™ konsantrasyonlar saglanacak sekilde tim etken maddelere
karsilik gelen pik alani ile IS pik alan1 arasindaki grafikler Sekil 3.3’den Sekil 3.12°¢
kadar gosterilmistir. Yedi farkli konsantrasyondan her birinde tiger 6l¢iim yapilmistir.
Paroksetin, Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram, Essitolapram, Venlafaksin, Sertralin,
Ketiapin, Opipramol, Risperidon maddeleri i¢in kanin serum halinde ¢izilmis olan
kalibrasyon egrileri goriilmektedir. Nokta konsantrasyonlarin diisiik tutulmasi bize daha
diisiik dedeksiyon limitleri i¢in avantaj saglamstir. Ilk ve son konsantrasyon arasinda
100 kat olmasina ragmen kalibrasyon egrilerinin regresyon katsayilar1 tiim etken
maddeler i¢cin 0,9999 seviyelerinde tutulmasi bize dogruluk ve geri kazanim ig¢in

mitkemmel sonuglar vermistir.
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3.3.1. Paroksetin

Paraksetin Kalibrasyon Grafigi Y = 7289,9x +3612,4
x100000 R = 0.0992

724598

Alan

0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon

Sekil 3.4. Paroksetin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.2. Paroksetin etken maddesinin 3’er tekrarl ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar Alan Ortalama Alan

7.895
8.195 8.045
8.045

19.066
18.996 19.013
18.976

2,5

36.744
35.849 36.444
36.739

76.478
74.048 74.236
72.183

10

191.198
189.169 190.967
192.534

25

385.658
379.656 382.585
382.441

50

734.070
721.247 724.598
718.478

100

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F
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3.3.2. Fluoksetin

Fluoksetin Kalibrasyon Grafigi y =5295x - 2975,2
x100000 R?=0,9995

527589

Alan

0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon

Sekil 3.5. Fluoksetin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.3. Fluoksetin etken maddesinin 3’er tekrarl ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar Alan Ortalama Alan

4.852
4.547 4.547
4.242

11.127
11.045 11.378
11.963

2,5

24.141
22.872 23.474
23.410

45.320
40.147 43.480
44.974

10

139.821
131.135 135.478
135.478

25

217.610
257.811 257.811
298.012

50

519.301
547.589 527.589
515.877

100

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

37




3.3.3. Duloksetin

Alan

x100000

Duloksetin Kalibrasyon Grafigi y = 2075x - 72,44

R?>=0,9998

474758

20

40

Konsantrasyon

60

100

Sekil 3.6. Duloksetin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.4. Duloksetin etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

4.582

4.927

4.754

4.754

2,5

10.982

11.104

11.226

11.104

22.514

21.076

23.951

22,514

10

47.971

46.014

44.057

46.014

25

106.273

122.816

114.547

114.545

50

228.712

235.781

232.850

232.448

100

484.758

470.791

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

468.726

474.758
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3.3.4. Sitolapram

Alan

x100000

Sitolapram Kalibrasyon Grafigi

y =2075x - 72,44
R?=0,9998

318819
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Sekil 3.7. Sitolapram kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.5. Sitolapram etken maddesinin 3’er tekrarl ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

2.275

2.772

2.514

2.520

2,5

6.337

6.589

7.842

6.923

15.047

16.953

16.142

16.047

10

33.098

34.049

32.000

33.049

25

85.261

80.354

79.168

81.594

50

165.785

162.632

167.478

165.298

100

312.579

315.819

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

328.058

318.819
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3.3.5. Essitolapram

Alan

x100000

Essitolapram Kalibrasyon Grafigi

y =2075x - 72,44

R2=0,9998
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Sekil 3.8. Essitolapram kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.6. Essitolapram etken maddesinin 3’er tekrarl ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

2.278

2.124

2.278

2.433

2,5

5.343

5.047

5.381

5.752

10.036

10.971

10.703

11.102

10

21.231

22.773

21.502

20.502

25

52.451

49.487

50.821

50.524

50

100.444

105.179

101.845

99.913

100

212.148

205.897

208.481

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

207.399
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3.3.6. Venlafaksin

Alan

x100000

Venlafaksin Kalibrasyon Grafigi

y =5764x - 575,14
R?=10,9991

154377

20

40
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100

Sekil 3.9. Venlafaksin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.7. Venlafaksin etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

1.905

1.578

1.252

1.578

2,5

3.831

3.147

3.464

3.481

7.529

7.610

7.069

7.403

10

15.278

16.632

15.924

15.945

25

36.753

38.324

37.038

37.372

50

74.920

76.879

76.838

76.212

100

155.710

153.510

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

153.910

154.377
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3.3.7. Sertralin

Alan

x100000

y =8356,1x - 1391,6
R?=0,9999

Sertralin Kalibrasyon Grafigi

579104

20 40 60 80 100

Konsantrasyon

Sekil 3.10. Sertralin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.8. Sertralin etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

4.982

5.187

5.393

5.187

2,5

13.078

12.758

13.397

13.078

30.277

29.068

27.859

29.068

10

55.067

53.258

56.876

55.067

25

118.789

120.587

220.332

153.236

50

274.045

279.102

276.574

276.574

100

580.973

577.236

WINIPIWINIFPWINIFP|WINIFPIWINIFPIWINFPWIN(F

579.104

579.104
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3.3.8. Ketiapin

Alan

x100000

Ketiapin Kalibrasyon Grafigi y =8356,1x - 1391,6
R?=0,9999

614782

20 40 60 80 100

Konsantrasyon

Sekil 3.11. Ketiapin kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.9. Ketiapin etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar Alan Ortalama Alan

5.821
5.732 5.925
6.221

2,5

16.704
16.501 16.501
16.298

31.897
32.131 32.014
32.014

10

70.098
70.896 70.896
71.693

25

145.242
141.932 143.587
143.587

50

295.843
298.712 298.712
301.581

100

614.782
612.987 614.782
616.576

WINFRPWINFPWINIFRP[WINFPWINP WINFPWIN|F
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3.3.9. Opipramol

Alan

x100000

y =8356,1x - 1391,6
R?=0,9999

Opipramol Kalibrasyon Grafigi

280897

20 40 60 80 100

Konsantrasyon

Sekil 3.12. Opipramol kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.10. Opipramol etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

1

2.359

2.643

2.501

2.501

2,5

6.697

6.268

6.126

6.364

13.609

13.069

12.530

13.069

10

25.347

26.876

26.404

26.209

25

65.983

66.910

66.056

66.316

50

135.912

136.690

135.301

135.968

100

281.830

279.897

WINFRPWINFPWINIFRP[WINFPWINP WINFPWIN|F

280.963

280.897
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3.3.10. Risperidon

x100000

Alan

Risperidon Kalibrasyon Grafigi

y =8356,1x - 1391,6

R?=0,9999

831829

40

Konsantrasyon

60

80

100

Sekil 3.13. Risperidon kalibrasyon egrisi grafigi.

Cizelge 3.11. Risperidon etken maddesinin 3’er tekrarli ortalama alan verileri.

Konsantrasyon
(ng.mL™)

Tekrar

Alan

Ortalama Alan

1

6.142

6.107

5.973

6.074

2,5

17.786

17.378

19.073

18.079

39.501

40.836

39.172

39.836

10

82.835

82.632

81.037

82.168

25

214.715

200.173

209.632

208.173

50

418.204

429.136

415.670

421.003

100

834.038

829.830
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831.620

831.829
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3.4. GERi KAZANIM

Validasyon yontemlerinde uluslararasi sartlara gére en az bir LOQ degerinde ve en az 5
tekrarli geri kazanim ¢aligmasi yapilmalidir. Bu sonuca gore, %80, %100 ve %120 geri
kazanim yeterlidir. Dogrusal aralik i¢cinde bulunan en diisiik, orta ve en yliksek
konsantrasyonlarda kan numunelerinin serum kismina belirtilen konsantrasyonlarda ( 1
ng.mL™?, 50 ng.mL™, 100 ng.mL™ ) 10 tekrar seklinde yapilan ¢aligmalarin ortalama

sonuglarindan elde edilen geri kazanim degerleri sirasiyla Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. Etken maddelerin konsantrasyonlar1 ve geri kazanimlari (n=10).

Bulunan .
Konsantrasyon Geri Kazamim
Etken Madde 1 Konsantrasyon
(ng.mL™) " %
(ng.mL™)

1 0,989 98,90
Paroksetin 50 49,324 98,64
100 99,451 99,45
1 0,971 97,10
Fluoksetin 50 49,753 99,50
100 99,659 99,65
1 0,977 97,70
Duloksetin 50 48,981 97,96
100 99,196 99,19
1 0,972 97,20
Sitolapram 50 49,756 99,51
100 99,298 99,29
1 0,983 98,30
Essitolapram 50 49,410 98,82
100 99,856 98,85
1 0,988 98,80
Venlafaksin 50 49,953 99,90
100 99,925 99,92
1 0,99 99,00
Sertralin 50 49,982 99,96
100 99,89 99,89
1 0,979 97,90
Ketiapin 50 49,260 98,52
100 100,658 99,34
1 0,9785 97,85
Opipromal 50 50,700 98,61
100 99,639 99,63
1 0,9882 98,82
Risperidon 50 49,602 99,20
100 99,598 99,59
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3.5. KESINLIiK (TEKRARLANABILIRLIK - TEKRAR URETILEBILIRLIK)

Her bir etken maddenin ¢alisma araliginda olan ii¢ adet konsantrasyonu igin 15’ser adet
hazirlanan numunelerin ayni giinde analiz edilmesiyle Denklem 1’e elde edilen veriler
kullanilarak hesaplanan %RSD degerleri Cizelge 3.13’de verilmistir. %RSD
degerlerinin kabul edilebilirligi %15°den kiiclik olup olmadigi referans alinmisg ve
bulunan %RSD degerleri Cizelge 3.16’ya bakildiginda uygunluklar1 goriilmektedir.
[33].

Tekrar iiretilebilirlik diye adlandirilan giinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri 3 farkl
konsantrasyona gore yapilmis olup, 1 ng.mL™ Cizelge 3.14°de, 50 ng.mL™ Cizelge
3.15°de, 100 ng.mL™ Cizelge 3.16”da verilmistir. Her bir konsantrasyon degeri her giin
ayni zamanda 15 kez cihazda olusturulan metotla analiz edilmistir. Elde edilen
degerlere bakildiginda %RSD degerleri %15°nin altinda oldugu goriilmektedir ve
metodumuzun  kesinlik  degerlerinin  istenilen sinirlar  igerisinde  oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.17°ye bakildiginda LOD ve LOQ degerleri gorilmektedir. Gozlenebilme
simir1 olan LOD degerlerine bakildiginda 0,05 ng.mL™ seviyelerine kalitatif tayin
yapilabilecegi bulunmustur. Ayni sekilde LOQ degerlerine bakildiginda 0,16 ng.mL'1
miktarlara inildigi goériilmiistiir. Es zamanli analiz metodumuzda etken maddelerin
kalitatif tayini i¢in 0,05 ng.mL'l miktarlarina inildigi, kantitatif analizler i¢in ise 0,16

ng.mL™ degerlerine inildigi sonucunun ortaya ¢iktig1 gériilmektedir.

47



Cizelge 3.13. Giinler i¢i tekrarlanabilirlik (n=15).

Konsantrasyon

§ 1ng.mL? 50 ng.mL™ 100 ng.mL™*

% % E % 5 [a) % g g 5 [a) E g g 5 (@]
g | 22 | g2 | 2| E2 | £¥ | €| E5 | £% | ¢
i £4 ER S £4 I S g3 5A S
£

D

% 0,074 1,139 6,50 0,152 51,596 0,29 0,203 102,2495 | 0,20
g

§=

2

é 0,081 1,089 7,44 0,212 52,196 0,41 0,336 103,2495 | 0,33
[

£

% 0,079 1,097 7,20 0,282 53,196 0,53 0,435 104,986 | 0,41
3

IS

S

& 0,069 0,931 7,41 0,145 49,196 0,29 0,234 101,2495 | 0,23
o

=

IS

s

Q.

S 0,088 1,031 8,54 0,238 49,696 0,48 0,331 99,696 0,67
&

§=

2

kS 0,058 0,961 6,04 0,107 49,796 0,21 0,149 99,796 0,15
G

>

£

g 0,043 0,952 4,52 0,259 50,796 0,51 0,159 99,709 0,16
&

£

Q.

& 0,164 1,152 14,24 0,558 49,296 1,13 0,687 103,457 | 0,66
¥

£

g_ 0,099 0,952 10,40 0,596 50,296 1,18 0,686 101,376 | 0,68
.8_

[

=

§ 0,091 1,017 8,95 0,189 50,196 0,38 0,264 100,976 | 0,26
2
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Cizelge 3.14. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (1 ng.mL™) (Tekrar iiretilebilirlik degerleri)

(n=15).
Konsantrasyon
Etken ) 1 ng.mL™
Madde Giin I & I
Sndert | Ofeema | segsp | Cppaers
1 0,126 1,139 11,06
Paroksetin 2 0,103 1,107 9,30 10,00
3 0,112 1,163 9,63
1 0,136 1,089 12,49
Fluoksetin 2 0,121 1,135 10,66 10,62
3 0,098 1,126 8,70
1 0,158 1,097 14,40
Duloksetin 2 0,132 1,102 11,98 12,18
3 0,117 1,152 10,16
1 0,128 0,931 13,75
Sitolapram 2 0,114 0,958 11,90 12,41
3 0,109 0,941 11,58
1 0,088 1,031 8,54
Essitolapram 2 0,075 0,997 7,52 7,80
3 0,081 1,102 7,35
1 0,058 0,961 6,04
Venlafaksin 2 0,062 0,973 6,37 5,71
3 0,043 0,911 4,72
1 0,043 0,952 4,52
Sertralin 2 0,059 1,073 5,50 5,03
3 0,051 1,003 5,08
1 0,124 1,152 10,76
Ketiapin 2 0,141 1,162 12,13 10,76
3 0,101 1,078 9,37
1 0,138 0,952 14,50
Opipramol 2 0,093 0,899 10,34 12,30
3 0,119 0,988 12,04
1 0,041 1,017 4,03
Risperidon 2 0,083 1,091 7,61 5,90
3 0,064 1,057 6,05
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Cizelge 3.15. Giinler aras1 tekrarlanabilirlik (50 ng.mL™) (Tekrar iiretilebilirlik
degerleri) (n=15).

Konsantrasyon
Etken Giin 50 ng.mL"
Madde

peert | Opeema | semsp | Opfaams
1 0,152 51,596 0,29

Paroksetin 2 0,631 51,124 1,23 0,76
3 0,371 50,098 0,74
1 0,212 52,196 0,41

Fluoksetin 2 0,614 52,563 1,17 0,89
3 0,571 51,954 1,10
1 0,282 53,196 0,53

Duloksetin 2 0,713 52,963 1,35 0,91
3 0,45 52,172 0,86
1 0,145 49,196 0,29

Sitolapram 2 0,542 50,854 1,07 0,89
3 0,661 49,953 1,32
1 0,238 49,696 0,48

Essitolapram 2 0,442 48,345 0,91 0,68
3 0,324 49,124 0,66
1 0,307 49,796 0,62

Venlafaksin 2 0,413 50,057 0,83 0,78
3 0,446 49,124 0,91
1 0,259 50,796 0,51

Sertralin 2 0,343 51,734 0,66 0,61
3 0,352 52,629 0,67
1 0,558 49,296 1,13

Ketiapin 2 0,952 48,845 1,95 1,66
3 0,946 49,958 1,89
1 0,596 50,296 1,18

Opipramol 2 0,745 49,415 1,51 1,10
3 0,309 51,002 0,61
1 0,189 50,196 0,38

Risperidon 2 0,483 48,957 0,99 0,82
3 0,553 49,832 1,11

50




Cizelge 3.16. Giinler aras: tekrarlanabilirlik (100 ng.mL™) (Tekrar iiretilebilirlik
degerleri) (n=15).

Konsantrasyon
Etken " 100 ng.mL™*
Madde Giin )

et | Orame | ogmsp | pane
1 0,303 102,2495 0,30

Paroksetin 2 0,776 102,156 0,76 0,56
3 0,636 101,834 0,62
1 0,436 103,2495 0,42

Fluoksetin 2 0,612 104,005 0,59 0,52
3 0,564 102,871 0,55
1 0,535 104,986 0,51

Duloksetin 2 0,513 105,219 0,49 0,53
3 0,622 104,772 0,59
1 0,334 101,2495 0,33

Sitolapram 2 0,472 100,841 0,47 0,49
3 0,662 100,098 0,66
1 0,531 99,696 0,53

Essitolapram 2 0,734 99,146 0,74 0,61
3 0,548 98,791 0,55
1 0,349 99,796 0,35

Venlafaksin 2 0,228 99,129 0,23 0,32
3 0,365 98,806 0,37
1 0,259 99,709 0,26

Sertralin 2 0,349 100,288 0,35 0,30
3 0,301 98,463 0,31
1 0,687 103,457 0,66

Ketiapin 2 0,687 104,563 0,66 0,73
3 0,91 103,991 0,88
1 0,786 101,376 0,78

Opipramol 2 0,646 101,136 0,64 0,64
3 0,506 101,865 0,50
1 0,364 100,976 0,36

Risperidon 2 0,286 99,239 0,29 0,32
3 0,301 99,972 0,30
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Cizelge 3.17. LOD ve LOQ Degerleri (n=15).

Etken -ob HoR
Madde 1 50 100 1 50 100
ng.mL? | ngmL* | ng.mL* | ng.mL? | ngmL? | ng.mL*

Paroksetin 0,08 0,17 0,22 0,27 0,56 0,74
Fluoksetin 0,09 0,23 0,37 0,30 0,77 1,23
Duloksetin 0,09 0,31 0,48 0,29 1,03 1,59
Sitolapram 0,08 0,16 0,26 0,25 0,53 0,85
Essitolapram | ¢ 10 0,26 0,36 0,32 0,87 1,21
Venlafaksin 0,06 0,12 0,16 0,21 0,39 0,54
Sertralin 0,05 0,28 0,17 0,16 0,95 0,58
Ketiapin 0,18 0,61 0,75 0,60 2,04 2,51
Opipromal 0,11 0,65 0,75 0,36 2,18 2,50
Risperidon 0,10 0,21 0,29 0,33 0,69 0,96

3.6. STABILITE

Calismada kullanilan + 4 °C sicaklikta saklanan stok ¢ozeltiler ¢aligma baslangicinda ve

sonunda analiz edilerek bir hafta boyunca ¢ozeltilerin bu sicaklikta stabil olduklari

gozlenmistir. Numunelerin otomatik 6rnekleyicide ki stabilitesinden emin olarak dogru

ve giivenilir sonuglar aldigimizi kanitlamak igin en az bir degeri LOQ degerlerinden bir

deger olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyondaki ( 2 ng.mL™, 40 ng.mL?, 95 ng.mL™)

biitin etken maddeler i¢in kalite kontrol numunelerinden 10°ar adet validasyonun

herhangi bir serisiyle ekstre edilmistir. Hazirlanan stabilite serisi 120 saat boyunca 25

°C’de oto ornekleyicide bekletildikten sonra analiz 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 kanitlanmaistir.
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Cizelge 3.18. 25 °C’da 120 saat bekletilen etken maddeler igin istatistiksel veriler.

Etken Madde Konsantrasyon Bulunan Dogruluk Standart %RSD
(ng.mL™) Konsantrasyon % Sapma

2 2,03 98,52 0,124 6,11
Paroksetin 40 40,80 98,04 0,152 0,37
95 96,00 98,96 0,203 0,21
2 2,05 97,56 0,181 8,83
Fluoksetin 40 40,70 98,28 0,212 0,52
95 95,60 99,37 0,336 0,35
2 2,04 98,04 0,179 8,77
Duloksetin 40 40,50 98,77 0,282 0,70
95 95,40 99,58 0,435 0,46
2 2,04 98,04 0,119 5,83
Sitolapram 40 40,30 99,26 0,145 0,36
95 95,30 99,69 0,234 0,25
2 2,03 98,52 0,118 5,81
Essitolapram 40 40,80 98,04 0,238 0,58
95 96,00 98,96 0,331 0,34
2 2,02 99,01 0,098 4,85
Venlafaksin 40 40,60 98,52 0,107 0,26
95 95,90 99,06 0,149 0,16
2 2,03 98,52 0,143 7,04
Sertralin 40 40,40 99,01 0,259 0,64
95 95,60 99,37 0,159 0,17
2 2,08 96,15 0,164 7,88
Ketiapin 40 40,60 98,52 0,558 1,37
95 95,30 99,69 0,687 0,72
2 2,07 96,62 0,199 9,61
Opipromal 40 40,50 98,77 0,596 1,47
95 95,80 99,16 0,686 0,72
2 2,04 98,04 0,091 4,46
Risperidon 40 40,40 99,01 0,189 0,47
95 95,70 99,27 0,264 0,28
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3.7. MATRIKS ETKIiSi VE PROSES ETKINLIiGi

1 ng.mL™ konsantrasyonunda tiim etken maddelerin standart ¢ozeltileri ile yapilan
Olgtimler (A); kor kan oOrneklerinin ekstraksiyonu sonrasi analite 1 ng.mL™
konsantrasyonlarinda tiim etken maddelerin standartlarinin eklenmesiyle olusan
coOzeltilerde yapilan Slgiimler (B); Ekstraksiyon islemi basinda son konsantrasyonu 1
ng.mL™" olacak sekilde ekleme yapilarak hazirlanan kan orekleriyle yapilan
ekstraksiyon islemi sonrasi analitte yapilan olgiimler (C). Degerlerin CV smir1 %15

olarak kabul edilmistir ve bazi degerlerin bu sinirin disina ¢iktig1 gdzlemlenmistir.
Matriks Etkisi (%) = B/A . 100

Proses Etkinligi (%) = C/A . 100 formiilleri ile hesaplanmistir.

Cizelge 3.19. Etken maddelerin matriks etkisi ve proses etkinligi (n=10).

Etken A B C Matriks Etkisi Proses Etkinligi

Madde (ng.mL™ | (ng.mL?) | (ng.mL™) (%) (%)
Paroksetin 1 0,932 0,893 93,2 89,3
Fluoksetin 1 0,911 0,852 91,1 85,2
Duloksetin 1 0,932 0,811 93,2 81,1
Sitolapram 1 0,909 0,889 90,9 88,9
Essitolapram 1 0,910 0,877 91,0 87,7
Venlafaksin 1 0,937 0,915 93,7 91,5
Sertralin 1 0,962 0,929 96,2 92,9
Ketiapin 1 0,897 0,762 89,7 76,2
Opipramol 1 0,869 0,708 86,9 70,8
Risperidon 1 0,953 0,899 95,3 89,9
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3.8. SAGLAMLIK

Saglamlik testleri; ¢alisma sartlarinda ve ortam kosullarinda yapilan degisikliklerin
ortaya ¢ikardigi sonuglarin tiimiidiir. Mobil fazin cinsinin, pH'nin veya bilesimindeki
degisiklikler, metodun akis hizinda, kolon sicakligindaki degisimler, analist farkliliklar:
gibi ornekler verilebilir. Bu ¢alismada akis hizinda Cizelge 3.20°de, kolon sicaklifinda
ki degisimler Cizelge 3.21°de ve farkli analistlerle olan degisikliklerin sonuglar1 Cizelge
3.22°de gosterilmistir.

Cizelge 3.20. Etken maddelerin saglamlik verileri (akis hiz1).

Akis Hiz1 (mL/dk)
52;6 dne Konsantrasyon 0,2 0,3 0,5

LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ

1 1,04 2,54 0,61 1,98 0,52 1,86

Paroksetin 50 0,9 1,86 0,47 1,24 0,38 1,12
100 0,97 2,24 0,54 1,62 0,45 1,5

1 1,13 2,39 0,71 1,78 0,62 1,66

Fluoksetin 50 1 2,02 0,58 1,41 0,49 1,29
100 1,08 2,21 0,66 1,61 0,57 1,49

1 1,26 2,84 0,88 2,34 0,79 2,22

Duloksetin 50 1,11 2,62 0,69 2,05 0,6 1,93
100 1,23 2,69 0,8 2,16 0,71 2,04

1 1,07 2,14 0,64 1,61 0,55 1,49

Sitolapram 50 0,92 1,76 0,49 1,22 0,4 1,1
100 0,99 1,92 0,57 1,4 0,49 1,28

1 1,06 2,27 0,68 1,84 0,6 1,72

Essitolapram 50 0,97 1,93 0,55 1,47 0,47 1,35
100 1,05 2,07 0,64 1,58 0,56 1,46

1 0,97 2,05 0,51 1,54 0,43 1,42

Venlafaksin 50 0,86 1,78 0,39 1,26 0,31 1,14
100 0,91 1,87 0,46 1,37 0,38 1,25

1 0,95 1,86 0,5 1,34 0,42 1,22

Sertralin 50 0,8 1,62 0,39 1,1 0,31 0,98
100 0,87 1,78 0,43 1,25 0,35 1,13

1 1,49 3,08 1,03 2,6 0,93 2,48

Ketiapin 50 1,26 2,6 0,81 2,14 0,71 2,02
100 1,45 2,9 0,9 2,42 0,8 2,3

1 1,09 2,33 0,65 1,8 0,55 1,68

Opipromal 50 0,98 2,1 0,54 1,58 0,44 1,46
100 1,02 2,22 0,58 1,69 0,48 1,57

1 0,94 1,97 0,49 1,44 0,39 1,32

Risperidon 50 0,88 1,68 0,42 1,19 0,32 1,07
100 0,9 1,79 0,45 1,3 0,35 1,18
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Cizelge 3.21. Etken maddelerin saglamlik verileri (kolon sicakligr).

= Kolon Sicakhg (°C)
Etken g 20 30 50
Madde §

é LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
1 0,85 2,32 0,57 1,98 0,54 1,89
Paroksetin 50 0,71 1,64 0,43 1,30 0,40 1,15
100 0,78 2,02 0,50 1,68 0,47 1,53
1 0,94 2,17 0,66 1,83 0,64 1,69
Fluoksetin 50 0,81 1,8 0,53 1,46 0,51 1,32
100 0,89 1,99 0,61 1,65 0,59 1,52
1 1,07 2,62 0,79 2,28 0,81 2,25
Duloksetin 50 0,92 2,4 0,64 2,06 0,62 1,96
100 1,04 2,47 0,76 2,13 0,73 2,07
1 0,88 1,92 0,60 1,58 0,57 1,52
Sitolapram 50 0,73 1,54 0,45 1,20 0,42 1,13
100 08 1,7 0,52 1,36 0,50 1,31
1 0,87 2,05 0,59 1,71 0,61 1,75
Essitolapram 50 0,78 1,71 0,50 1,37 0,48 1,38
100 0,86 1,85 0,58 1,51 0,57 1,49
1 0,78 1,83 0,50 1,49 0,44 1,45
Venlafaksin 50 0,67 1,56 0,39 1,22 0,32 1,17
100 0,72 1,65 0,44 131 0,39 1,28
1 0,76 1,64 0,48 1,30 0,43 1,25
Sertralin 50 0,61 1,4 0,33 1,06 0,32 1,01
100 0,68 1,56 0,40 1,22 0,36 1,16
1 1,3 2,86 1,02 2,52 0,96 2,51
Ketiapin 50 1,07 2,38 0,79 2,04 0,74 2,05
100 1,26 2,68 0,98 2,34 0,83 2,33
1 0,9 2,11 0,62 1,77 0,58 171
Opipromal 50 0,79 1,88 0,51 1,54 0,47 1,49
100 0,83 2 0,55 1,66 0,51 1,60
1 0,75 1,75 0,47 1,41 0,42 1,35
Risperidon 50 0,69 1,46 0,41 1,12 0,35 1,10
100 0,71 1,57 0,43 1,23 0,38 1,21
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Cizelge 3.22. Etken maddelerin saglamlik verileri (kisi).

< Kisi (mL/dk)
Etken g Analist 1 Analist 2 Analist 3
Madde §
é LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
1 0,57 1,91 0,55 1,91 0,56 1,93
Paroksetin 50 0,43 1,17 0,41 1,17 0,42 1,19
100 0,5 1,55 0,48 1,55 0,49 1,57
1 0,67 1,71 0,65 1,71 0,66 1,73
Fluoksetin 50 0,54 1,34 0,52 1,34 0,53 1,36
100 0,62 1,54 0,6 1,54 0,61 1,56
1 0,84 2,27 0,82 2,27 0,83 2,29
Duloksetin 50 0,65 1,98 0,63 2,01 0,64 2
100 0,76 2,09 0,74 2,12 0,75 2,11
1 0,6 1,54 0,59 1,57 0,59 1,56
Sitolapram 50 0,45 1,15 0,44 1,18 0,44 1,17
100 0,53 1,33 0,52 1,36 0,52 1,35
1 0,64 1,77 0,63 1,8 0,63 1,79
Essitolapram 50 0,51 1,4 0,5 1,43 0,5 1,42
100 0,6 1,51 0,59 1,54 0,59 1,53
1 0,47 1,47 0,46 1,5 0,46 1,49
Venlafaksin 50 0,35 1,19 0,34 1,22 0,34 1,21
100 0,42 1,3 0,41 1,31 0,41 1,32
1 0,46 1,27 0,46 1,28 0,45 1,29
Sertralin 50 0,35 1,03 0,35 1,04 0,34 1,05
100 0,39 1,18 0,39 1,19 0,38 1,2
1 0,99 2,53 0,99 2,54 0,98 2,55
Ketiapin 50 0,77 2,07 0,77 2,08 0,76 2,09
100 0,86 2,35 0,86 2,36 0,85 2,37
1 0,61 1,73 0,61 1,74 0,6 1,75
Opipromal 50 05 1,51 0,5 1,52 0,49 1,53
100 0,54 1,62 0,54 1,63 0,53 1,64
1 0,45 1,37 0,45 1,38 0,44 1,39
Risperidon 50 0,38 1,12 0,38 1,13 0,37 1,14
100 0,41 1,23 0,41 1,24 0,4 1,25
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4. SONUC VE ONERILER

Ilag etken maddelerinin kantitatif tayinleri rutin analizler, hasta takipleri ve ila¢ kimyasi
sektoriinde ¢ok Onemli yere sahiptir. Bu calismada antidepresan ve antiepileptik ilag
etken maddeleri olan Paroksetin, Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram, Essitolapram,
Venlafaksin, Sertralin, Ketiapin, Opipromal, Risperidon’nin insan kaninin serum kismi
kullanilarak es zamanl analizi i¢in LC-MS/MS yontemi gelistirilmis ve yontem valide

edilmistir.

Olusturulan metodun 6zgiinliik/spesifiklik a¢isindan uygunlugu Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Kor okutulan numunelerde istenilen piklerin gelmedigi fakat spike
yontemiyle hazirlanan numunelerde istenilen piklerin geldigi goriilmiistiir. Validasyon
parametreleri tamamlandiktan sonra elde edilen es zamanli kromatogram Sekil 3.13°de

verilmistir.

Yontem Oncesi 0n hazirlik ve numune hazirlamanin basit, kisa, glivenilir, anlasilir
olmasi, maliyetin az olmasi, konteminasyonun en alt seviyede tutulmasi agisindan diger
yontemlerden ayrildigr goriilmiistiir. Olusturulan yontem kesinlik agisindan; her
numune ve her konsantrasyon i¢in 15 tekrar yapilmasi LOD ve LOQ degerlerinin tayin

sinirini diisiik tutma agisindan basarili olmustur.

Metot % geri kazanim yéniinden 1 ng.mL™ konsantrasyonunda %97 seviyelerinde,
yiiksek konsantrasyonlarda ise %99 seviyelerinde tutulmus olup EURACHEM
kilavuzuna gore %95 degerlerinin iizerinde oldugu her bir etken maddenin

konsantrasyonu i¢in uygun oldugu ispatlanmustir.

Giin i¢i tekrarlanabilirlik degerlerine Cizelge 3.13’de bakildiginda %RSD degerleri i¢in
1ng.mL? ;4,52ng.mL"- 14,24 ng.mL™ araliginda

50 ng.mL™? ;0,21 ng.mL™- 1,18 ng.mL™ araliginda

100 ng.mL™*; 0,15 ng.mL™ - 0,68 ng.mL™ araliginda sonuglar almmustir. Tiim
konsantrasyonlarda degerler %15’in altinda oldugu goriilmekte ve bize gilin i¢i

tekrarlanabilirliklerin uygun oldugunu goéstermektedir. Ayrica bu degerler bize LOD ve
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LOQ degerlerinin hesaplanmasinda rol oynadigindan validasyon agisindan ¢ok 6nemli

oldugu goriilmektedir.

Giinler aras1 tekrarlanabilirlik degerlerine Cizelge 3.14’e, Cizelge 3.15’e ve Cizelge
3.16’ya bakildiginda %RSD degerleri igin

1ng.mL* ;5,03ng.mL™- 12,41 ng.mL™ araliginda
50 ng.mL™ ;0,61 ng.mL™- 1,66 ng.mL™" araliginda

100 ng.mL’l; 0,30 ng.mL'l - 0,73 ng.mL'l araliginda sonuglar alimmistir. Tekrar
tiretilebilirlik degerleri olarak da ifade edilen bu sonuglar olusturulan metodun tekrar
tekrar kullanildiginda elde edilecek sonuglar1 gostermektedir. %RSD degerleri her bir
etken madde i¢in 3 farkli konsantrasyonda da %15’nin altinda bulunmustur ve bu

degerlerin EURACHEM standartlaria gore dogrulugu ispatlanmustir.

Etken maddelerin her biri icin LOD ve LOQ degerleri EURACHEM kilavuzuna uygun

olarak hesaplanmustir.

LOD degerleri i¢in;

1ng.mL* ;0,05ng.mL*-0,18 ng.mL" araliginda
50 ng.mL™ ;0,12 ng.mL™- 0,65 ng.mL™ araliginda

100 ng.mL'l; 0,16 ng.mL'1 - 0,75 ng.mL'1 aralifinda tespitler yapilmistir. Bu sonuglar
bize kalitatif olarak inebildigimiz degerleri gostermekte olup 1 ng.mL™

konsantrasyonunda en alt sinirlar inildigi goriilmektedir.
LOQ degerleri i¢in;

1ng.mL? ;0,16 ng.mL™- 0,60 ng.mL™ araliginda

50 ng.mL™ 0,53 ng.mL™- 2,18 ng.mL™* araliginda

100 ng.mL™; 0,54 ng.mL™ - 2,51 ng.mL™ araliginda tespitler yapilmistir. Bu sonuglar
ise bize kantitatif olarak sonug verebilecegimiz degerleri gdstermektedir. 1 ng.mL™

konsantrasyonunda yine en alt sinirlar inildigi goriilmektedir.

Yiiksek duyarlilik ve diisiik konsantrasyonlari yakalamak i¢in kalibrasyon egrileri 7
noktali her nokta 3’er tekrarli olarak c¢izilmis ve her etken madde igin en az 0,9999

regresyon katsayist bulunmustur.

Stabilite degerleri i¢in Cizelge 3.18’¢ bakildiginda c¢alismada kullanilan + 4 °C

sicaklikta saklanan stok ¢ozeltilerin ¢aligma baslangicinda ve sonunda analiz edilerek
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120 saat boyunca gozeltilerin bu sicaklikta stabil olduklar1 gézlenmistir. Numunelerin
stabilitesinden dogru ve giivenilir sekilde emin olmak i¢in en az bir degeri LOQ
degerlerinden bir deger olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyondaki ( 2 ng.mL™, 40 ng.mL"
195 ng.mL'l) biitiin etken maddeler i¢in kalibrasyon i¢in hazirlanan ¢ozeltilerden 10’ar
tekrar olacak sekilde 120 saat boyunca + 4 °C’de bekletildikten sonra tekrar cihaza
verilmistir. 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 kanitlanmistir.

Matriks Etkisi ve Proses Etkinligi icin yapilan calismalar Cizelge 3.19°da verilmistir.
Rudzki ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptig1 calisma referans alindiginda matriks
etkilerinde %15 sapma degerinin saglandig1 fakat proses etkinli§i degerlerine
bakildiginda Duloksetin, Ketiapin, Opipramol etken maddeleri i¢in %15 sapma
degerinin saglanamadig1 gorilmistiir. Bu yiiksek sapmanin da kandaki 6n hazirlik
asamalarinda kaybedilen etken maddeler i¢in daha hassas davranilmasi gerektigini

ortaya koymaktadir.

Bu ¢aligmada saglamlik verileri ti¢ parametrede degerlendirilmistir. Akis hiz1 ve kolon
sicakligindaki degisimin yani sira 3 farkli analist ile metodun tekrarlanabilirlik degerleri
calisilmistir. Akis hizindaki kiigiik degisimlerin ( 0,1) metodun saglamligina etkisi ¢ok
diisiik oldugu goriilmektedir. Akis hizindaki degisimlerin piklerin alikonma zamanlarinm
etkiledigi fakat pik alanlarmi ¢ok kiigiik etkiledigi ortaya c¢ikmaktadir. Sistem
sicakliginda kiiclik degisiklikler (£ 10) yapildiginda ortaya ¢ikan sonuglara bakildiginda
sonuglarin sadece 20 °C az da olsa degistigi goriilmektedir. Kisi degiskeni sonuglarina
bakildiginda degisimlerin az oldugu goriilmekte olup metodun kisiye degil uygulanan
metoda ve cihaza bagli oldugu anlasilmaktadir. Sonug olarak, kullanilan metodun

gerceklestirilen degisimlerden cok fazla etkilenmedigi ve saglam oldugu gozlenmistir.

Bu calismada Paroksetin, Fluoksetin, Duloksetin, Sitolapram, Essitolapram,
Venlafaksin, Sertralin, Ketiapin, Opipromal, Risperidon etken maddelerinin insan
kaninin serum kisminda belirsizlik degerleri oldukga diisiik, dogrusal araligi genis, geri
kazanim degerleri yiiksek, %RSD, LOD, LOQ degerleri kabul edilebilir sinirlarda,
stabilite ve saglamlik degerleri uygun, matriks etkileri, proses etkinlikleri ¢alisilmig bir
yontem olusturulmustur. Olusturulan yontemin gerek rutin tarama c¢aligmalarinda etken
maddelerin diisilk degerlerinin tespiti ve izlenmesi agisindan gerekse postmortem

orneklerdeki analizlerde oldukga faydali olacag: diisiiniilmektedir.
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