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OZET

Lumateperonun Plazmadan ve Farmasotik Preparatlardan UPLC-MS/MS
Yontemi ile Tayini

Amag: Farmasotik preparatlarda ve plazmada, anti-psikotik bir ilag olan
lumateperonun, miktar tayini i¢in hassas, hizli ve basit bir UPLC-MS/MS yontemi
gelistirilerek, gecerlilik testlerinin yapilmasi ve insan plazmalarinda uygulanabilirliginin
gosterilmesi amacglanmistir

Materyal ve Metot: UPLC-MS/MS yontemi, Agilent 1200 cihazi ve Agilent
6460 Triple Quadrupole kiitle spektrometresinden olugsmaktadir. Yontem, 40 °C' de, ters
faz kolonda (InertSustain Phenyl, 3.9 x 150 mm, 4 pym), 5 mM amonyum asetat iceren su
(A) ve %1 formik asit igeren metanol (B) ile olusturulmus mobil fazda gradient eliisyon
yontemi ile gerceklestirildi. Akis hizi1 0.5 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 5 pL olarak
ayarlandi. Pozitif elektrospray iyonizasyon ve ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu
kullanilarak lumateperone i¢in kiitle/yiik (m/z) gecisleri 394.1—122.9, internal standart
(IS) olarak kullanilan haloperidol i¢in 376—164.9 olarak belirlendi

Bulgular: Lumateperonun alikonma zamani 7.80 dakika, haloperidoliin ise 6.35
dakika olarak belirlendi. Kalibrasyon egrisinin, plazma ¢aligsmasinda 0.5 ile 150 ng/mL,
standart ¢ozeltiler calismasinda ise 0.25-200 ng/mL konsantrasyon araliginda dogrusal
oldugu goriildii. Korelasyon katsayilar1 sirasiyla 0.99918 ve 0.9997 olarak belirlendi.
LOD ve LOQ degerleri, standart ¢ozeltilerle yapilan ¢alismada 0.20 ve 0.25 ng/mL;
plazma ¢alismasinda 0.25 ve 0.5 olarak ve geri kazanim oranlar1 %100.55 ve 96.12 olarak
hesaplanmistir

Sonug¢: Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan UPLC-MS/MS yodnteminin
hassas, dogru, basit ve kesin bir yontem oldugu gorilmiistiir. Yontemin, gercek
numunelere basarili bir sekilde uygulanmasi, kalite kontrol ve klinik ¢aligmalarda da
kullanilabilir oldugunu gostermistir. Bu g¢alisma, UPLC-MS/MS yontemi ile insan
plazmasinda ve farmasétik preparatlarda lumateperonun miktar analizi igin gelistirilmis
ve valide edilmis ilk ve tek yontemdir

Anahtar Kelimeler: Analitik yontem validasyonu, farmasétik preparat, ICH Q2

(R1) yonergesi, insan plazmasi, lumateperon, UPLC-MS/MS
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ABSTRACT

Detection of Lumateperone in Plasma and Pharmaceutical Formulations by
UPLC-MS/MS Method

Aim: The aim of this study is to develop a precise, rapid, straightforward UPLC-
MS/MS method for the quantification of lumateperone, an antipsychotic drug, in
pharmaceutical formulations and plasma, to conduct validation tests, and to demonstrate
its applicability in human plasma samples.

Materials and Methods: The UPLC-MS/MS method utilized an Agilent 1200
system coupled with an Agilent 6460 Triple Quadrupole mass spectrometer. The method
was performed using a gradient elution technique in a mobile phase composed of water
containing 5 mM ammonium acetate (A) and methanol acidified with 1% formic acid (B),
at a temperature of 40 °C on a reverse-phase column (InertSustain Phenyl, 3.9 x 150 mm,
4 um). The flow rate was set to 0.5 mL/min, and the injection volume was 5 pL. Positive
electrospray ionization and multiple reaction monitoring (MRM) mode were employed,
with mass-to-charge (m/z) transitions of 394.1—122.9 for lumateperone and 376—164.9
for the internal standard (IS), haloperidol.

Results: The retention times were determined to be 7.80 minutes for
lumateperone, 6.35 minutes for haloperidol. The calibration curve exhibited linearity in
the concentration range of 0.5 to 150 ng/mL for plasma samples and 0.25 to 200 ng/mL
for standard solutions. The correlation coefficients were established as 0.99918 and
0.9997, respectively. LOD and LOQ values were calculated as 0.20 and 0.25 ng/mL for
standard solutions and 0.25 and 0.5 ng/mL for plasma samples, with recovery rates of
100.55% and 96.12%, respectively

Conclusion: The developed UPLC-MS/MS method, which underwent thorough
validation testing, has proven to be a precise, accurate, simple, and robust technique. The
successful application of the method to real samples indicates its potential utility in
quality control and clinical studies. This study represents the first and only validated
method for the quantification of lumateperone in human plasma and pharmaceutical
formulations using UPLC-MS/MS

Keywords: Analytical method validation, human plasma, ICH Q2 (R1) guideline,

lumateperone, pharmaceutical formulations, UPLC-MS/MS

VIl



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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ul : Mikrolitre

SHT2A - Seratonin reseptor alt tiirli
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AKT : Aldo-keto rediiktaz enzimi
AMU . Atomik kiitle birimi

APA : Amerikan psikiyatri dernegi
APCI : Atmosferik basingla iyonizasyon
AUC : Egri altinda kalan alan

BH : bagil hata

BSS : Bagil standart sapma

CDSS : Calgary depresyon 0lcegi
CaGl : Klinik genel izlenim 6lgegi
Cl : Kimyasal iyonizasyon

Cm : Santimetre

Cmax : Maksimum plazma derisimi
CYP - Sitokrom P450 enzimi

CA : Caligma aralig1

D1 : Dopamin reseptorti tip 1

D2 : Dopamin Reseptorii Tip 2
D2Ri : D2 reseptor isgali

D4 : Dopamim reseptorti tip 4
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IS . Internal (I¢) standart

ITI-007 : Lumateperon

ITI-722 : Lumateperon

K’ : Kapasite katsayisi

kDa : Kilodalton

L - Litre

LC : S1v1 kromatografisi

LC-MS : S1v1 kromatografisi-kiitle spektrometrisi
LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein
LIT : Dogrusal iyon tuzagi

LOD :Teshis sinir1

LOQ :Tayin alt sinir1

m/z : Kiitle/yiik

mg : Miligram

ml > Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

MS : Kiitle spektrometrisi

N : Teorik plaka sayisi

ng : Nanogram

nm : Nanometre

NMDA : N-metil-D-aspartat reseptorii
NMDAR : N-metil-D-aspartat reseptorii
NMR : Niikleer manyetik rezonans

NP-LC : Normal faz partisyon kromatografisi
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1. GIRIS

Analitik yontemler, kimyasal ve biyolojik bilesenlerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde kritik roller oynarlar. Bu yontemler, 6zellikle farmasotik ve biyomedikal
alanlarda, ilaclarin kalitesini, safligin1 ve etkinligini belirlemek i¢in kullanilirlar. Bu
baglamda, analitik yontemlerin validasyonu, yontemlerin belirli performans kriterlerini
karsilayip karsilamadigini sistematik olarak degerlendirmek amaciyla yapilan siireclerdir
denebilir (International Conference on Harmonization, 2005). Validasyon siireci, bir
analitik yontemin dogrulugunu, hassasiyetini ve giivenilirligini saglamak ve kanitlamak
icin gereklidir ve bu siire¢, uluslararasi standartlar ve kilavuzlar dogrultusunda
yiiriitiilmelidir (U.S. Food and Drug Administiration, 2018).

Farmasotik iirtinlerin kalite kontrolii, saglik alaninda kritik bir 6neme sahiptir.
llaglarin etkinligini ve giivenligini saglamak icin kullanilan analitik yontemler, dogru
sonuglar vermeli ve testlerde yiiksek performans gostermelidirler. Iste validasyon siireci,
bu yontemlerin giivenilirligini ve gecerliligini saglamak yahut kanitlamak i¢in yapilan bir
dizi testtir. Bu testler dogruluk, hassasiyet, segicilik, duyarlilik ve stabilite v.b bir¢cok
parametreyi kapsamaktadir (European Medicines Agency, 2011). Bu kriterlerin her biri,
yontemin basarisini degerlendirmede ve giivenilir sonuglar elde etmede 6nemli birer rol
oynar.

Lumateperone (ITI-007), antipsikotik ilaglar arasinda yenilik¢i ve Onemli
avantajlar barindiran bir segenek olarak One ¢ikmaktadir. Intra-Cellular Therapies
tarafindan gelistirilen bu ilag, sizofreni ve diger bir takim noropsikiyatrik bozukluklarin
tedavisinde endikedir (Intra-Cellular Therapies, 2020). Lumateperone, ozellikle
benzersiz farmakolojik profili ile dikkat cekmektedir. Ilacin etki mekanizmasi, dopamin
ve serotonin sistemlerini hedefleyen karmasik ve etkili bir yapiya sahiptir. Dopamin D2

reseptorlerinde hem presinaptik parsiyel agonist hem de postsinaptik antagonist olarak



islev gormektedir (Greenwood ve ark., 2021). Bu mekanizma, lumateperonun
antipsikotik etkilerini saglarken yan etkilerini minimumda tutmasinmi saglar (Correll ve
ark., 2020). Ayrica, ilacin 5-HT2A reseptorlerine kars1 gosterdigi giiglii antagonistik etki
ve glutamat sistemindeki dolayli etkileri, onun klinik etkinligini artiran faktorler arasinda
yer almaktadir (Titulaer ve ark., 2022). Lumateperone'un bu 6zellikleri, onu sizofreni ve
diger noropsikiyatrik bozukluklarin tedavisinde umut verici bir segcenek haline getirmistir.

Lumateperone’un farmasotik formiilasyonlarda dogru bir sekilde analiz edilmesi,
ilacin etkinligini ve giivenligini saglamak ve denetlemek icin son derece dnemlidir, bu
nedenle s6z konusu analizler yiiksek hassasiyet ve dogruluk saglamak zorundadir. Bu
baglamda, Ultra Performans Sivi Kromatografisi-Tandem Mass Spektormetrisi (UPLC-
MS/MS) gibi modern analitik teknikler, yiiksek performansh ve giivenilir sonuglar elde
etmek i¢in sikga tercih edilmektedir (Rathod ve ark., 2019).

Gelistirilen analitik ydntem, lumateperonun farmasotik formiilasyonlardaki
varligint ve miktarini dogru bir sekilde belirlemek i¢in tasarlanmigtir. Bu yontem, hem
kalite kontrol hem de klinik aragtirmalarda kullanilmak {izere optimize edilmistir.
Validasyon siireci, uluslararasi standartlara uygun olarak gerceklestirilmistir ve
yontemlerin dogruluk, hassasiyet, segicilik, duyarlilik ve stabilite gibi performans
kriterlerini kapsamaktadir (ICH, 2021).

Gelistirilen UPLC-MS/MS yontemi, lumateperonun farmasotik
formiilasyonlardaki analizinde yiiksek hassasiyet ve dogruluk saglamak amaciyla
tasarlanmistir. Bu yontem, pozitif elektrosprey iyonizasyonu (ESI) teknolojisi ile analiz
edilip ve yiiksek duyarlilik saglamak i¢in optimize edilmistir (Banerjee ve Mazumdar,
2012). Kalibrasyon egrisi, ¢alisilan konsantrasyon araliginda dogrusal bir iligki
gostermektedir ve tespit edilebilir en diisiik limitin belirlenmesi, yliksek hassasiyetin

saglanmasina ayrica olanak tanimaktadir.



Yontemin dogrulugu ve kesinligi, cesitli kalite kontrol ¢ozeltilerinde yapilan
testlerle degerlendirilmistir. Bu testler, hem giin i¢i hem de giinler aras1 sonuglarin
tutarliligini belirlemek i¢in gerceklestirilmistir. Ayrica, yontem genis bir konsantrasyon
araliginda etkin ve giivenilir sonuglar saglamaktadir (Ravisankar ve ark., 2015).

Gelistirilen UPLC-MS/MS yontemi, lumateperonun farmasdtik
formiilasyonlarindaki analizi i¢in etkili ve giivenilir bir ara¢ sunmaktadir. Yontemin
validasyon siireci, yiiksek dogruluk, hassasiyet ve giivenilirlik saglamak amaciyla
titizlikle yapilmistir. Gelecekte, ilacin ¢esitli klinik uygulamalar1 ve potansiyel yeni
terapotik alanlar {izerine daha fazla arastirma yapilmasi 6nem arz etmektedir. Ayrica,
analitik yontemlerin siirekli olarak optimize edilmesi ve gelistirilmesi, ila¢ analizi ve
kalite kontrolii acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Dolayisiyla bu ¢aligmaya konu olan

lumateperon, ilerleyen déonemde daha fazla calismanin temel konusu olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sizofreni

Yiizlerce farkli bir o kadar da benzer tanimlar arasindan sizofreni hastaligini
kronik seyirli, ciddi yeti yitimine neden olabilen, yasam kalitesi ve islevselligi olumsuz
etkileyen (Jauhar ve ark., 2022), toplumun %1'lik bir kesimininde goriilen, sanrilar ve
varsanilar gibi pozitif belirtiler ile duygusal yiizeysellik, sosyal izolasyon, konusma azlig1
ve diisiince i¢eriginde daralma gibi negatif belirtiler ile birlikte, dikkat, bellek ve yiiriitiicii
islevlerde bozulmalarin gozlendigi, duygulari, diisiinceleri, algiyr ve davraniglari
etkileyen, ¢esitli klinik goriiniimlerle kendini gosterebilen bir psikiyatrik hastalik
(Ertugrul, 2010) olarak tanimlayabiliriz. Farkli bir ifadeyle sizofreni hastaligini,
bireylerin gerceklik algilarinin azalmis oldugu, sanr1, varsani gibi farkli durumlarin ortaya
ciktigl, islevsel olma durumu ve rutin giinliik hayat performanslarmin disiisii ile
stiregiden, son derece agir ruhsal bir bozukluk olarak tanimlayabiliriz. Etiyolojisinde
genetik, cevresel, ndrobiyolojik, norogelisimsel ve noérodejeneratif bircok faktor
gbzlenmektedir (Uyan ve ark., 2023). Bu alanda yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmalarda, son
derece giiclii kanitlar elde edilmis olsa da sizofreninin etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamis, ortaya ¢ikis nedenleri genel gecer sekilde kategorize edilememis ve
hastaligin radikal bicimde tedavisine dair kesin bir yontem belirlenememistir. Yine de
giinimiiz itibariyle bilimin ilk ve en Onemli kars1i silah1 ila¢ tedavisi hatta
psikofarmakolojik tedaviler gibi gorlinmektedir.

Sizofreninin tan1 ve teshisi, cesitli klinik kilavuzlar ve tani sistemlerine dayanir.
Bu sistemler, semptomlarin dogasi, siiresi ve siddeti ile ilgili belirli kriterleri igerir.
Gilinlimiizde en yaygin kullanilan tan1 kilavuzlari, Amerikan Psikiyatri Dernegi (APA)
tarafindan yayimlanan Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) ve

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yayimlanan International Classification of



Diseases (ICD) sistemleridir. DSM-5 ve ICD-11 gibi modern tani1 kilavuzlari, sizofreninin
teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sistemler, klinik pratige rehberlik ederken,
semptomlarin degerlendirilmesinde daha objektif ve sistematik bir yaklagim sunmaktadir.
Ozellikle DSM-5, tami kriterlerini daha ayrintili bir sekilde tanimlayarak, sizofreninin
farkl alt tiplerini ve semptomlarin1 dikkate almaktadir.

2.1.1. DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
Kriterleri

DSM-5, sizofreni tanisinin konabilmesi i¢in asagidaki kriterlerin var olmasi
gerektigini belirlemektedir (Tandon ve ark., 2013):

Semptomlar: Sizofreni tanisinin konulabilmesi adina, su semptomlardan en az

iki veya daha fazlasi gerekli goriilmiistiir:
e Sanrilar (Deliizyonlar): Gergek disi, sabit ve yanlis inanglar.
e Haliisinasyonlar: Gergek dis1 algilar; genellikle seslerin duyulmas.

e Dagimik ve Diizensiz Konusma: Konusma sirasinda anlamli ve organize bir

yapida stabil olarak kalamama, sapmalar gdsterme.

e (Cok Diizensiz veya Katatonik Davraniglar: Davranislarin anlamli bir amag

tagimadan diizensiz olmasi veya hareketsizlik, katatonik durumlar.

e Negatif Semptomlar: Duygusal diizeyde azalma, sosyal geri ¢ekilme,

diisiinme ve duygularin azalmasi gibi belirtiler.

e Semptomlarin Siiresi: Belirtilen semptomlarin en az 6 ay siiresince devam
etmesi gerekir ve bu siirenin en az 1 ayinda aktif semptomlarin mevcut olmasi
gerekmektedir.

e Islevsellikte Bozulma: Semptomlarin, bireyin sosyal, mesleki veya diger
onemli islevsellik sergiledigi alanlarinda belirgin bir bozulmaya yol agmasi

gerekir.



e Diger Bozukluklarin Hari¢ Tutulmasi: Sizofreninin tanisi koyulmadan
once, diger mental bozukluklar, madde kullanim bozukluklar1 veya tibbi
durumlar dislanmalidir.

2.1.2. ICD-11 Kriterleri (International Classification of Diseases for

Mortality and Morbidity Statistics )

Uluslararas1 Hastalik Siiflandirmasinin 11. revizyonu, sizofreniyi "Sizofreni ve
Sizofreni Benzeri Bozukluklar" basligi altinda ele alir ve tan1 koymak i¢in belirli kriterler
sunar. Sizofreni teshisi koyabilmek i¢in, bireyde asagidaki kriterlerin belirgin bir sekilde
mevcut olmasi gerekir (World Health Organization, 2022):

Belirgin Psikotik Semptomlar Hastaligin sizofreni olarak isimlendirilebilmesi

icin hastada g6zlenmesi gereken temel semptomlar arasinda asagidakiler yer alir:

e Siirekli sanrilar (6rnegin, biiyiikliik sanrilari, referans sanrilari, zulme ugrama

sanrilart).

e Siirekli haliisinasyonlar (en yaygin olarak isitsel, ancak herhangi bir duyusal

modalitede olabilirler).

e Daginik diisiince (formel diisiince bozuklugu) (6rnegin, dolaylilik ve gevsek
baglantilar, alakasiz konusma, yeni kelimeler olusturma). Ciddi durumlarda,
kisinin konugmasi o kadar tutarsiz hale gelebilir ki anlasilmaz olabilir (kelime

salatasi).

e Etki, pasiflik veya kontrol deneyimleri. Yani, kisinin hislerinin, diirtiilerinin,
eylemlerinin veya diisiincelerinin kendisi tarafindan iiretilmedigi, baskalari
tarafindan zihnine yerlestirildigi veya zihninden alindigi deneyimi ya da
kisinin diigiincelerinin baskalarina iletildigi deneyimi.

e Duygusal diizlesme, aloji veya konusmada azlik, avolitiyon, asosyallik ve

anhedoni gibi olumsuz belirtiler.



e Hedefe yonelik etkinligi engelleyen asir1 daginik davranig (6rnegin, garip veya
amagcsiz goriinen, dngdriilemez veya uygunsuz duygusal tepkilerin, davranisi

organize etme yetenegini engelledigi durumlar).

e Katatoniye bagli huzursuzluk veya ajitasyon, pozisyon alma, mum gibi

esneklik, negativizm, dilsizlik veya stupor gibi psikomotor bozukluklar.

Semptomlarin Siirekliligi ve Ciddiyeti: Sizofreni teshisinin kesin olarak
konulabilmesi i¢in belirtilen semptomlarin en az 6 ay siireyle mevcut olmasi ve bu siire
zarfinda iglevsellikte (6zellikle giinliik islevleri bozucu bigimde) belirgin bir bozulmanin
yaganmasi gerekmektedir. Bu 6 aylik donem i¢inde semptomlarin en az 1 ay boyunca
aktif olarak gbzlenmis olmas1 beklenir.

Diger Bozukluklarin ve Durumlarin Dislanmasi; Yok Sayilmasi: Sizofreni
teshisi koyabilmek i¢in, semptomlarin baska bir mental bozukluk (6rnegin, bipolar
bozukluk, major depresyon) ya da tibbi bir durum (6rnegin, norolojik hastaliklar, madde
kullanim) ile agiklanamiyor olmas1 gerekir.

Fonksiyonel Bozulma: Sizofreninin teshisinde bireyin sosyal, mesleki veya
kisisel islevselliginde belirgin bir bozulma yasamasi da 6nemli bir kriterdir.

2.1.3. Sizofrenide Tedavi Yontemleri

Bireylerin gerceklik algisini etkileyen karmasik ve kronik bir mental bozukluk
olan sizofreni hastaliginin tedavisinde c¢esitli yaklasimlar kullanilmakta olup, tedavi
stratejileri antipsikotik ilaglar, psikoterapi, sosyal rehabilitasyon ve destekleyici
hizmetleri icermektedir. Bu boliimde, sizofreninin tedavi yontemlerinden antipsikotik
ilaglarla tedavi yontemine (farmakolojik yaklasim) deginilecek ve ilag gruplarina gore
avantaj, dezavantaj, etkinlik v.b. konular giincel bilimsel literatiir ¢cercevesinde kisaca

degerlendirilecektir.



2.1.4. Antipsikotik ilaclar (Farmakolojik Yaklasim)

Antipsikotik ilaglar, sizofreninin tedavisinde temel taslardan ve en sik tercih edilen
en giicli silahlardan birisidir. Bu ilaglar genellikle pozitif semptomlari, yani sanrilar,
haliisinasyonlar ve diger bozulmus diisiince siireclerini yonetmek icin kullanilirlar.
Antipsikotik ilaglar genel olarak iki ana gruba ayrilirlar. Bu gruplar geleneksel (tipik) ve
atipik antipsikotikler olarak adlandirilmaktadir

Tipik Antipsikotikler (Birinci Nesil)

Tipik antipsikotikler, genellikle sizofreninin pozitif semptomlarini hedef alan ve
bunlar1 ortadan kaldirma amaciyla kullanilan ilk nesil antipsikotik ilaglar olarak
tanimlanir. Bu ilaglar, dopamin D2 reseptorlerini antagonize ederek etki gosterir, fakat
genellikle rahatsi1z edici diizeyde ekstrapiramidal yan etkilerle iliskilendirilirler.

Tipik antipsikotikler, beyindeki dopamin D2 reseptérlerine baglanarak bu
reseptorlerin aktivitesini bloke ederler. Dopamin bilindigi tizere, beyin iglevlerinin bir¢ok
yoniinii  dlizenleyen bir norotransmitterdir ve sizofreninin pozitif semptomlar:
(haliisinasyonlar, sanrilar) dopamin aktivitesinin artis1 ile iligkilidir. Bu ilaglar,
dopaminin bu reseptorlerle etkilesimini engelleyerek sizofreninin semptomlarini
azaltirlar (Kapur ve Remington, 2001). Ancak, bu etkileri ayn1 zamanda motor sistem
tizerindeki dopaminerjik aktiviteyi de etkilemekte ve bu durum ekstrapiramidal yan
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Stegmayer ve ark., 2018).

Tipik Antipsikotiklerin Farmakokinetik Ozellikleri

Tipik antipsikotikler, sizofreni ve diger psikotik bozukluklarin tedavisinde 6nemli
bir yer tutar. Bu ilaglarin etkinliginin yani sira giivenligi de, farmakokinetik (ADME)
Ozelliklerine baglidir. ADME, Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma ve Atilim asamalarini
ifade eder ve bu agamalarin her biri, antipsikotiklerin klinik uygulamalarinda kritik birer

rol oynarlar.



Absorbsiyon

Tipik antipsikotiklerin absorbsiyonu, genellikle oral yolla alindiklarinda
gastrointestinal sistemde baslar. Klorpromazin ve flufenazin gibi ilaglar, asidik ortamda
artmis ¢ozinirliikler gibi 6zelliklere sahiptirler. Arastirmacilar, Klorpromazinin pH a
bagli olarak ¢oziniirliik 6zelliklerini incelemis ve bu durumun emilim iizerinde radikal
etkilere sahip oldugunu ortaya koymuslardir (DeVane, 1995). Ek olarak, bazi
antipsikotiklerin yagda ¢oziniirlikklerinin emilim siireclerini etkileyecegi goz ardi
edilmemesi gereken bir gergektir. Ozellikle, lipofilik molekiiller, mukoza zarindan daha
iyi gecis yaparak biyoyararlanimi artirabilir (de Aragjo ve ark., 2012).

Dagilim

Dagilim asamasi, ilacin sistemik dolagima girdikten sonra viicutta nasil dagildigin
belirten bir siirectir. Tipik antipsikotikler, plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanma
egilimindedirler; klorpromazin %90’dan fazla, flufenazin %95 oraninda plazma
proteinlerine baglanarak viicuda dagilirlar (Beri¢ ve ark., 2017). Bu durum, ilacin serbest
formunun biyoyararlanimmi ve dokulara penetrasyonunu etkileyebilir. Ozellikle,
antipsikotiklerin merkezi sinir sistemine geg¢isi, kan-beyin bariyerini asabilme
yeteneklerine baghdir. Lipofilik yapilar, kan-beyin bariyerini ge¢me kapasitesine
sahiptir, bu da s6z konusu ilaglarin etkinliklerini artiracaktir (Pollak ve ark. 2018).

Metabolizma

Tipik antipsikotikler, genellikle karacigerde metabolize edilirler ve bu siireg,
sitokrom P450 (CYP) enzim sistemi tarafindan gergeklestirilir. Ornegin, klorpromazin,
CYP2D6 ve CYP3A4 izoenzimleri tarafindan metabolize edilir. Bu metabolik yollar,
bireyler arasindaki genetik farkliliklara bagli olarak degisiklikler gosterebilir, bu da
bireysel yanitlarin ka¢imilmaz olarak farkliliklar gostermesine neden olur.

Antipsikotiklerin genetik polimorfizminin tedavi yanit1 iizerindeki etkilerinin incelendigi



bir ¢calismada, 6zellikle, CYP2D6 enziminin polimorfizminin, plazma ilag¢ diizeylerini ve
ilag etkinligini 6nemli bigimde etkiledigi gosterilmistir (Brandl ve ark., 2014).

Eliminasyon (Atulim)

Tipik antipsikotiklerin eliminasyon siirecleri, genellikle bobrekler araciligiyla
gergeklesir, ancak bazi metabolitlerin safra yoluyla atilmasi da sik¢a karsilasilan bir
durumdur. Ornegin, klorpromazinin %601 bobrekler araciligiyla, %30'u ise safra yoluyla
atilmaktadir. Bu durum, bobrek ve karaciger fonksiyonlarinin izlenmesinin 6nemini
artirir. Ayrica, ilag etkilesimleri s6z konusu eliminasyon siireclerini etkileyerek toksisite
riskini artirabilir (Yeung ve ark., 1993).

Neticede tipik antipsikotiklerin ADME ozellikleri, tedavi etkinlikleri, toksisite
riskleri ve giivenlik hususlarinda son derece énemli etkilere sahiptir denebilir. Ilaglarin
bu siireglerindeki bireysel farkliliklardan dogan degisikliklerin, klinik uygulamalar i¢in
ne denli kritik bir 6neme sahip oldugu unutulmamalidir. Bu nedenle, antipsikotiklerin
kullanim1 sirasinda dikkatli bir farmakokinetik degerlendirme yapilmast ve bireysel
ozelliklerin mutlak suretle g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Tipik Antipsikotiklerin Avantaj ve Dezavantajlar

Yeni nesil bir antipsikotik grubunun arastiriliyor olmasi ve tipik antipsikotiklerin
nicin bu yeni nesil muadilleri karsisinda tercih edilmez olduklarinin anlasilmasi adina, bu
jenerasyona ait avantaj ve dezavantajlarin bilinmesi 6nemlidir.

e Yiksek Etkinlik: Tipik antipsikotikler, genellikle sizofreninin pozitif
semptomlar1 lizerinde yiiksek etkinlik saglarlar. Bu ilaclar, haliisinasyonlar ve
sanrilar gibi semptomlar1 azaltma konusunda gayet etkili olabilirler
(Lieberman ve ark., 2005).

e Ekstrapiramidal Yan Etkiler: Tipik antipsikotiklerin, parkinsonizm, tremor ve

diskinezi gibi ekstrapiramidal yan etkilerle siklikla iliskili olduklar
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bildirilmistir. Bu yan etkiler, ilaglarin dopamin D2 reseptorlerini giiglii bir

sekilde antagonize etmeleri nedeniyle ortaya ¢ikar (Leucht ve ark., 1999).

e Tardif Diskinezi: Uzun siireli kullanimda gelisebilen ve tedaviyi zorlastiran
tardif diskinezi, bu ilaglarin en ciddi yan etkilerinden biridir. Tardif diskinezi,
istemsiz hareketler ve kas spazmlar1 biciminde gozlenmektedir (Leucht ve
ark., 1999).

Atipik Antipsikotikler (ikinci Nesil)

Atipik antipsikotikler, reseptor afiniteleri, baglanma dinamikleri, yan etkileri ve
yapisal Ozellikleri agisindan son derece heterojen bir grup olustururlar. Bu ilaglar,
serotonin reseptdrlerine, dopamin reseptorlerine kiyasla daha yiiksek bir afinite
gostermeleri ile karakterizedirler (Summakoglu ve Ertugrul, 2018). Bu smifa ait en
bilinen ve yaygin olarak tercih edilen ilaglar arasinda klozapin, risperidon, olanzapin,
ketiapin, aripiprazol, siilpirid (Isik, 2006) ve son donemde kesfedilen, bu grubun en yeni
tiyelerinden birisi olan lumateperon yer almaktadir. Klinik pratikte, bu ilaglar genellikle
daha az ritim bozuklugu olustururlar ve negatif semptomlar tizerinde tipik antipsikotiklere
oranla daha etkilidirler (Mete ve Unsal, 2004). Atipik antipsikotikler, bilissel bozulmalar
diizeltmekte, dikkat, hafiza, 6grenme ve yonetim becerileri gibi kritik beyin islevlerini
tyilestirmekte ve genel klinik seyri olumlu yonde etkilemekte eski nesil muadillerine
oranla daha basarilidirlar (Summakoglu ve Ertugrul, 2018).

Atipik antipsikotikler, tipik antipsikotiklerden farkli olarak, 5-HT2 ve D2
reseptOrlerini  degisik oranlarda antagonize ederek ayrigmaktadir. Bu farkli etki
mekanizmalari, s0z konusu reseptorlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ile
aciklanabilmektedir. Atipik antipsikotikleri "serotonin-dopamin antagonistleri” olarak
adlandirmak miimkiindiir. Dopamin ndronlar tizerindeki diizenleyici etkileri dolayisiyla

5-HT reseptorlerinin blokaji, hedeflenen antipsikotik etkinin gézlemlenmesi igin tipik
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antipsikotiklere nazaran daha az D2 blokaji gerektirmektedir. Bunun yani sira, bu
antipsikotiklerin histaminik, adrenerjik, muskarinik ve glutamaterjik (NMDA)
reseptorlere farkli oranlarda baglandigi tespit edilmistir (Seeman, 2002)

Atipik antipsikotikler ile gergeklestirilen tedavi slireglerinde kilo artisi,
hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperprolaktinemi gibi metabolik yan etkilerin ortaya
ciktign gozlemlenmistir. Ozellikle kilo artisi, hiperglisemi ve hiperlipidemi atipik
antipsikotiklerin kullanimi sirasinda daha sik gozlemlenirken, hiperprolaktinemi,
genellikle tipik antipsikotiklerle daha fazla iliskilidir (Ugok ve Gaebel, 2008).

Atipik Antipsikotiklerin Farmakokinetik Ozellikleri (ADME)

Atipik antipsikotikler, sizofreni ve diger psikotik bozukluklarin tedavisinde sik¢a
kullanilan ilaglardir. Tipik antipsikotiklere gére daha genis bir etki profiline sahip
olmalari, bu ilaglarin tercih edilme nedenlerinden birisidir. Atipik antipsikotiklerin
farmakokinetik 06zellikleri, yani ADME (Absorbsiyon, Dagilim, Metabolizma ve
Eliminasyon) siiregleri, tedavi etkinligi ve giivenligini belirlemede kritik bir rol
oynamaktadir.

Absorbsiyon

Atipik  antipsikotiklerin emilimi, genellikle oral yolla alindiklarinda
gastrointestinal sistemde baslar. Ornegin risperidon, gastrointestinal sistemde hizla emilir
ve maksimum plazma konsantrasyonuna yaklasik 1 saat icinde ulasir (DeVane, 1995).
Ote yandan, bazi atipik antipsikotiklerin ¢dziiniirliikleri, pH ve gida ile etkilesim gibi
faktorlerden etkilenir. Aripiprazol, pH bagimli bir ¢ozliniirlik gosterir ve bu nedenle,
emiliminde yiyeceklerin etkisi minimaldir (Ardiana ve ark., 2013).

Dagilim

Atipik antipsikotiklerin dagilimi, genellikle yiiksek yagda ¢oziiniirliik ve plazma

proteinlerine baglanma ile karakterizedir. Ornegin, klozapin %90 iizeri oranlarda plazma
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proteinlerine baglanirken, renal klirens orani ihmal edilebilir bulunmustur (DeVane,
1995). Dagilim hacmi (Vd), bu ilaglarin dokulara penetrasyonunu belirler; yiiksek Vd
degerine sahip ilaglar, merkezi sinir sistemine daha fazla gegis yapabilirler. Aripiprazol
ve olanzapin, kan-beyin bariyerini asma yetenekleri nedeniyle beyin dokusunda yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilir (Ardiana ve ark., 2013).

Metabolizma

Atipik antipsikotiklerin metabolizmasi, genellikle karacigerde gerceklesir ve bu
siireg, cesitli sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan yonetilir (Seeman, 2002).
Ornegin, aripiprazol, CYP2D6 ve CYP3A4 ile metabolize edilirken, olanzapin daha ¢ok
CYPI1A2 tarafindan metabolize edilir. Bu enzimlerdeki genetik polimorfizm, bireysel
metabolizma hizlarim  etkileyerek tedavi sonuclarini  degistirebilir.  Ornegin,
CYP2D6'daki polimorfizm, aripiprazolun etkinligini ve yan etkilerini etkiler (Ardiana ve
ark., 2013; Seeman, 2002).

Eliminasyon

Atipik antipsikotiklerin atilimi, genellikle bobrekler aracilifiyla gerceklesir.
Ornegin, risperidon, dncelikle ve biiyiik oranda idrar araciligiyla atilirken, bir kismi1 da
safra ile atilmaktadir (Sheehan ve ark., 2010). Bu atilim yollari, bobrek ve karaciger
fonksiyonlarmin tedavi siirecindeki 6nemini vurgular. Ayrica, ilag¢ etkilesimleri, atilim
stirecini etkileyerek toksisite riskini artirabilir.

Atipik antipsikotiklerin ADME ozellikleri, tedavi etkinligi ve glivenligi agisindan
kritik Oneme sahiptir. Bu ilaglarin absorbsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim
asamalarindaki bireysel farkliliklar, klinik uygulamalar i¢in dikkate alinmasi gereken
unsurlardir. Dolayisiyla, atipik antipsikotiklerin kullanimi sirasinda, farmakokinetik
ozelliklerin g6z 6niinde bulundurulmasi ve bireysel hasta faktorlerinin dikkate alinmasi

Onemlidir.
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2.2. Lumateperon

Lumateperon (Caplyta®), Intra-Cellular Therapies tarafindan gelistirilen ve
Bristol-Myers Squibb'den lisansli olan, ITI-007 veya ITI-722 olarak da anilan, sizofreni
ve diger noropsikiyatrik ve norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in tasarlanmis yenilik¢i bir
atipik antipsikotik ajandir. Lumateperon, noropsikiyatrik hastaliklarda rol oynayan ii¢
temel norotransmiter olan serotonin, dopamin ve glutamatin segici ve eszamanli
modiilatoridiir (Blair, 2020). Lumateperone, serotonin 5-HT2A reseptorleri tizerinde
giiclii antagonistik aktiviteye sahiptir ve serotonin tagiyict (SERT) inhibitorii olarak islev
goriir (Vanover ve ark., 2019). Serotonin 5-HT2A antagonizmasi, SERT inhibitorliigliniin
antidepresan etkisini artirir (Davis ve ark., 2015). Lumateperon dopamin reseptorleri
tizerinde bir fosfoprotein modiilatorii olarak presinaptik kismi agonist ve postsinaptik
antagonist olarak hareket eder. Ayrica dopamin D1 reseptorii dolaylt modiilatorii olarak
glutamaterjik N-metil-D-aspartat (GIluN2B) reseptorleri tizerinde de etkilidir (Vanover ve
ark., 2019).

Amerikan Ila¢ ve Gida Dairesi ( FDA), 2017 Kasim ayinda sizofreni tedavisi i¢in
lumateperona hizli erisim (fast track) statiisii vermistir (Intra-Cellular Therapies, 2017)
ve bundan sonra 20 Aralik 2019 tarihinde ABD'de sizofreni tedavisi i¢in ilk kiiresel
onayint almistir (Intra-Cellular Therapies, 2019). Ruhsat siireci, ilacin etkinligini ve
giivenligini destekleyen kapsamli klinik ¢calismalarin sonuglarina dayanir (FDA, 2019).

Lumateperonun bipolar depresyon, demans ve alzheimer hastaligi ile iliskili
davranigsal bozukluklar, uyku bozukluklar1 ve major depresif bozukluklar i¢in klinik
gelistirilmesi diinya genelinde devam etmektedir. Ayrica, sizofreni i¢in uzun etkili
enjekte edilebilir bir formiilasyonunun preklinik gelistirilmesi de ABD' de devam

etmektedir (Longo ve ark., 2023).
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2.2.1. Lumateperon'un Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Lumateperonun kimyasal yapisi, ilacin farmasotik profilini belirleyen 6nemli bir
Ozelliktir. Lumateperon, kimyasal olarak, C24H28FN30O ve agik olarak 1-BUTANON,
1-(4-FLOROFENIL)-4-((6BR,10AS)-2,3,6B,9,10,10A-HEKSAHIDRO-3-METIL-1H-
PIRIDO(3',4":4,5)PIROLO(1,2,3-DE)KINOKSALIN-8(7H)-IL)] formiilii ile tanimlanir
ve 393,506 g/mol molekiiler agirliga sahiptir. Bu kompleks yapisi, ilacin etkili bir
antipsikotik tedavi segenegi olarak kullanilmasini saglar. Farmasotik preparatinda
(Caplyta ™) tosilat tuzu halinde bulunur. Bu haldeki etken maddenin formiilasyonu ise
C24H28FN30.C7H803S ve agik formiilii ise 1-Butanon,1-(4-florofenil)-4-[(6bR,10aS)-
2,3,6b,9,10,10a-heksahidro-3-metil-1H-pirido[3',4":4,5]pirolo[ 1,2,3-de]kinoksalin-
8(7H)-yl]-, 4-metillbenzensulfonat dir ve molekiiler agirligi 565.71 g/mol’ diir (Global

Substance Registration System, 2024).

Sekil 2.1. Lumateperonun kimyasal yapis1
Lumateperon beyazdan agik sariya kadar degisen renklerde kristalize toz
formunda bulunur. Tlacin ¢dziiniirliik 6zellikleri, biyoyararlanimi etkileyen dnemli bir
faktordiir, suda c¢Oziinlirliik orami disiiktiir ve bu, farmasdtik formiilasyonlarda
¢oziinlirliik iyilestirme tekniklerinin kullanilmasini gerektirir.
Lumateperon, Amerika Birlesik Devletleri pazarinda genis bir kabul gérmiistiir.
Klinik kullanimda, sizofreni tedavisinde tek basimna veya diger tedavi yontemleriyle

kombine halde kullanilmaktadir. Ayrica ilacin diger psikotik ve depresif bozukluklar
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tizerindeki potansiyel etkilerini arastiran ¢alismalar devam etmektedir (McIntyre ve ark.,
2023; Naguy ve ark., 2024). Bu genisletilmis endikasyonlar, ilacin tedavi yelpazesini
artirabilir ve daha fazla hasta grubuna ulasabilir.

2.2.2. Farmakokinetik Ozellikler

Absorpsiyon

Lumateperonun oral uygulamasindan sonra Tmax 3—4 saat i¢inde gerceklesir. Oral
uygulamadan 8 saat sonra, plazmada 0.05-50 ng/ml lumateperone ve 0.2-100 ng/ml
metabolitleri tespit edilmistir (Blair, 2020; Intra-Cellular Therapies Inc. Caplyta
prospektiis, 2024). Lumateperon pik plazma konsantrasyonuna yaklasik 1-2 saat i¢inde
ulagir. Denge durumu konsantrasyonlari ise yaklasik 5 glinde saglanir; denge durumu
maruziyeti, 21-56 mg araliginda birden fazla dozla, yaklasik dozla orantili bir sekilde
artar.

Lumateperonun farmakokinetigi bireyler arasinda degiskenlik gdstermektedir;
denge durumunda Cmax ve konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alan (AUC) %68 ile
%97 arasinda degismektedir.

Bu ilacin mutlak biyoyararlanimi yaklasik %4.4'tlir. Lumateperon yiiksek yag
iceren bir 6giinle birlikte verildiginde, Cmax %33’ a artmakta, AUC %9’ a kadar
artabilmekte ve Cmax'a ulagsma ortalama siiresi yaklasik 1 saat ertelenebilmektedir (ag
karnina 1 saat, yagl yiyecekler ile 2 saat) (Blair, 2020; Vanover ve ark., 2011; Orsolini
ve ark., 2020; Vyas ve ark., 2020).

Dagilim

Intravendz uygulama sonrasit lumateperonun dagilim hacmi yaklasik 4.1 L/kg
olarak ol¢iilmiistiir (Intra-Cellular Therapies Inc. Caplyta capsules package insert, 2024)
ve 5 uM konsantrasyonda plazma proteinlerine %97.4 oraninda baghdir (terapotik

konsantrasyonlarin yaklagik 70 kat1).
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Lumateperon, 6zellikle beynin mezokortikal ve mezolimbik bolgelerinde etkili bir
sekilde calisir. Medial prefrontal kortekste, dopamin salgisin1 tesvik ederken,
nigrostriyatal yollar ve motor sistem iizerinde dopamin salgisi olusturmaz (Snyder ve
ark., 2015). Oral olarak 10, 20, 30 ve 40 mg dozlarinda uygulandiktan 30 ila 60 dakika
sonra, ilag, verilen doza orantili olarak striyatal dopamin D2 reseptorlerini isgal eder ( Li
ve ark., 2014; Davis ve Correll, 2016), ayrica diisiik dozlarda (10 mg) kortikal serotonin
5-HT2A reseptorlerinde belirgin bir iggal olusturur ve prefrontal kortekste ortalama %88
isgal saglar. Daha yiiksek dozda (40 mg) ise striyatal SERT isgali %31 ile maksimum
seviyeye ulasir. Nucleus accumbenste, GIUN2B alt birimlerinin N-metil-D-aspartat
reseptorleri (NMDAR'ler) fosforilasyonunun artisindan sonra dopamin D1 yolu
araciligiyla glutamat norotransmisyonunu modiile eder (Mazza ve ark., 2020). Prefrontal
korteks ve nucleus accumbenste ayrica glikojen sentaz kinaz 3'lin (GSK3)
fosforilasyonunu tesvik eder (Blair, 2020; Vyas ve ark., 2020).

Metabolizma

Lumateperon farkli enzimler tarafindan metabolize edilerek 20'den fazla metabolit
tiretir. Bu enzimler arasinda tridin difosfat (UDP), glukuronil transferaz (UGT)1Al,
UGT1A4, UGT2B15, aldo-keto rediiktaz (AKR) 1C1, AKR1B10, AKR1C4, CYP3A4,
CYP2C8 ve CYP1A2 bulunmaktadir (Blair, 2020; Vyas ve ark., 2020).

Eliminasyon

Bir tek doz radyoaktif isaretli lumateperon sonrasi, lumateperon ve glukuronide
olmus metabolitler, toplam plazma radyoaktivitesinin sirasiyla yaklasik %2.8 ve %51'ini
teskil etmislerdir. Radyoaktivitenin yaklasik %58'1 idrarla, <%1'i degismemis ilag olarak
idrarla ve %29'u diski ile atilmaktadir. Intravendz uygulamanin ardindan terminal yari
omrii yaklasik 18 saattir ve temizlenme orami yaklasik 17.9 L/saat'tir (Blair, 2020;

Orsolini ve ark., 2020; Vyas ve ark., 2020).
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Toksikokinetik

Yas, cinsiyet veya 1k, farmakokinetigi klinik olarak anlamli bir sekilde
etkilememektedir. Lumateperon orta veya giicli CYP3A4 inhibitorleri ve UGT
inhibitorleri ile birlikte verilmemelidir. Bu tiir bir birlikte uygulama toksisite riskini artirir
CYP3A4 indiiktorleri ve inhibitorlerinin konsantrasyonu artirmasi nedeniyle, bu
bilesiklerin birlikte uygulanmasi kontrendikedir. Yiiksek plazma protein baglanmasi
(%97.4) insanlarda bu bilesenin viicutta uzun siire kalabilmesini miimkiin kilmaktadir
(Intra-Cellular Therapies, 2019; Vanover ve ark., 2011).

2.2.3. Farmakodinamik Ozellikler

Lumateperone, serotonin 5-HT2A reseptorleri i¢in yiiksek, dopamin D1, D2
reseptorleri ve serotonin tasiyicilart i¢in ise orta diizeyde baglanma afinitesi gdsterir.
Ayrica, dopamin D4, a-1A ve a-1B adrenerjik reseptorleri ig¢in orta, muskarinik ve
histaminerjik reseptorler igin ise diisiik baglanma afinitesi sergiler (Blair, 2020; Snyder
ve ark., 2011; Vanover ve ark., 2015).

Lumateperon dopamin D2 reseptorlerine (Ki = 32 nM) mezolimbik ve
mezokortikal bolgelerde yiiksek afinitesi olan bir bilesiktir (Snyder ve ark., 2015). Ilac,
postsinaptik dopamin D2 reseptor antagonisti ve presinaptik kismi agonist olarak hareket
eder; dozaji, D2 reseptor isgali ile iyi bir korelasyon gdosterir (Blair, 2020). Saglikli
gontilliilerde (n = 16) hizl bir sekilde beyne niifuz etmis ve uzun siireli, doz ile iligkili ve
plazma konsantrasyonu ile iligkili striyatal dopamin D2 reseptor isgali sergilemistir
(Davis ve ark., 2015; Vanover ve ark., 2019). 10 mg dozundaki lumateperon, striyatal
dopamin D2 reseptorlerinde diisiik bir isgal (%12 civarinda) gosterirken, 40 mg dozunda
ise, striyatal dopamin D2 reseptorlerinde %39'a kadar yiiksek isgal gosterir. Bir faz II
pozitron emisyon tomografisi (PET) calismasinda (NCT02288845), gilinlik 60 mg

lumateperone alan sizofreni hastalarinda, doz sonrasi 1 saat iginde dorsal striyatal
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dopamin D2 reseptorlerinde (ortalama %39) pik isgal gézlenmistir (Vanover ve ark.,
2019).

Lumateperon, dopamin D1 reseptorleri iizerinde doz bagimli yiiksek afinitesi (Ki
= 52 nM) ile hareket eder ve NMDA reseptoriiniin GluN2B (NR2B) alt birimini fosforile
eder (Snyder ve ark., 2015).

Dopamin tagiyicisinin inhibisyonu, sizofrenide faydal etkiler saglayabilecek 6zel
bir 6zelligidir (Vanover ve ark., 2019).

Lumateperon giiglii bir serotonin 5-HT2A reseptor antagonisti olarak hareket eder
(Ki = 0.54 nM) (Snyder ve ark., 2015). Ortalama yaslar1 30.7 yil olan ve ortalama bazal
metabolik indeksleri 24.6 + 3.0 olan 16 saglikli erkek {izerinde yapilan bir ¢alismada, 10
mg kadar digiik oral dozlar ile 5-HT2A reseptorleri tamamen (>%80) doygun hale
getirilmistir. 40 mg dozda striyatal serotonin tasiyicilarinda %33'e kadar isgal
gostermistir (Davis ve ark., 2015)

Orta dozlarda, lumateperone etkili bir serotonin tasiyici inhibitdrii olarak hareket
eder (Ki = 62 nM). 5-HT2A reseptor antagonizmasi, serotonin tasiyici inhibisyonu ile
sinerjik bir etki gosterir ve bu, antidepresan etkinligi artirir (Blair, 2020).

Lumateperon hedef dis1 reseptorler, iyon kanallari, ndrotransmitter tasiyicilar: ve
enzimler i¢in minimal afinite gosterir. Ancak bu afinite her ne kadar minimal olsa dahi,
diger antipsikotik ilaclarin genellikle neden oldugu yan etkilerden kilo alimi, sedasyon ve
ortostatik hipotansiyon gibi olumsuzluklarin goriilme ihtimali vardir (Syed, Brasi¢,
2021). Dopamin D4 ve a-1A ve a-1B adrenerjik reseptorleri igin orta diizeyde baglanma
afinitesi gosterir (Ki < 100 nM), muskarinik ve histaminerjik reseptdrler i¢in ise diisiik
baglanma afinitesi gosterir (100 nM'de %50'den az inhibisyon) ki bu durum diistik yan

etki insidans1 olarak hastaya geri donmektedir.
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2.2.4. Klinik Calismalar

Faz I Calismalan

Faz I c¢alismalari, lumateperonun saglikli erkek goniilliilerde tek dozda giivenli
oldugunu gostermistir; bu calismada ciddi advers olaylara rastlanmamistir. Bunun
ardindan, saglikli goniilliiler ve sizofreni hastalarinda 5 glin boyunca giinliik dozlarda ITI-
007 verilmis ve bu tedavi iyi tolere edilmistir. Klinik olarak 6nemli yan etkiler rutin vital
muayenelerde gézlemlenmemistir (Vyas ve ark., 2020).

Faz I1 Calismalari

Faz Il calismalari, lumateperonun hem saglikli goniilliller hem de sizofreni
hastalarinda giivenligini ve etkinligini ortaya koymustur (Blair, 2020; Intra-Cellular
Therapies, 2017; Vyas ve ark., 2020). Faz Il klinik denemesi NCT01499563 (ITI-007-
005) kapsaminda, 335 akut psikotik sizofreni hastasi, rastgele lumateperon 60 mg veya
120 mg, risperidon 4 mg (aktif kontrol) veya plasebo almak {izere gruplara ayrilmistir. 60
mg lumateperonun giivenli bir doz oldugu ve iyi tolere edildigi bulunmus ve hem
risperidon hem de lumateperon, plasebo ile karsilastirildiginda, PANSS (Pozitif ve
Negatif Sendrom Olgegi) degerlendirmelerine gore sizofreni semptomlarini anlaml
sekilde iyilestirmislerdir.

120 mg lumateperon icin PANSS skorunda ekstra anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. 60 mg dozunda lumateperon, plasebo ile karsilastirildiginda PANSS
pozitif semptom skorunu da azaltmistir (LS ortalama degisim —5.1 puan; —2.7 puan
plasebo).

Negatif semptomlar gdsteren bir hasta alt grubunda, 60 mg lumateperon, plasebo
ile karsilastirildiginda PANSS negatif semptom alt 6lgek puanlarini azaltmistir (LS

ortalama degisim —3.0 puan; —1.3 puan plasebo, etki biiyiikliigii = —0.34,); risperidon ise,
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plasebo ile karsilagtirildiginda negatif semptomlari biraz artirmistir (LS ortalama degisim
+1.2 puan; —1.3 puan plasebo, etki biiyiikligii = +0.02).

45 hasta iizerindeki ek analizler, CDSS (Calgary Depresyon Olgegi) ile dlgiilen
negatif semptomlar ve depresyon semptomlarinda iyilesme gostermistir. NCT02288845
caligmasinda, 18-60 yaslar1 arasindaki sizofreniden muzdarip 10 hasta, 60 mg
lumateperonu giinde bir kez 2 hafta boyunca almis ve D2 reseptor isgali 11C-raclopride
kullanilarak pozitron emisyon tomografisi ile incelenmistir. 60 mg lumateperon i¢in pik
isgal diizeyr %39 olarak bulunmustur ki bu, etkili dozlarda diger ikinci nesil
antipsikotiklerden daha diisiiktiir ve lumateperonun giivenli ve tolere edilebilir profilinin
ortaya ¢ikisinda pay sahibidir. Klinik olarak anlamli degisiklikler, vital bulgular,
kardiyometabolik Olctimler ve hareket bozukluklar1 ile hiperprolaktinemi riski hig
gozlemlenmemistir (Blair, 2020; Kane ve ark., 2019; Longo ve ark., 2023; Vyas ve ark.,
2020)

Faz I1I1 Calismalar1

Ug kollu, plasebo kontrollii faz III klinik denemesi NCT02282761 (ITI-007-301)
kapsaminda, 450 hasta ITI-007 (60 mg veya 40 mg) veya plasebo almak iizere rastgele
gruplara ayrilmistir. Lumateperon (60 mg), PANSS skoru ile plasebo iizerinde daha
biiylik bir antipsikotik etki gdstermistir (LS ortalama degisim bazal durumdan —14.5
puan, etki biiytikligii = —0.30, plasebo ile —10.3 puan). 40 mg dozunda, calismanin bitis
noktasinda plasebo ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir puan azaltimi
gostermemistir. Ancak, hem 60 mg hem de 40 mg dozlari, Klinik Genel izlenim Olgegi
(CG]) igin hastalik siddetinde iyilesme, PANSS pozitif alt 6l¢ek puanlarinda azalma ve
PANSS Prososyal Semptom Faktorii'nde iyilesme gostermistir (Corponi ve ark., 2019).

Bagka bir faz III klinik denemesi NCT02469155 (ITI-007-302) kapsaminda, 696

hasta ITI-007 60 mg veya 20 mg, risperidon 4 mg (aktif kontrol) veya plasebo almak
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lizere rastgele gruplara ayrilmistir. Bu ¢calismada, aktif kontrol risperidon, PANSS toplam
skoru iizerinde bazal durumdan —20.5 puan degisim gdstermistir; 60 mg ve 20 mg
lumateperon sirasiyla —14.6 puan ve —15.0 puan degisim gostermistir, ancak bu ¢calismada
yiiksek plasebo yanit1 gézlemlenmistir (PANSS toplam skoru iizerinde bazal durumdan
—15.1 puan, NCT01499563 ve NCT02282761 caligmalarinda bu puanlar sirasiyla—7.4
puan ve —10.3 puan idi. Bu ¢alismada yiiksek plasebo yaniti gozlemlenmis olmasina
ragmen, risperidon kolu plasebodan ayrilirken, lumateperone ayrilmamistir. Bu durum,
ilacin uzun donem terapotik ajan olarak etkinligini degerlendirmek icin daha ileri
caligmalarda ele alinmalidir (Greenwood ve ark., 2021).

Bir acik etiketli giivenlik gecis denemesi (ITI-007-303), siirekli semptomlar1 olan
302 sizofreni hastasi ile gerceklestirilmis ve bu hastalar mevcut standart tedavilerinden
ayrilarak 60 mg lumateperonu giinliik olarak 6 hafta boyunca kullanmislar, ardindan
tekrar mevcut tedavilerine doniilmiis ve 2 hafta sonra degisimler analiz edilmistir.
Lumateperona gegcis yapildiginda, hastalarda mevcut antipsikotik ilaglarla gézlemlenen
kardiyovaskiiler veya motor bozukluklar goriilmemis ve endokrin, kilo alimi ve
kardiyometabolik parametrelerde istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler gozlenmistir. Bu
tyilesmeler, hastalar mevcut tedaviye geri dondiigiinde tersine donmdistiir.

Baska bir klinik calisma NCT03817528, acik etiketli ¢calisma ITI-007-303"in
ikinci boliimii olarak, sizofreni ve siirekli semptomlar1 olan hastalarda 60 mg
lumateperonun uzun donem (1 yila kadar) maruziyetini degerlendirmektedir.
Lumateperon 60 mg tedavisi, standart bakim bazal durumdan kilo alima, total kolesterol,
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol, prolaktin ve komorbid depresyonda
(CDSS skoru ile degerlendirilen) klinik olarak anlamli bir azalma gostermistir ve
caligmanin tamaminda PANSS toplam skorunda anlamli bir azalma gézlenmistir. Bu

verilerde yer alan 693 hastadan 107'si 1 yi1l tedaviyi tamamlamistir, bu nedenle PANSS
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skoru {izerindeki etkileri degerlendirmek i¢in daha biiyilk bir 6rneklem boyutu
gerekmektedir. Devam eden uzun dénem calismasinin temel odak noktasi giivenliktir. 1
yil tedavi siiresince yaygin tedaviye bagl yan etkiler arasinda agiz kurulugu (%7.6), bas
agrist (%5.1) ve ishal (%7.0) bulunmaktadir. Sadece %35.3 hastada akatizi dahil
ekstrapiramidal semptomlar geligsmistir. Somnolans, tedavi grubunun %20'sinde
gbozlemlenmis olup, dozlama sabah yerine aksam yapildiginda plasebo seviyelerine
diismistiir (Blair, 2020; Davis ve Correll, 2016; Intracellular Therapies, 2024; Vanover
ve ark., 2018; Vyas ve ark., 2020).

2.2.5. Endikasyonlar ve Kontrendikasyonlar, Yan Etkiler

Lumateperon yetiskinlerde sizofreni tedavisinde kullanilan atipik bir
antipsikotiktir, ayrica bipolar I veya II bozukluklara (bipolar depresyon) sahip
yetiskinlerde, monoterapi ve lityum yahut valproat ile yapilan tedavilere yardimci olarak
kullanilir (McIntyre ve ark., 2023).

Lumateperona kars1 hipersensitivite 0ykiisii bulunan hastalarda kontrendikedir.
Hipersensitivite reaksiyonlari, kasinti, dokiintii (6rnegin, alerjik dermatit, papiler dokiintii
ve genel dokiintii) ve iirtiker gibi belirtileri icerebilir.

Asagidaki yan etkiler, lumateperonun piyasada bulunan tek farmasotik preparati

olan Caplyta ™ isimli ilacin “Uyarilar ve Onlemler” kisminda deginilenlerdir:
e Yaslilarda Demans ile iliskili Psikozda Artmis Oliim
e intihar Diisiinceleri ve Davranislari
e Yashilarda Demans ile Iliskili Psikozda Beyin Kanamali Yan Etkiler|
e Noroleptik Malign Sendrom
e Tardif Diskinezi
e Metabolik Degisiklikler

e | okopeni, Notropeni ve Agraniilositoz
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e Ortostatik Hipotansiyon ve Senkop

e Diismeler

e Nobetler

e Bilissel ve Motor Bozukluk Potansiyeli
e Viicut Sicakligi Diizenleme Bozuklugu

® Yutma Giicliigii (Intra-Cellular Therapies Inc. Caplyta prospektiis, 2024).
Lumateperonun uzun dénem kullanimindaki etkinligi ve gilivenligi {izerine daha
fazla aragtirma yapilmalidir. Mevcut veriler, ilacin uzun vadeli tedavi i¢in uygun
oldugunu gostermektedir. Ancak, ilacin uzun doénem etkilerini ve yan etkilerini daha iyi
anlamak i¢in kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Uzun siireli etkinlik ve giivenlik
verileri, ilacin tedavi stratejilerinde nasil kullanilacagi konusunda 6nemli bilgiler saglar.
Lumateperonun sizofreni tedavisindeki potansiyeli, daha genis arastirma alanlari
ve yeni uygulama stratejileri gelistirilmesini gerektirmektedir. Ilacin bipolar bozukluklar,
depresyon ve diger psikotik bozukluklardaki etkinligi izerine yapilacak calismalar, tedavi
potansiyelini genisletebilir. Ayrica, farkli genetik profillere sahip hasta gruplarinda ve
cesitli yas gruplarinda ilacin etkinligi ve giivenligi iizerine daha fazla veri toplanmalidir.
Lumateperonun gelecekteki arastirmalari, ilacin daha genis hasta popiilasyonlari
tizerindeki etkilerini, uzun doénem giivenlik verilerini ve kombine tedavilerdeki
potansiyelini incelemeyi hedeflemelidir. Ayrica lumateperonun genetik, biyomarker ve
cevresel faktorler ile olan etkilesimlerinin anlasilmasi, kisisellestirilmis tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Bu tiir calismalar lumateperonun
etkinligini ve giivenligini daha da artirabilir ve sizofreni tedavisinde 6nemli bir yenilik

saglayabilir.
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2.3. Kromatografi

Kromatografi, karmasik karigimlarin, kendilerini olusturan bilesenlerine
ayrilmasini saglamak amaciyla kullanilan bir ayrigtirma teknigidir. 1906 yilinda Rus
botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan gelistirilen bu yontem, kimyasal analizlerin
temellerini atmistir denilebilir. Tswett, bitki pigmentlerini ayirmak i¢in cam bir kolonda
ince Ogiitilmiis kalsiyum karbonat kullandigi deneyinde, ¢esitli pigmentlerin farkl
hizlarda hareket ettigini ve renkli bantlar olusturduklarin1 gozlemlemistir. Bu gozlemler,
yontem adinin "kromatografi" olarak belirlenmesine yol agmistir; "kroma" Yunanca'da
"renk" anlamina gelirken, "graphine" "yazmak" anlamina gelir (Ettre, 2003).

Tswett'in calismalarinin ardindan kromatografi, analitik kimyanin 6nemli bir araci
haline gelmis ve cesitli uygulama alanlar1 bulmustur. ilk uygulamalar genellikle
pigmentlerin ayrilmasi ile sinirliyken zamanla kromatografi teknikleri, biyomolekiiller,
ilaglar ve bilesenleri, c¢evresel kirleticiler ve daha fazlasinin ayrilmasinda
kullanilabilmeleri dogrultusunda gelistirilmistir. Ozellikle 1950'lerde ve 1960'larda,
kromatografinin gelisimi, ¢esitli yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasina ve mevcut yontemlerin
tyilestirilmesine yol agmistir (Ahuja, 2003).

Kromatografi, genel olarak bir karisimin bilesenlerini iki farkli faz arasinda
tasimak suretiyle ayrim gerceklestiren bir ayristirma teknigidir. Bu yontem, temelde iki
ana fazi icerir: hareketli faz ve sabit faz. Hareketli faz, ¢6zeltinin tasindig1 ve bilesenlerin
ayrilmasinda etkin rol oynayan akigkandir. Sabit faz ise genellikle kat1 veya s1vi1 formda
olup, bilesenlerle etkilesime giren kisimdir. Bilesenlerin hareketli faz ile sabit faz
arasindaki farkli diizeylerde gerceklesen etkilesimleri, ayrilma silirecinin temelini
olusturur (Giindiiz, 2002).

Baska bir ifadeyle, kromatografik ayrim islemleri, gaz, sivi veya siiperkritik

akigskan olarak kullanilan hareketli bir fazin, sabit faz boyunca tasimmasi yoluyla
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gergeklestirilir. Bu siirecte, bilesenlerin farkli hareket hizlar1 nedeniyle ayrilmalari
saglanir. Kromatografik ayrimda, sabit faz ile hareketli fazin birbirine karismamasi
gerektigi vurgulanmalidir.

Kromatografinin daha ayrintili bir taniminda teknik, bir karisimdaki bilesenlerin
sabit bir ortamda, belirli bir hareketli faz araciligiyla yiizey adsorpsiyonu, dagilma, iyon
degisimi ve boyut ayirma gibi 6zelliklere dayanarak ayrilmasini saglayan bir yontem
olarak tanimlanir. Karisimdaki bilesenler, genellikle analitler olarak adlandirilir, hareketli
faz icinde molekiiler seviyede dagilir ve bu sayede hareketli ve sabit fazlarla etkilesime
girerler. Hareketli faz ile sabit faz arasindaki arayiiziin genis yiizey alani, karisimdaki
analitlerin ayristirilmast agisindan biiyiikk onem tasir hatta kilit bir rol oynar. Diger
ayristirma yontemleri, kromatografik yontemler kadar etkili degillerdir ve uygulamada
yaygin olarak kullanilmazlar. Bu nedenle kromatografi, 6zellikle arastirma amacli olarak
tercih edilir ve genis bir uygulama alanina sahiptir (Giddings, 2017).

Kromatografi siirecinde, bir ¢ozeltideki bilesenler hareketli faz ile taginirken sabit
faz ile etkilesimlerde bulunurlar. Analit molekiilleri, hareketli faz ile sabit faz yiizeyi
arasinda bir¢ok kez faz gecisi gerceklestirirler. Molekiillerin sabit faz ylizeyinde gecirdigi
ortalama siire, etkilesim enerjisine bagl olarak degisir. Etkilesim enerjileri arasindaki
fark ¢ok kiiciik olan farkli molekiiller i¢in, genis bir ylizey alaninin bulunmasi kritik
Ooneme sahiptir; cilinkii analit molekiillerinin kromatografik kolon boyunca hareket
ederken gecirdigi faz gegislerinin sayisi arttik¢a, geri kalma, tutulma siireleri arasindaki
fark da dogal olarak biiyiir. Sabit ve hareketli fazlarin dogasi ile kolon boyunca tagima
yontemi, kromatografik yontemlerin siniflandirilmasinin temelini olusturur (Ahuja, 2003;

Giddings, 2017; Glindiiz, 2002; Watson, 2005).

26



2.3.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

Kromatografi teknikleri, kullanilan fazlarin tiiriine, uygulama prensiplerine ve
ayrilma mekanizmalarina goére genis bir smiflandirma yelpazesine sahiptir.
Kromatografik yontemlerin siniflandirilmast genel olarak {ic ana baglhik altinda
incelenebilir: fiziksel temasa dayali siniflama (Pratik Temelli), denge tiirline dayali
smiflama ( Teorik Siniflama) ve faz tiirtine dayali siniflama (Skoog ve ark., 2007).

2.3.2. Pratik Temellere Dayali Simiflandirma

Bu siniflandirma hareketli ve sabit fazlarin birbirleriyle fiziksel temasa gecis
yontemine gore yapilir.

Kolon Kromatografisi: Bu yontemde, sabit faz dar bir kolon igerisine
sabitlenmistir ve hareketli faz bu kolondan basing altinda gegirilir. Kolon i¢indeki sabit
faz genellikle bir dolgu maddesi seklinde bulunur ve hareketli fazin bu dolgu maddesi ile
farkli bicimlerde etkilesime girmesi suretiyle analitlerin ayristirllmasini saglar (Ahuja,
2003).

Diizlemsel Kromatografi: Statik (sabit) fazin diiz bir ylizeyde veya kagit izerinde
desteklendigi yontemdir. Mobil (hareketli) faz, kapiller etki veya yergcekimi ile hareket
eder. Ince tabaka kromatografisi (TLC) ve kagit kromatografisi olarak iki ana tiire ayrilir.
Ince tabaka kromatografisi, hizli ve basit ayrilma yontemleri sunarken, kagt
kromatografisi diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir bir teknik olarak avantajlar
sunmaktadir (Ahuja, 2003).

2.3.3. Teorik Temellere Dayal Siniflandirma

Kromatografi yontemlerinin bir diger siniflandirmasi, ¢6zeltideki analitlerin fazlar
arasindaki transfer dengelerine dayanir (Ismail ve Nielsen, 2010):

Adsorpsiyon Kromatografisi
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Adsorpsiyon, molekiillerin bir yiizey tizerinde tutulmasi siirecidir ve bu etkilesim,
genellikle fiziksel veya kimyasal baglarla gergeklesir. Bu yontem analitlerin, statik fazin
ylizeyine adsorbe olmasi prensibine dayanir. Adsorpsiyon kromatografisi, gaz-kat1 ve
sivi-kat1 adsorpsiyonunu igerir. Bu yoOntemde, analitlerin ayrilmasi, sabit fazin
yiizeyindeki aktif gruplarla analitlerin etkilesimine bagli olarak gergeklesir (Straw, 1985).
Adsorpsiyon kromatografisi, genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve normal faz ve
ters faz kromatografisi olmak {izere iki ana kategoriye ayrilir

_Normal Faz Adsorpsiyon

Normal faz adsorpsiyon kromatografisinde, apolar sabit fazlar kullanilirken,
hareketli faz genellikle polar bir ¢6ziiciidiir. Bu yontem, apolar bilesenlerin ayrilmasi i¢in
uygundur ¢ilinkii apolar sabit faz, apolar molekiillerle daha giiclii etkilesimler kurar. Polar
hareketli faz, polar analitlerin ¢6ziinmesini saglar ve boylece apolar bilesenlerin sabit faz
tizerinde tutulmasini artirir (Giindiiz, 2002).

Normal faz kromatografisinde kullanilan apolar sabit fazlar genellikle silika jel
veya alliminyum oksit gibi maddeler igerir. Bu materyaller, yiizeylerinde bir¢ok apolar
gruptan olusan aktif alanlar barindiracak bi¢cimde dizayn edilirler. Polar hareketli fazlar
ise su, metanol veya asetonitril gibi ¢oziicliler olabilir. Bu ¢oziiciiler, polar analitlerin
¢ozlinmesini ve tasinmasini saglar, boylece apolar bilesenler sabit fazda daha uzun siire
kalir (Giddings, 2017).

Normal faz adsorpsiyon kromatografisi, 6zellikle apolar bilesenlerin ayrilmasi
gerektigi durumlarda etkili bir yontemdir. Ornegin, dogal iiriinlerin bilesenlerinin
ayrilmasi veya lipitlerin analizi i¢in kullanilir. Apolar bilesenlerin daha uzun siire sabit
fazda tutulmasi, onlarin daha iyi ayrilmasini saglar. Ayrica, bu yontem, polar analitlerin
hizli bir sekilde hareketli faza ge¢mesini saglar, bu da ayirma verimliligini artirir (Straw,

1985).

28



Ters Faz Adsorpsiyon

Ters faz adsorpsiyon kromatografisinde, polar sabit fazlar ve apolar hareketli
fazlar kullanilir. Bu yontem, polar bilesenlerin ayrilmasi i¢in uygundur ¢iinkii polar sabit
fazlar, polar molekiillerle giiclii etkilesimler kurar. Apolar hareketli faz, apolar analitlerin
¢Ozilinmesini ve tasinmasini saglar, boylece polar bilesenler sabit fazda daha uzun siire
kalir (Ahuja, 2003).

Ters faz kromatografisinde kullanilan polar sabit fazlar genellikle silika jelin
yiizeyine baglanmis uzun zincirli polar gruplar icerir. Bu gruplar, polar molekiillerle
etkilesime girerek onlarin sabit fazda tutulmasini saglar. Apolar hareketli fazlar ise
genellikle metanol, asetonitril veya etanol gibi c¢oziiciilerdir. Bu ¢dziiciiler, apolar
analitlerin ¢6ziinmesini ve kolon boyunca taginmasini saglar.

Ters faz adsorpsiyon kromatografisi, biyomolekiiller, peptitler, proteinler ve diger
biyolojik molekiillerin ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilir. Polar analitlerin uzun stire
sabit fazda tutulmasi, yiliksek ¢oziiniirliik ve hassasiyet ile ayrim saglar. Ayrica, bu
yontem, ¢ok cesitli apolar ¢oziiciilerle kullanilabildigi i¢in esneklik saglar (Ahuja, 2003;
Giddings, 2017; Giindiiz, 2002; Watson, 2005).

Partisyon/Dagilma Kromatografisi

Dagilma kromatografisi, analitlerin sabit faz ile hareketli faz arasindaki dagilma
farklarina dayanarak ayrilmasi prensibine dayanan bir kromatografi yontemidir. Bu
yontemde, sabit faz sivi formunda olup, bir inorganik destek materyali {izerinde tutulur.
Hareketli faz ise sivi (sivi-sivi dagilma kromatografisi) veya gaz (gaz-sivi dagilma
kromatografisi) olabilir. Kagit kromatografisi, sabit faz olarak kagit iizerinde adsorbe
olmus su tabakasinin kullanildig: bir dagilma kromatografisi tiiriidiir (Straw, 1985).

Normal Faz Dagilma Kromatografisi (NP-LC)
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Normal faz sivi kromatografisi, analitlerin sabit fazdaki polar etkilesimlerinin
farkliliklarina dayanarak ayrim gergeklestirir. Bu yontemde, polar bir sabit faz ile apolar
bir hareketli faz kullanilir. Polar sabit fazlar, polar molekiillerle giiclii etkilesimler
kurarak, bu molekiillerin tutulmasini artirir; apolar bilesenlerin ise hareketli fazda
¢Ozilinmesini saglar.

Normal faz s1vi kromatografisinde, mobil fazlar genellikle apolar ¢oziiciiler i¢erir
(6rnegin, heksan, heptan), ancak kii¢lik miktarda polar modifikatorler (6rnegin, metanol,
etanol) ile degistirilebilir. Mobil fazdaki polar modifikatérlerin konsantrasyonlarindaki
degisiklikler, analitlerin kolon tiizerindeki tutulmasini kontrol etmede 6nemli bir rol
oynar. Polar modifikatorlerin mobil faza diisiik miktarlarda eklenmesi, analitlerin tutulma
stiresinde onemli degisiklikler olusturabilir; 6rnegin, metanol veya etanol gibi alkol bazli
modifikatorlerin yalnizca %1 (h/h) varyasyonu, analitlerin tutulma siiresinde belirgin
degisiklikler saglayabilir.

NP-LC’de kullanilan klasik paketleme materyalleri genellikle gézenekli oksitler,
ozellikle silika (Si02) veya aliimina (AI203) igerir. Bu sabit fazlarin ytizeyleri, OH
gruplart ile yogun bir sekilde kaplanir, bu da yiizeyleri oldukc¢a polar hale getirir. Silika,
trimetoksiglidoksipropil silanlar ile kimyasal olarak modifiye edilebilir ve bu, ylizey
polaritesini azaltir. Diol fazi ve diisiik polariteli eluent modifikatorlerinin kullanimi
(6rnegin, alkol yerine esterler) ayirma dayaniklili§ini ve tekrar edilebilirligini artirir.

NP-LC genellikle analitlerin spesifik mobil fazlarda ¢6ziiniirliikleri ile iligkilidir.
Bu yontem, 6zellikle hidrofobik bilesenler i¢in, polar veya sulu ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen
apolar ¢oziiciilerle ayrim yapmaya olanak tanir.

Ters Faz Dagilma Kromatografisi (RP-LC)
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Ters faz s1vi kromatografisi, polar ve apolar fazlarin yer degistirdigi bir yontemdir.
Bu yontemde, sabit faz genellikle hidrofobik bir yiizeye sahip olup, hareketli faz ise polar
bir ¢oziiciidiir ve genellikle su bazli ¢ozeltiler kullanilir (Snyder ark., 2012).

RP-LC, s1v1 kromatografi uygulamalarinda en yaygin kullanilan yontemdir. Ters
faz kromatografisinin yaklasik %90'1, diisiik molekiiler agirliga sahip 6rneklerin analizi
icin uygulanmaktadir. Bu yontem, ¢ok yakin 6zelliklerdeki bilesenleri ayirt edebilme
yetenegi ve tutulma siiresi ile seciciligin kolayca degistirilebilmesi gibi avantajlar sunar.
Bu avantajlar, enerjik bir bakis agisiyla agiklanabilir: Dispersif kuvvetler, en zayif
intermolekiiler kuvvetlerdir ve bu, kromatografik sistemde arka plan etkilesim enerjisinin
diger ayirma tekniklerine gore ¢ok diisiik olmasini saglar. Bu diisiik arka plan enerjisi,
yakindan iligkili analitlerin molekiiler etkilesimlerinde c¢ok kiigiik farkliliklarin ayirt
edilmesini miimkiin kilar (Watson, 2005).

RP-LC'de kullanilan adsorbanlar genellikle hidrofobik yiizeylere sahip gdzenekli
sert materyallerdir. Bu yontemde yiiksek adsorban yiizey alani, analitlerin tutulma
stiresini uzatir ve ¢ogu durumda daha iyi ayirma saglar. RP-LC'de kullanilan ¢ogu
paketleme materyali kimyasal olarak modifiye edilmis gozenekli silikadir. Silikanin
ozellikleri uzun yillardir incelenmis ve kontrol edilebilen boyut ve gozeneklilige sahip
kiiresel parcaciklarin {iretim teknolojisi gelistirilmistir. Silika yilizeyinin kimyasal
modifikasyonu da son 30 yilda yogun bir sekilde arastirilmistir, bu da RP-LC'nin
popiilerliginden kaynaklanmaktadir (Snyder ve ark., 2012). Ancak, farkli fonksiyonel
gruplara sahip ¢esitli bilesenlerin secici analizi i¢in optimum RP sabit fazinin 6zellikleri
konusunda hald bir uzlasma saglanmamistir (Ahuja, 2003; Giddings, 2017; Giindiiz,

2002; Snyder ve ak., 2012; Watson, 2005)
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Boyut Eleme Kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi (SEC), molekiillerin boyutlarina gére ayrimini
gerceklestiren bir kromatografi yontemidir. Adindan da anlasilacag: iizere, bu yontem
molekiillerin gozenekli bir sabit fazdan dislanmasina dayanarak ayrilmalarini saglar.
Molekiillerin bu goézenekli alanlara girmekte karsilastiklar1 sterik engeller, ayrilma
siirecinin temelini olusturur. Analit molekiiliiniin hidrodinamik yarigapi, onun kolon
boyunca kalis siiresini belirleyen ana faktordiir. Genel bir kural olarak, hidrodinamik
yarigap ne kadar biiylikse, molekiiliin kolon boyunca kalis siiresi o kadar kisa olur (Baker
ve ark., 2003).

SEC yontemi tarihsel olarak iki farkli isimle anilmistir. 1959 yilinda, biyokimyasal
polimerlerin ayristirilmasi amaciyla molekiiler eleme prensibi kullanilmis ve bu yonteme
jel filtrasyon kromatografisi (GFC) ad1 verilmistir. GFCde su bazli eliisyonlar ve tuzlar
kullanir. 1961 yilinda, ayni prensip sentetik polimerlerin molekiiler agirliklarinin
belirlenmesinde uygulanmis ve bu baglamda jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) adi
popiilerlik kazanmistir. GPC, genellikle organik ¢oziiciiler, 6rnegin tetrahydrofuran
(THF) kullanir ve polimer kimyacilar1 arasinda yaygin olarak kullanilmistir (Spatorico ve
Coulter, 1973).

SEC, analitlerin sabit faz ile pozitif etkilesimlerinden kacinilmasi gereken tek
kromatografik ayristirma yontemidir, cilinkii bu teknik daha 6nce de belirtildigi tizere
molekiillerin molekiiler agirligi ile hidrodinamik yarigap1 arasindaki iliskiye dayanir.
Daha yiiksek molekiiler agirliga sahip molekiiller, daha biiyiik bir hidrodinamik yarigapa
sahip olduklarindan, daha hizli eliie edilirler. Ancak, bir analit molekiilii sabit faz ile
(istenmeyen) etkilesime girerse, bu durum biiyiik molekiillerin tutulma stiresini artirabilir
ve bu da molekiillerin yalnizca hidrodinamik yaricaplarina gore ayrilmasini zorlagtirabilir

(Semetz, 1993).
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Bu baglamda, kolon paketleme materyali ve hareketli fazin se¢imi kritik bir dneme
sahiptir. Hareketli faz molekiilleri, sabit fazin ylizeyiyle polimer molekiillerinden daha
giiclii bir etkilesim sergilemelidir. Bu, polimerin yiizeyle etkilesimini 6nler ve istenmeyen
etkilesimleri azaltir.

Polimer molekiiler agirliklarinin belirlenmesi, molekiillerin hidrodinamik yarigap1
ile molekiiler agirliklar1 arasindaki iliskiye dayanir. Hidrodinamik yaricap, kabaca
molekiiler agirhi@in kiibik kokii ile orantilidir. Bu nedenle, molekiiler agirligin kiibik
kokii, analitin tutulma hacmi ile orantili olarak kabul edilir. Bu iliski, polimer
molekiillerinin adsorbent gozenekli alaninda tamamen dislanma ve tamamen gecis
bolgelerinde gbézlemlenir. Molekiiler agirlik belirleme i¢in pratik olarak yararl bolge,
analit molekiillerinin adsorbent gézenekli alaninda kismi gegis gosterdigi bolgedir. Bu
bolgede, adsorbent gézenek boyut dagilimi, molekiilleri molekiiler agirliklarina gore ayirt
etme kapasitesinde belirleyici bir rol oynar. Bu bdlgede, analitin molekiiler agirligiin
logaritmasi ile tutulma hacmi arasinda dogrusal bir iliski bulunmustur (Baker ve ark.,
2003).

Polimerlerin hidrodinamik yarigap1, analitin ¢oziicii ile etkilesiminden de
etkilenir. Polimerin konformasyonu ve ¢6ziinme derecesi, ¢oziicliniin 6zelliklerinin
degismesiyle degisir. Bu durum, molekiiller arasi etkilesimlerin ayristirma sonuglarini
etkileyebilecegi anlamina gelir (Baker ve ark., 2003; Spatorico ve Coulter, 1973; Semetz,
1993).

Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, analitlerin iyonik etkilesimlerini kullanarak
ayrilmasini saglayan bir ayristirma yontemidir. Bu teknik, o6zellikle su aritimi,
biyomolekiillerin analizleri ve farmasoétik triinlerin kontrolii gibi alanlarda genis bir

uygulama yelpazesi sunar. Iyon degisim kromatografisi, analitlerin pozitif veya negatif
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yiiklii iyonlar arasinda gercgeklestirilen etkilesimlere dayanarak ayrilmasini temel alir.
(Ahuja, 2003; Giddings, 2017; Giindiiz, 2002; Watson, 2005).

Pozitif Iyon Degisimi

Pozitif iyon degisimi, pozitif yiik tasiyan analitlerin ayrilmasini saglar ve bu
siirecte genellikle katyon degisim regineleri kullanilir. Katyon degisim regineleri, sabit
fazda bulunan negatif yiiklii gruplarla analitlerin etkilesime girerek, pozitif yiikli iyonlari
adsorbe eder. Bu tiir recgineler genellikle sulfonik asit gruplar igerir ve bu gruplar,
katyonlar1 baglayarak ayrilmayi saglar. Katyon degisim kromatografisi, 6zellikle metal
iyonlarinin ayrilmasi, suyun deiyonizasyonu ve c¢esitli biyomolekiillerin analizi gibi
uygulamalarda 6nemli bir rol oynar.

Negatif Iyon Degisimi

Negatif iyon degisimi, negatif yiik tasiyan analitlerin ayrilmasini saglar ve bu
amagla genellikle anyon degisim regineleri kullanilir. Anyon degisim regineleri, sabit
fazda bulunan pozitif yiiklii gruplarla analitlerin etkilesime girerek, negatif yiiklii iyonlar:
adsorbe eder. Bu tiir recineler genellikle amin gruplar igerir ve bu gruplar, anyonlari
baglayarak ayrilmay1 saglar. Negatif iyon degisim kromatografisi, organik asitlerin,
amino asitlerin ve ¢esitli biyomolekiillerin analizi gibi uygulamalarda genis bir kullanim
alanina sahiptir (Ahuja, 2003; Giddings, 2017; Giindiiz, 2002; Watson, 2005).

Iyon degisim kromatografisi, analitlerin ayrilmasini saglayan iyonik etkilesimler
araciligiyla yiiksek ¢oziintirliik ve hassasiyet sunar. Bu metodun etkinligi, kullanilan
re¢inenin segiciligine ve mobil fazin 6zelliklerine baglidir. Bu nedenle, analiz sirasinda
regine ve mobil faz se¢iminde dikkatli bir degerlendirme yapilmasi gereklidir. Iyon
degisim kromatografisinin basarili uygulanabilmesi i¢in, reginenin ve mobil fazin
etkilesim parametreleri dikkate alinmalidir (Ahuja, 2003; Giddings, 2017; Giindiiz, 2002;

Watson, 2005).
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Iyon-Esleme Kromatografisi

Iyon giftlerinin kullanildigi bir aynistirma  ydntemidir; iyon degisim
kromatografisinin bir varyasyonudur.

Kirallik Kromatografisi

Optik olarak aktif molekiillerin 6zellikle kiral bilesenlerin ayrilmasinda kullanilir
ve farmasdtik endiistride 6nemli bir rol oynar.

Kiral kelimesi, sag ve sol arasinda bir ayna goriintiisiine sahip oldugu icin,
kokenini insan elinden alir. Insan ellerinin parmaklarinin karsilikli durusu nedeniyle, iki
elin tam olarak st {iste gelmesi miimkiin degildir yani rotasyonel hareketle elde
edilemeyen bir ayna yansimasina sahiptirler. Kimyada, benzer ozellikler sergileyen
molekiiller, enantiyomer olarak adlandirilirlar. Sarmallar, kiralite 6zellikleri ve simetri
kavramlar1 esasen ayna goriintiisii ile yani sag ve sol el sistemiyle iligkilidir. (Ahuja,
2003; Giddings, 2017; Giindiiz, 2002; Prelog, 1976; Watson, 2005).

Enantiyomerlerin ayrilmasi, kiral fazlarin dikkatli bir sekilde kullanimi yoluyla
gerceklestirilir. Hareketli faz, gaz veya siv1 olabilir ve buna gore kiral gaz kromatografisi
ya da kiral sivi kromatografisi uygulanabilir.

Kirallik segiciligi genellikle kiral sabit fazlar kullanilarak saglanir. Kiral sivi
kromatografisinde ise kiral hareketli fazlar da basarili bir sekilde kullanilabilmektedir.
Kiral ayrimlarin elde edilebilmesi i¢in, sabit fazin se¢imi Onemlidir; sabit fazin
atomlarinin uzaysal diizenlemesi, ayrilacak iki enantiyomer arasinda belirgin bir
etkilesim farkini veya etkilesim olasiligini artiracak sekilde tasarlanmalidir. Bu tasarim,
enantiyomerlerin ayrilmasini miimkiin kilar ve kiral ayristirmalarda yiiksek ¢oziiniirliik
ve hassasiyet saglar ve farmasdtik Girtinlerin safligini saglamak icin kritik bir tekniktir
(Ahuja, 2003; Giddings, 2017; Giindiiz, 2002; Prelog, 1976; Watson, 2005).

Afinite Kromatografisi
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Affinite kromatografisi, proteinlerin, bir kromatografik matrise bagl belirli bir
ligand ile geri doniisiimlii etkilesimlerine dayanarak ayrilmasini saglayan bir ayristirma
yontemidir. Bu yontem, proteinleri baglanma spesifitelerine gore ayirir (Ahuja, 2003).

Affinite kromatografisinde, kolon {lizerindeki proteinler, yalnizca boncuklara
capraz baglanmis liganda 0zgiil olarak baglanan proteinlerdir. Diger, 6zgilil olmayan
proteinler kolonun iginden yikanarak uzaklastirilir. lgi ¢ekici protein, serbest ligand
iceren bir ¢ozeltinin uygulanmast ile eliie edilir. Bu teknik, yiiksek segicilik ve dolayisiyla
yiiksek ¢oziiniirliik sunar ve genellikle ilgi ¢ekici protein(ler) i¢in yliksek kapasite saglar.
Saflagtirma islemi genellikle birkag bin kat kadar olabilir ve aktif materyalin geri
kazanimi genellikle ¢ok yiiksektir (Urh ve ark., 2009).

Affinite kromatografisi, biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlarina veya bireysel
kimyasal yapilarina dayali olarak saflastirilmasini saglayan tek tekniktir. Diger
yontemlerle zaman alici, zor veya neredeyse imkansiz olan saflastirma iglemleri,
genellikle affinite kromatografisi kullanilarak kolayca gergeklestirilebilir. Bu teknik,
aktif biyomolekiillerin denatiire olmus veya fonksiyonel olarak farkli formlarindan
ayrilmasini saglamak, diisiik konsantrasyonda bulunan saf maddeleri biiyiikk ham
orneklerin i¢inden izole etmek ve belirli kirleticileri uzaklastirmak igin kullanilabilir. Bu
yontem, sadece spesifik biyomolekiillerin ayrilmasi degil, ayn1 zamanda bu molekiillerin
biyolojik aktivitelerinin korunmasini da saglar. Bu 0Ozellikleri sayesinde, affinite
kromatografisi, biyomolekiiler analizlerin ve saflagtirma islemlerinin basarili bir sekilde
gerceklestirilmesinde kritik bir rol oynar. (Ahuja, 2003; Giindiiz, 2002; Urh ve ark.,
2009).

2.3.4. Hareketli ve Sabit Faz Tiirlerine Dayal Simiflandirma

Kromatografi yontemleri, hareketli ve sabit fazlarin niteliklerine bagl olarak su

sekilde siniflandirilir (Ahuja, 2003):
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Si1vi Kromatografisi

Mobil fazin sivi oldugu kromatografi yontemleridir. Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (HPLC), Ultra Yiiksek Performansli S1vi Kormatografisi (UPLC), sivi
kromatografisinin modern formlaridir. UPLC ve HPLC, yiiksek ¢oziintirliik ve hassasiyet
saglar ve karmasik karisimlarin ayrilmasi ve analizi i¢in tercih edilirler. Bu teknikler,
ozellikle ila¢ ve biyomolekiil analizi gibi yiiksek hassasiyet gerektiren uygulamalarda
kullanilirlar.

Gaz Kromatografisi

Mobil fazin gaz oldugu kromatografi yontemleridir. Gaz kromatografisi, ugucu
bilesenlerin ayrilmasi ve analizi i¢in kullanilir. Bu teknik, genellikle gazin statik faz ile
etkilesime girerek analitlerin ayrilmasini saglar. Gaz kromatografisi, 6zellikle ¢evresel
analizler ve endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilir.

Siiperkritik Akiskan Kromatografisi

Mobil fazin siiperkritik durumda bulunan bir sivi oldugu yontemdir. Stiperkritik
stvilar, hem gaz hem de siv1 fazlariin 6zelliklerini tagidiklari i¢in, bu teknik karmasik
karisimlarin  ayrilmasinda etkili bir yontem sunar. Bu yontem, oOzellikle yliksek
¢oziinlirliik ve ayrim giicii gerektiren uygulamalar i¢in uygundur.

2.3.5. Sivi Kromatografisi

S1v1 kromatografisi (LC), analitik kimyada kompleks karigimlarin ayristirilmasi
ve bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan temel bir tekniktir. Bu metodoloji,
cesitli kimyasal ve biyomolekiiler analizlerde vazge¢ilmez bir aragtir. Bu kromatografi
tiirlinde analitik ayrim, analitlerin iki faz arasindaki farkli etkilesimlerine dayali olarak
gerceklesir. Bu iki fazdan birisi hareketli faz, digeri ise sabit faz olarak adlandirilir.

Analitlerin ayrilmasi, hareketli fazin sabit fazla girdigi etkilesimlerin giiciine ve ¢esidine

37



ve analitlerin her iki fazda ge¢irdigi siireye bagli olarak sabit fazdan ayrilma zamanlarina
baghidir (Snyder ve ark., 2012).

2.3.6. Hareketli Faz

Hareketli faz, analitleri tasiyan ve ayristirma islemini gerceklestiren sividir. Bu
fazin secimi, analitin ¢oziinilirlik 6zelliklerine, ¢ozeltinin pH degerine ve viskoziteye
bagl olarak degisir. Dolayisiyla sabit faz se¢iminde, arastirmaci inceledigi numunenin
ozelliklerine hakim olmali, tercihini yaparken bu 6zellikleri goz 6niinde bulundurmalidir.
Hareketli faz ¢esitleri basitce su bazli ve organik olanlar olarak ikiye ayrilabilinir (Snyder
ve ark., 2012).

Su Bazh Fazlar

Su bazli hareketli fazlar, polar analitlerin ayristirilmasi i¢in idealdir. Su, yiiksek
dielektrik sabiti ve genis ¢oziintirlik kapasitesi ile bu tiir analizlerde yaygin olarak
kullanilir. Ornegin, ters faz kromatografisinde su bazli ¢éziiciiler kullanilarak polar ve
apolar bilesenlerin ayristirilmasi saglanir (Weston ve Brown, 1997).

Organik Fazlar

Organik ¢oziiciiler, 6zellikle apolar bilesenlerin ayrilmasinda kullanilir. Metanol,
asetonitril, dimetilsiilfoniliire ve etanol gibi ¢oziiciiler, diisiik polariteye sahip analitlerin
coziinlirliiklerini artirir ve genellikle normal faz kromatografisinde tercih edilirler
(Weston ve Brown, 1997).

2.3.7. Sabit Faz

Sabit faz, analitlerin ayrimini, etkilesim farkliliklarina bagli farkli tutulum
siireleriyle gerceklestiren kati veya sivi formdaki materyaldir. Sabit fazin 6zellikleri,
analitlerin hareketli faza gore etkilesim derecelerini belirler. Yaygin olarak kullanilan

sabit faz materyalleri arasinda silika jel, aliimina, polimerler bulunur. Tiirlerine kisaca

38



g0z attigimizda kat1 ve s1vi kapli olarak iki farkli sabit faz ¢esidi vardir diyebiliriz (Snyder
ve ark., 2012):

Kat1 Sabit Fazlar

e Silika Jel: Normal faz kromatografisinde kullanilan en yaygin sabit fazlardan
biridir. Silika jel, polar gruplara sahip olup polar analitlerin ayrilmasinda
kullanilir. Cesitli pH araliklarinda stabilite gosterir ve genis bir ¢oziiniirlik

aralig1 sunar.

e Alumina: Apolar bilesenlerin ayrilmasi i¢in tercih edilen bir sabit fazdir.
Alumina, adsorpsiyon siireglerinde etkili olup bazi1 6zel uygulamalarda
kullanilir (Snyder ve ark., 2012).

Sivi Kaph Sabit Fazlar

e Ters Faz Kaplama: Apolar sabit fazlar ve polar hareketli fazlar kullanilarak
gergeklestirilen ayristirmalardir. Ters faz kromatografisi, biyomolekiiller ve
polar bilesenlerin ayrilmasinda yiiksek c¢oziiniirliik saglar ve dolayisiyla

efektiftir denebilir.

e Normal Faz Kaplama: Polar sabit fazlar ve apolar hareketli fazlar kullanilarak
yapilan ayristirmalardir. Bu tlir kromatografi, apolar bilesenlerin ayrilmasini
saglar ve genellikle polar analitlerin analizinde kullanilir (Skoog ve ark.,
2007).

2.3.8. Sivi Kromatografisi Tiirleri

S1vi kromatografisi, bircok farkli teknik ve yontemle gerceklestirilebilmektedir.

Bu farkliliklardan dogan farkli sivi kromatografisi tiirlerine géz atilmasi, konunun daha
detayli olarak anlasilmasina katki saglayacaktir. Stvi kromatografisinin baslica giincel ve
onemli tiirleri su sekildedir;

Yiiksek Performansh (Basincli) Sivi Kromatografisi (HPLC)
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Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC), s1vi kromatografisinin yiiksek
¢Oziiniirliik ve hassasiyet saglayan bir tiirtidiir. HPLC, yiiksek basing altinda ¢alisir ve
daha kiigiik partikiiller kullanarak daha yiiksek ¢6ziiniirliik saglar (Snyder ve ark., 2012).

HPLC Uygulama Tiirleri

e Ters Faz Kromatografisi: Apolar sabit fazlar ve polar hareketli fazlar
kullanilarak yapilan ayristirmalardir. Bu tiir kromatografi, biyomolekiiller ve
polar bilesenlerin analizi i¢in uygundur. Ters faz kromatografisi, yiiksek

coziiniirliik ve hassasiyet sagladigi i¢in genis bir uygulama alanina sahiptir.

e Normal Faz Kromatografisi: Polar sabit fazlar ve apolar hareketli fazlar
kullanilarak yapilan ayristirmalardir. Bu, apolar bilesenlerin ayrilmasi igin
uygundur (Snyder ve ark., 2012).

Preparatif Sivi Kromatografisi

Preparatif s1vi kromatografisi, biiyilk miktarlarda bilesenlerin ayristirilmasi ve
saflagtirilmast amaciyla kullanilir. Endistriyel 6lcekli uygulamalarda o6zellikle
biyomolekiiller ve ilaglarin saflastirilmasinda kritik bir tekniktir.

[lag Uretimi alaninda preparatif sivi kromatografisi, ila¢ bilesenlerinin
saflagtirilmasi ve yiiksek saflikta iirlinlerin elde edilmesi igin kullanilir. Bu, endiistriyel
uretimde kritik bir adimdir ve ilag formiilasyonunda biiyiik bir rol oynar. Ayrica
proteinler, peptitler ve diger biyomolekiillerin biiylik miktarlarda saflastirilmasi igin
preparatif kromatografi kullanilir. Bu uygulama, biyoteknolojik iiretim siireclerinde
onemlidir ve yiiksek saflikta biyomolekiiller elde edilmesini saglar. (Issaq, 2002; Skoog
ve ark., 2007; Snyder, Kirkland, Dolan, 2012; Snyder, Kirkland, Glajch, 2012; Weston

ve Brown, 1997)
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Ultra Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (UPLC)

1960’larda ilk HPLC sistemlerinin ortaya ¢ikmasi, analitik kimyanin bir¢ok
alaninda devrim yaratmistir. HPLC, yiiksek ¢oziiniirliikk ve ayristirma kapasitesi sunan,
son derece efektif bir yontem olarak kabul edilmistir. Bu teknigin gelisiminde rol alan
onemli etkenlerden biri, ayristirma islemleri i¢in kullanilan dolgu materyallerindeki
evrimdir. Bu evrimin temel prensipleri, Van Deemter denklemi ile belirlenmistir. Van
Deemter denklemi, lineer hiz (akis hizi) ve plaka yiiksekligi (HETP veya kolon
verimliligi) arasindaki iligkileri tanimlayan ampirik bir formiildiir. Parcacik boyutlar1 gibi
degiskenlerin  etkisiyle @Van Deemter egrisi, kromatografik performansin
degerlendirilmesinde kullanilir olmustur. Ancak, zamanla ¢oziiniirliik, hiz ve basing gibi
faktorlerde simirlamalar yasanmistir. Kiigiik parcacik boyutlarinin sagladigi verimlilik
uzun zamandir taninmis olsa da, bu bilimsel prensiplere dayali tekniklerin gelistirilmesi,
2 um alt1 pargaciklarla doldurulmus kolonlara, mobil fazin pompalanmasi ile karsilasilan
yiiksek geri basinglar nedeniyle karmagsiktir. Geleneksel HPLC sistemleri, kiiciik
pargacikli kolonlar nedeniyle ortaya ¢ikan yiiksek geri basinglarla galisamaz. Iste bu
noktada UPLC, geleneksel HPLC sistemlerine kiyasla onemli bir ilerleme vaad
etmektedir. Bunun temel sebebi, 2 mikrondan daha kiigiik partikiillerle doldurulmus sabit
fazlar ile ultra yiiksek basingli sivi kromatografi sistemlerinin kullanilmasidir. HPLC
genellikle 3,000 ila 6,000 psi arasinda basinglarda ¢alisirken, UPLC sistemleri 15,000 psi
yi asan basinglarda faaliyet gosterebilmektedir. Bu radikal basing artisi, UPLC'nin daha
hizli kiitle transfer kinetikleri ve azalan analit diflizyonu sayesinde daha yiiksek verimlilik
ve ¢ozliniirliik elde etmesine olanak tanimistir (Fountain ve Iraneta, 2012)

UPLC, sivi kromatografisinin evrimsel bir asamasidir. 2004 yilinda Waters
Corporation tarafindan tanitilan UPLC, HPLC kullaniminda gozlenen sinirlamalar

asmak amaciyla gelistirilmistir. Ayrica, UPLC'nin sabit fazda daha kii¢lik partikiil
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boyutlar1 kullanmasi, yiizey alanin1 artirarak analitlerle daha giiclii etkilesimler saglamais;
bu durum, ayrim verimliligini ve ¢oziim giiclinii anlamli bi¢imde artirmistir (Swartz,
2005).

Tipik bir UPLC sistemi, hassas pompalar, enjektorler, kolonlar, dedektorler ve veri
toplama modiilleri gibi birkag temel bilesenden olusur. Isleyisinin merkezinde, 15,000 psi
yi asan basinglarda hassas gradyanlar sunan ultra yiiksek basingli pompalar yer
almaktadir. Mikro hacimli 6rnek dongiileri ile donatilmis enjektorler, bant genislemesini
en aza indirecek kesin enjeksiyon hacimleri saglamaktadir. 2 mikron alt1 partikiillerle
doldurulmus yiiksek ¢oziintirliiklii kolonlar, karmasik analit karigimlarinin verimli
ayrimimi miimkiin kilarken, fotodiyot dizisi (PDA) veya kiitle spektrometresi (MS) gibi
hassas dedektorler, gergek zamanh algilama ve kantifikasyon imkani sunar (Ahmed ve
ark., 2023; Patil ve ark., 2024).

UPLC, analitik kimya alaninda yiliksek verimlilik ve ¢dziiniirliik sunan devrim
niteliginde bir teknik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle karmagik drneklerin ayriminda
sagladig1 avantajlar, bu teknolojiyi modern laboratuvarlarin vazgeg¢ilmez bir arac1 haline
getirmistir. UPLC'nin sundugu gelismis 6zellikler, analitik yontemlerin dogrulugunu ve
hassasiyetini artirmakta, boylece bilimsel arastirmalarin kalitesini 6nemli Olciide
yiikseltmektedir (Ahmed ve ark., 2023; Swartz, 2005).

UPLC Sistemlerinin Onemli Bilesenleri ve Islevleri

1. Solvent Y onetici

2. Numune Y06netici

3. Kolon Isitici

4. Kolon

5. Dedektor

6. Otomatik Temizleme Unitesi
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Solvent Yoneticisi (Solvent Transfer Pompasi)

Solvent yoneticileri, UPLC sistemlerinin performansini biiyiik ol¢iide artirir.
UPLC’nin temel avantajlarindan birisinin, diisiik partikiil boyutlu dolgu materyallerinin
kullanilmas1 oldugunu belirtmistik. Bu, daha yiiksek akis hizlar1 ve daha diislik basing
diisiisleri ile daha iyi ayrim saglar. Iste solvent yoneticisi, bu yiiksek basing altinda
calisabilme yetenegi sayesinde, analitik uygulamalarda optimum performansi garanti
eder.

Ikili (binary) solvent yoneticisi, iki farkli ¢dziiciiniin yiiksek basing altinda
karistirilmasini saglayan parcadir. Bu sistem, gradient eliisyon igin gerekli olan ¢6ziicii
karisimini hassas bir sekilde hazirlar ve mobil fazin kompozisyonunu dinamik olarak
degistirme imkani sunar. Yiiksek ¢Oziiniirliik ve analitik performans i¢in ¢oziiciilerin
degaze edilmesini saglar ve dort farkl ¢oziiciiye kadar kullanabilme secenegi sunar.
Genellikle 1000 bar (yaklasik 15000 psi) basinca kadar dayaniklidir, bu da 2 um’ den
kiigiik partikiiller iceren kolonlarin etkili bir sekilde kullanilmasini miimkiin kilar.
Gilintimiizde Waters Corporation (ACQUITY UPLC), Agilent Technologies (1290
Infinity II), Thermo Fisher Scientific (Vanquish), Shimadzu (Nexera X2) firmalari
tiretimlerini yapmaktadir. (Taleuzzaman ve ark., 2015)

Solvent yoneticisi, rezervuarlardan ¢ozeltileri ¢cekmekte gorevli iki ayr1 solvent
pompast ile ¢alisan bir sistemdir. Bu sistem, ¢oziicli akisin1 kontrol ederek, belirli bir
zaman diliminde bu ¢oziiciilerin oranlarin1 degistirme yetenegi saglar. Bu degisiklikler,
analitlerin ayrilmasi sirasinda daha iy1 bir secicilik ve duyarlilik saglar.

Bu sistem temelde rezervuar ve degazer parcalarindan ve daha 6nce bahsettigimiz

solvent pompalarindan olusmaktadir. Bu pargalara da ayr1 ayr1 kisaca gbz atalim:
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Rezervuarlar

UPLC sistemleri genellikle bir veya daha fazla cam veya paslanmaz celik
rezervuara sahiptir. Bu rezervuarlar, her biri 500 ml veya daha fazla sivi icerebilecek
sekilde tasarlanmistir. Bu sivilar genellikle ¢esitli ¢oziiclilerdir ve analitlerin ayrilmasi
icin mobil faz olarak kullanilir. Paslanmaz ¢elik, kimyasal dayanikliligi ve saglamligi
nedeniyle daha sik tercih edilir.

Degazerler (Gaz Giderme Sistemleri)

UPLC sistemlerinde, c¢oziiclilerde ¢coziinmiis gazlarin ve tozlarin giderilmesi i¢in
6zel onlemler alinmaktadir. Bu gazlar, kolonda kabarcik olusumuna neden olabilir ve bu
da bant yayilmasmna yol acar. Ayrica, hem kabarciklar hem de tozlar dedektor
performansini olumsuz etkileyeceklerdir. Degazerler, asagidaki yontemlerden birini veya
birkagini icerebilir:

e Vakum Pompa Sistemi: Coziiciilerdeki ¢oziinmiis gazlar etkili bir sekilde

¢ikarmak i¢in vakum olusturur.
e Damitma Sistemi: Sivinin kaynatilmasiyla gazlarin ayrilmasini saglar.

e [sitma ve Karistirma Cihazi: Stviy1 isitarak gazlarin ¢ikmasini kolaylastirir ve

stirekli karistirma ile homojen bir ¢6ziim saglar.

e Sparging Sistemi: Inert bir gaz (6rnegin azot) kullanarak, ince kabarciklar
olusturularak ¢ozlinmiis gazlarin sividan uzaklastirilmasini saglar. Bu yontem,
mobil fazda ¢oziinmeyen gazlarin kullanilmasi nedeniyle etkilidir.

Ornek Yoneticisi (Sample Manager)

UPLC de, numune tanitimi kritik d6neme sahiptir. Geleneksel enjeksiyon valfleri,

otomatik ya da manuel olarak, asir1 basingta caligmak iizere tasarlanmamislardir ve bu
nedenle dayanikli degillerdir. Kolonu asir1 basing dalgalanmalarindan korumak igin

enjeksiyon siireci, nispeten darbesiz ve hatta hareketsiz bir ortamda olmali ve cihazin
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tarama hacmi de potansiyel bant yayilmasini azaltmak i¢in minimumda tutulmalidir.
UPLC nin sagladig1 hizdan tam anlamiyla yararlanmak i¢in hizli bir enjeksiyon dongii
siiresi gerekmekte ve bu da yiiksek bir numune kapasitesini zorunlu kilmaktadir. Diisiik
hacimli enjeksiyonlar, duyarlilig1 artirmak i¢cin minimum kalint1 ile yapilmalidir. Ayrica
biyolojik numuneler i¢in dogrudan enjeksiyon yaklasimlar1 da mevcuttur.

Ornek yoneticisi, drneklerin otomatik olarak kolona enjekte edilmesini ve analiz
siirecinin kontroliinii saglar. Yiiksek hassasiyetli ve diisiik dispersiyonlu 6rnek
enjeksiyonu i¢in “needle-in-needle” (igne-iginde-igne) teknolojisi kullanir. Bu sistem
ayrica Orneklerin sicaklik kontrollii bir ortamda saklanmasini ve islenmesini saglar.
HPLC sistemlerinde kullanilan yontemlerin 1500 psi gibi yiliksek basinglarda
calisgamamasi nedeniyle bu yenilik¢i yonteme ihtiya¢ duyulmustur (Taleuzzaman ve ark.,
2015)

Enjeksiyon Dongiisti, sadece birkag¢ saniye olup, iki asamali bir temizleme islemi
ile carry-over etkisi (6nceki analiz edilen numune kalintilarinin sistemde kalmasi
durumu) azaltilabilir.

Kolon Isiticis1 (Column Heater)

Kolon 1siticilar, UPLC sistemlerinde dnemli bir bilesen olarak yer alir. Kolon
1s1tma, analitik siire¢lerin kalitesini ve verimliligini ve tekrarlanabilirligini artirarak daha
dogru sonuglar elde edilmesine olanak tanir. Sicaklik kontrolii, analitlerin ayrilmasinda
ve kolondaki reaktiflerin stabilitesinde kritik bir rol oynar. Kolon sicakliginin optimize
ve stabilize edilmesi, ¢6zliniirliik ve ayrim giiclinii artirarak daha etkili bir analiz saglar.

Kolon 1sitici, elektrikli 1sitma elemanlar1 veya sicak hava akisi gibi yontemlerle 1s1
uretir. Bundan sonra entegre sicaklik sensorleri, kolondaki sicakligi siirekli izler ve
istenen sicaklik degerine ulasildiginda otomatik olarak sicakligin artigin1 6nler. Ve son

olarak 1s1 kaybmi minimize etmek icin kolon g¢evresinde yalitim saglanir, bdylece
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sicakligin sabit kalmasi saglanir. Dahili ve harici olmak iizere 2 farkli tipi mevcuttur.
Dahili kolon 1siticilari, kromatografi sisteminin bir parcasi olarak entegredirler. Harici
1siticilar ise, kolonlarin sicakligini kontrol etmek i¢in ayr1 bir cihaz olarak kullanilir.
Genellikle daha fazla esneklik sunar, ¢iinkii farkli kolonlar i¢in de kullanilabilirler
(Fountain ve Iraneta, 2012).

Kolon

[lk ticari UPLC kolonlari, 1.7 um partikiillerle doldurulmus olup, boyutlar1 2.1 x
50 mm ve 2.1 x 100 mm olarak tasarlanmisti. Bu partikiiller tamamen goézenekli bir
yapiya sahip olup, ortalama gdzenek boyutu 130 A idi ve C18 gruplari ile modifiye
edilmis etilen kopriilemeli organik/inorganik hibrit malzemelerden {iretilmistir. Bu
kolonlar, yaklasik 5 kDa molekiiler agirligin altindaki analitlerin ters faz ayrimlari i¢in
ongorillmiistii. Sistem dagilimi diizeltmesi yapildiginda, bu kolonlarin maksimum
verimlilik i¢in 280,000 plaka igermelerinin ideal oldugu rapor edilmisti. Son on yillik
stirecte, hem hibrit hem de 2 pum alt1 silika partikiiller {izerinde bir¢cok yeni yiizey
teknolojilerinin gelistirilmesi neticesinde, ters faz moduna ek olarak, hidrofilik etkilesim,
normal faz, boyut dislama ve iyon degisimi kromatografileri i¢in de uygun hale getirilmis
ve ticari olarak piyasaya siiriilmiistiir (Mazzeo ve ark., 2005)

UPLC kolonlari, biyopolimerler ve endiistriyel polimerler dahil olmak {izere
yaklasik 2 MDa’ya kadar analitlerin ayrilmasi i¢in tasarlanmislardir ve 0.075-4.6 mm
araliginda i¢c c¢ap secenekleriyle iiretilmektedirler. Secicilik yelpazesi ve uygulama
cesitliligi nemli dl¢iide genislemis olmasina ragmen, UPLC kolonlarinin birim uzunluga
gore verimliliklerinin artirilmasinda sinirli ilerleme kaydedilmistir; bu, kolonun dar pikler
tiretebilme kabiliyetinin temel bir 6l¢iisiidiir. Ancak, 2 pm alt1 kat1 ¢ekirdek partikiiller
(SCP) igeren kolonlarin iiretimiyle bu durum degismistir (Walter ve Andrews, 2014;

Fountain ve Iraneta, 2012; Mazzeo ve ark., 2005).
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Tamamen gozenekli partikiiller (FPP) geleneksel HPLC kolonlarinda yaygin
olarak kullanilmasina karsin, kati1 ¢ekirdek partikiilleri (SCP) gozenekli bir kabugun,
gozeneksiz bir ¢ekirdegi tamamen sarmalamasi ile meydana gelmistir. Uzun bir siire
boyunca minimal aktivitenin ardindan, SCP teknolojisi 2007 yilinda 2.7 um kat1 ¢ekirdek
silika partikiilleri ile doldurulmus kolonlarin tanitilmasiyla 6ne ¢ikmistir. Bu partikiillerle
doldurulmus 4.6 mm i¢ capli kolonlarin HPLC cihazlarinda kullanimi, daha yiiksek
basing gerektirmeden yiiksek verimlilik sunan bir UPLC alternatifi olarak tanimlanmaistir.

Benzer boyuttaki FPP lerle kiyaslandiginda, SCP lerin daha yiiksek kolon
verimlilikleri sagladigi, optimum akis hizinin {izerindeki hizlarda verimliligin daha yavas
bir sekilde azaldigi gosterilmistir. 4.6 mm i¢ ¢apli kolonlarda 2.6-2.7 um SCP ler i¢in
250,000-300,000 plaka verimliligi elde edilmistir. Ancak, 2.1 mm ¢apindaki kolonlarda
bu partikiiller i¢in 6nemli 6l¢lide daha diisiik verimlilikler (160,000-220,000 plaka/m)
saglanmistir; bu durum, ek kolon dagilimi diizeltmesine ragmen ortadan
kaldirilamamistir.  Bunun, optimal olmayan kolon doldurma nedeniyle oldugu
diistiniilmektedir zira markalar arast kolon verimlilikleri 6nemli degiskenlikler
sergilemektedir (Walter ve Andrews, 2014).

2.6-2.7 um SCP lerle doldurulmus kolonlar1t UPLC igin bir alternatif olarak
gormek yerine, UPLC sistemlerinde kullanilmak tizere 6zel olarak 2 um altt SCP lerle
doldurulmus kolonlar gelistirilmistir. Bu kolonlar kullanilarak ¢ok daha yiiksek verimlilik
ve analiz hizlart miimkiin kilinmistir. Ancak, daha yiiksek verimliliklerin elde edilmesi,
bu partikiillerin optimize edilerek doldurulmalari ile miimkiin olmustur. ilk ticari 1.7 um
SCP lerle doldurulmus kolon, yiiksek girdap dagilimi etkisinden (optimum olmayan
dolgu sonucu) dolay1 en iyi 1.7 um FPP kolonlarindan tutarli bir sekilde daha yiiksek
verimlilik gdostermemistir (Mazzeo ve ark., 2005; Sanchez ve ark., 2013; Walter ve

Andrews, 2014).
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2013 yilinda, 1.3 pm SCP lerle doldurulmus 2.1 x 50 mm kolonlar iiretilmis ve bu
kolonlar i¢in 435,000-510,000 plaka/m maksimum verimlilik 6l¢iilmiistiir. Ancak, bu
kolonlarin 1.7 um SCP lerle doldurulmus kolonlardan ¢ok daha yiiksek basinglara sahip
oldugu bildirilmistir. 1.3 um partikiiller i¢eren bir kolonun spesifik gecirgenligi, 1.7 um
SCP ler igeren bir kolonunkinden %45 daha diisiik bulunmustur. Bu durum, sabit akis
hiz1 ve kolon uzunlugu i¢in 1.7 um SCP ler igeren kolonlarin basimcinin iki katindan
fazlasina yol agmaktadir. Sonug olarak, maksimum 1200 bar basingli bir UPLC sistemi
kullanarak optimum akis hizinda yalmizeca 50 mm uzunlugundaki bir kolon
calistirilabilmistir. Buna karsin, 1.7 um partikiillerle doldurulmus kolonlar i¢in 150 mm
uzunluguna kadar kolonlar kullanilabilmektedir (Sanchez ve ark., 2013;Walter ve
Andrews, 2014)

2013 yilinda, 1.6 pum SCP lerle doldurulmus kolonlar da tanitilmigtir. Sistem
dagilim diizeltmesi yapilmis sekilde, bu kolonlar i¢in maksimum verimlilikler 330,000—
420,000 plaka/m olarak 6l¢iilmiistiir. Daha kiigtlik partikiil boyutuna ragmen, bu kolonlar
1.7 um FPP lerle doldurulmus kolonlarla benzer basinglara sahiptir. Bunun nedeni, SCP
lerle doldurulmus kolonlarin daha yiiksek interstisyel gozenekliligi ve daha dar partikiil
boyutu dagilimidir.

Analit 6zelliklerinin ve mobil faz bilesiminin kolonlarin kinetik performansin
etkileyebilecegi; ornegin protonlu bazlar gibi pozitif yiike sahip analitlerin genis ve
kuyruklu pikler verdikleri gozlenince, bu etkiyi azaltmak i¢in 6zellikle %0.1 formik asit
gibi diisiik 1yonik giicteki asidik mobil faz etkisine sahip kolonlar, yani kisaca partikiil
yiizeyine diisiik dlizeyde pozitif yiik eklenmis kolonlar denenmistir. Bu teknolojiye sahip
kolonlar, baslangicta 1.7 um FPP hibrit partikiillerle tanitilmistir. Bu partikiilleri iceren
kolonlarin, peptitlerin ayrilmasi i¢in ozellikle faydali oldugu gosterilmistir. Yakin

zamanda bu teknoloji 1.6 um SCP lerde de kullanilabilir hale gelmistir. Bu partikiilleri
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iceren kolonlarin, ¢ok boyutlu LC-MS/MS sistemlerinde kullanilarak insan insiilini ve
rekombinant analoglarinin plazmada kantitatif olarak belirlenmesinde faydali oldugu
gosterilmistir (Walter ve Andrews, 2014).

Sonug olarak giiniimiizde siirekli kiiciiltiilen hibrit parcaciklarla dolu ve analit
Ozelliklerine gére modifiye edilebilen kolon tliretimleri mevcuttur. Bu durum analizlerin
hassas, hizli, tekrarlanabilir, segici ve yiiksek dogrulukta gergeklesmesini miimkiin
kilmaktadir.

Dedektor

Her ne kadar HPLC sistemlerinde hali hazirda kullanilmakta olan dedektorler
UPLC sistemlerinde de kullanilabilseler de, arastirmacilarin UPLC sistemleri ile
yaptiklar1 ¢alismalarda en sik tercih ettikleri ve verimli olduklar1 gosterilen dedektor
tiirleri, kiitle spektrometresi (MS) ve diyot dizisi spektrofotometre dedektorleridir. UPLC
sistemlerinin HPLC sistemlerinden ayrilmasini saglayan avantajlari, MS dedektorlerinin
performanslarini anlamli bi¢imde artirmaktadir.

UPLC analizinde kullanilan dedektorler yukarida da ifade edildigi tizere genellikle
UV/Goriiniir dedektorleridir. Analitlerin tespiti geleneksel olarak absorbansa dayanir ve
bu dedektorler konsantrasyon duyarliligina sahiptir. UPLC'de akis hiicresi hacminin
azaltilmasi, konsantrasyonu ve sinyali korumak i¢in gereklidir. Beer Kanunu'na gore,
daha kiiclik hacimli geleneksel akis hiicreleri de sinyal giicliniin bagl oldugu yol
uzunlugunu azaltir. Kesit alanindaki bir azalma, 151k yolunu kisaltir ve iletim, giiriiltii
arttikca diiser. Bu nedenle, geleneksel bir HPLC akis hiicresi kullanilirsa, UPLC
duyarlihig tehlikeye girebilir. ACQUITY ayarlanabilir UV/Gériiniir dedektdr hiicresi, bir
optik fiber ile esdeger bir 151k yonlendiren akis hiicresine sahiptir. Isik, akis hiicresinin
icinde etkili bir sekilde iletilir ve hdla 10 mm akis hiicresi yol uzunlugunu korurken

yalnizca 500 pL hacimle ¢aligir. Sistemdeki borular ve baglantilar, diisiik yayilmayi
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korumak i¢in etkili bir sekilde yonlendirilmistir ve yazilimla etkilesime giren sizinti
dedektorlerinin avantajindan yararlanarak kullaniciy1 potansiyel sorunlar hakkinda uyarir
(Taleuzzaman ve ark., 2015;

Otomatik Temizleme Sistemi (Autosampler Wash System)

Otomatik temizleme sistemi, 6rnek yOneticisinin temizligini saglar ve carry-over
etkisini azaltir. Bu sistem, enjeksiyon dongiileri arasinda veya sonrasinda otomatik olarak
temizlik islemleri gerceklestirir

2.3.9. Sivi Kromatografi Sistemlerinin Basaristm Ortaya Koyan Temel
Parametreler

2.3.9.1. Allkonma Zamam (tR)

Alikonma zamani (tR), bir analitin kromatografik kolondan gecis siiresini ifade
eder ve bu siire, analitin kolona enjekte edildigi andan dedektdre ulastigi yani kolonu terk
ettigi zamana kadar gegen siireyi kapsamaktadir. Alikonma siiresi, ¢esitli faktorlerden
etkilenir, bunlar arasinda: (McGuffin, 2004; Swartz, 2005)

1. Kolon Ozellikleri: Kolonun boyutu ve i¢yapist analitin alikonma siiresini radikal
bi¢imde etkiler.

2. Kolon Sicakligi: Kolon sicakligindaki degisiklikler, analitin hareketli fazla
etkilesimini ve dolayisiyla alikonma siiresini degistirebilir

3. Mobil Fazin Bilesimi: Mobil fazin kimyasal bilesimi, analitin kolondaki
etkilesimini kaginilmaz olarak degistirir

4. Sabit Fazin Tipi ve Ozellikleri: Sabit fazin kimyasal dogasi, analitin segiciligini
ve alikonma stiresini etkiler

5. Molekiiller Arasi Etkilesimler: Sabit faz, hareketli faz ve analit arasindaki

molekiiler etkilesimler, alikonma siiresini belirleyici bir rol oynar
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Optimum calisma kosullarinin belirlenmesi, bu parametrelerin tiimiinii dikkate
alarak gergeklestirilmelidir (Ahmed ve ark., 2023).

2.3.9.2. Alikonma/Kapasite Faktorii (k')

Kapasite faktorii (k'), analitin kromatografik kolondaki kaliciligini élgen 6nemli

bir parametredir ve su sekilde hesaplanir:
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Sekil 2.2. k’ faktorii hesaplamasinda kullanilan kavramlar

Burada, t, hareketli faz pikinin alikonma zamanini, tg ise analitin alikonma
zamanini ifade eder. Kapasite faktorii akis hizindan etkilenmez ve yalnizca mobil fazin
giicii ile kontrol edilir. Optimal bir kapasite faktorii genellikle 1 < k' < 10 araliginda
olmalidir. Kiiciik k' degerleri, diisiik rezoliisyon ile sinirli iken, yiiksek k' degerleri uzun
alikonma siireleri gerektirir (Agilent, 2024; Hamilton ve Sewell, 1982).

2.3.9.3. Etkinlik/Teorik Plaka Sayis1 (N)

Teorik plaka sayist (N), kolon etkinligini degerlendirmek ve farkli kolonlar
arasinda mukayese yapmak i¢in kullanilir. Yiiksek N degerleri, daha dar ve keskin pikler
tiretirken, diisiik N degerleri daha genis ve yayvan piklerin olusmasina yol agar. Etkinlik
kolon uzunlugu, partikiil boyutu ve akis hizi1 gibi faktorlerin bir fonksiyonudur ve bu
parametrelerdeki degisiklikler kolon basincini ve dolayisiyla sistemin basari diizeyini
kagimilmaz bi¢imde etkiler (McGuffin, 2004).

Etkinlik, genellikle su formiillerle hesaplanir:
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N = 16(tR/wT)2 veya N = 5-54(%5)2

Bu formiillerle teorik plaka sayisinin (N), retansiyon zamani (tR), pik genisligi
(wT) ve yan yikseklikteki genislik (w0.5) kavramlarinin bir fonksiyonu oldugu
gosterilmistir

2.3.9.4. Secicilik/Ayrim Faktorii (o)

Secicilik (o), iki pikin maksimumu arasindaki zaman farkini veya mesafeyi dlgen
bir parametredir ve kapasite faktorlerinin oranidir:

k'2
k1
Burada k'1 ve k’'2 karsilastirilan iki analitin retansiyon faktorleridir. Daha yiiksek

a

bir secicilik degeri, iki pik arasindaki daha iyi ayrimi ifade eder ki bu da bilesenlerin
dogru bir sekilde nicelendirilmesi ve nitelendirilmesi i¢in gereklidir. Se¢icilik, analitlerin
sabit ve mobil fazlar ile olan etkilesimleri tarafindan belirlenir; hareketli ve sabit faz
bilesenleri ile degisebilir ve secicilik faktoriindeki kiiclik degisiklikler rezoliisyonda
biiyiik etkiler yaratabilir (Agilent, 2024; Swartz, 2005).

2.3.9.5. Rezoliisyon/Coziiniirliik (Rs)

Coziintrlik, bir kromatogramda iki pik arasindaki ayrimi, dolayisiyla islemin
basar1 derecesini ve kolonun ayirma kapasitesini nicel olarak 6l¢en bir parametredir. Su
sekilde tanimlanir:

_ 2(tR2 — tR1)
5= wl + w2

Burada tR2 ve tR1 karsilastirilan iki analitin retansiyon zamanlari, w1 ve w2 ilgili
pikin genislikleridir. Yiiksek ¢oziiniirliik, piklerin net bir sekilde ayrilmasini saglar ve bu
da analiz sonug¢larmin dogrulugunu artirir. Coziiniirliik, kolondaki etkinlik, mobil faz
bilesimi ve akis hiz1 gibi faktorlerden etkilenir (Agilent, 2024; Hamilton ve Sewell,

1982).
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Stvi  kromatografisinde rezoliisyon ayrica su formiille de hesaplanabilir

(Ravisankar ve ark., 2019) :

VN a-1 k
= E S

Rs = *%+1

-
—— Etkinlik/Teorik Plaka Sayisi (N) Artisi
—=— Segicilik/Ayrim Faktorii (a) Artigi
Kapasite Faktorii (k') Artisi
c
S
3
o
&
R, =N"%/4«(a-1)/a*
0
1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21
5000 Etkinlik/Teorik Plaka Sayisi (N) 25000

1.10 Secicilik/Ayrim Faktéri (a) 2.1

Alikonma/Kapasite Faktord (k')

Sekil 2.3. Coziiniirliik/Rezoliisyon grafigi

Buradan ulasabilecegimiz sonuglardan birisi Rs degerinin N degerinin karekokii
ile dogru orantili olmasi sebebiyle, N degerinin artisinin Rs degerini sinirli bigimde
artiracagidir. Ancak o degerini dogrudan etkileyen fazlarin bilesimleri, Rs degerini
dogrudan ve 6nemli bigimde degistirecektir. Dolayisiyla Rs degerlerinin degistirilmek
istendigi durumlarda hareketli ve sabit fazlarin igeriklerinde yapilacak degisiklikler direkt

amaca yonelik olacaktir (CHROMacademy, 2014).

Rs=1.0 Rs=1.5 Rs=2.0

Sekil 2.4. Rs degerlerine gore piklerin ayrilmasi
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2.3.9.6. Basing
Basing UPLC ve HPLC sistemlerinin basarisinda kilit rol oynar ve solvent
viskozitesi (1), akis hiz1 (F), kolon uzunlugu (L), kolon yarigapi (1) ve partikiil ¢ap1 (dp)

tarafindan belirlenir. Basing denklemi su sekildedir:

.F.L
AP = — 172
K0.tr2.dp?

Bu formiilden de anlasilacagi iizere basing farklar1 (AP) iizerinde, partikiil
capindaki, kolon yarigapindaki (r) kiigiik degisiklikler bile anlamli degisimler yaratabilir
(Agilent, 2024).

2.3.9.7. Van Deemter Egrileri

Van Deemter denklemi, plaka yiiksekligini (H) ve lineer hizin (u) bir fonksiyonu
olarak degerlendiren bir modeldir ve sdyle formiilize edilir:

H=(A+B)/(u+Cu)

Burada A, B ve C cesitli faktorlerin etkisini gosterir ve amag kiiciik bir plaka

yiiksekligi elde etmektir. Parcacik boyutunun kiiciiltiilmesi, optimum dogrusal hizlarin

artmasina yol acar (Van Deemter ve ark., 1956; Agilent, 2024).

T Kiiciik
_— Bilyiik Patrikiil  Partikil \
blele}
= Toplam egri: \
g van deemter )
X~
E Kiitle transferine /
(1] Hminr T | / direng
f.é Buyutsal e
L e e
o Diflizyon . —
1 OV~
Girdap diflizyonu

Lineer Hiz (u)
Sekil 2.5. Van deemter egrileri
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2.3.9.8. Plaka Yiiksekligi (HETP)
Plaka yiiksekligi veya teorik plaka yiiksekligi (HETP), kromatografik kolonun

verimliligini 6l¢en bir parametredir. Su sekilde tanimlanir:

Burada L kolon uzunlugu ve N teorik plaka sayisidir. Daha diisik HETP degerleri,
daha yiiksek kolon verimliligi ve daha iyi ayrim kapasitesi anlamina gelir. Plaka
yiiksekligi, partikiil boyutu, kolon kaplamasi1 ve akis dinamikleri gibi faktorlerden
etkilenir.

2.3.9.9. Gradient Denklemi

Gradient denklemi, mobil faz kuvvetinin zamanla arttirilmasini ifade eder ve bu,
analizlerin hizim artirabilir. Genel denklem su sekildedir:

*— tG*F
SAPVmMm

Burada k* gradient alikonma faktoriinii, tG gradient siiresini, F akis hizini, ApVm
sirasiyla gradient mobil faz B oranlarindaki degisim ve 6lii hacmi ifade etmektedir. Kolon
hacmindeki degisiklikler, gradient siiresinde veya akis hizinda orantili bir degisiklikle
dengelenmelidir (Agilent, 2024).

2.3.9.10. Mobil Faz Akis Hiza

Mobil fazin akis hizi, ayristirma verimliligi, ¢oziiniirliikk ve analitlerin retansiyon
stirelerini etkiler. Genellikle mililitre/dakika (mL/dak) cinsinden 6l¢iiliir. Daha yiiksek
akis hizlari, retansiyon stirelerini kisaltabilir ancak ¢oziintirliigi olumsuz etkileyebilir;
daha diisiik akis hizlar1 ¢6ziiniirliigii artirir ancak analiz siiresini uzatir (Chen ve Kord,

2013).
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2.3.9.11. Sicakhk

Kromatografik kolondaki sicaklik, mobil fazin viskozitesini, analitlerin sabit faz
ile olan etkilesimlerini ve genel ayristirma siirecini etkiler. Sicaklik kontroli,
tekrarlanabilirlik ve hassasiyet i¢in kritik Ooneme sahiptir. Yikseltilmis sicakliklar,
viskoziteyi diistirerek analiz siirelerini kisaltabilir ve pik sekillerini iyilestirebilir (Chen
ve Kord, 2013).

2.3.9.12. Pik Asimetri Faktorii (As)

Kromatografik pikler, ideal kosullar altinda Gauss biciminde miikemmel bir sekle
sahip olmasi beklenen ve eliisyon izoterminin lineer oldugu varsayilan sistemlerdir.
Izotermdeki lineerlik, Cs/Cm oraninin sabit olmasi ile tanimlanir; bu durum, tim
kromatografik bantlarin her konsantrasyon seviyesinde ayni hizda eliie edecegi anlamina
gelir. Ancak pratikte, ideal simetrik pikler elde edilememekte, bu durum gercek bir Gauss
pikinden sapma olarak tanimlanan asimetrik pikler ile sonu¢lanmaktadir. Pik asimetrisi
genellikle iki temel durumda ortaya ¢ikar: (Fountain ve Iraneta, 2012; Ravisankar ve ark.,
2019)

On/Oncii/Onleme Piki: Bu durum genellikle analitin kolona asir1 yiiklenmesi
veya analitin kolon i¢indeki kanallardan diizensiz akis1 sonucunda meydana gelir. Bu
kosul altinda, kapasite katsayist (k') artar ve Langmuir izotermine benzer bir durum
olusur; dolayisiyla eliie edilen analitin tutulum zamani, analit konsantrasyonu arttikca
uzar.

Pik Kuyruklanmasi: Pik kuyrugu genellikle analitin kolon duvarlarindaki reaktif
yiizeylere adsorbe olmasi ve artan molekiiller arasi etkilesimlerden kaynaklanir. Bu
durumda k' degeri azalir ve anti-Langmuir izotermi gdézlemlenir; bu durum, tutulum
zamanmin daha yiiksek konsantrasyonlarla azalmasina yol agar (CHROMacademy,

2014).
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Sekil 2.6. Pik asimetri (As) faktort

Asimetri faktorii (As) kromatografik piklerin seklinin degerlendirilmesinde

onemli olgtide kullanilir ve su sekilde hesaplanir:
b
As =
a

- a: Pik merkezine (en yiiksek noktaya) en yakin olan soldaki tabanin uzunlugu.

- b: Pik merkezine en yakin olan sagdaki tabanin uzunlugu.

Asimetri faktoriiniin degerleri:

-1.0: Miikemmel simetrik pik.

-1.0’dan biiyiik: Onleme piki (asimetrik pik).

- 1.0’dan kiiciik: Kuyruklu pik (asimetrik pik).

Bu noktada diger 6nemli bir faktor de kuyruklanma faktorii (T) diir. Kuyruklanma
(Tailing) faktort, piklerin kuyruklanmasini degerlendirmek icin kullanilir ve genellikle
asagidaki formiil ile hesaplanir:

B w0,05
T

w0.05 = Pik yiiksekliginin oldugu zeminin %35°1 (0.05) pik genisligi olarak

belirtilir. f=w0.05’deki maksimum pik ve 6n pik arasindaki mesafe
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Tailing Factor

Peak
Tail

Tf = WO.OS / 2f

Peak

Maximum T,—a+b/2a

Sekil 2.7. Piklerde kuyruklanma faktorii

Tailing faktorii degerleri:
e 1.0: Miikemmel simetrik pik.
e 1.0°dan biiyiik: Tailing (kuyruklanma) vardar.

e 1.0’dan kiigiik: Pik genellikle simetriktir.

——Kuyruklanma faktori= 1.3
— — —~Kuyruklanma faktori = 3.7

-—— Kuyruklanma faktorii = 4.4

Sekil 2.8. Cesitli kuyruklanma faktorii degerlerine gore piklerin degisimi

2.4. Kiitle Spektrometrisi (MS)
Kiitle spektrometrisi, molekiillerin elektron iyonizasyonu ile parcalanmasini ve

ardindan {iretilen iyonlarin kiitle/yiikk oranin1 (m/z) ve relatif bolluklarini belirlemeyi
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amaclayan bir analitik tekniktir. Molekiil icerisindeki fonksiyonel gruplar pargalanma
siireclerini  yonlendirdiginden, molekiil yapisinin bilinmesi durumunda parcalanma
desenlerinin tahmin edilmesi miimkiin olmasi temeline dayanir (Dass, 2007; Faull ve ark.,
2008).

Bir kiitle spektrometresi, molekiiler fragmentlerin ya yiiksek vakum ortaminda ya
da numunenin yiiksek vakum alanina girmeden &nce iyonize edilmesiyle ¢alisir. Iyonize
edilmis molekiillerin gaz fazinda elde edilmesi gerekmektedir. Analit, termal
iyonizasyon, elektrik alanlart veya enerjik elektronlar, iyonlar ve fotonlarla iyonize
edilebilir. Iyonlar, tek atomlar, kiimeler, molekiiller veya bunlarin parcalari ve
birlesimleri bigiminde olabilir. Iyon ayristirmasi, statik veya dinamik elektriksel ya da
manyetik alanlar kullanilarak gerceklestirilir (Dass, 2007; Faull ve ark., 2008).

Kiitle spektrometrisi, kimya ve biyokimya alaninda ¢ok yonlii ve en kapsamli
analitik tekniklerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu yontem, bilesenleri iyonlara
doniistiirerek ve bir kiitle analizoriinde inceleyerek bilesiklerin molekiiler kiitlelerini
hassas bir bicimde Olger. Bu, kiitle spektrometrisinin en basit ama bir o kadar da
indirgemeci tanimidir. Artik organik bilesiklerin basit m/z oranlarmin belirlenmesi
donemi geride kalmistir. Gilinlimiizde kiitle spektrometrisi, molekiiler yapilarin
belirlenmesi, reaksiyon dinamikleri ve iyon kimyas1 {izerine ¢alismalar, iyonizasyon
enerjisi, goriinlim enerjisi, reaksiyon entalpileri, proton ve iyon afiniteleri, gaz fazi
asiditeleri gibi termo kimyasal ve fiziksel Ozelliklerin belirlenmesi igin de
kullanilabilmektedir.

Kiitle spektrometrisinin tarihi, 1898 yilinda Wien'in ¢alismalariyla baslamaktadir;
Wien, kanal 1sinlarinin iist iiste gelen paralel elektrik ve manyetik alanlardan gegirilerek
saptirilabilecegini gostermistir (Wien, 1898). Bununla birlikte, kiitle spektrometrisinin

dogusu, Sir J. J. Thomson'un, modern kiitle spektrometrelerinin biiyiik biiyiikbabasi olan
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parabolik kiitle spektrografisi ile negatif ve pozitif yiikli katot isinlarinin analizine
yonelik caligmalariyla iliskilendirilmektedir (Griffiths, 1997).

1960’lar, tandem kiitle spektrometrisi ve ¢arpisma kaynakli ayrigsmalarin
gelistirilmesine taniklik etmistir ve bu durum yapisal analiz alaninda, kiitle spektrometrisi
ile kesin tanimlama ve iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesinde 6nemli bir déniim
noktas1t olmustur. Bu donemde kiitle spektrometrisi, organik bilesiklerin analizinde
standart bir analitik ara¢ haline gelmistir. Ancak, biyolojik kokenli kirilgan veya ugucu
bilesenleri iyonize etmek i¢in uygun yontemlerin yoklugu nedeniyle, biyobilimlere
uygulama alanm1 sinirli kalmistir. 1980°lerde kiitle spektrometrisinin uygulama yelpazesi,
daha yumusak iyonizasyon yontemlerinin gelistirilmesi ile iistel olarak artmistir. Bu
yontemler arasinda 1981'de hizli atom bombardimani (FAB) (Barber ve ark., 1981),
1984-1988 yillarinda elektrospray iyonizasyonu (ESI) ve 1988'de matris destekli lazer
desorpsiyonu/iyonizasyonu  (MALDI)  bulunmaktadir. ESI ve MALDI’nin
gelistirilmesiyle, tst kiitle araligi 100 kDa nin iizerine ¢ikmis ve bu durum kiitle
spektrometrisinin biyoloji ve yasam bilimlerinde kullanilmasinda biiylik bir etki
yaratmistir. Bu etki, 2002 yilinda John Fenn (ESI {izerindeki ¢alismalar1 i¢in) ve Koichi
Tanaka (yiikksek molekiiler agirlikli proteinlerin lazer desorpsiyonu ile iyonize
edilebilecegini gosterdigi icin) Nobel kimya odiliinii kazandiklarinda taninmistir
(Wikipedia, 2024).

Iyonizasyon ydntemlerinin gelisimiyle paralel olarak, yiiksek alanli ve siiper hizl
miknatislar gibi kiitle analizorii teknolojisinde birgok yenilik yapilmis; TOF ve Fourier
doniisiim iyon sirkiilasyon rezonansi gibi gelismeler, duyarliligi ve iist kiitle araligini
artirmistir. Yeni milenyum, Alexander Makarov’un gelistirdigi orbitrap ve James W.
Hager’in tanittig1 lineer dortlii iyon tuzagi (LIT) gibi iki yeni iyon tuzaginin gelismesiyle

yeni ilerlemeler getirmistir (Hager, 2002; Makarov ve ark., 2009).
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HPLC ile kiitle spektrometrisinin birlesimi, 1970'lerde ilk kez gosterilmistir.
Ancak atmosferik basingta iyonizasyon kaynaklarinin (APCI) gelistirilmesi ve pazara
sunulmasiyla birlikte, sivi kromatografi ile kiitle spektrometrisinin entegrasyonu, rutin
analize girmistir (Dass, 2007; Gross, 2006).

2.4.1. iyonizasyon Teknikleri

Iyonizasyon, kiitle spektrometrisi (MS) siireclerinin en kritik asamasidir.
Iyonizasyon, analiz edilen molekiillerin yiiklii pargaciklara doniismesini saglar ve bu,
kiitle analizinde temel bir gerekliliktir. Asagida en yaygin iyonizasyon tekniklerine kisaca
temas edilecektir (Gross, 2006; Hoffmann ve Stroobant, 2013).

2.4.1.1. Elektron Darbesi Iyonizasyonu (EI)

Elektron darbesi iyonizasyonu, kiitle spektrometrisinin en eski ve en yaygin
tekniklerinden biridir. Bu yontemde, analit molekiilleri ytliksek enerjili elektronlarla
bombardiman edilir. Molekiiller, elektronlar ile ¢arpisarak radikal katyonlar (molekiiler

iyonlar) olusturur:
M+e — M ° + 2e

Bu radikal katyonlar daha sonra pargalanarak daha kiiciik iyonlar ve parcaciklar
olusturur. EI teknigi genellikle gaz fazindaki ornekler i¢in uygundur ve molekiillerin
yapilarini belirlemek i¢in yararli olan karakteristik par¢alanma kaliplar1 saglar. Ancak, bu
teknik, numunelerin 1siya duyarliligmi artirabilir ve bazi molekiillerde yiiksek
parcalanmaya yol acabilir (Hoffmann ve Stroobant, 2013).

2.4.1.2. Kimyasal Iyonizasyon (CI)

Kimyasal iyonizasyon, EI ye gore daha nazik bir yontemdir. Bu yontemde, reaktif
gazlar (6rnegin metan veya amonyak) kullanilarak analit molekiilleri ile etkilesime giren

iyonlar {iretilir. Bu siire¢ {i¢ asamada gercgeklesir:
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1. Reaktif Gaz Iyonizasyonu: CH4+e¢” — CH4" + 2¢”

2. Ikincil Tyon Olusumu: CH4* + CH4— CHS5" + CH3°

3. Molekiiler Tiirlerin Olusumu: CH5*+M — MH" + CH4

CI, genellikle diisiik molekiiler agirlikli ve daha az parcalanma gdsteren bilesenler
icin tercih edilmektedir. Bu yontem, 6zellikle organik bilesiklerin kiitle spektrumlarinin
elde edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hoffmann ve Stroobant, 2013; Watson
ve Sparkman, 2007).

2.4.1.3. Desorpsiyon Teknikleri

Desorpsiyon teknikleri, genellikle kati orneklerin analizinde kullanilir. Bu
yontemler, numunenin 1sitilabilir bir probun ucuna yerlestirilmesi ile baslar ve ardindan

vakum altinda iyonizasyon saglanir (Dass, 2007).
e Alan Desorpsiyonu: Yiiksek potansiyel gradyan uygulanarak molekiiller
iyonize edilir.
e Lazer Desorpsiyonu: Darbeli lazer 1sinlari numunenin yiizeyine odaklanarak

iyonizasyon saglanir (Karas ve Hillenkamp, 1988).

e Matris Destekli Lazer Desorpsiyonu (MALDI): Bu teknikler arasinda 6nemli
bir yere sahiptir. Bu yontemde, 6rnek bir matrisle karistirilir; matris, lazerden
enerji emerek protonlu molekiillerin desorpsiyonunu saglar. MALDI, nazik
yapilariyla karakterize ve minimum parcalanma sergileyen yiiksek molekiiler
kiitleye sahip bilesenlerin analizinde oOzellikle avantajlidir (Watson ve
Sparkman, 2007).

2.4.1.4. Alan Iyonizasyonu

Bu teknik yiizey fenomenlerini incelemek i¢in kullanilir. Yiizeyde adsorbe olmus

molekiiller ve tuzaga diigmiis 6rnekler lizerinde ¢alismak i¢in uygundur. Ayrica, biiyiik

lipofilik polar molekiillerin analizinde de faydalidir (Dass, 2007).
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2.4.1.5. Atmosfer Basincl Kimyasal Iyonizasyonu (APCI)

APCI, atmosferik basingta gaz fazi1 iyon-molekiil reaksiyonlari kullanarak
iyonizasyon saglar. Bu yontemde azot gazi, mobil fazi buharlastirarak aerosol olusturur
ve 1sitilmig bir bolgeye iletilir. Desolvasyon sonrasi iyonizasyon, korona desarji ile
gergeklestirilir. Bu teknik, sivi 6rneklerin analizi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Byrdwell, 2001; Pramanik ve ark., 2002).

2.4.1.6. Indiiktif Olarak Bagh Plazma (ICP) iyonizasyonu

ICP-MS, analiz edilen molekiillerin iyonizasyonunu plazma ortaminda
gerceklestirir. Plazma, bir koni tepe noktasina dogru yonlendirilir ve iyonlar bu ortamda
olusur. ICP-MS, 6zellikle metal ve metalik bilesiklerin analizi i¢in son derece hassas bir
tekniktir (Dass, 2007; Watson ve Sparkman, 2007).

2.4.1.7. Elektrospray Iyonizasyonu (ESI)

Bu yontem, atmosferik basingta islev goriir ve sivi mobil fazin bir metal kapiler
tiipten bir elektrik alanina dogru piiskiirtiilmesi ile baslar. Elektrik alani, kapilar tiip ile
kars1 elektrot arasinda bir potansiyel farki olusturularak saglanir. Damlaciklar,
yiizeylerinde yiik birikimi gerceklestirirken, buharlagsma siirecinde kiigiilerek giderek
daha kiigiik yiiklii damlaciklar haline gelir. Yiik tasimayan solvent molekiilleri pompa
aracilifiyla uzaklastirilirken, yiiklii iyonlar kiitle spektrometrisine yonlendirilir (Bier,
2010; Kebarle ve Verkerk, 2009; Pramanik ve ark., 2002; Whitehouse ve ark., 1985)

2.5. Kiitle Spektrometrisi Sistem Parc¢alar

MS sistemleri, ¢esitli bilesenlerden olusur ve bu bilesenlerin her biri, analitik
siirecin biitiinliigi ve dogrulugu icin kritik 6neme sahiptir. Bu boliimde sistemin en
onemli parcalar1 olan ve heniiz de8inilmemis olan analizérler ve dedektorler

incelenecektir (Dass, 2007; Faull ve ark., 2008; Hoffmann ve Stroobant, 2013).
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2.5.1. Kiitle Analizorleri

Kiitle spektrometrisi, iyonlarin kiitle/ylik (m/z) oranlarina goére ayrilmasini
saglamak amaciyla tasarlanmis bir analiz yontemi olup, bu islevi gergeklestiren temel
bilesen kiitle analizorleridir. Kiitle analizorlerinin ¢alisma prensibi, iyon kaynaklarinda
iiretilen iyonlarin, diisiik bir vakum ortaminda gaz molekiilleriyle ¢carpismadan hareket
etmelerini saglamaktir. Bu baglamda, iyonlarin kinetik enerjileri ve hizlari, iyon
kaynagindaki hizlandirici voltaji (V) ve iyonlarin yiikii (z) ile belirlenmektedir (Dass,
2007; Watson ve Sparkman, 2007).

Manyetik Sektor Kiitle Analizorii

Manyetik sektor analizorleri, iyonlari, kendileriyle ayn1 yiikteki bir potansiyel ile
disari iterek, bu iyonlar1 hizlandirmak amaciyla yaklasik 3-8 kV luk bir elektrik alanindan
gecirir. Iyonlar, dairesel bir manyetik alanda hareket ettiklerinde, m/z oranlarina bagl
olarak farkli yoriingelere sahip olurlar. Biiyiik iyonlar, manyetik alan tarafindan daha az
saptirilirlar. Bu analizin temel avantaji, belirli bir manyetik alan giicli altinda yalnizca
belirli kiitlelerin dedektdrden gecisine izin vermesidir. Manyetik alanin giiciiniin
degistirilmesi, genis bir kiitle araligin1 kapsayan iyonlarin tespitini miimkiin kilar (Dass,
2007; Watson ve Sparkman, 2007).

Cift Odakh Kiitle Spektrometresi

Cift odakli kiitle spektrometreleri, iyonlar1 m/z degerlerine goére ayirmak igin
manyetik alan ve enerjiye dayali elektrik alani kombinasyonu kullanir. 1970 lerin
sonlarina dek, bu analizorler kiitle spektrometrisinin ana araglar1 olarak 6ne ¢ikmustir.
Cok kiigiik m/z farkliliklarina sahip iyonlarin ayirimi igin yiiksek hassasiyet sunan bu
cihazlar, iyonlarin elementel bilesimlerinin belirlenmesine olanak tanir (Dass, 2007,

Gross, 2006).

64



Kuadrupol Kiitle Analizorii

Kuadrupol kiitle analizorleri, manyetik sektor analizorlerine gére daha diisiik
maliyetli ve duyarli bir alternatif sunmaktadir. Iki dikey elektrik alani kullanarak, iyonlar:
m/z oranlarina gore ayiran bu analizorler, iyonlarin genis bir kinetik enerji aralifinda
toplanabilme kabiliyeti ile daha yiiksek hassasiyet sunmaktadir. Ancak, basit bir
kuadrupol kiitle spektrometresi, iyonlar1 0.1 amu dan daha yiiksek bir ¢Oziiniirliikle
ayrramazken, manyetik sektor analizorleri 0.0001 amu veya daha fazla hassasiyet
saglayabilmektedir. Bu 6zellik, bilinmeyen bilesiklerin kesin kiitlelerini belirlemek ve
elementel bilesimlerini atfetmek agisindan kritik bir 6neme sahiptir (Dass, 2007;
Hoffmann ve Stroobant, 2013).

MALDI-TOF (Matris Destekli Lazer Desorpsiyonu ile U¢us Zamani)

MALDI-TOF, 6zellikle 200,000 amu dan biiyiik proteinlerin analizinde etkili bir
yontemdir. Numune, 151k emici bir matris i¢inde ¢coziilmekte ve lazer darbesi ile yumusak
iyonizasyon saglanmaktadir. Iyonlar, elektrostatik bir alan ile hizlandirilarak bos alan
bolgesine ydnlendirilir. Iyonlarm dedektdre ulasma siireleri ile molekiiler agirliklarini
belirler. Bu yontem, biiyiik proteinlerin karakterizasyonu i¢in ideal bir yaklagimdir. (Bier,
2010; Hoffmann ve Stroobant, 2013; Watson ve Sparkman, 2007).

Iyon Tuzakh Kiitle Spektrometresi

Kuadrupol iyon tuzagi, iki ug¢ elektrodu toprak potansiyelinde tutarken,
aralarindaki halka elektroda uygulanan RF potansiyeli ile kuadrupol elektrik alani
olusturur. Iyonizasyon genellikle elektron iyonizasyonu ile saglanmakta ve belirli bir m/z
oranina sahip iyonlarin kararsiz yoriingelere yonlendirilmesiyle analiz edilmektedir. Bu
yontem, cesitli iyonizasyon teknikleri ile genis bir uygulama yelpazesine sahiptir (Dass,
2007; Watson ve Sparkman, 2007).

Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS)
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MS/MS, yumusak iyonizasyon tekniklerinin, 6zellikle ESI nin, diisiik tanisal
parcalanma sagladigi durumlarda siklikla kullanilmaktadir. Ik kuadropol, molekiiliin
molekiiler iyonunu (6ncii iyon) secerken, ikinci kuadropol argon gazi ile doldurulur ve
bu gaz, pargalanma islemini gerceklestirir. Ugiincii kuadropol ise iiretilen parcalari
ayirarak analiz eder. Bu yontem, kromatografik ayrim olmadan da kullanilabildiginden,
klinik tarama gibi alanlarda hizli bir ¢6ziim sunmaktadir (Dass, 2007; Hoffmann ve
Stroobant, 2013; Watson ve Sparkman, 2007).

2.5.2. Dedektorler

Kiitle analizoriinden ¢ikan iyonlar, dedektore ulasarak varliklarini tespit ettirir.
Dedektor, iyonlarin varligini belirler ve bu sinyali elektriksel bir formata dontistiiriir. En
yaygin dedektor tiirleri sunlardir (Faull ve ark., 2008; Hoffmann ve Stroobant, 2013;
Makarov, 2000; Medhe, 2018; Watson ve Sparkman, 2007):

Elektron Cogaltici Dedektorleri (Electron Multiplier, EM)

Elektron c¢ogalticilar, gelen iyonlarmn bir yiizeye carpmasi sonucu serbest
elektronlarin {retildigi ve bu elektronlarin art arda g¢ogalarak sinyal olusturdugu
dedektorlerdir. Yiiksek duyarliliga sahip olup, diisiik yogunluktaki iyonlarin tespiti i¢in
kullanilir.

Kanal Elektron Cogaltic1 Dedektorler (Channeltron)

Bu dedektdrler iyonlarin yiizeyle etkileserek serbest elektron iiretmesini saglayan,
bir dizi ikincil elektron ireten dedektorlerdir. Yiiksek duyarlilik ve genis dinamik
araliklari ile bilinirler.

Faraday Kaplan

Faraday kaplar, gelen iyonlarin elektriksel yiiklerini dogrudan olger. Bu
dedektorler, iyon akisinin dogrudan olgiilmesini saglayarak yiiksek dogruluk sunar.

Ancak yanit siireleri daha uzundur.
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Ucus Zaman (TOF) Dedektorleri

TOF dedektorleri, iyonlarin vakum tiipiindeki gegis siirelerini dlgerek kiitle ve yiik
oranlarina dayal1 analiz yapar. Yiiksek ¢Oziiniirliik ve hizli analiz imkani saglar

Coklu Kanal Dedektorleri (Multi-channel Detectors)

Bu dedektorler, birden fazla iyonun ayni anda tespit edilmesine olanak tanir, bu
da karmasik bilesiklerin eszamanli analizini miimkiin kilar

Iyon Tuzaklar1 (Ion Trap)

Iyon tuzaklari, iyonlar1 elektriksel ve manyetik alanlarla tuzaklayarak analiz
eder. Bu dedektorler, yiiksek ¢oziiniirliik ve karmasik biyomolekiillerin analizinde tercih
edilir.

Fotocogaltici Tiipler (PMT)

PMT’ler, iyonlardan yayilan 15181 fotonlara doniistiirerek iyonlarin tespit
edilmesini saglar. Genellikle UV ve goriiniir 151k analizlerinde kullanilir.

Dijital Dedektorler

Dijital dedektorler, analog sinyalleri dijitale doniistiirerek yiiksek hassasiyetli
analizler yapilmasin saglar. Bu dedektorler, hizli veri toplama ve igsleme yetenekleri ile
tercih edilir.

2.6. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontemler, saglik bilimleri alanlarinda ila¢ analizleri, biyolojik
numunelerin incelenmesi, biyoesdegerlik, biyoyararlanim g¢alismalari, farmakokinetik
veri ve parametrelerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda, etken maddelerin kalitatif
ve kantitatif tayinlerinde, metabolitlerin analizlerinde sik¢a bagvurulan ve bu
uygulamalarda kritik 6neme sahip siireclerdir. Validasyon ise bahsi gegen analitik
siireclerin, ugrunda kullanildigi amaca uygunluk derecesini ortaya koyar. Bu amagla bazi

parametrelerin kullanilmasi, yontemin kimi karakteristiklerinin tespit edilmesi gereklidir.
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Bu parametreler, analiz edilecek madde i¢in gelistirilen yontemlerin secilen araliktaki
uygunluk, dogruluk, duyarlilik, tekrar edilebilirlik ve saglamlik gibi niteliklerini belirtir.

Aragtirmacilar, yontemlerinin validasyonu i¢in tiim donanim ve yazilimlarini,
yukarida bahsi gecen parametreler temelinde yontemlerini, FDA, ICH ve/veya USP
tarafindan tanimlanmis sistem uygunluk testlerini gergeklestirmelidirler.

2.6.1. Tipik Validasyon Parametreleri

2.6.1.1. Dogruluk

Dogruluk, bir analitik yontemin Ol¢iilen sonuclarinin, gercek veya kabul edilen
referans degerlere ne kadar yakin oldugunu anlatir. Baska bir deyisle, dogruluk, 6l¢iimiin
gercek degere ne kadar yakin oldugunu ve sistematik hatalarin ne kadar minimize
edildigini gosterir. Yiiksek dogruluk, bir analitik yontemin, bilinen veya kabul edilen
analit konsantrasyonlarina yakin sonuglar verdigini ifade eder. Bu, 6zellikle farmasotik,
biyolojik ve ¢evresel analizlerde biiylik onem tasir, ¢linkii dogru sonuglar, dogru
kararlarin alinmasina olanak tanir.

Dogruluk, genellikle sistematik hata ve rastlantisal hata ile iliskilendirilir.
Sistematik hata, Ol¢limlerin her zaman belirli bir yonde sapmasina yol acar; bu hata,
deneysel tasarimda, cihaz kalibrasyonunda ya da numune hazirlama asamalarinda
meydana gelebilir. Sistematik hatalarin varligi, 6lglim sonuglarmin ger¢ek degerden
stirekli olarak sapmasina neden olur. Bu nedenle, dogrulugun yiiksek olmasi, sistematik
hatalarin etkisinin en aza indirildigini gosterir.

Dogrulugun rakamsal tespiti, analitin analiz sonucu hangi oranda geri
alinabilecegini gosterir. Teorik olarak buna % geri kazanim denir. Kullanilan cihazlardan
yapilan Ol¢limlere dayali olarak hesaplanir. Bu dogrultuda 3 farkli derisimde caligsma
coOzeltileri hazirlanir ve her bir derisim i¢in analiz en az 5 ‘er kez tekrarlanir. Bu

analizlerin ¢ogunun ortalama degerden sapma oranlari maksimum % 15 olabilir; yalnizca
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tayin alt sinirinda bir ¢ozelti i¢in %20 kabul edilebilir (Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020;
Riley ve Rosanske, 1996).

2.6.1.2. Kesinlik

Ayn1 numuneye, ayni yontem kullanarak yapilan ayni islemlerin sonucunda elde
edilen verilerin birbirlerine olan yakinliklaridir. Aslinda kisaca tekrarlanabilirlik
diyebiliriz. Standart sapma, bagil standart sapma, varyans, varyans katsayisi olarak ifade
edilebilir.

Ayni laboratuvarda, ayni cihazlar, ayni kisiler ve ayn1 yontemle kisa zamanda
gerceklestirilen testler tekrarlanabilirlik (repeatability), aymi laboratuvarda farkli
giinlerde farkli kigilerce farkli cihazlar kullanilarak gergeklestirilen testler orta kesinlik (
intermediate precision), farkli laboratuvarlarda gerceklestirilen testlerdeki tekrar elde
edilebilirlik (reproducibility) kavramlariyla valide edilmelidir. (Raposo ve Ibelli-Bianco,
2020; USP 24, 2000)

Dogruluk, kesinlik (precision) parametresinden farklidir. Kesinlik, 6l¢timlerin
birbirine ne kadar yakin oldugunu tanimlar; bir bagka deyisle, bir analitik yontemin ayn1
ornek tizerinde tekrarlandiginda ne kadar tutarli sonuglar verdigini gosterir. Ancak, bir
yontem yiiksek kesinlige sahip olsa da, dogrulugu diisiik olabilir. Yani, 6l¢iimler birbirine
yakin olabilir ancak gercek degere uzak olabilir. Bu nedenle, hem dogruluk hem de
kesinlik bir analitik yontem icin birlikte degerlendirilmesi gereken Onemli
parametrelerdir.

2.6.1.3. Segcicilik

Secicilik (Selectivity), bir analitik yontemin, hedef analitin disindaki bilesenlere
kars1 gosterdigi duyarsizlik veya tepkisizlik derecesini tanimlar. Yani, secicilik, bir
analitik yontemin sadece belirli bir analiti tespit etme kapasitesini ve diger bilesenlerden

(6rnegin, matriks bilesenleri, interferanlar veya kirlilikler) ne kadar etkilenmeden dogru
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sonuglar verebilecegini gosterir. Yiiksek secicilige sahip bir yontem, hedef analitin
sinyalini, diger bilesenlerin sinyallerinden ayirt etme yetenegine sahiptir.

Secicilik, 6zellikle karmagik numunelerde veya ¢ok bilesenli sistemlerde 6nemli
bir parametredir. Ornegin, biyolojik ve farmasotik drneklerde, numune matrisindeki diger
bilesenler hedef analitin tespiti lizerinde etki yapabilir. Yiiksek secicilige sahip bir
yontem, bu girisimlerden (interferanslardan) etkilenmeden sadece istenen analitin
Olclimiinli yapabilir, bdylece yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar elde edilme
olasiligini en aza indirir.

Bir analitik yontemin segiciligi, uygulanan tekniklerin ve kullanilan reaktiflerin
tiriine bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Segiciligi artiran faktorler arasinda,
kullanilan dedektorlerin ¢oziiniirliigii, kromatografik ayirma yetenegi ve analiz sirasinda
secilen kosullar yer alir. Ayrica, 6rnek hazirlama asamalar1 da segiciligi artirmada 6nemli
bir rol oynar. Ornegin, numune igerigindeki interferanslar uzaklastirildiginda, hedef
analitin daha dogru bir sekilde dl¢iilmesi miimkiin olur (Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020;
Riley ve Rosanske, 1996).

2.6.1.4. Teshis Simiry/Tespit Limiti (LOD)

LOD, analitin nicel olarak tayin edilemedigi, ancak nitel olarak varliginin tespit
edilebildigi en diisiik derisimidir. Yani, LOD, bir analitik yontemin, sistematik hata ve
rastlantisal giiriiltii (yaniltic1 sinyaller) etkisi altinda, analit miktarin1 dogru bir sekilde
ayirt edebilecegi en diisiik seviyeyi belirtir. Bu limit, 6l¢iilen sinyalin, 6rnekteki analit ile
giirtiltii arasinda yeterli bir fark olustugu noktada tanimlanir.

Tespit limiti, genellikle sinyal-giiriiltii oran1 (signal-to-noise ratio, S/N) ile
iliskilidir. Bu oran, analitin tespit edilebilmesi i¢in gerekli olan sinyalin, 6rnekteki dogal
veya rastlantisal gliriiltiiye (yanlis sinyallere) oranini ifade eder. Yiiksek bir sinyal-

guriiltli orani, diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin bile giivenilir bir sekilde tespit
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edilebilecegi anlamia gelir. Tespit limiti genellikle 3:1 sinyal/giiriiltii oranmi ile
tanimlanir; yani, analit sinyali, arka plan giiriiltiisiinden {i¢ kat daha biiyiik oldugunda,
analit giivenilir bir sekilde tespit edilebilir. Diisiik bir LOD degeri, analitin ¢ok diisiik
seviyelerdeki konsantrasyonlarini bile tespit etme yetenegini gosterir. Bu, 6zellikle
cevresel analizlerde, biyoteknolojik arastirmalarda ve farmasotik testlerde kritik
onem tasir. Ornegin, ¢evresel analizlerde kirleticilerin iz seviyelerindeki varliklari,
biyolojik oOrneklerde ise diisiik seviyelerdeki biyomolekiillerin tespiti, diisiik LOD
degerlerine sahip yontemlerle miimkiin olur (ICH, 2005; Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020).
2.6.1.5. Tayin Alt Smir/Kantitatif Tespit Limiti (LOQ)

LOQ, bir analitik yontemle hedef analitin konsantrasyonunun dogru ve giivenilir
bir sekilde belirlenebilecegi en diisiik seviyeyi tanimlar. LOQ, yalnizca analitin varliginin
tespit edilebildigi LOD ile karistirilmamalidir. LOD, bir analitin yalnizca varligim
algilayabilecek minimum seviyeyi ifade ederken, LOQ, bu analitin giivenilir bir sekilde
nicel olarak 6l¢iilebilecegi en diisiik konsantrasyonu belirtir.

LOQ, LOD gibi sinyal-giiriiltii oran1 (signal-to-noise ratio, S/N) kullanilarak
belirlenir, ancak LOD de 3:1 olarak kabul edilen sinyal-giiriiltii oran1 LOQ i¢in genellikle
10:1dir. Bu, dlgiilen sinyalin, sistematik ve rastlantisal hatalar sonucu olusan giiriiltiiden
en az on kat daha biiyiik oldugu durumlarda, analitin giivenilir bir sekilde kantitatif olarak
Ol¢iilmesi miimkiindiir anlamina gelmektedir (ICH, 2005; Raposo ve Ibelli-Bianco,
2020).

2.6.1.6. Dogrusallik

Dogrusallik, bir analitik yontemin, analit konsantrasyonundaki degisikliklere
orantili olarak yanit verme diizeyini belirten bir parametredir. Yani, Olgiilen sinyalin,
analit konsantrasyonuyla dogrusal bir iligskisi olmasi beklenir. Dogrusallik, bir yontemin

genis bir konsantrasyon araliginda tutarli ve dogru sonuglar verebilmesi i¢in dnemlidir ve
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genellikle kalibrasyon dogrusu kullanilarak degerlendirilir. Kalibrasyon dogrusu, farkl
analit konsantrasyonlari i¢in elde edilen sinyal verilerinin grafiksel olarak ¢izildigi ve bu
verilerin dogrusal bir iliskiyi yansittig1 bir yontemdir (Skoog ve ark., 2013).

Bir analitik yontem dogrusal olarak kabul edilir, eger kalibrasyon dogrusu
tizerindeki veri noktalar1 bir dogru iizerinde yer aliyorsa. Bu dogru, asagidaki sekilde
matematiksel olarak ifade edilir:

Y=mX+n

Burada:

Y, Olgiilen sinyal (6rnegin, absorbans veya iyon yogunlugu),

m, egim (sinyalin analit konsantrasyonu ile ne kadar degistigini gosteren katsay1),

X, analit konsantrasyonu,

n, y-kesiti (genellikle sifir olmalidir, ancak bazi durumlarda diisiik bir sabit degeri
olabilir) temsil eder.

Dogrusalligin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir istatistiksel parametre,
korelasyon katsayis1 (R)dir. Yiiksek bir R degeri (genellikle 0.99 ve iizeri), analit
konsantrasyonu ile sinyal arasindaki giiclii dogrusal iligkiyi gosterir (Miller & Miller,
2010). Korelasyon katsayisi, kalibrasyon dogrusu iizerindeki veri noktalarinin dogruya
ne kadar yakin oldugunu belirler. Eger veri noktalar1 dogrusal bir sekilde diizenlenmisse,
R degeri yiiksek olur ve bu, yontemin yliksek dogrusal iligskiye sahip oldugunu gosterir.

Dogrusallik ayrica hata analizi ile de degerlendirilir. Bu, kalibrasyon dogrusunun
tizerindeki sapmalarin 6l¢iilmesiyle gerceklestirilir. Sapmalar, genellikle standart sapma
veya kareler toplami (sum of squares) gibi istatistiksel ol¢iitlerle hesaplanir.

Kalibrasyon dogrusundan sapmalarin minimum olmasi, yontemin dogrulugunu ve

giivenilirligini artirir.
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Dogrusallik, ayrica analitik cihazlarin kalibrasyonu ve sonuglarin giivenilirligi i¢in
kritik bir parametre olarak kabul edilir. Yiiksek dogrusal iliski, daha genis bir kalibrasyon
araliginin kullanilmasina imkan verir ve bu da daha hassas 6l¢limler yapilmasini saglar.
Bu 6zellik, 6zellikle izleme, ¢evresel analiz ve farmasotik endiistrilerde yiiksek dogruluk
gerektiren durumlarda 6nemlidir (Miller, J. N ve Miller, J. C., 1998; Raposo ve Ibelli-
Bianco, 2020; Riley ve Rosanske, 1996; Skoog ve ark., 2007).

2.6.1.7. Duyarhhk

Bir analitik yontemin hedef analitin konsantrasyonundaki kiiciik degisikliklere ne
kadar hassas tepki verdigini tanimlayan onemli bir parametredir. Baska bir deyisle,
duyarlilik bir analitik yontemin, analitin diisiik seviyelerdeki konsantrasyonlarini ne
kadar dogru bir sekilde tespit edebildigini gosterir. Bu, yontemin hedef analiti tespit etme
kapasitesinin ~ bir  gostergesidir ve  genellikle, Olgiilen sinyalin  analitin
konsantrasyonundaki degisikliklere duyarliligini ifade eder.

Duyarlilik, genellikle LOD ile dogrudan iliskilidir. LOD, analitin bir 6rnekte tespit
edilebilecegi en diisiik konsantrasyonu ifade eder. Yiiksek duyarliliga sahip bir yontem,
daha diisiik LOD degerini miimkiin kilar, yani ¢ok diisiik miktarda analit bile dogru
sekilde tespit edilebilir. Bununla birlikte, duyarlilik, genellikle yanit/birim konsantrasyon
degisim orant seklinde Oolgiiliir. Yiiksek duyarhilifa sahip bir ydntemde, analit
miktarindaki kiigiik degisiklikler, sinyali belirgin sekilde degistirir ve bu da dogru 6l¢lim
yapilmasini saglar.

Duyarlilikla ilgili 6nemli bir diger faktor, sinyal-giiriilti oran1 (S/N)dir.
Duyarlilik, sinyalin arka plandaki giiriiltiiye karsi olan oraniyla dogrudan iliskilidir.
Yiiksek duyarliliga sahip bir yontem, diisiik giirtiltii seviyesi ve yiiksek sinyal iiretir, bu

da daha giivenilir ve hassas 6l¢timler elde edilmesini saglar. Bu, 6zellikle izleme ve analiz
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asamalarinda Onemli olup, analitlerin ¢ok diisliik seviyelerde bile tespit edilmesini
miimkiin kilar.

Duyarlilik ayrica, numune hazirlama teknikleri, dedektor kalibrasyonu ve uygun
analiz yontemlerinin se¢ilmesi gibi stratejilerle artirilabilir. Analitik cihazlar, 6rneklerden
daha fazla sinyal toplamak i¢in optimize edilebilir, bodylece daha diisiik
konsantrasyonlarda bile analitler tespit edilebilir. Duyarlilik, analitik validasyon
siireclerinde de kritik bir parametredir, ¢iinkii bir yontem ne kadar hassas calisiyorsa,
analitik sonuglar o kadar giivenilir olur (Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020).

2.6.1.8. Saglamhk

Saglamlik, bir analitik yontem veya cihazin, ¢evresel kosullar veya uygulama
parametrelerindeki kiiclik degisimlere kars1 gosterdigi dayaniklilig ifade eder. Bagka bir
deyisle, bir yontemin saglamhigi, sistemdeki digsal faktorler — o6rnegin sicaklik, pH,
¢ozliniirliik, reaktif konsantrasyonu gibi — gibi parametrelerdeki kii¢iik degisimlere kars1
performansini kaybetmeden giivenilir ve gegerli sonuglar verebilme kapasitesidir.

Saglamlik testi, genellikle bir analitik yontem iizerinde yapilan parametre
degisikliklerinin metodun sonuglar1 tlizerindeki etkisinin incelenmesi ile gergeklestirilir.
Bu test sirasinda, numune islemesi, reaktif konsantrasyonlari, sicaklik, pH gibi kosullar
degistirilir ve elde edilen sonuglarin dogrulugu ve kesinligi degerlendirilir. Yiiksek
saglamlik gdsteren bir yontem, bu tiir degiskenler karsisinda sonucglarindaki sapmalari
minimumda tutarak giivenilir 6l¢timler saglar.

Saglamlik testleri, dogruluk ve kesinlik parametrelerinin giivenilirligini artiran ve
sistematik hatalar1 minimize eden kritik bir asamadir. Bir yontem ne kadar saglamsa,
laboratuvar disindaki ¢esitli kosullarda da ayni giivenilir sonuglar1 verme olasiligi o kadar

yiiksektir (Raposo ve Ibelli-Bianco, 2020).
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2.6.1.9. Stabilite

Stabilite, bir analitik yontemin zaman i¢indeki performansinin ne kadar tutarl ve
degismez oldugunu ifade eden bir kavramdir; yani analitik bir metodun, belirli bir siire
boyunca, ¢evresel kosullar ve sistematik faktorlerdeki degisimlere ragmen sonuglarini ne
kadar dogru ve giivenilir bir sekilde verebildigini belirler. Analitik stabilite, 6zellikle
uzun siireli analizlerde, metodun dogrulugunu ve kesinligini koruyabilme yetenegini
yansitir.

Stabilite, genellikle metodun zamanla degisen performansi {izerine yapilan
testlerle degerlendirilir. Bu testlerde, analitik yontemin ayni kosullar altinda, uzun bir stire
boyunca tutarli sonuglar verip vermedigi kontrol edilir. Ornegin, bir cihazin veya
reaktiflerin zaman i¢inde bozunup bozunmadigi, numune ¢dzeltisinin veya kalibrasyon
standartlarinin stabil olup olmadig: test edilir. Analitik siireclerin giivenilirligini ve
metodun etkinligini belirleyen kritik bir 6zelliktir (Agilent, 2024; Raposo ve Ibelli-

Bianco, 2020; Riley ve Rosanske, 1996).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar ve Diger Sarf Malzemeleri

Saf Lumateperon : Sigma-Aldrich (Merck k KGaA, Darmstadt. Almanya);
Caplyta : Amerikada bir serbest eczaneden
Haloperidol : Tokyo Chemical Industry Co. Ltd.

(TCI EUROPE N.V. Zwijndrecht, Belgika);
Dimetilsiilfoksit : Fischer Scientific (Ingiltere)

Amonyum Asetat : Sigma-Aldrich (Merck k KGaA, Darmstadt. Almanya)

Metanol : Sigma-Aldrich (Merck k KGaA, Darmstadt. Almanya)
Formik asit . (Merck, Almanya)
Milli Q Saf Su : Merck Millipore Simplicity-UV cihazi ile elde edildi

Sodyum Hidroksit : Sigma-Aldrich (Merck k KGaA, Darmstadt. Almanya)

Plazma : Kizilay- Erzurum Bagkanlig1

Deney siirecinde kullanilmis olan diger tlim cam ve plastik deney gerecleri Atatiirk
Universitesi Dogu Anadolu Ileri Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM)’ne aittir.

3.2. Cihazlar

1.UPLC Pompasi : (Agilent Quat. Pump Model: G4204A)

2.MS Dedektor: (Agilent 6460 Triple Quadrupole mass spectrometer)

3.0tomatik Ornekleyici: (HiP Sampler Model: G4226A)

4.UPLC Kolonu . (InertSustain Phenyl kolon (3.9 x 150 mm, 4-Mikron

(GL Sciences, Japan)

5. UPLC Cihazi . (Agilent 1200)
6.Karistirict . (Vortex, IKA)
7. Hassas Terazi : (Shimadzu AUX-320)

76



8. Santrifiij . (Hettich, RPM x 100)

9. pH metre . (Mettler Seven Easy)

10. Iyon Kaynagi : (ESI+Agilent Jet Stream)

3.3. Yontemler

3.3.1. UPLC-MS/MS Yontem Sartlar:

Uygulanan yontemde sabit faz olarak InertSustain Phenyl Kolon (3.9 x 150 mm,

4-n) ve hareketli faz olarak 5 mM Amonyum Asetat iceren Su (A) ve %1 Formik Asit

iceren Metanol (B) kullanilmistir. Bu hareketli fazla 11 dk lik analiz siiresince gradient

eliisyon uygulanmigtir. Buna gore analizin ilk 5 dk lik boliimiinde % 50-50 (A-B), 5-6.1

dk arasinda % 10-90 ve 6.1-11 dk arasinda %50-50 lik karisim oranlar1 kullanilmistir.

Akis hizi1 0.5 mL/dk, enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon sicakligt 40 © C olarak

sabitlenmistir. Iyonizasyon pozitif elektro spray iyonizasyonu ile gergeklestirilmistir.

Kurutma gazi olarak azot, 10 L/dk hiziyla, 350 °C sicaklikta ve 45 psi basing ile

kullanilmistir. Pargalanma voltaji1 90 V, kapiler voltaj 2000 V, lumateperon i¢in ¢arpisma

voltaj1 26 ve 50 V ve haloperidol i¢in ¢arpigma voltaji 16 ve 22 V olarak dizayn edilmistir.

3.4. Lumateperonun Plazmadan Sivi-Siv1 Ekstraksiyon Prosesi

1.

100 pl plazma 6rnegi alindi. Uzerine 1000 ng/ml derisiminde 25 ul IS
(Haloperidol ¢ozeltisi) eklendi. 30 sn vortexlendi.

100 ng/ml derisimindeki lumateperon stok ¢ozeltisinden (gerektiginde hacmi
artirarak uygulama kolaylig1 olmasi1 acisindan seyreltmeler yapilarak) uygun
miktarlar eklendi. 30 sn vortexlendi.

2 mM derigsiminde 25 pl NaOH ¢ozeltisi eklendi. 30 sn vortexlendi

Son hacim 1000 pl olacak bicimde MeOH eklendi. 30 sn vortexlendi

10000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Siv1 faz alinip 0.45 pm’ lik filtreden

stiziildii.
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6. Bu sividan (Siipernatant) 5 pl UPLC-MS/MS sistemine enjekte edildi.

Tablo 3.1. Plazma analizleri i¢in lumateperon stok ¢ozeltileri ile hazirlanan standartlar
ve QC ¢ozeltileri

Konsantrasyon Lumateperon  Plazma IS 2mM NaOH MeOH
(ng/mL) (tL*ng/mL)  (uL)  (uL) (uL) (L)
0.5 50 (10) 100 25 25 800
1 (LQC) 100 (10) 100 25 25 750
5 50 (100) 100 25 25 800
10 100 (100) 100 25 25 750
25 (MQC) 25 (1000) 100 25 25 825
50 50 (1000) 100 25 25 800
75 75(1000) 100 25 25 775
100 (HQC) 100 (1000) 100 25 25 750
150 150 (1000) 100 25 25 700

3.5. Tablet Cozeltilerinin Hazirlanmasi
1. 42 mg lumateperona esdeger 60 mg lumateperon tosilat i¢eren 10 adet kapsiil
icerigi tartildi.
2. 1 kapsiilde ortalama olarak 0.2925 gr igerik oldugu tespit edildi ve hassas
terazi yardimiyla bu miktar tartild1 ve dimetil siilfoksit (DMSO) de ¢oziilerek
4.2 mg/mL’ lik lumateperon stok ¢ozeltisi elde edildi.
3. Bu stoktan MeOH ile seyreltmeler yapilarak 1, 6, 10 ve 100 ng/mL lik ilag
¢oOzeltileri elde edildi.
4. 6ng/mL’ lik ¢ozelti standart ekleme yontemi ile kalite kontrol ¢ozeltilerine
eklendi ve % geri kazanim Olc¢limleri yapildi.
3.6. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
UPLC-MS/MS ile yapilan ¢aligmalarda, 0.8 mg saf lumateperon, 0.8 mL DMSO’
da ¢oziilerek son derisimi 1 mg/mL olan stok lumateperon ¢ozeltisi elde edildi. Ayrica 1
mg haloperidol (IS) tartilarak 1 mL DMSO’ da ¢6ziildii ve 1 mg/mL derisiminde stok IS

cozeltisi elde edildi. Herbir standart ¢ozeltiye 25 pL IS ¢ozeltisi eklenerek 25ug/mL IS
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son derisimine ulasildi. Cozeltilere uygun miktarlarda MeOH eklenerek seyreltmeler
yapild1 ve ImL son hacim elde edildi ve sisteme 5’er uL’lik hacimlerde enjekte edilerek

kromatogramlar1 alindi.

Tablo 3.2. Farmasotik preparat analizleri igin lumateperon stok ¢ozeltisinden elde edilen
standart ve QC ¢ozeltileri

Son Konsantrasyon Lumateperon IS MeOH
(ng/mL) (uL* ng/mL) (uL) (uL)
0.25 25 (10) 25 950
0.5 (LQC) 50 (10) 25 925
1 100 (10) 25 875
5 50 (100) 25 925
10 100 (100) 25 875
25 25(1000) 25 950
40 (MQC) 40(1000) 25 935
50 50 (1000) 25 925
75 75 (1000) 25 900
100 100 (1000) 25 875
150(HQC) 150 (1000) 25 825
200 200 (1000) 25 775
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4. BULGULAR

4.1. UPLC-MS/MS Farmasotik Preparat Calismasi

Asagida tiim derisimlerdeki standart ¢ozeltilerin sisteme uygulanmalari ile elde
edilen, lumateperon ve IS’ a ait kromatogram ve lumateperon ile IS’ a ait MS spektrumlari
verilmistir. Buna goére 11 dakikalik analizler sonucu Olgiilen retansiyon zamanlari
lumateperon ve IS i¢in sirasiyla 7.8 ve 6.35 dk’ dir. MS spektrumlarinda kiitle/yiik

gecisleri  swrasiyla 394.1—122.9 ve  376—164.9  olarak  Olgiilmiistiir.
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Sekil 4.1. Hazirlanan tiim lumateperon standart ¢ozeltilerine ait kromatogram
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Sekil 4.2. Lumateperonun kiitle spektrumu
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+ES| Product lon:1 (rt: 0.097 min) Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 CID@20.0 (376.0000 -> **

122.9000
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Sekil 4.3. Haloperidolun kiitle spektrumu
4.1.1. Validasyon Testleri

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

25 ng/mL konsantrasyonda haloperidol ihtiva eden 0.25-200

0

ng/mL

konsantrasyon bandinda toplamda 9 farkli derisim degerine sahip standart lumateperon

cozeltileri sisteme uygulandi, derisime karsi pik alanlar1 grafige yansitilarak kalibrasyon

egrisi elde edildi.

Kalibrasyon egrisi verilerine bakildiginda lineer regresyon denkle

minin

y=1.252766x-0.009868 ve korelasyon katsayisinin (R) 0.9997 oldugu tespit edilmistir.

/4 ve pesponses

Lumateperone - 9 Levels, § Levels Used, 27 Points, 27 Points Used, 18 QCs
«10 1] y=1.252766 * x - 0.009868
-4 R*2=0.99948286
0.0 Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None
0.8
0.?_ -
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2 A
0.1+ M‘/'/‘
04 /)
-0.1- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85
Relative Concentratio

N

Sekil 4.4. Lumateperon standart ¢ozeltilerinin UPLC-MS sistemine uygulanmasi ile

elde edilen kalibrasyon egrisi

Miktar Tayini (LOQ) ve Gozlenebilme Alt Sinirlar1 (LOD)
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ICH kilavuzlarinin 6ngordiigii yontemlerle, UPLC-MS/MS yoénteminin LOD ve
LOQ degerleri tayin edildi. Sinyal ile giiriiltii arasindaki (S/G) orani 3 i¢in LOD ve 10
icin de LOQ atamalar1 yapildi (ICH Conference, 2005). Bu sekilde LOQ degeri 0.25
ng/mL olgiildii. LOD degerinin tespiti i¢in ise LOQ degerinden daha diisiik derisimlerde
coOzeltiler hazirland1 ve analiz edildi. Bu ¢o6zeltilerle gerceklestirilen denemelerde ilk
olarak 0.2 ng/mL lik ¢ozelti ile lumateperon tespiti yapilabilmistir (LOD).

Dogruluk ve Kesinlik

Ayni giinde ve farkl giinlerde gerceklestirilen 6l¢iimlerin ardindan, bu 6l¢timlerin
mukayesesi ile UPLC-MS/MS yontemine ait dogruluk ve kesinlik verileri elde edildi. 0.5,
40 ve 150 ng/mL derisiminde hazirlanmis olan kalite kontrol ¢ozeltileri, ayn1 laboratuvar
sartlarinda, ayn1 yontem kullanilarak, ayn1 giinde 6 defa ve farkli 6 giinde 6’sar kez analiz
edildi. Buradan elde edilen sonuglarin ortalama, bagil hata, bagil standart sapma ve

standart sapma degerleri tespit edilerek sonuglara ulasildi. Bu sonuglar 15181inda % bagil

standart sapma ( 22RATESIPME 4 0) ile kesinlik; % bagil hata

OlgiilenDeger

( Qlstiten deger—Eklenen Deger , 403 jje dogruluk degerleri ifade edildi.

Eklenen Deger

Tablo 4.1. Yonteme ait kesinlik ve dogruluk degerleri

ilave Giin ici Giinler arasi

edilen  Qjciilen+SS  Dogruluk Kesinlik OlgiilentSS  Dogruluk  Kesinlik

(ng/mL) (ng/ mL) %BH %BSS  (ng/mL) % BH % BSS
0.5 0.5597+0,0323  11.93 577 0.5514+0.041  10.28 7.435

40 39,415+0,17739 -1.46  0.45 39.201 +0.741  -1.998 1.89

150 14429 +1,75233 -3.80  1.21 146.98 +1.971 -4.013 1.341

Analitik Geri Kazanim
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Standart ekleme ile UPLC-MS/MS yo6nteminde lumateperonun analitik geri
kazanim testleri yapildi. Bu, bilinen miktarlarda Iumateperonun kalite kontrol
cozeltilerine (QC) eklenmesini igermekteydi; bu ¢ozeltiler 6 ng/mL konsantrasyona sahip
ilag ¢ozeltisine ilave edildiler.

Lumateperonun 6 ng/mL derisimindeki ¢ozeltisi daha once izah edilen bi¢imde
hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 25 ng/mL derisiminde IS ¢6zeltisi eklendi ve sisteme enjekte
edilerek kromatogramlar elde edildi, pik alanlar1 tespit edildi. Kapsiil igerigi ¢ozeltilerine
150, 0.5, 40 ng/ mL derisimindeki QC c¢ozeltileri eklendikten sonra ¢ozeltiler sisteme
enjekte edilerek kromatogramlari alindi, pik alanlari hesap edildi. Bu son ¢ozeltiler 3’er
kopya olarak 3’er kez analiz edildiler. Asagidaki tabloda detaylandirilan bulgularda da
goriilebilecegi ilizere, ortalama geri kazanim orami % 100.550 olarak Olclilmustiir.
Metodun alt limit tespiti (LOQ) 0.25 ng/mL olarak belirlenmistir (10 S/G oran1 ve %

20'den diisiik BSS gosteren kalibrasyon egrisine gore).

(toplam ¢ozeltide bulunan—ilag ¢ozeltisinin bulunan )

x 100

Analitik geri kazanim = ———
eklenen standart ¢ozeltisi

formiili  kullanarak hesaplamalar yapildi ve detayli sonuglar ve Olclimlere ait

kromatogramlar asagida gosterildi.

Tablo 4.2. Yontemin analitik geri kazanim 6lgtimleri (Farmasotik preparatlarda)

Konsantrasyon (6ng/mL+ 1.sonug¢ 2.sonug 3.sonug (SS) % GK
QC)

6.5 ng/ml 6.596 6.554 6.597 0.0245 101.266

46 ng/ml 46.566 46.203 46.101 0.2409 100.630

156 ng/ml 155.472  155.265 154.251 0.6534 99.356
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+ TIC MRM (= -> =) Drug_LQC_05+4-3.d (Drug LQC _05+4-3)
x10 % | n

12
11
1
09
08|
07
06|
05|
04|
03]
0.2-|
0.1

Counts

T
9

=T T T
95 10 105
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Sekil 4.5. 6 ng/mL ilag ¢ozeltisi ile LQC kromatogrami

+ TIC MRM (** -> =) Drug_MQC_40+4-2.d (Drug_MQC_40+4-2)

x10 4 |
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Sekil 4.6. 6 ng/ mL ilag ¢ozeltisi ile MQC kromatogrami

+ TIC MRM (** -> *) Drug_HQC_150+4-2.d (Drug_ HQC _150+4-2)
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Sekil 4.7. 6 ng/ mL ilag ¢ozeltisi ile HQC kromatogrami

84



4.1.2. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

4.2 ng/mL lumateperon ¢ozeltisi daha 6nce belirtilen bigimde IS igerecek bigimde
hazirlanmis, gelistirilen UPLC-MS/MS yontemi kullanilarak ti¢ kopya halinde analiz
edilmistir. Sonuglar, Caplyta® kapsiill formiilasyonundaki ortalama Iumateperon
igeriginin 4.172 + 0.047 ng/mL oldugunu gdstermistir. Hesaplanan ortalama geri kazanim
orant %99.33 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, gelistirilen UPLC-MS/MS yonteminin
farmasotik formiilasyonlarda lumateperonun miktar tayini (kantifikasyonu) icin son

derece etkili oldugunu dogrulamstir.

4.2. UPLC-MS/MS Plazma Calismasi

4.2.1. Plazma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kizilay Erzurum Kan Merkezi’ nden temin edilen bos plazmalarin 100 pL’ sine
0.5, 1 (LQC), 5, 10, 25 (MQC), 50, 75,100 (HQC) ve 150 ng/mL derisimlerinde
lumateperon ¢ozeltileri ve 1000 ng/mL derisimindeki haloperidol (IS) ¢ozeltisinden son
derisim 25 ng/mL olacak bicimde 25 pL eklenmistir. Daha 6nce izah edildigi bigimde
ekstraksiyon iglemleri gergeklestirilmis ve UPLC-MS/MS sistemine her 6l¢iim icin 5’er
uL enjekte edilmek suretiyle kromatogramlar elde edilmistir. Ayn1 yontemle bos plazma

da ekstrakte edilerek kromatogrami alinmistir (Sekil 4.9.)

1.9
1.8
1.7
1.6
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1
1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
02

o1 A
0 S
. : 5

Sekil 4.8. 25 ng/ mL haloperidol (IS) ihtiva eden lumateperonun plazmadaki tiim
cozeltilerinin UPLC-MS / MS kromatogrami
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+ TIC MRM (* -> *) Plasma_Blank_MeOH-3.d (Plasma_Blank_MeOH-3)
£ x10?)
3

& 244
2.3+
2.2+

2.1+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105

Acquisition Time (min)

Sekil 4.9. ila¢ icermeyen plazmanin UPLC-MS/MS kromatogrami

4.1.3. Validasyon Testleri

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusal Arahk

25 ng/ mL derisimde internal standart ¢ozeltisi ve 0.5-150 ng/ mL bandinda
birbirinden farkli derisimlere sahip lumateperon standart ¢ozeltileri bos plazma igine
eklenmis, karistirilmis ve daha once izah edilen bicimde plazmadan ekstrakte edilerek
UPLC-MS/MS sistemine enjekte edilmislerdir. Elde edilen kromatogramlar iizerinden
pik alanlar tespit edilmistir. Lumateperonun derisimlerine (QC ¢ozeltileri haric) karsi pik

alanlarinin grafige yansitilmasi ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir.

0.5-150 ng/mL calisma araliginda lineer regresyon denklemi y=1836.816483x ve

korelasyon katsayisi (R) 0.9992 olarak tespit edilmistir.
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Lumateperone - 6 Levels, 6 Levels Used, 18 Points, 18 Points Used, 18 QCs

x10 9 y = 1836816483 *x
275_| R*2=099836717
) Type:Linear, Origin:Force, WeightNone

R esponses

25
225
2
1.75-
1.54
1.25-]
1
0.754
05| &
0.25-
0 W./'/

-0.254

>

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 30 a0 100 110 120 130 140 150 160

Concentration (ng/ml)

Sekil 4.10. UPLC-MS/MS yonteminin lumateperonun plazma ¢ozeltilerine
uygulanmasiyla elde edilen kalibrasyon egrisi

Miktar Tayin Alt Stmir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Alt Sinmir1 (LOD)

ICH klavuzlarimin (ICH, 2005) 6ngérdigii yontemlerle, UPLC-MS/MS
yonteminin LOD ve LOQ degerleri tayin edilmistir. Gozlenebilme alt sinir1 i¢in sinyal ve
glirtiltii (S/G) oran1 3 kat, miktar tayini alt sinir1 i¢in ise ayn1 deger i¢in 10 kat atamalari
yapilmistir (ICH, 2005). Bu tespitler i¢cin daha 6nce hazirlanan ilk pikin gozlendigi 0.5
ng/mL derisiminden daha seyreltik, farkli yogunluklarda ¢ozeltiler hazirlanarak LOD ve
LOQ degerleri tespit edildi. Bu degerler sirasiyla LOQ i¢in 0.5 ng/ml ve LOD i¢in ise
0.25 ng/mL tespit edilmislerdir .

Kesinlik ve Dogruluk

Aynm giinde (giini¢i) ve farkli giinlerde (giinler arasi) Slgiimler yapilmasinin
ardindan bu 6l¢iimlerin mukayesesi ile UPLC-MS/MS yontemine ait dogruluk ve kesinlik
verileri elde edilmistir. 1, 25, 100 ng/mL derisiminde hazirlanmis olan QC ¢ozeltilerinin,
plazmadan ekstrakte edilmek suretiyle ortaya ¢ikan versiyonlari, ayni laboratuvar
sartlarinda, aym1 yontem kullanilarak, ayni giinde 3 defa ve farkli 3 giinlerde 3’er defa
analiz edilmistir. Burada ortaya konulan sonuglarin standart sapma, bagil standart sapma,
ortalama ve bagil hata degerleri tespit edilerek sonuglara ulagilmistir. Bu sonuglar 15181inda
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% bagil standart sapma ( (Standart Sapma)/Olgiilen Deger*100) ile kesinlik; % bagil
hata ( (Olgiilen deger-Eklenen Deger)/(Eklenen Deger)*100) ile dogruluk degerleri ifade
edilmistir. Elde edilen kesinlik ve dogruluk sonuclar1 asagidaki tabloda 6zetlenmistir.
Hem giini¢i hem de giinler arasi analizler i¢in dogruluk ve hassasiyet degerleri kabul
edilebilir limitler icinde kalmistir. Yontem, %7.592 altinda bagil hata (BH) degerleri ile
dogruluk i¢in ve %14.236'1n altinda bagil standart sapma (BSS) degerleri ile de kesinlik

i¢in belirlenen sinirlar dahilinde kalmastir.

Tablo 4.3. Lumateperonun plazmadan UPLC-MS/MS yo6ntemi ile analizinde kesinlik ve
dogruluk degerleri

ilave Edilen Giin ici Giinler arasi

(ng/mL)  Bulunan+SS  Dogruluk  Kesinlik Bulunan+SS Dogruluk Kesinlik
(ng/ mL) % BH % BSS  (ng/ mL) % BH % BSS

1 0.9928 +0.134 -0.72 13.49 0.9904 £ 0.141 -0.96 14.236

25 23.3317 £0.729 -6.67 3.124 23.102 £ 0.741 -7.592 3.207

100 95.778 £ 0.637 -4.22 0.666 94.974 + 0.671 -5.026 0.706

Geri Kazanim

1, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarindaki kalite kontrol ¢ozeltileri, daha 6nce
izah edilen bi¢imde insan plazmasma uygulanmis, ekstrakte edilmis ve ekstraksiyon
sonucu elde edilen veriler 15181nda % geri kazanim degerlendirilmistir. Sonuglar herbir
konsantrasyon i¢in sirasiyla ortalama %99.28, %93.31 ve %95.78 olarak olgiilmiistiir.

Metodun ortalama geri kazanim degerinin %96.12 oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.4. Plazma testlerinde tespit edilen analitik geri kazanim

Olciim LQC (1ng/ mL) MQC (25ng/ mL) HQC (100ng/mL)
1 1.2253 24.182 96.25

2 0.8048 24.152 95.2125

3 1.0030 22.680 96.3198

4 0.9717 23.565 96.493

5 0.9803 22.712 95.138

6 0.9717 22.6798 95.254

% Geri Kazanim % 99.28 %93.31 %95.78

Stabilite (Kararhhk)

Stabilite ¢aligsmalari, lumateperonun plazmada analiz islemleri sirasinda
bozunmadan belirli sicakliklarda hangi siirelerde belirli oranlarda bozunmadan
kalabildigini belirlemek amaciyla yapilmis ve elde edilen veriler FDA rehberi standartlari
(ortalama + %10) karsisinda degerlendirilmistir.

Lumateperonun 1, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarindaki QC ¢6zeltileri 100puL
bos plazma 6rneklerine eklendi, bu islemi takiben 72, 48 ve 24 saatlik siirelerde derin
dondurucuda (-20 °C), buzdolabinda (+ 4 °C) ve oda sicakliginda (24 °C) bekletilmistir.
Daha o©nce izah edilmis olan prosese uygun olarak ekstraksiyonlarinin
gerceklestirilmesini takiben UPLC-MS/MS sistemi ile analiz gergeklestirilmis ve heniiz
hazirlanarak analiz edilen benzerleri ile %geri kazanim (%GK) degerleri {izerinden
mukayese edilmislerdir.

Bununla birlikte donma-¢6zme ( freeze—thaw ) dayaniklilik testleri uygulanmistir.
—20C”de dondurulan plazma-lumateperon soliisyonlari, 24 saat ayni sicaklikta
bekletildikten sonra oda sicakligi kosullarinda miidahalesiz eritilmis ve daha sonra

ekstraksiyon gerceklestirilerek UPLC-MS/MS sistemi ile analiz edilmislerdir. Bu proses
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3 kez tekrarlanmis ve heniiz hazirlanarak Olglimii yapilmis Orneklere ait verilerle

karsilastirilmistir.

Stabilite deneylerinin bulgular1 Tablo 9.7’ de gosterilmektedir. Elde edilen

verilere gore, insan plazmasindaki yiiksek (HQC), orta (MQC) ve diisiik derisimli kontrol

(LQC) ¢ozeltileri, oda (24 C°) sicakligi harig, ¢esitli zaman ve sicaklik kosullarinda stabil

kalmislardir.

dogrulanmistir.

Tablo 4.5. Lumateperonun plazmadan analizinde stabilite

Sonug¢ olarak, yoOntemin alternatif analizler

icin uygun oldugu

Ilave Edilen 24 48 72 (saat)
(ng/mL) %GK=+SS %GK=+SS %GK+SS
Stabilite -20 C °
1 97.87+0.13 96.2+2.78 94.9+2.16
25 94.4+0.81 92.1+£1.68 91.3+1.67
100 95.08 +£0.915 94.1+£1.59 93.5+2.51
Stabilite +4°C
1 98.47+0.122 97.85+0.74 97.24+1.37
25 95.2+1.72 94.8+1.74 93.7+£2.39
100 97.467 +£0.71 97.2+1.47 96.1£1.63
Stabilite 24 °C
1 81.63+1.186 74.96 + 3.14 69.9+2.25
25 78.2+5.81 75.5+£7.12 71.3+£7.51
100 88.3+1.89 82.3+1.61 77.4+6.37
Stabilite Donma-Coézme (% GK+SS)

Birinci ikinci Uciincii
1 98.77+0.17 95.8+£3.53 91.4+3.34
25 96.1+0.94 93.1+1.63 92.1+£1.46
100 96.6+2.02 92.4+3.16 90.1+3.75

Matriks Etkisi

Matriks etkisinin tespiti dogrultusunda, Kizilay Erzurum Kan Merkezinden temin

edilen, farkli kisilerden alindigima emin oldugumuz 3 farkli plazma Ornegi ile

calisilmistir. Her bir 6rnege kalite kontrol ¢ozeltilerinin ( 1, 25, 100 ng/mL) her biri ayri
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ayr1 eklenerek daha oOnce tarif edildigi bi¢imde ekstraksiyon gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon sonrasinda numuneler UPLC-MS/MS sistemi ile analiz edilerek % geri
kazanim verileri lizerinden mukayese edilmislerdir. Ayni islem herbir konsantrasyon ve
plazma 6rnegi icin 3’er kez tekrar edilmistir. Calisma sonuglarindan, es zamanl eliisyona
ugrayan maddelerin lumateperon ve i¢ standart (IS) iyonizasyonunu etkilemedigi
sonucuna varilmistir. Bu nedenle, plazma matrisinin yontem tlizerindeki etkisi 6nemsiz

olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.6. Tespit edilen matriks etkisi

1. No’lu Plazma 2 3.
flave Edilen(ng/mL) %GeriKazamim %GeriKazamim % GeriKazamim
1 96.02 95.45 95.64
25 95.09 94.37 94.18
100 95.93 94.29 95.43

4.1.4. Gelistirilen Yontemin Gercek Numunelere Uygulanmasi

Gelistirilip valide edilen UPLC-MS/MS yontemi ile saglikli goniilliilerden alinan
plazmalarda lumateperon seviyeleri belirlenmistir. Goniillii kanlar1 Erzurum Sehir
Hastanesi Acil Servisinde almmustir. Ilk kan 6rnegi tok olduklari teyid edilen
gontllilerden, ila¢ uygulanmadan hemen once alinmistir (0.kan). Daha sonra 42 mg
lumateperon igeren (60 mg lumateperon tosilat tuzu halinde) 1 adet Caplyta® kapsiil bol
su ile oral yoldan uygulanmistir. 30 dakika goniilliilerin oturarak beklemeleri saglanmig
ve 30. dakikada yeniden kan alinmistir (1.kan). Bundan sonra sirasiyla 45., 60., 75., 90.,
105., 120., 135., ve 150. Dakikalarda hassasiyetle ve kesinlikle dakik olmaya dikkat
edilerek kanlar alinmigtir. Tiim alimlar 2” ser ml olarak gergeklestirilmistir.

Alinan tiim kan oOrnekleri EDTA’I tiiplere konulmus, acil serviste bulunan

buzdolabinda son kanlar alinana dek uygun bicimde muhafaza edilmis ve tiim kanlarin
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alinmasini takiben DAYTAM laboratuvarlarina soguk zincir sartlaria riayet edilerek

nakledilmislerdir.

Burada elde edilen plazmalar ependorf (mikrosantrifiij) tiiplerine alinmis ve

analize dek -80 C° de muhafaza edilmislerdir.

Tablo 4.7. Saglikli géniilliilere ait kan 6rneklerindeki lumateperon derisimleri

Lumateperon (ng/mL)

GoniilliYasCinsiyet 1.Kan 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.

1 37 E 3,049 ; 24,941; 26.626; 21.663; 24.582;15.912;13.544;11.804; 12.1288
2 42 E 2.863; 23.328; 29.025; 27.246; 26.356;23.491;17.236;17.014; 14.849

3 24 E 1.678; 17.360; 19.316; 22.492; 22.864,;21.496;20.344,18.718; 14.402

TIC MRM (** -» *) Plasma_Blank_MeQH_ISTD-2.d (Plasma_Blank_MeQH_ISTD-2
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Sekil 4.11. 2 numarali goniilliiye ait bos plazma + IS kromatogrami
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+ TIC MRM (** -» *) Plasma_Blank_MeQH_ISTD-3.d (Plasma_Blank_MeOQH_ISTD-3)
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Sekil 4.13. Goniillii plazmalarindaki lumateperon derisimleri grafigi
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5. TARTISMA

Analitik bir yontemin performans verilerini, kullanilacak amaclara uygunlugunu
ve daha bir¢ok karakteristik 6zelligini belirlemek i¢in uygulanan tiim islemler validasyon
olarak adlandirilabilir. Tiim bu tespitlerin yapilabilmesi adina, aragtirmaci kabul edilebilir
sartlarin alt limiti olarak tanimlayabilecegimiz minimum kriterleri tespit etmelidir ve
bundan sonra bu kriterleri s6z konusu yontem belirlenen amaglara ulasmay1 saglayan bir
araca doniisene dek gelistirmelidir. Iste bu noktada arastirmacinin uygulamasi beklenen
analizler, validasyon yahut gegerlilik testleri olarak anilir. Arastirmaci bir kez analitik
yonteme karar verdiginde, sectigi yontemin uygunlugunu, uygulanabilir oldugunu, yani
anlamli bir deger ifade ettigini kanitlanabilmesi i¢in, yonteme ait secicilik, kesinlik,
dogruluk, tekrarlanabilirlik, stabilite gibi kilit parametreleri incelemesi elzemdir. Bu
incelemeleri iceriginden nitel ve nicel olarak emin oldugu standart numuneler ile
gerceklestirmelidir. Bu numunelerin igerikleri yOntemin uygulanmasi planlanan
maddeler ile kesinlikle benzer olmalidir.

Arastirmaci, validasyon siirecine baglamadan Once son derece detaylt ve
derinlemesine bir literatiir taramas: yapmalidir. Ancak bu sayede iizerinde galisacagi
yontemin siirlamalarini, avantaj yahut dezavantajlarini, karsilagabilecegi olumlu yahut
olumsuz durumlar1 6nceden tahmin edebilecek, anlayabilecek, ortadan kaldirabilecek
bilgi birikimine sahip olabilir. Zira elde edecegi deney sonuglarini yorumlayabilmesi ve
bu veriler 1s18inda valide ettigi yOntemi yenileyebilmesi, gelistirebilmesi ancak
arastirmaci ciddi bir bilgi birikimine sahip oldugunda gergeklesebilir.

Yukarida analizi i¢in bir UPLC-MS/MS yontemi valide edilmesi vaad edilen
lumateperona dair detayl bir literatiir taramasi yapilmis ancak ilaca ait 6zellikle analitik
calismalarin eksikligi dikkat c¢ekmistir. Bu durum ilacin sadece Amerika Birlesik

Devletleri'nde ve c¢ok yeni bir ruhsata sahip, yeni bir molekiill olmasindan
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kaynaklanmaktadir.  Giinlimiize dek yapilan ¢ogu calismada arastirmacilar
lumateperonun yapisini, preklinik ¢aligmalarini, uzun ve kisa dénemlerde etkinligini,
sizofreni ve bipolar depresyon gibi diger bazi psikiyatrik hastaliklarindaki tedavi
basarisini, etki ve yan etkilerini, etki mekanizmasini, farmakodinamik parametrelerini,
giivenilirligini incelemislerdir (Calabrese ve ark., 2021; Cooper ve Gupta, 2020; Dutheil
ve ark., 2023; Kane ve ark., 2021; Maini ve ark., 2021; Meyer, 2020; Satodiya ve ark.,
2022; Snyder, Davis ve ark., 2018; Snyder, Vanover ve ark.,2021; Zhao ve ark., 2024).
Bunun yaninda kimi arastirmacilar molekiiliin sentezi i¢in yeni yontemler (Milen, Berecz
ve ark., 2022; Milen, Nyulasi ve ark., 2022) gelistirmek icin denemeler yapmislardir.

Bazi arastirmacilar sadece deneylerinin birer parcasi olarak, genellikle HPLC gibi
bazi kromatografik yontemler kullanmislar, ancak calismalarinda bu yontemlere dair
herhangi bir detaya yer vermemislerdir ( Dutheil ve ark., 2023; Satlin ve ark., 2020;
Vanover ve ark., 2019). Bir analitik yontem validasyonu i¢in son derece kisitli olan bu
literatiirel birikim, bizi tamamen yenilik¢i olmaya yoneltmistir. Birgok durumda deneme-
yanilma, deneme-mukayese etme islemleri gergeklestirilerek ilerleme saglanmistir.

I¢ standart olarak kullanilan haloperidol, lumateperonun ait oldugu butirofenon
yapist iceren antipsikotik ila¢ ailesinden secilmistir. Bu grupta ayrica pipamperon,
melperon, droperidol, benzperidol, azaperon gibi kisith segenekler vardir. Bu noktada
haloperidoliin tercih edilmesinin sebebi kolay temin edilebilir ve ucuz olmasidir.
Literatiirde lumateperonun kromatografik analizlerine dair zaten sinirh sayida c¢alisma
bulunurken, bu ¢aligmalarin ¢ogunda i¢ standart kullanilmamis olmasi (Chavan ve Dolas,
2024; Dhondiram, 2023) nedeniyle se¢im icin secenekler tamamen tarafimizca
degerlendirilmis ve neticede haloperidol kullaniminin ne kadar dogru bir karar oldugu

goriilmiistiir. Tezimize ait deneysel ¢alismalar tamamlandiktan sonra yaymlanan
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literatiirdeki tek LC-MS/MS calismasinda IS olarak klozapin kullanilmistir (Qiu ve ark.,
2024).

Calismamizda daha 6nce de belirtildigi tizere mobil faz olarak 5 mM Amonyum
Asetat igeren Su (A) ve %1 Formik Asit iceren Metanol (B) ile ilk dakika %50-50; 6.10
dakikaya dek %10-90 ve bundan sonra 11. dakikaya kadar ise yeniden %50-50 gradient
eliisyon programi kullanilmistir. Yakin zamanda yapilmis diger caligmalarda 0.02%
Formik asit: Metanol (70:30 h/h) (Foram ve Dhudashia, 2021) ; Su: Metanol (90:10 h/h)
(Dhondiram, 2023); ve % 0.1 Formik Asit igeren Su (A) ve Asetonitril (B) ile % 95-5 ile
baslayan ve % 5-95 ile neticelenen gradient eliisyon programi (Qiu ve ark., 2024);
Metanol: %0.1 Orto fosforik asit (45:55 h/h) (Chavan ve Dolas, 2024) kullanildig:
goriilmiistiir.

Calismamizda sabit faz olarak kullanilan kolon, GL Sciences (Tokyo, Japonya)
tarafindan {Uretilmis; yliksek saflikta ve 2, 3, 5 pum biyikliginde ES silika jel
pargaciklarindan olusan; 350 m2/g partikiil yiizey alanimna sahip; 100 A delik agiklig1 ve
0.85 mL/g delik hacmi olan; fonksiyonel grup olarak fenil iceren; 2-7.5 pH araliginda
calisabilen; % 10 karbon yiiklii ve USP kodu L11 InertSustain Phenyl Kolon (3.9 x 150
mm, 4-p) dur (GL Sciences, 2024). Bu kolondan 6nce Zorbax SB-C18 ( 4.6x100 mm, 3.5
pum), InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ ( 3.0x150 mm, 2.7 pm), Zorbax Eclipse XDB-
C18 ( 4.6x150 mm, 5 um), Poroshell 120-SB-C18 (3.0x100 mm, 2.7 pm) kolonlari
denenmis ancak optimum sonuclar ¢alismada kullanilan kolon ile elde edilmistir.
Literatiir taramasinda, arastirmacilarin kromatografik analizler i¢in kullandiklar1 diger
kolonlar sunlardir: Inertsil ODS Column ( 4.6x150 mm, 5p) (Foram ve Dhudashia, 2021),
Hypersil BDS C18 150 x 4.6mm, 5p) (Dhondiram, 2023), Phenomenex C18 (Chavan ve

Dolas, 2024), Acquity UPLC HSS T3 (2.1x50 mm, 3um; Waters) (Qiu ve ark., 2024).
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Calismada kullanilan saf lumateperon Sigma-Aldrich (Merck k KGaA,
Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alindi. 42 mg Caplyta kapsiil ise ancak Amerika
Birlesik Devletlerinde satista oldugu i¢in Amerika'da bir serbest eczaneden satin alindi.

Kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin nitel ve nicel analizleri amaciyla sik¢a
basvurulan kullanigli ve kolay bir yontemler biitiiniidiir. Bu biitiiniin en gilincel ve gelismis
tiyelerinden birisi UPLC-MS/MS’ dir dememiz sanirim yanlis olmayacaktir. Bu yontem
hiz, hassasiyet, dogruluk, duyarlilik, kesinlik gibi 6nemli iistiinliiklere sahiptir. Ozellikle
biyolojik sivilarda ¢alismalar gergeklestirebilmek icin, arastirmacilarin kullanacaklari
yontemin nanogram diizeylerinde bile hassas nitel ve nicel analizler gerceklestirebilir
olmas1 gereklidir. Ornegin bu durum farmakokinetik ¢aligmalarda bdyledir. Dolayisiyla
ila¢ analizleri ile ilgilenen bizler i¢in bu yontem 6ncelikli bagvurulabilecek yontemlerin
ilk siralarinda gelmektedir.

Lumateperonun farmasotik preparatindan kalitatif ve kantitatif olarak analiz
edilebilmesi igin uygun bir UPLC-MS/MS yontemi gelistirilerek valide edilmistir. Daha
once belirtilen teknikler ve parametreler kullanilarak sartlar optimize edilmis ve 0.25-200
ng/mL konsantrasyon araliginda, gelistirilen yontemin dogrusal sonuglar ortaya koydugu
izlenmistir. Hassas bigimde hazirlanan ve 25 ng/mL IS igeren bir dizi standart
lumateperon ¢ozeltisi (0.25, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 ng/mL) UPLC-MS/MS
sistemine enjekte edilmis; kromatogramlar elde edilmis ve konsantrasyonlarin pik
alanlarina kars1 grafige dokiilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu egriye ait
regresyon denklemi y=1.252766x -0.009868 ve korelasyon katsayisi (R) ise 0.9997
olarak tespit edilmistir. Standart ekleme yontemi ile test edilen geri kazanim degeri
ortalama % 100.55 bulunmustur. Ydnteme ait % BH (bagil hata) ve % BSS (bagil standart
sapma) sirastyla giini¢i % 11.93 ve 5.77 den; giinler aras1 %10.28 ve % 7.43 degerlerinden

kiiciik bulunmustur. Elde edilen yontem Caplyta kapsiil i¢eriklerinin kantitatif tespiti i¢in
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kullanilmis ve basarili bigimde miktar tespiti yapilmistir. 4.2 mg/mL olarak hazirlanan
kapsiil icerikleri yontem ile analizleri neticesinde 4.172+0.047 (%99.33) olarak 6l¢iilmiis
ve basarili bir yontem dizayn edildigi gosterilmistir. Bu yontem literatiirde farmasdtik
preparatlardan lumateperonun UPLC-MS/MS ile analizinde ilk ydntem olmasi
dolayisiyla herhangi bir baska calismayla mukayese edilememistir. Bunun yaninda
standart ekleme yontemiyle elde edilen %100.55 analitik geri kazanim degeri, 0.2 ng/mL’
lik LOD ve 0.25 ng/mL LOQ degerleri ve 0.9997 R degeri yontemimizi son derece
basarili, hassas, secici, dogru ve essiz kilmaktadir.

UPLC-MS/MS  yontemimizin plazma uygulamasmin 0.5-150 ng/mL
konsantrasyon araliginda lineer oldugu gozlenmistir. Yine 25 ng/mL IS iceren bir dizi
cozelti (0.5, 5, 10, 50, 75, 150 ng/mL) yukarida belirtilmis yontemlerle hazirlanmas,
sisteme enjekte edilmis ve kromatogramlara ulasilmistir. Bundan sonra
konsantrasyonlarin pik alanlarina karsi grafige dokiilmesi ile kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Bu egriye ait regresyon denklemi y=1836.816483x ve korelasyon katsayis1 (R)
0.9992 olarak bulunmustur. Bu denklem ve deger, diger bir LC-MS/MS c¢alismasinda
(Qiu ve ark., 2024), y=0.0393x-0.00235 ve R=0.9996 olarak bulunmustur. LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.25 ve 0.5 olarak tespit edilmistir. Bu noktada bu degerleri mukayese
edebilecegimiz tek calismada da LOQ degeri 0.5 olarak bulunmus ancak LOD degeri ile
ilgili bir arastirma yapilmamistir (Qiu, Guo, Chen, Zhang, Wang, 2024). O halde LOD
ile ilgili yapilan ilk tespit bize aittir dememiz yanlis olmayacaktir. Hem giini¢i hem de
giinler arasi analizler i¢in dogruluk ve hassasiyet degerleri kabul edilebilir limitler i¢inde
kalmistir. Yontem, %7.592 altinda bagil hata (BH) degerleri ile dogruluk i¢in ve
%14.236'n1n altinda bagil standart sapma (BSS) degerleri ile de hassasiyet i¢in belirlenen
sinirlar dahilinde kalmistir. %BH degeri diger plazma calismasinda (Qiu ve ark., 2024)

giin i¢i ve giinler aras1 %8.8 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu degerlerin bizim ¢alismamizda giinigi
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%6.73 ve giinlerarast % 7.59 olarak bulunduklarini g6z onlinde bulundurdugumuzda,
gelistirdigimiz yontemin, literatiirdeki muadillerine oranla daha yiiksek dogrulukta
oldugunu sdylemek yanlis olmayacaktir.

Calismamizin literatiirdeki benzerleri ile mukayesesinde en radikal {istiinliiglin
%geri kazanim (% GK) degerleri agisindan oldugu sdylenebilir. Rat plazmasinda
yapilmis bir caligmada (Qiu ve ark., 2024) % GK degeri % 88-90.5 araliginda
bulunmugken, bu deger bizim calismamizda % 96.12 dir. Bu ciddi fark, bizim
gelistirdigimiz yontemin digerlerine gore iistiin oldugunu gdéstermektedir.

Matriks etkisi ¢aligsmalarinda Kizilay Erzurum Kan Merkezinden temin edilen,
farkli kisilerden alindiklarina emin olunan 3 farkli plazma 6rnegi ve kontrol ¢ozeltileri (
1, 25, 100 ng/mL) ile g¢alisilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda numuneler UPLC-MS/MS
sistemi ile analiz edilerek % geri kazanim verisi lizerinden mukayese edilmis ve %1.64
den daha az matriks etkisi oldugu saptanmistir. Ancak bu deger rat plazmalarinin
kullanildig1 farkli bir calismada %8.4 olarak bulunmustur (Qiu ve ark., 2024). Bu da
gelistirdigimiz yontemin istiinliiklerinden bir digeridir.

Lumateperonun plazma c¢ozeltilerindeki stabilitesini 6lgmek amaciyla kalite
kontrol ¢ozeltileri plazmalara uygulanmis ve yukarida izahi yapilmis yontemlerle
ekstrakte edilmistir. 24, +4 ve -20 C° sicakliklarinda ve donma-¢6zme durumlarindaki
stabil kalabilme kapasitesi FDA’ in belirttigi kurallar ve limitler (ortalamat+ %10)
dahilinde degerlendirilmistir. Oda sicakliginda 24 saatte stabilitesini kaybeden
lumateperon ¢ozeltilerinin, diger tiim durumlarda en az 72 saat boyunca stabil kalabildigi
gbzlenmistir. Qiu ve arkadaslarinin 2024 yilinda rat plazmasi ile yaptiklari ¢calismada
ulastiklar1 stabilite sonuglari, tarafimizca elde edilenlerle parallellikler gostermektedir.
Bu calismada elde edilen verilere gore oda sicakliginda 1.5 ng/mL derisimideki

lumateperon ¢ozeltisi 2 saatte stabilitesini kaybederken 150 ng/mL derisimindeki ¢ozelti
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% 10’ luk FDA sinirlart dahilinde (% 9.6) kalmistir (Qiu ve ark., 2024). Geri kalan
durumlarda plazma ¢o6zeltileri stabil kalabilmislerdir. Ayrica plazma yerine saf
lumateperon ile hazirlanmis ¢ozeltilerin stabilitelerinin incelendigi bir ¢alismada (Foram
ve Dhudashia, 2021), oda sicakligi, -80 °C gibi sicakliklarda 48 saat gibi uzun siirelerde
bile degisimin %2’ yi ge¢gmedigi gosterilmistir.

Plazmadan lumateperon analizi i¢in valide edilen UPLC-MS/MS yonteminin
gercek kisilerden alinan numunelere uygulanmasi sathasinda 3 farkli goniilliiden yardim
alimmustir. 1. goniillimiiz 37 yasinda erkek, 2. goniilliimiiz 42 yasinda erkek ve 3.
goniilliimiiz 24 yasinda erkek idi. Amerika Birlesik Devletlerinde faaliyet géstermekte
olan serbest bir eczaneden temin edilen Caplyta 42 mg Kapsiil ticari isimli lumateperon
iceren ilag, goniilliilere uygulanmadan 6nce her birinden Erzurum Sehir Hastanesi Acil
Servisinde 2’ser ml kan alinmistir (0.kan). Takiben her bir hastaya birer Caplyta kapsiil
oral yolla ve bol suyla uygulanmistir. Ila¢ uygulamasini takiben her bir goniilliiden, ilki
30.dakikada olmak iizere her 15 dakikada bir, toplamda 9 defa, 2’ser ml kan EDTA’ It
tiiplere alinmis; acil servis buzdolabinda uygun sartlarda saklanmis ve soguk zincir
kurallarina uygun olarak DAYTAM laboratuvarlarina nakledilmistir. Bu numuneler daha
once izah edildigi bigimde ekstraksiyona tabi tutulmus ve gelistirilen metod ile analiz
edilmislerdir. Buna gore lumateperon 1. goniillide ve 2. goniillide 60. dakikada
maksimum plazma seviyelerine ulasirken, 3. goniilliide ise 90. dakikada maksimum
seviye gozlenmistir. Qiu ve arkadaslarinin 2024 yilinda lumateperonu rat plazmalarinda
inceledigi aragtirmalarinda, bu siire erkek ve disi ratlar i¢in oral uygulamay1 takiben
tamamen ayni ve 0.3340.14 saat olarak 6l¢iilmiistiir (Qiu ve ark., 2024). Blair’ in yaptig1
caligmada 1ise, oral uygulamayr takiben 1 saat icinde maksimum plazma
konsantrasyonlarina ulasildigi ve bunun oral uygulamanin % 68-97’ si (Cmax) kadar

olabildigi ancak bu oranin yagli beslenme ile hem %33 oranina dek azalabildigi hem de
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maksimum konsantrasyona ¢ikma siiresinin 2 saate dek uzayabilecegi soylenmektedir
(Blair, 2020). Bizim ¢aligmamizda ise bu oranlar goniilliiler i¢in sirasiyla Cmax % 63.4,
64.87, 54.43 ve siireleri 60, 60, 90 dk olarak Ol¢ililmiistiir. Hastalarimizin ilag
uygulamasindan 6nceki 1 saat igerisinde yemek yediklerinden emin olmamiz ancak ne
denli yagli beslendiklerinden emin olamamamiz bu farkliliklar1 kabul edilebilir
kilmaktadir. Dolayisiyla buldugumuz degerler insan plazmasi ile yapilmis ve Caplyta
isimli ilacin prospektiisiinde belirtilmis degerlerle ortiismektedir diyebiliriz. ilacin su
anda sadece oral yolla uygulanabilen kapsiil formu mevcuttur ve tiim oOlgiimler ve
denemeler bu ilag formu iizerinden gerceklestirilmistir. Bu nedenle degerlerin tam
anlamiyla ve birebir mukayese edilmeleri miimkiin olmustur. Arastirma konusu olarak,
lumateperona dair yapilmis ¢alismalarin literatiir taramasini yapan arastirmacilar da bu

degerleri tamamen ayni olarak yansitmaktadir (Greenwood ve ark., 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Sizofreni tiim bilimsel ilerlemelere ragmen heniiz tam olarak tedavi edilebilmis
bir hastalik degildir. Dolayisiyla bu hastalikla ilgili yenilikler ve gelismeler, radikal bir
¢Ozlime ulasilabilmesi adina heyecan verici bulunmaktadir. Bu hastalikla basa ¢ikmada
glinlimiizdeki en sik bagvurulan yontemin hala ilag tedavisi oldugunu hatirladigimizda,
yeni ilag molekiillerinin ne denli dnem arz ettigini de anlamis oluruz. iste bu baglamdaki
son gelismelerden birisi de lumateperon etkin maddesinin sentezi, hastalarda gosterdigi
olumlu etkiler ve azaltilmis yan etkileridir. Farmakolojik olarak kendini kanitlama
asamalarindan birer birer gegen lumateperonun analizi i¢in pek fazla analitik ¢aligmanin
yapilmadigi, yapilan ¢alismalarda kullanilan yontemlerin ise pek de yenilik¢i olmadiklart
gbzlendi. Bu dogrultuda ilag¢ analizlerinde bagvurulabilecek kromatografik yontemlerin
belkide en ideali olan UPLC-MS/MS yontemi ile lumateperonun kalitatif ve kantitatif
analizinin gergeklestirilebilmesini tezimizin konusu haline getirdik. Ancak gerek literatiir
kisitliligr (6zellikle analitik kimya alaninda), gerekse mukayese edebilecegimiz benzer
herhangi bir yontem gelistirilmemis olmasi, bizleri yontemin gelistirilmesi ve valide
edilmesi asamalarinda her ne kadar zorlamis olsa da, ortaya koydugumuz ydntemin
tamamen 6zgiin olmasini da saglamistir. Neticede ortaya koydugumuz, hem farmasotik
preparatlarda hem de insan plazmasinda lumateperonun UPLC-MS/MS ile analizi
yontemi, analitik kimya alaninda ilklerden birisidir. Literatiirdeki rat plazmasina
uygulanan LC-MS/MS yontemiyle (Qiu ve ark.,, 2024) mukayese edildiginde,
gelistirdigimiz yontemin % GK, matriks etkisi, dogruluk degerleri, LOD, LOQ degerleri
bakimindan son derece iistiin oldugu sdylenebilir. LC-MS/MS yontemi yerine tercih
ettigimiz UPLC-MS/MS yontemi, sistemsel iistiinliikleri ve hassasiyeti nedeniyle tercih
edilmis ve daha Once hi¢ calisilmamis bir alanda, son derece basarili ciktilar elde

edilmistir. Bu yontem analitik kimya arastirmacilarinin lumateperon ile yapacaklar
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caligmalarda yeni bir ufuk agmasi, kolayliklar saglamasi1 ve bir referans noktasi olmasi
acisindan son derece 6nemlidir. Neticede gelistirilerek valide edilen yontem, analitik

kimya alaninda ortaya konulan pek ¢cok agidan en basarili 6rnektir.
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