ASENAPIN’IN STABILITE GOSTERGELI
YPSK YONTEMI ile
FARMASOTIK DOZAJ FORMLARINDAN
TAYINi ve VALIDASYONU

Sakine ATILA KARACA
Yiiksek Lisans Tezi



ASENAPIN’IN STABILITE GOSTERGELI
YPSK YONTEMI ile FARMASOTIK DOZAJ
FORMLARINDAN TAYINIi ve
VALIDASYONU

Sakine ATiLA KARACA
Yiiksek Lisans Tezi

ANADOLU UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Analitik Kimya Anabilim Dali
Eskisehir, Ocak 2016

Tez Damismani : Dog. Dr. Duygu YENICELI UGUR






ASENAPIN’IN STABILITE GOSTERGELI YPSK YONTEMI ile
FARMASOTIK DOZAJ FORMLARINDAN TAYINIi ve VALIDASYONU

OZET

Asenapin, sizofreni tedavisi ve bipolar bozukluk ile iligkili akut manik veya karma
donemin tedavisinde kullanilan atipik bir antipsikotiktir. Diger antipsikotik
ilaglardan farkli bir kimyasal yapisi, reseptér profili ve farmakolojik etkinligi
olmasi ve daha az yan etkiye neden olmasi sebebiyle ilgi uyandirmaktadir.

Bu c¢alismada asenapin’in tabletlerinde miktar tayini igin bir iyon gifti
kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Y6ntem sirasinda sabit faz olarak Agilent
Eclipse XDB-C8 (4.6 x 150 mm, 3.5 pum partikiil boyutu) kolonu, hareketli faz
olarak 10 mM 1-heptansiilfonik asit i¢eren fosfat tamponu (pH:3, 20 mM) ve ACN
karisimi (60:40, h/h) kullanilmis, 1 ml/dk akis hizinda galisiimistir. Kolon sicakligi
30°C ve enjeksiyon hacmi 5ul olarak ayarlanmistir. Analitler 220 nm’de diyot dizisi
dedektorii kullanilarak saptanmaigtir.

Gelistirilen yontem ilgili ICH kilavuzu ve Amerikan Farmakopesi’ne gore valide
edilmis; yontem kesinlik, dogruluk, dogrusallik, 6zgiinliik, saglamlik ve stabilite
parametreleri yoniinden uygun bulunmustur. Saptama sinir1 ve tayin sinir1 degerleri
sirastyla 0.0836 pg/ml ve 0.2788 ug/ml olarak hesaplanmustir.

Yontem asenapin’in tabletlerinde miktar tayini igin basariyla uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: asenapin, YPSK, iyon ¢ifti kromatografisi, tablet analizi



DETERMINATION and VALIDATION of ASENAPINE in
PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS by ASTABILITY INDICATING
HPLC METHOD

ABSTRACT

Asenapine is an atypical antipsychotic agent that is used in the treatment of
schizophrenia and acute manic and mixed episodes related to bipolar disorder. It is
of interest because of its different chemical formula, receptor profile and
pharmacological efficacy and having a better side effect profile compared with
other antipsychotics.

An ion pair chromatography method was developed for the determination of
asenapine in tablets. During analyzes an Agilent Eclipse XDB-C8 (4.6x150 mm,
3.5 um particles) column was used as stationary phase and a mixture of phosphate
buffer (pH 3, 20 mM) containing 10 mM 1-heptanesulfonic acid and ACN, (60:40,
v/v) at a flow rate of 1 ml/min was used as a mobile phase. Column temperature
was set at 30°C and the injection volume was 5 ul. Analytes were detected at 220
nm with using a diode array detector.

Developed method was validated according to related ICH guideline and US
Pharmacopeia. It was found suitable in terms of accuracy, precision, linearity,
specificity, robustness and stability. Limit of detection and limit of quantification
values were calculated as 0.0836 pg/ml and 0.2788 pg/ml, respectively.

The method was applied successfully for the determination of asenapine in tablets.

Keywords: asenapine, HPLC, ion pair chromatography, tablet analysis



ONSOZ

Bu c¢aligmada asenapin’in analizi amaciyla bir YPSK yontemi gelistirilmistir.
Validasyon caligmalari ile yontemin uygunlugu gosterilmis ve yontem tabletlerde
asenapin analizi i¢in basartyla uygulanmistir.

Calismalarim boyunca bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren, her asamada
destekleyici ve pozitif tavirlari ile yanimda olan danisman hocam Duygu Yeniceli
Ugur’a,

Bana ¢ok sey 6greten ve her sorunumda yardimci olan hocam Erol Sener’e,
Destek ve yardimlart ile her zaman yanimda olan hocam Arin Giil Dal’a,
Degerli bilgi ve tecriibeleri ile bana her zaman yol gosteren hocam Dilek Ak’a

Calismalarim boyunca bana yol arkadasi olan, destek ve yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen sevgili arkadasim Sema Koyutiirk’e,

Analitik Kimya Anabilim Dali’ndaki Sayin Hocalarim ve ¢aligma arkadaslarima,

Calismalarda kullanmig oldugum tabletin temini konusunda fikir veren arkadagim
Mustafa Kara’ya ve tabletin teminini saglamis olan Saymn Atilla Hincal ve
arkadaglarim Cemre Ozseven ve Zeynep Bilgin’e,

Calismalarim boyunca bana destek olan ve cesaretlendiren sevgili arkadasim Merve
Baysal’a,

Her zaman ¢aligmalarimi destekleyen ve arkadasliklari ile bana gii¢ veren Bahar
Akyiiz, Ezgi Oner ve Z. Ceren Ertekin Ozkan’a,

Sevgi ve destekleri ile her zaman yanimda olan aileme,

Tezimin bitimine kadar her agsamada sevgi, hosgorili ve yardimlari ile beni hicbir
zaman yalmz birakmayan esim Omer Faruk Karaca’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

S5-HT
ACN
ASE
ASG
BSS
CBzZ
DMA
EMA
FDA

GK
H202
HCI
HSA
ICH

KS
MeOH
ml

mM
NaOH
OSA
SK
SK-KS/KS
SS

TS
USP
uv
YPITK

: 5-Hidroksitriptamin

. Asetonitril

: Asenapin

: Asenapin-N"-glukronid

: Bagil standart sapma

: Karbamazepin

: N-desmetilasenapin

: Avrupa Ila¢ Ajans1 (European Medicines Agency)

: Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug
Administration)

: Gaz kromatografisi

: Hidrojen peroksit

: Hidroklorik asit

. 1-Heptanstilfonik asit

: Uluslararas1 Uyumlandirma Konferansi (International
Conference on Harmonization)

: Kiitle spektrometrisi

: Metanol

> mililitre

- milimolar

: Sodyum hidroksit

: 11-O-sulfatasenapin

: S1v1 kromatografisi

: Stvi kromatografisi- kiitle spektrometrisi/ kiitle spektrometrisi
: Saptama sinir1

: Tayin sinir1

: Amerikan Farmakopesi (The United States Pharmacopeia)
: Mordtesi (Ultraviyole)

: Yiiksek performansl ince tabaka kromatografisi



YPSK . Yiiksek performansh s1vi kromatografisi



GIRIS ve AMAC

Asenapin (ASE), sizofreni tedavisi ve bipolar bozukluk ile iligkili akut manik veya
karma donemin tedavisinde kullanilan atipik bir antipsikotiktir. 2009 yilinda
Saphris adiyla ABD’de ve 2010 yilinda Sycrest adiyla Avrupa’da kullanimi
onaylanmistir. ASE’nin oral biyoyararlaniminin diisiik olmast ve hepato-
gastrointestinal ilk ge¢is metabolizmasinin yiiksek olmasi nedeniyle oral formu
kullanilamamus, dilalti tableti (5 mg ve 10 mg) formunda piyasaya siiriilmiistiir
(Citrome, 2014a).

Tiirkiye’de Lundbeck ila¢ firmasi tarafindan ASE ruhsati alinmis ancak ilag heniiz
piyasaya siiriilmemistir (http-1).

Literatiirde ASE analizi igin gelistirilmis az sayida yontem bulunmaktadir. Bu
yontemler arasinda bir UV spektrometrik yontem (Halima ve ark., 2012), bir
titrasyon yontemi (Aarelly ve ark., 2012), bir yiiksek performansli ince tabaka
kromatografisi yontemi (Patel ve ark., 2015), yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK) yontemleri (Chhalotiya ve ark., 2012, Parthasarathi ve ark.,
2012, Kovatsi ve ark., 2015), sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi/kiitle
spektrometrisi yontemleri (SK-KS/KS) (de Boer ve ark., 2012a, de Boer ve ark.,
2012b, Ansermot ve ark., 2013, Reddy ve ark., 2013, Patteet ve ark., 2014, Sempio
ve ark., 2014) ve bir gaz kromatografisi (GK) yontemi (Miller ve ark., 2013)
sayilabilir.

YPSK bir¢ok alanda oldugu gibi ilag etkin madde analizlerinde de en sik kullanilan
yontemlerden biridir. Analiz edilecek maddenin yapisina gore hareketli fazda
birgok degisiklik yapilabilme olanagi, ¢ok ¢esitli kolon segeneklerinin ticari olarak
temin edilebilmesi ve YPSK sistemlerinin bir¢cok dedektor tiirii ile birlikte
kullanilabilmesi YPSK’nin ¢ok genis bir kullanim alanma sahip olmasinin
nedenleri arasinda sayilabilir. UV/VIS dedektorler iyi dogrusallik ve hizli analiz
saglamalar1 ve ¢ok yonlii kullanilabilir olmalar1 nedeniyle YPSK sistemleri ile
calisirken siklikla tercih edilir. Bir UV/VIS dedektor gesidi olan diyot dizisi
dedektorleri tek dalga boyu dedektorlerinden farkli olarak pik teshisi ve pik
safliginin belirlenmesi gibi avantajlara sahiptirler (Nikolin, 2004).

Iyon ¢ifti kromatografisi, hareketli faza eklenen bir iyon ¢ifti ajam yardimiyla
iyonize haldeki molekiillerin ayriminda kullanilan bir ters faz sivi kromatografisi
yontemidir. ilag etkin maddelerinin genellikle asidik ve bazik molekiiller olmasi

nedeniyle ila¢ analizlerinde siklikla yararlanilan bir yontem haline gelmistir
(Wilson ve Poole, 2009).

Bu calismada ASE’nin tabletlerindeki tayini i¢in kesin, dogru ve hizli bir YPSK
yontemi gelistirilmesi ve yontemin tam olarak valide edilmesi amaglanmistir. Bu
amagla YPSK cihaz1 ve goriintiileme i¢gin diyot dizisi dedektorii kullanilmis ve bir
iyon c¢ifti kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen yontemin tam
validasyonu ilgili kilavuzlara uygun olarak tamamlanmistir (ICH Q2(R1) 2005;
USP 29, 2006).



KAYNAK BILGIiSi
Asenapin

Fizikokimyasal Ozellikleri

ASE, ASE maleat formunda bulunan, kimyasal ad1 (3aRS,12bRS)-5-kloro-2-metil-
2,3,3a,12b-tetrahidro-1H-dibenzo[2,3:6,7]oksepino[4,5-c]pirol  (2Z)-2-butendioat
(1:1) ve molekiiler formiilii C17H16CINO-C4H404 olan bir ilag etkin maddesidir
(Sekil 1). Bilesigin molekiil agirligi 401.84’tiir (http-2).

Sekil 1. ASE’nin molekiil formiilii

Beyaz veya kirli beyaz renkte toz formunda bulunan ASE’nin erime sicakligi 139°C
ve pKa degeri 8.6 olup, suda ¢oziintirligi disiik (3.7 mg/ml), metanol, etanol ve
asetonda ¢ozlniirlugi ise yiiksektir. ASE molekiiliiniin 2 kiral merkezi olmasina
karsin ilag formu rasemat seklinde gelistirilmistir (http-2).

ASE’nin diyot dizisi dedektorii ile elde edilmis UV spektrumu Sekil 2’de
verilmistir.

Sekil 2: ASE'nin UV spektrumu



Farmakokinetik Ozellikleri

ASE’nin karaciger ve bagirsaklarda yiliksek oranda metabolize olmasi nedeniyle
oral uygulama yerine dilalt1 uygulama tercih edilmektedir. Bu yolla alindiginda 5
mg’lik doz icin yaklasik % 35 biyoyararlanim gozlenmektedir. Maksimum ilag
derisimi (Cmaks) 4 ng/ml ve bu degere ulasmak i¢in gegen siire (Tmax) Ortalama 1
saattir. Ortalama yar1 6miir siiresi ise yaklasik 24 saattir. ASE’nin viicutta dagilim
hacmi 20-25 I/kg olup ilag % 95 oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir.
ASE alimini takiben hizla metabolize olur ancak bilesigin kendisi aktif bilesiktir.
Molekiiliin yaklasik 38 metaboliti bulunmasina karsin, metabolitlerinin higbiri
yaygin bulunmamaktadir ve klinik etki ile iligkilendirilememistir. Bunun sebebinin
metabolitlerin ASE’nin etkisinden sorumlu olan reseptorlere yiiksek afinite
gostermemesi ve/veya kan-beyin bariyerini gegcememeleri oldugu diisiiniilmektedir.
Baslica metabolitleri glukuronidasyon, demetilasyon ve oksidasyon sonucu olusan
metabolitler olup dolasimda en ¢ok bulunan metabolitleri asenapin N*-glukronid,
N-desmetilasenapin-N-karbamil-glukronid, N-desmetilasenapin ve asenapin 11-O
stlfattir. ASE ve metabolitlerinin eliminasyonunda ise hepatik ve renal yollar rol
almaktadir (Citrome, 2014a).

Farmakodinamik Ozellikleri

ASE’nin serotonin reseptorleri (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2c, 5-HTs5,
5-HTe ve 5-HT7), dopamin reseptorleri (D1, D2, D3, ve Das), adrenerjik reseptorler
(0z ve o2) ve histamin (Hi) reseptorlerine yiiksek afinitesi olup, histamin (Hz)
reseptorlerine ise orta derecede afinitesi bulunmaktadir. Biitiin bu reseptorlerde
antagonist gorevi goren ASE’nin diger bazi antipsikotiklerden farkli olarak
muskarinik reseptorlere ilgisi yoktur (Gonzalez ve ark., 2011).

ASE’nin  farmakodinamik profili diger antipsikotiklere gore farklilik
gostermektedir ve bu durum ilgi uyandirmaktadir. 5-HT7 reseptoriiniin olas1 pro-
kognitif etkisi ile ilgili preklinik veriler mevcut olup, bilesigin 5-HT2c
reseptorlerinde antagonist etki géstermesinin algi ve ruh durumunda diizelmeler
gibi istenilen klinik etkiler iiretmesi ve muskarinik reseptorlere diisiik afinite
gostermesi nedeniyle antikolinerjik yan etki egiliminin az olmas1 beklenmektedir.
H1 ve o1 reseptorlerinin blokaji sedasyona, Hi reseptoriiniin tek basina blokaji kilo
almaya neden olabilmekte ancak Kklinikte bu etkiler siddetli olarak
gozlenmemektedir. oz reseptorlerinin blokaji ise bilesigin kardiyovaskiiler etkileri
ile iliskilendirilmektedir (Citrome, 2014a).

Farmakolojik Ozellikleri

ASE sizofreni tedavisi ve bipolar bozukluk ile iliskili manik ve karma donemin akut
tedavisinde tek basina veya baska ilaglarla birlikte kullanilmaktadir.

Sizofreni

Sizofreni psikoz, ige kapaniklik, motivasyon eksikligi ve bilissel bozukluklar ile
karakterize kronik ve siddetli psikiyatrik bir durumdur. Diinya ¢apinda goriilme
oran1 % 1 olup, geng yaslarda baslayip 6miir boyu devam etmektedir. Sizofreni



bireylerin yasamlarini ciddi sekilde etkileyen, morbidite ve mortalite oran1 yiiksek
olan bir hastaliktir (Konopaske ve Coyle, 2015).

Sizofrenide gozlenen semptomlar pozitif semptomlar, negatif semptomlar,
duygusal diizensizlik ve biligssel bozukluklar seklinde dort farkli gruba
ayrilmaktadir. Pozitif semptomlar haliisinasyon ve deliizyonlar1 igerir.
Haliisinasyonlar kisinin disaridan bir uyaran olmadan duyusal deneyimler (isitsel,
gorsel, tat ve koku ile ilgili deneyimler) yasamasi olarak tanimlanirken, deliizyonlar
ise ger¢ek olmayan bir diisiinceye, aksini ispatlayan kanitlar bulunmasina ragmen
inanma olarak tanimlanabilir. Bu inaniglar olagan, olmasi olasi seyler olabilecegi
gibi hasta ger¢eklesmesi imkansiz diisiincelere de inanabilir. Hastalarin zihinsel
fonksiyonlar1 bozulmustur ve diisiincelerin diizensizligi (bir diislincenin bir 6nceki
ile uyumlu olmamast), diizensiz konusma ve garip davranislar gézlenebilmektedir.
Negatif semptomlar ise azalmis duygusal tepkiler, az konugsma, motivasyon ve
dikkat eksikligi ve zevk alamama gibi semptomlar1 igermektedir. Hastalar
sosyallesme ve giinliik yasamsal aktivitelerini (kisisel hijyen gibi) yerine getirmede
zorluk ¢ekerler ve hastalarin ¢alismasi, hatta bagimsiz yasamalari bile imkansiz
hale gelir. Duygusal diizensizlik semptomlart duygulanimda eksiklik, depresyon,
mani, anksiyete, moral bozuklugunu icermekte ve bu yonden kismen negatif
semptomlara benzemektedir. Biligsel bozulmalar ise hastalarin segici dikkat,
calisan bellek, 6grenme islevlerini i¢eren birgok bolgede olusan biligsel bozulmalari
ifade etmektedir (Konopaske ve Coyle, 2015).

Bu semptomlar arasindan antipsikotik ilaglara en iyi yamt verenler pozitif
semptomlardir. Negatif semptom ve biligsel bozukluklar ise 6zellikle geleneksel
tedavilere iyi yanit vermemektedirler (Konopaske ve Coyle, 2015).

Sizofreni gelisiminde genetik ve g¢evresel faktorler rol oynamaktadir, ancak
hastaligin mekanizmas: hala tam olarak aydmnlatilamamistir. Temelde yer alan
molekiiler sistemler tam a¢iklanamasa da hastalarin nérotransmitter sistemlerinde
(6zellikle GABA ve dopamin iletiminde) diizensizlikler gozlenmistir (Volk ve
Lewis, 2015).

Dopamin sizofreni patofizyolojisinde, 6zellikle psikoz ve biligsel bozukluklarin
gelismesinde Onemli rol oynamaktadir. Sizofreni hastalarinin dopamin (D)
reseptorlerinde dopamin iletimini arttiran ilaglara asirt hassasiyet gosterdigi ve
dopamin iletimini engelleyen ilaglarla ise hastalarin pozitif semptomlarinda
rahatlama oldugu gozlenmistir (Konopaske ve Coyle, 2015). Sizofrenideki
molekiiler, hiicresel, yapisal ve davranigsal anormalliklerin en azindan bir kismi
beyindeki NMDA glutamat reseptorlerinde azalmig sinirsel iletime baglidir.
Glutamat-iliskili genlerdeki polimorfizmler sizofreni gelisme riskini arttirmaktadir.
Parvalbumin etkinliginden sorumlu GABAerjik noronlar da sizofrenide aktiftirler
ve bu néronlardaki degisimlerin NMDA reseptorlerindeki iletimde meydana gelen
bozulmadan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica GABA
iletimindeki bozukluklar bilissel bozukluklara katki saglamaktadir (Konopaske ve
Coyle, 2015, Volk ve Lewis, 2015).



Giliniimiizde sizofreni tedavisi i¢in antipsikotik ilaclar kullanilmaktadir. Gelistirilen
ilk ilaclar tipik antipsikotikler olup dopamin (D2) reseptorlerini bloke ederler.
Mesolimpik dopamin yolaginda D reseptorlerinin blokaji bu ilaglarin antipsikotik
etkisine neden olmaktadir. Ancak nigrostriatal dopamin yolagindaki D
reseptorlerinin -~ blokaji  ekstrapramidal ~ yan  etkilerden  sorumludur.
Tuberinfundibular dopamin yolagindaki D> reseptorlerinin antagonizmasi ise
serum prolaktin seviyelerini arttirabilir, bu da kadinlarda diizensiz menstural donem
ve anormal laktasyon, erkeklerde jinekomasti ile sonuglanir. Bu gruptaki ilaglarin
uzun siireli kullanimi tardiv diskinezi (¢igneme, dil ¢ikarma, yiiz burusturma,

uzuvlarin anormal haraketleri gibi tekrarlayan istemsiz hareketler) gelisimi ile
iliskilidir (Volk ve Lewis, 2015).

Atipik antipsikotikler olarak isimlendirilen, daha yakin zamanda gelistirilmis
antipsikotiklerin ise D2 reseptorlerine daha az afinitesi vardir. Bu ilaglar serotonin
5-HTa reseptorlerini bloke ederler. Diger reseptor afinite profilleri ise ilaca gore
degiskenlik gostermektedir. Bu gruptaki ilaglarin tardiv diskinezi ve ekstrapramidal
yan etkiye neden olma olasiliklar1 daha azdir. Ayrica atipik antipsikotikler tipik
antipsikotiklere gore sizofreninin negatif semptomlarinda ve biligsel bozukluklarin
tedavisinde daha etkilidirler. Ancak atipik antipsikotiklerin obezite, yiiksek kan
glukoz ve kolesterol seviyeleri ve yiiksek kan basincindan olusan metabolik
sendrom gelistirme riski bulunmaktadir (Volk ve Lewis, 2015).

Yeni gelistirilmis bir atipik antipsikotik olan ASE’nin sizofreni tedavisinde
kullanim1 2009 yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan ABD’de,
2010 yilinda da Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan Avrupa’da onay almustir.
2011 yilinda ise ilacin sizofreninin idame tedavisi i¢in kullanimi onaylanmistir
(Citrome, 2014b).

ASE’nin sizofreni tedavisindeki etkinligi bir¢cok preklinik ¢alisma ve kisa donem
ve uzun donemli klinik ¢aligmalar ile gosterilmistir (Citrome, 2011). Daha 6nce
bahsedilen kendine 6zgii reseptor profilinin yanisira yapilan preklinik ve klinik
calismalar ASE’nin sizofreninin pozitif, negatif ve biligsel semptomlarin
tyilestirdigini ve ekstrapramidal, antimuskarinik ve metabolik yan etkilere daha az
neden oldugunu goéstermistir. Ozellikle agir ve direngli negatif semptomlar1 olan
hastalarda kullanim1 yararl olmaktadir (Bishara ve Taylor, 2008, Citrome, 2014b).

Bipolar bozukluk

ASE’nin etkili oldugu diger bir hastalik, ruh durumu ve davranislarda dongiisel
degisimlerle karakterize edilen bipolar bozukluktur. Ruh durumundaki degisimler
mani ve depresyon durumlari arasinda gegisler seklinde goriiliir. Mani durumu
ofori, asir1 konuskanlik ve/veya huzursuzluk ile karakterize bir ruh durumudur ve
bipolar bozukluk teshisi i¢in bakilan baslica 6zelliktir. Hastalarin yarisinda psikotik
semptomlar da gozlenir. Depresyon ise uyuma giicliiii veya asir1t uyuma, zevk
alamama, diislik enerji, sosyal izolasyon gibi durumlarin gozlendigi bir ruh halidir,
bipolar bozuklukta karakteristik bir semptom olmakla birlikte depresyonun



gozlenmedigi hastalar da olmaktadir. Hastalarda mani ve depresyonun bir arada
ortaya ¢iktig1 karma donemler de gozlenebilmektedir.

Bipolar bozukluk cevresel ve genetik faktorlerden kaynaklanmaktadir ancak
hastaligin temelinde yatan biyolojik mekanizmalarin ¢ok az bir kismi
aydinlatilabilmistir (Fears ve Reus, 2015).

Bipolar bozuklugun tedavisinde hastaligin donemine ve semptomlara gore degisik
psikofarmakolojik ilaglar kullanilmaktadir. Akut manik donemin tedavisinde
standart tedavi olarak atipik antipsikotik ilaglar lityum karbonat veya antikonvulsan
bir ila¢ ile kombine olarak kullanilirlar. Bipolar depresyonda antidepresanlarin
kullanimu ise tartismalidir (Fears ve Reus, 2015).

ASE’nin bipolar bozuklugun akut manik ve karma donemlerinde kullanimi da
sizofreni tedavisi ile birlikte 2009 yilinda FDA tarafindan, 2010 yilinda EMA
tarafindan onaylanmistir. Ayrica ayni endikasyon i¢in lityum veya valproat ile
birlikte kullanim1 da 2011 yilinda onaylanmustir (Citrome, 2014Db).

Yapilan klinik caligmalar ile ASE’nin bipolar bozukluktaki manik ve karma
donemlerde etkili oldugu gosterilmistir. Depresyon semptomlarinda ise etkili
bulunmamustir (Fears ve Reus, 2015).

Asenapin Tayini ile Tlgili Cahsmalar

Halima ve ark. (2012) ASE’nin toz madde ve farmasotik dozaj formlarindaki tayini
i¢in basit, kesin, dogru ve hassas bir UV spektrometrik yontem gelistirmislerdir.
Coziicti olarak metanol kullanilmig ve 270 nm dalga boyunda saptama yapilmustir.
Yontem 10-60 pg/ml derisim araliginda, 0.9997 korelasyon katsayisi ile dogrusal
bulunmus ve en kiiciik kareler yontemi kullanilarak regresyon esitligi y=0.0132x-
0.0016 olarak hesaplanmistir (y absorbans, X ilag ¢ozeltisinin derisimidir). Yontem
Uluslararast Uyumlandirma Konferansi’na (ICH) gore kesinlik ve dogruluk gibi
birgok parametre agisindan valide edilmis, bagil standart sapma (BSS) ve geri
kazanim verileri uygun bulunmustur. Gelistirilen yontemin kesin ve dogru oldugu,
bu nedenle ASE’nin toz madde ve farmasdtik dozaj formlarindaki rutin analizi igin
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Aarelly ve ark. (2012) ASE’nin tayini ig¢in basit bir titrimetrik yontem
gelistirmiglerdir. ASE’nin sulu MeOH igerisindeki ilgili derisimleri asit-baz
indikatorii olarak fenolftalein kullanilarak 0.1 N sodyum hidroksit ve 0.1 N
potasyum hidroksit ile titre edilmistir. 0.5-5 mg/ml derisim araliginda yontem
dogrusal bulunmustur. Yontem hassas ve ucuzdur ve herhangi bir 6rnek hazirlama
basamagi gerektirmemektedir. Yontemin toz madde ve formiilasyonlardan ASE
tayini amaciyla kullanilabilecegi belirtilmistir.

Patel ve ark. (2015) ASE’nin tabletlerde ve diger formiilasyonlarinda kantitatif
analizini gerceklestirmek amaciyla yeni bir yiiksek performansli ince tabaka
kromatografisi (YPITK) ydntemi gelistirip, valide etmislerdir. ICH nin énerilerine
uygun olarak, ASE’nin bozunmasi igin farkli stres testleri (asit, alkali, 1s1, 151k ve
nem) uygulayip, olusan bozunma iiriinlerini maddenin kararliligin1 arastirmak



amactyla kullanmislardir. Ayrim daha 6nceden aliiminyum tabaka tizerinde silika
jel G 60 F254 ile kaplanmis YPITK tabakas: iizerinde, hareketli faz olarak metanol
kullanilarak gerceklestirilmis ve ASE bozunma irlinlerinden iyi ayrilmistir.
Densitometrik analiz kullanilarak ASE 235 nm’de gézlenmistir. Saptama sinir1 (SS)
ve tayin sinir1 (TS) degerleri sirasiyla 39.13 ng ve 118.57 ng olarak hesaplanmustir.
Yontemin validasyon galismalar1 gergeklestirilmis ve verilerin istatistiksel analizi
yontemin ASE analizi i¢in 6zgiin, dogrusal, kesin, dogru, tekrarlanabilir ve segici
oldugunu gostermistir. Yontem hem piyasadaki ASE tabletlerine hem de ¢alismay1
yapan arastirmacilarin gelistirdikleri formiilasyonlara basari ile uygulanmistir.

Parthasarathi ve ark. (2012) ASE maleat tayini i¢in bir yiiksek performansl sivi
kromatografisi yontemi gelistirip, valide etmislerdir. Ornekler Waters x-terra Cis
(4.6 x 100 mm, 3.5 pum partikiil boyutu) kolon iizerinde, hareketli faz olarak ACN
ve 0.1 M fosfat tamponu (pH 3.2) karisimi (65:35, h/h) kullanilarak ayrilmustir.
Analizler 30 °C kolon sicakligr ve 1 ml/dk akis hizinda gergeklestirilmis; saptama
272 nm dalga boyunda yapilmistir. 5 dakikalik analiz siiresine sahip olan yontem
secicilik, dogrusallik, geri kazanim, kesinlik, duyarlilik, saglamlik ve tutarlilik
yoniinden valide edilmistir. 10-50 pg/ml derisim araliginda dogrusal olan yontemin
saptama sinirinin 1.85 pg/ml, tayin sinirinin ise 2.34 pg/ml olarak hesaplandig
bildirilmistir.

Chhalotiya ve ark. (2012) ASE’nin tabletlerinde kantitatif tayini i¢in basit, spesifik
ve maddenin kararliliginin arastirildigi bir YPSK yontemi gelistirmislerdir. Bir
SunFire C18 (4.6 x 250 mm, 5 pum partikiil boyutu) kolon ve 0.02 M potasyum
dihidrojen fosfat ve ACN (95:05, h/h) karistmindan olusan hareketli faz
kullanilmustir. 1.0 ml/dk akis hizinda ¢alisilmig, analitler 232 nm dalga boyunda
gozlenmistir. Yontem ASE igin 0.1-20 pg/ml derisim araliinda dogrusal
bulunmus, geri kazanimlar % 98-101 arasinda hesaplanmistir. ASE stok ¢ozeltileri
asit ve alkali hidrolize, kimyasal oksidasyona, giin 1s1¢ma ve kuru hava
bozulmasina tabi tutulduktan sonra gelistirilen yontem ile analiz edilmis, bozunma
tirtinlerinin pikleri saf ilag pikinden iyi ayrilmistir. Yontem dogrusallik, dogruluk,
kesinlik ve saglamlik agisindan valide edilmis ve ASE’nin tabletlerindeki tayini i¢in
basari ile uygulanmustir.

Kovatsi ve ark. (2015) ASE’nin sag ve tirnak gibi alternatif biyomatrikslerde analizi
i¢in bir YPSK y&ntemi gelistirmislerdir. Ayrim bir Inertsil C8 (4.0 x 250 mm, 5 pum
partikiil boyutu) kolon iizerinde ve oda sicakliginda, hareketli faz olarak asetat
tamponu (pH 4.5), ACN ve MeOH (50:40:10, h/h/h) karisimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Izokratik olarak ve 1 ml/dk akis hizinda calisilmus, analitler 240
nm’de gézlenmistir. Yontem giin i¢i ve glinler arasi kesinlik ve dogruluk yoniinden
valide edilmistir. Geri kazanim oranlar1 sag numunelerinde % 95.0-102.5 arasinda,
tirnak numunelerinde ise % 98.8-105 olarak hesaplanmistir. Yontemin SS ve TS
degerleri sagta 1.3 ng/mg ve 4 ng/mg olarak bulunurken, tirnak numunelerinde
sirastyla 2.7 ng/mg ve 8 ng/mg olarak bulunmustur.

de Boer ve ark. (2012a) insan plazmasinda ASE ve ii¢ metabolitinin [N-
desmetilasenapin ~ (DMA),  asenapin-N+-glukronid  (ASG) ve 11-O-
sulfatasenapin(OSA)] kat1 faz ekstraksiyonu ve SK-KS/KS ile tayini i¢in yontemler



gelistirmis ve bu yontemleri valide etmislerdir. Ydntemlerden ii¢ tanesi analitlerin
insan plazmasinda tayini i¢in kabul edilebilir bulunmustur. Boer ve ark. bu
yayinlarinda birisi ASE, DMA ve OSA igin digeri de ASG i¢in gelistirilmis ve
valide edilmis olan iki yontemi sunmuslardir. ASE analizinin gerceklestirildigi
Yontem-A’da ayrim bir Discovery C8 (2.1 X 150 mm, 5 um partikiil boyutu) kolon
tizerinde, 0.01 M amonyum asetat ¢ozeltisi (pH 4.2) ve ACN’den olusan hareketli
fazin gradient eliisyonu ile gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 30°C’ye
ayarlanmigtir. ASE alikonma zamani 3.63 dakika olarak belirtilmistir. Sivi
kromatografisi eliiati bolinmiis (220:280 ul) ve bir elektrosprey iyonizasyon
kaynagi ile donatilmis API-3000 quadrapole KS/KS sistemi ile tayin edilmistir.
KS/KS sistemi pozitif iyon modunda galistirilmigtir. ASE igin 0.025-20.0 ng/ml
derisim araliginda c¢alistlmis ve tayin smirt degeri 0.025 ng/ml olarak
hesaplanmustir.

de Boer ve ark. (2012b) baska bir ¢alismalarinda ASE’nin idrardaki farmakokinetik
parametrelerinin degerlendirilmesi amaciyla, ASE ve 2 ana metabolitinin (DMA ve
ASG) miktar tayini i¢in online kat1 faz ekstraksiyonu SK-KS/KS yontemleri
gelistirmis ve valide etmislerdir. Bu calismalarinda onceki calismalarindaki
yontemi temel almislar ve analitlerin idrarda tayini icin iki yeni ydntem
sunmuglardir. ASE analizi i¢in kullanilan yontemde bir Discovery C8 (2.1 x 150
mm, 5 pm partikiil boyutu) kolon ve hareketli faz olarak 0.1 M amonyum asetat
cozeltisi (pH 4.2) ve ACN gradient olarak kullanilmis ve oda sicaklifinda
calistlmistir. ASE alikonma zamani 3.17 dakika olarak belirtilmistir. SK eliiati
direkt olarak elektrosprey iyonizasyon kaynagi ile donatilmig API-4000 triple
quadrapole KS/KS sistemi ile tayin edilmistir. KS/KS sistemi pozitif iyon modunda
caligtirtlmigtir. ' Yontem ASE’nin idrarda 0.500-100 ng/ml derisim araligindaki
miktar tayini i¢in uygun bulunmus ve faz I klinik ¢aligmasi ile yontemin
uygulanabilirligi gosterilmistir.

Ansermot ve ark. (2013) ASE’nin de i¢inde oldugu on psikotropik ilag ve
metabolitinin insan plazmasindaki hizli miktar tayini i¢in hassas ve se¢ici bir ultra-
YPSK (UYPSK) ikili kiitle spetrometrisi (KS/KS) yontemi gelistirmislerdir.
Numune hazirlama islemi ACN kullanilarak, genel protein ¢oktiirme yontemi ile
gerceklestirilmistir. Kromatografik ayrim 3 dakikadan daha kisa siirede, Acquity
UPLC BEH Shield RP18 (2.1 x 50 mm, 1.7 pm partikiil boyutu) kolon tizerinde,
10 mM amonyum format tamponu ve ACN’nin gradient eliisyonu ile 0.4 ml/dk akis
hizinda gergeklestirilmistir. Bilesikler bir KS/KS sistemi ile pozitif elektrosprey
iyonizasyon modunda ve ¢oklu reaksiyon izleme ile tayin edilmistir. Yontem
uluslararasi kilavuzlara gore tam olarak valide edilmistir. ASE igin 0.5-200 ng/ml
derisim araliginda ¢alisilmis ve yontem dogruluk ve kesinlik agisindan uygun
bulunmustur. Matriks etkisi % 95-105 araliginda, toplam hata ise + % 30 olacak
sekilde kabul sinirlar1 igerisinde bulunmustur. Bu nedenle yontemin hem terapotik
ilag izlemi hem de farmakokinetik ¢aligmalar i¢in uygun oldugu belirtilmistir.

Reddy ve ark. (2013) birlikte kullanimlar1 yasal olarak onaylanmis olan ASE ve
valproik asitin insan plazmasinda birlikte tayini i¢in bir SK-KS/KS yontemi
gelistirmis ve valide etmislerdir. Plazma Orneklerine i¢ standartlar eklenmis ve
metil tersiyer biitil eter kullanilarak sivi-sivi  ekstraksiyon yapilmistir.
Kromatografik ayrim Phenomenex C18 (4.6 x 50 mm, 5 um partikiil boyutu) kolon



tizerinde, izokratik olarak ve 40°C’de gergeklestirilmistir. Kullanilan hareketli faz
10 mM amonyum format ve ACN karisimi (5:95, h/h) olup, akis hiz1 0.8 ml/dk’dur.
Ucglii kuadrapol kiitle spektrometresinde ¢oklu reaksiyon izleme modunda saptama
yapilmistir. SK-KS/KS analizinde kullanilan enjeksiyon hacmi 15 pL’dir ve analiz
siresi 2.5 dakika olarak belirtilmistir. Diisiik analiz siiresi ve kiiclik enjeksiyon
hacmi nedeniyle yiiksek verimli oldugu belirtilen yontem, ASE i¢in 0.1-10.02
ng/ml derisim araliginda valide edilmis, spike yapilmis plazma 6rneklerinden ASE
geri kazanimi tutarli ve tekrar edilebilir bulunmustur. Yontemin uygulamasi, 5 mg
ASE ve 250 mg valproik asit almis olan 8 saglikli erkek goniilliide yiiriitiilen bir
farmakokinetik ¢aligsma ile gosterilmistir.

Patteet ve ark. (2014) sik kullanilan ve yeni piyasaya ¢ikmis on alt1 antipsikotik ilag
-ASE dahil- ve sekiz metabolitinin serumda tayini i¢in bir UYPSK-KS/KS yontemi
gelistirmislerdir. Ornekler metil tert-butil eter ile s1vi-s1iv1 ekstraksiyonun ardindan
analiz edilmistir. Ayrim bir C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 um partikiil boyutu) kolon
tizerinde, gradient eliisyon kullanilarak ve 0.5 ml/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Analiz stiresi 6 dakikadir. Calismada 1-100 ng/ml derisim
araliginda ASE ¢ozeltileri ile calisilmistir. Saptama dinamik ¢oklu reaksiyon izleme
ile gergeklestirilmistir. Ortalama geri kazanim, matriks etkisi ve dogruluk degerleri
uygun bulunmus ancak sadece 7-hidroksi desalkil ketiapin, ASE ve haloperidol i¢in
giinler arasi kKesinlik uygun bulunmamistir. Yontem hastalardan alinan 6rneklere
uygulanmis ve 23 antipsikotik ilag ve metabolit tayin edilmistir.

Sempio ve ark. (2014) psikoaktif ilaglar ve metabolitleri arasindan ASE’nin de
dahil oldugu 88 bilesigin tam kan 6rneklerinde tespit ve tayini igin basit, hassas ve
spesifik bir yontem gelistirmeyi, yontemi valide etmeyi ve 6liim sonras1 vakalara
uygulamay1 amaglamislardir. Ornekler sirayla metanol, ACN ve hareketli faz ile
seyreltilmistir. Analizler bir Hypersil Gold aQ (2.1 x 100mm, 3 pm partikiil boyutu)
kolon {izerinde, 25°C’de gegeklestirilmistir. Formik asit (% 0.1) ve metanol igeren
hareketli faz kullanilmig, analizler 0.2 ml/dk akis hizinda gradient eliisyonla
gerceklestirilmistir. Bilesikler bir KS/KS sistemi ile elektrosprey iyonizasyon
modunda ve ¢oklu reaksiyon izleme ile tayin edilmistir. Ardindan yontemin
uluslararas1 kilavuzlara goére tam validasyonu yapilmistir. Yontemin yiiksek
hassasiyette ve spesifik oldugu gosterilmis ve tiim validasyon parametreleri kabul
olgiitlerini karsilamistir. Dogrusallik ASE i¢in 16.1-1000 ng/ml derisim araliginda
arastirilmig; matriks ve siiriiklenme etkisi dnemsiz bulunmustur. Ayrica bilesiklerin
¢ogunun bircok donma-¢6zme dongiisiinlin ardindan kararli oldugu belirlenmistir.
Y 6ntem bir¢ok 6liim sonras1 vakada uygulanmis ve sonuglar yontemin gelistirildigi
laboratuvarda yapilan GK-KS analizi ile karsilastirilmistir. Yontem iyi bir
tamamlayic1 yontem olarak degerlendirilmis ve GK-KS’den daha iyi hassasiyet
sagladig1r vurgulanmistir. SK-KS/KS yonteminin hem &liim sonrasi vakalardaki
rutin analizlerde hem de klinik amaglarla izleme yontemi olarak kolayca
kullanilabilecegi ancak genel bir izleme yontemi ile kombine olarak kullanilmasi
gerektigi belirtilmistir.

Miller ve ark (2013) 6liim sonrasi vakalardaki 6rneklerde GK-KS ile ASE tespiti
ve miktar tayini i¢in analitik bir yontem gelistirmislerdir. ASE numunelerden basit
bir sivi-sivi ekstraksiyonu prosediirii ile izole edildikten sonra ayrim bir ZB-5 (15
m x 0.25 mm, 0.25 mm film kalinlig1) kapiler kolonu iizerinde gerceklestirilmistir.



Firin sicakligi baglangicta 220°C’den 280°C’ye dakikada 10°C, sonra 325°C’ye
dakikada 40°C artacak sekilde ayarlanmistir. Toplam analiz stiresi 8 dakikadir. KS
se¢ici iyon izlemi ile elektron iyonizasyon modunda ¢alistirilmistir. ASE igin tayin
sinirt 5 ng/ml olarak hesaplanmistir. Yontem validasyonu Bilimsel Calisma Grubu
Toksikoloji (SWGTOX) yontem validasyonu taslak teklifi kullanilarak yiiriitiilmiis
ve dort vaka caligmasinin doku dagilimlari tespit edilmistir.

Cizelge 1 ve Cizelge 2’de daha Once gelistirilmis olan ASE analiz yontemleri ve
bu ¢aligmada Onerilen yontem 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Biyolojik 6rneklerde ASE analizi icin gelistirilmis yontemler

Yazarlar

(Yaymn Yih) Yontem Adi Matriks Dogrusal arahk
de Boer ve ark.

(2012) SK-KS/KS plazma 0.025-20.0 ng/ml
de Boer ve ark. .

(2012) SK-KS/KS idrar 0.500-100 ng/ml
Ansermot ve ark.

(2013) UYPSK plazma 0.5-200 ng/ml
Reddy ve ark. (2013) SK-KS/KS plazma 0.1-10.02 ng/ml
Miller ve ark. (2013) GK-KS idrar, kan, karaciger... 4-60 ng/mg
Patteet ve ark. (2014) UYPSK-KS/KS serum 1-100 ng/ml
Sempio ve ark.

(2014) SK-KS/KS tam kan 16.1-1000 ng/ml
Kovatsi ve ark. YPSK sac ve tirnak 5-100 ng/ml

(2015)
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Cizelge 2. Toz madde ve tablette ASE analizi icin gelistirilmis yontemler

(Y‘?;;ll;ﬁ;lh) Yontem Adi Dogrusal aralik ASE:Il;l;zilma
Halima ve ark (2012) Spektrofotometri 10-60 pg/ml -
Aarelly ve ark (2012) Titrasyon 0.5-5 mg/ml -
E’Z?‘(;tlhz"’;sarathi ve ark YPSK 10-50 pg/ml 3.06 dakika
é%hl""z')"“ya ve ark YPSK 0.1-20 pg/ml 5.51 dakika
f;é‘ig‘)’e ark YPITK 0.3-1.8 pg/ml -
Gelistirilen yontem YPSK 0.5-100 pg/ml 4.71 dakika

fyon Cifti Kromatografisi

Iyon cifti kromatografisi, iyonik analitlerin analizi icin siklikla kullanilan bir ters
faz siv1 kromatografisi yontemidir. Kullanilan hareketli ve sabit fazlar ters faz
kromatografisi ile aynidir, ters faz kromatografisinden farki analitlerin alikonma
zamanlari degistirmek amaciyla hareketli faza bir iyon ¢ifti ajan1 eklenmesidir.
Eklenen iyon ¢ifti ajaninin derigimi arttik¢a, zit yiiklii analitler daha uzun siire,
benzer yiiklii analitler ise daha kisa siire kolonda alikonurlar (Wilson ve Poole,
2009).

Iyon cifti kromatografisi;

¢ Kolonda tutunmayan iyonlarin analizini ger¢eklestirmek amaciyla,
e Bazi durumlarda alikonma zamanlarimi azaltmak ve pik sekillerini
diizeltmek amaciyla

e Iyon ve molekiil karisimlarmin ayriminda iyon-degisimi kromatografisine
alternatif olarak kullanilmaktadir (Miller, 1988).

Bu yontem kromatografinin kullanildigi cogu alanda, 6zellikle de ila¢ endiistrisinde
genis kullanim alanma sahiptir. Ilaglarin genellikle asidik ve bazik maddeler
olmasi, analizlerinde iyon ¢ifti kromatografisinin genis kullanim alani1 bulmasini
saglamistir (Wilson ve Poole, 2009).

Iyon cifti kromatografisi, daha eski bir uygulama olan iyon ifti ekstraksiyonunun
kromatografi biciminde gergeklestirilmesi ile gelistirilmistir. Iyon gifti
ekstraksiyonunda iyonize olmus ¢oziinenler sisteme eklenen zit yiikli bir iyon ile
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iyon ¢ifti olusturur ve boylece maddenin organik fazdaki dagilimi arttirilir ve
ekstraksiyon saglanir.

Siklikla kullanilan iyon ¢ifti ajanlari, katyonlar i¢in alkilsiilfonatlar ve alkilsiilfatlar,
anyonlar i¢in alkilamonyum tuzlaridir (Wilson ve Poole, 2009).

Iyon ¢ifti kromatografisinde alikonmayi agiklamak icin ilk 6nceleri stokiyometrik
teoriler ve daha sonra non-stokiyometrik teoriler gelistirilmistir. Stokiyometrik
teorilere gore alitkonma, iyon ¢ifti ajani ile ona zit yiiklii analit iyonu arasinda 1:1
oranda olusan kompleks nedeniyle olusur. Bazi teoriler bu kompleksin sabit veya
hareketli fazda meydana geldigini savunurken, digerleri iyon ¢ifti ajaninin sabit faz
yiizeyine adsorbe oldugunu ve analit iyonu ile iyon ¢ifti ajanina zit yiiklii iyonlar
arasinda stokiyometrik bir iyon degisimi siirecinin gerceklestigini savunmaktadir.
Non-sitokiyometrik teoriler ise bagli faz yilizeyinin ¢ok ince oldugunu, baglh fazin
yiizey alani/hacim oraninin yiiksek oldugunu ve bu nedenle hem analit hem de iyon
cifti ajanmnin sabit faza adsorbe oldugunu One siirmiislerdir. Alikonma
stokiyometrik olmayan bir elektrostatik etkilesim ile agiklanir. Bu teorilere gore
iyon cifti ajan1 sabit ve hareketli faz arasina adsorplaninca yiiklii bir yiizey olusur
ve iyon ¢ifti ajanina zit yiiklii iyonlarin da bu yiizeye daginik olarak baglanmasi ile
bir ¢ift tabaka meydana gelir, bu da elektrostatik potansiyelde bir farka neden olur.
Bu elektrostatik ¢ekim iyon ¢ifti ajanina zit yiiklii iyonlarin alikonmasini arttirirken,
ayni yiiklii olanlarinkini azaltir (Wilson ve Poole, 2009).

Iyon cifti kromatografisi ile calisilirken alikonmayi etkileyen parametreler;

e iyon ¢ifti ajaninin zincir uzunlugu,

e iyon ¢ifti ajaninin derigimi,

e hareketli faz pH degeri,

e hareketli faz organik ¢oziicii derisimidir (Lindsay, 1992).

Iyon ¢ifti ajaninin zincir uzunlugunun ve derisiminin artmasi alikonmay1 arttirir.
Hareketli faz pH degeri degistirilerek analitlerin iyonize olmasi saglanabilir, sadece
iyonize olmus molekiiller 1yon ¢ifti ajanindan etkilendigi i¢in bu parametre ayrim
i¢cin kullanilabilir. Hareketli fazdaki organik ¢oziicli derisimindeki artig ise aynen
ters faz s1vi kromatografisinde oldugu gibi alikonmay: azaltacaktir (Lindsay, 1992).

Bir YPSK yontemi gelistirirken, iyon ¢ifti ile ¢alismadan Once ters faz sivi
kromatografisinin denenmesi onerilir. Iyon ¢ifti kromatografisi kullanimina karar
verilmesi durumunda ise yontem Once ters faz modunda optimize edilir, daha sonra
hareketli faza eklenecek olan iyon ¢ifti ajan1 ve derisimi segilir ve gerekliyse iyon
cifti kromatografisinde etkili olan parametrelerde degisiklikler yapilir (Synder ve
ark., 2010). Bu yontemin dezavantajlar1 genellikle korozif olan iyonik ¢dzeltilerin
kolon omriinii kisaltmasi ve bazi iyon cifti ajanlarinin UV 15181 absorplamasi
nedeniyle UV dedektorlerle kullanilamamasidir (Miller, 1988).
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GERECLER

Kimyasal Maddeler
Asenapin maleat

Karbamazepin

Asetonitril

Metanol

Su

Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit

Hidrojen peroksit
1-Heptansiilfonik asit
Fosforik asit

Potasyum dihidrojen fosfat

Sycrest 10 mg dilalt1 tablet

Cihazlar ve Diger Gerecler

Buzdolabi
Hassas terazi

pH metre

Santrifiij cihaz1
Su banyosu

Ultra saf su cihazi
Ultrasonik banyo
Vorteks karistirict
YPSK

YPSK kolonu

: Sigma Aldrich, Hindistan
: Novartis, Tirkiye

: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma Aldrich, Almanya
: Sigma Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: MSD, Walter Krebs Import-Export GmbH & Co.
KG araciligiyla, Almanya

. Arcelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye
: Mettler Toledo, XP205, Isvigre

: Mettler Toledo, Seven Compact pH/ion meter
S220, Isvigre

: Eppendorf, Centrifuge 5810 R, Almanya

: Memmert, WNB 14, Almanya

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

: Agilent 1290 Infinity Binary (ikili pompa,
degazor, otosampler ve termostatli kolon
boliimlerinden olusan) LC Sistemi, Almanya

: Agilent Eclipse XDB-C8 (4.6 x 150 mm, 3.5 um
parcacik boyutu) kolon, ABD
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YONTEMLER

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 mg/ml derisimdeki ASE stok ¢ozeltisi, ASE maleat standart maddesi MeOH’de
¢oziilerek hazirlanmistir.

Bu stok ASE ¢o6zeltisinden MeOH ile gerekli seyreltmeler yapilarak, 0.5-100 pg/ml
derisim araliginda 8 adet ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Kesinlik ve dogruluk
caligmalarinda 0.5, 10 ve 100 pg/ml; 6zgiinliik ¢alismasinda 5 pg/ml, saglamlik
calismasinda 10 pg/ml ve stabilite calismasinda 10 ve 100 pg/ml derisimlerde ASE
igeren ¢ozeltiler kullanilmistir.

I¢ standart olarak karbamazepin (CBZ) standart maddesi kullanilmistir. CBZ nin
stok ¢ozeltisi 1.28 mg/ml derisimde MeOH igerisinde hazirlanmistir. Gerekli
seyreltmeler MeOH ile yapilmig ve analiz edilen biitiin ¢ozeltiler 16 pg/ml CBZ
icerecek sekilde eklemeler yapilmustir.

Tablet Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10 mg ASE’ye esdeger ASE maleat icerdigi bilinen bir tablet 10 ml MeOH
icerisinde ultrasonik banyo yardimiyla ¢oziilmiis ve ardindan 10 dk 25°C’de 1699
x g’de santrifiij edilmistir. Stipernatant ¢okelekten ayrilmis ve boylece 1 mg/ml
derisimde ASE igeren tablet ¢ozeltisi elde edilmistir.

Bu ¢6zeltiden MeOH ile gerekli seyreltmeler yapilarak, 10 pg/ml derisimde ASE
igeren tablet ¢ozeltisi elde edilmis ve analiz edilmistir.

Kromatografik Kosullar

Analitlerin ayrimi Agilent Eclipse XDB-C8 (4.6 X 150 mm, 3.5 um partikiil boyutu)
kolonu tizerinde gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak 10 mM 1-heptansiilfonik
asit iceren fosfat tamponu (pH:3, 20 mM) ve ACN (60:40, h/h) karigsimi1 kullanilmas,
1 ml/dk akis hizinda ¢alisilmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pl olup, kolon sicakligi
30°C’ye ayarlanmigtir. Analitler diyot dizisi dedektorii kullanilarak, 220 nm’de
gozlenmistir.

Yontemin Validasyonu

Validasyon ¢alismalar1 ICH (ICH Q2(R1), 2005) ve Amerikan Farmakopesi’ne
(USP 29, 2006) uygun olarak yiiriitilmistiir. Kesinlik, dogruluk, dogrusallik,
ozgiinliik, saglamlik ve Stabilite ¢alismalar1 yapilmis, yontemin saptama sinirt ve
tayin sinir1 belirlenmistir.

Kesinlik

Yontemin kesinligi giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik ¢alismalar1 ile
gosterilmistir. Her biri 16 ug/ml CBZ igeren 0.5, 10 ve 100 pg/ml derisimlerindeki
ASE cozeltileri kullanilmig, bu ¢ozeltilerin her derisimi igin ayni giin igerisinde
7’ser enjeksiyon olacak sekilde (giin i¢i), ti¢ set halinde (giinler arasi) analizler
yapilmustir. Kesinlik, % BSS [(Standart sapma / ortalama) x 100] ile gosterilmistir.
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Dogruluk

Yontemin dogrulugu iki farkl sekilde gosterilmistir.

Oncelikle kesinlik calismalar1 igin yapilmus {i¢ farkli derisimdeki analizlerin
verilerini kullanarak % geri kazanim ve % hata [ (bulunan derisim — eklenen
derisim) / eklenen derisim x 100 ] degerleri hesaplanmustir.

Ikinci yontem olarak da tabletlerde yer alan yardimci maddeler kullamilarak
hazirlanan matriks ¢ozeltisine etkin maddeler eklenerek analizleri gergeklestirilmis
ve matriks ortamindaki % geri kazanim degerleri hesaplanmistir.

Matriks ¢ozeltisi tabletlerde siklikla kullanilan yardimci maddelerin  belirli
oranlarda karistirilmasi ile olusturulan karisimin MeOH’de ¢Oziilmesi ile
hazirlanmistir (Cizelge 3). Bu ¢6zeltiye etkin maddeler eklenerek 16 pg/ml CBZ
ve 0.5, 10 ve 100 pg/ml ASE igeren matriks ¢ozeltileri elde edilmistir.

Cizelge 3. Matriks cozeltisi hazirlamak icin kullanilan yardimc1 maddeler ve yiizdeleri

Kullamlan yardimer maddeler Yiizdeleri
Hidroksi propil metil seliiloz 8
Laktoz monohidrat 71
Magnezyum stearat 1
Polietilen glikol 4000 6
Nisasta 6
Povidon 6
Talk 1
Titanyum dioksit 1
Dogrusallik

Dogrusallik i¢in 16 pg/ml CBZ igeren 0.5, 1, 2, 4, 25, 50 ve 100 pg/ml
derisimlerindeki ASE ¢ozeltileri 3 set halinde hazirlanmis ve her noktada tiger
tekrarla analiz yapilmistir. ASE derisimleri ile onlara karsilik gelen pik alan oranlar1
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Saptama Sinirt ve Tayin Sinurt

Yontemin saptama sinir1 (SS) ve tayin siniri (TS) degerlerini belirlemek amaciyla
0.50 ve 10 pug/ml derisimdeki ASE ¢ozeltileri analiz edilmistir (n=9). Analizler
sonucu bulunan sinyal/giiriiltii oranlarindan yararlanilarak asagidaki esitliklerle SS
ve TS degerleri hesaplanmuistir.
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SS =3 x (sinyal/giiriiltii)
TS = 10 x (sinyal/gliriiltii)
Ozgiinliik

Yontemin Ozgiinliginii gostermek ve maddenin kararliligimi degerlendirmek
amaciyla ASE ¢ozeltileri farkli kosullarda muamele edilmis ve sonrasinda analiz
edilmistir. 25 pg/ml derisimde standart ASE igeren 0.1 N NaOH, 0.1 N HCI ve %
3’lik H20: ¢ozeltileri hazirlanmis ve her ¢ozeltinin bir kismi oda sicakliginda
bekletilirken, bir kism1 60°C’de su banyosunda tutulmustur. 0, 15, 30, 45, 60, 90 ve
120. dakikalarda ¢ozeltilerden alinan numunelere CBZ ¢6zeltisi eklenmis ve MeOH
ile seyreltme yapilarak 5 ug/ml ASE ve 16 ug/ml CBZ igeren ¢ozeltiler elde edilmis
ve analizler gerceklestirilmistir.

Bu uygulamalar sonunda bozunma gergeklesip gerceklesmedigi ve eger
gerceklesiyorsa bozunma {rilinlerine ait piklerin ASE piki ile girisim yapip
yapmadig1 arastirilmstir.

Saglamhik

Y ontemin saglamligini gostermek amaciyla 10 pg/ml ASE ve 16 pg/ml CBZ igeren
¢ozelti, yontem parametrelerinde kiigiik degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Bu
amagcla degisiklik yapilan parametreler; hareketli faz pH’s1 (2.9-3.1), organik faz
yiizdesi (% 38-42), fosfat tamponu derisimi (18-22 mM), dedektor dalga boyu (218-
222 nm), akis hizt (0.9-1.1 ml/dk) ve iyon ¢ifti ajan1 (HSA) derisimi (9-11 mM)
olup, analizler her kosulda tiger kez tekrarlanmustir.

Yapilan analizler sonucunda ASE alikonma zamani, % geri kazanim degerleri ve
teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii ve rezoliisyon gibi sistem uygunluk
parametreleri hesaplanmustir.

Stabilite

Stabilite galigmalari 10 ve 100 pg/ml ASE ve 16 pg/ml CBZ igeren ¢ozeltiler
kullanilarak gergeklestirilmistir. ASE ¢ozeltilerinin kisa donem (24 saat, oda
sicakliginda), uzun donem (2 hafta, -20°C’de) ve eritme-dondurma doéngiisii (3
dongii) sonrasi stabilitelerini incelemek amaciyla 20 ve 200 pg/ml ASE igeren tiger
¢ozelti hazirlanmistir. Bu ii¢ ¢ozeltiden birisi 24 saat oda sicakliginda bekletilirken,
ikincisi 2 hafta siireyle -20°C’de tutulmustur. Uciincii ¢ozelti ise {iclii dondurup
¢ozme dongiisiine maruz birakilmistir. Bekleme kosullarini tamamlayan her
¢ozeltiye CBZ ¢ozeltisi eklenmis ve her biri igin ticer analiz gerceklestirilmistir.
Her kosuldaki analiz verileri ile % geri kazanim ve % BSS degerleri hesaplanmis
ve ASE’nin belirtilen kosullardaki kararlilig1 degerlendirilmistir.

Tabletlerde Miktar Tayini

10 mg ASE’ye esdeger ASE maleat igerdigi bilinen tablet 10 ml MeOH’de
coziilerek, 10 pg/ml ASE (maleat formunda) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 10 ug/ml ASE ve 16 ug/ml CBZ igeren

16



¢ozelti hazirlanmis ve gelistirilen yontem kullanilarak 8 tekrarli olarak analiz
edilmistir. Sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmis, ortalama tablet igerigi,
standart sapma ve % BSS degerleri hesaplanmustir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Yontemin Optimizasyonu

Optimizasyon c¢alismalar1 sirasinda 50 pg/ml ASE ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu
cozelti 1 mg/ml ASE stok c¢ozeltisinden MeOH ile seyreltme yapilarak
hazirlanmistir.

Optimizasyon caligmalarina Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 pm
partikiil boyutu) kolon ile baslanmistir. Hareketli faz olarak ¢esitli oranlarda su-
MeOH, su-ACN ve su-MeOH-ACN igeren ¢ozeltiler denenmis ve daha diisiik
alikonma zamani, nispeten daha simetrik pikler gézlenmesi nedeniyle su ve ACN
karisimi hareketli faz olarak segilmistir. Su: ACN orani1 (60:40, h/h) olarak
ayarlandiginda pik morfolojisi kismen diizelmis, fakat hala istenilen diizeyde
olmamasi nedeniyle tampon kullanimina ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla pH: 3
fosfat, pH: 4 asetat, pH: 5 asetat ve pH: 6 fosfat tamponlar1 denenmis, zayif bazik
bir madde olan ASE’nin artan pH ile ellisyon siiresi artmis ve pik simetrisi
bozulmustur (Sekil 3). Bu nedenle pH:3 fosfat tamponu kullanarak calismaya
devam edilmistir. En uygun tampon derisimini belirlemek i¢in 10 mM, 15 mM, 20
mM ve 25 mM derisimlerde fosfat tamponu igeren hareketli fazlar denenmis, artan
derigimler ile alikonma zamani azalirken, teorik tabaka sayisi ve pik simetrisi
artmistir (Sekil 4). 20 mM tampon ve 25 mM tampon kullaniminda bu
parametrelerde biiyiik bir fark olmamasi nedeniyle ve yliksek derisimlerde tampon
kullanimindan ka¢inmak amaciyla 20 mM tampon kullanimina karar verilmistir.
Tiim ¢alisma boyunca, Sul enjeksiyon hacmi kullanilmis ve optimum sonuglar elde
edilmistir.

8,00
7,00
6,00

5,00
N/1000
4,00
T
3,00
K'
2,00

1,00

sistem uygunluk parametreleri

0,00

4
3 oH 5 6

Sekil 3. pH degisimlerinin sistem uygunluk parametrelerine etkisi

18



8,00
7,00 /
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00
10 15 20 25
tampon derisimi (mM)

—&—N/1000
T
kl

uygunluk parametreleri

sistem

Sekil 4. Tampon derisimi degisimlerinin sistem uygunluk parametrelerine etkisi

Kolon sicakligini segmek i¢in 30, 35 ve 40°C’de analizler gerceklestirilmistir. Artan
sicaklikla anlamli bir fark gozlenmemesi nedeniyle kolon sicakligi 30°C’e
ayarlanmistir (Sekil 5).

8,00

7,00 —
6,00

5,00 —A—N/1000
4,00 .

3,00 K'
2,00

sistem uygunluk parametreleri

1,00
0,00
30 35 40

kolon sicakhgi

Sekil 5. Kolon sicakhigindaki degisimlerin sistem uygunluk parametrelerine etkisi

Tim parametreler ile gesitli denemeler yapilmasina karsin, pik simetrisinin
istenilen degerlerde olmamasi nedeniyle iyon ¢ifti kromatografisi yontemi
denenmistir. Bu amagla kolon degistirilmis, bundan sonraki caligmalar Agilent
Eclipse XDB-C8 (4.6 x 150 mm, 3.5 pm partikiil boyutu) kolonunda
gerceklestirilmistir. Iyon ¢ifti ajan1 olarak 1-heptansiilfonik kullamilmistir. A
hattinda bulunan fosfat tamponuna (pH:3, 20 mM) sirasiyla 5 mM, 10 mM ve 20
MM 1-heptanstilfonik asit eklenmis ve analiz sonuglar1 karsilagtirilmistir. En uygun
alikonma zaman1 10 mM 1-heptansiilfonik asit i¢eren hareketli faz ile gézlenmis,
diger parametrelerin de uygun olmasi nedeniyle ¢alismalara bu derisim ile devam
edilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Iyon cifti ajam derisimindeki degisimlerin sistem uygunluk parametrelerine etkisi

Calisilacak dalga boyuna karar vermek amaciyla diyot dizisi dedektorii ile spektrum
almmis ve yiiksek absorbans gézlenmesi nedeniyle 220 nm ¢aligma dalga boyu
olarak sec¢ilmistir.

Yontem i¢in i¢ standart segmek amaciyla klorpromazin, karbamazepin, bupropion
ve atomoksetin standart maddeleri sirasiyla denenmistir. Optimize edilmis deney
kosullarinda en uygun rezoliisyon, kapasite faktorii ve simetri karbamazepin ile
gbzlenmis, alikonma zamanmin da uygun olmasi nedeniyle karbamazepin i¢
standart olarak secilmistir.

ASE (50 ug/ml ) ve CBZ (16 pg/ml) standart maddelerini igeren bir ¢dzeltinin
optimum kosullarda yiiriitiilen bir analizinden elde edilen kromatogrami Sekil 7°de
gorilmektedir.

T DADT A, Sig=220,4 Ref=280,100 (ASEASE 201507-29 11-48-5811AH0B01.0)
mal

400 -

Karbamazepin

Asenapin

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 i

Sekil 7. ASE (50 ng/ml ) ve CBZ (16 ng/ml) standart ¢ozeltilerinin optimum kosullardaki
kromatogram
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Yapilan optimizasyon caligsmalar1t sonucu belirlenen optimum calisma kosullari
asagidaki gibidir:

Sabit faz : Agilent Eclipse XDB-CS8 (4.6 x 150 mm, 3.5 um
partikiil boyutu)

Hareketli faz : 10 mM HSA igeren fostat tamponu (20 mM,
pH: 3) : ACN (60:40, h/h)

Kolon sicaklig :30°C

Calisma dalga boyu : 220 nm
Enjeksiyon hacmi 5l
I¢ standart :CBZ

Optimum kosullarda yiiriitiilen analizlerde gozlenen sistem uygunluk parametreleri
ise Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Optimum kosullarda gozlenen sistem uygunluk testi sonuclari

Parametre (n=7, 10 ug/ml) Gozlenen deger Onerilen deger
Alikonma zamani (dakika) 471

Kapasite faktori (k) 2.15 2-10
Kuyruklanma faktorii (T) 1.20 <2
Rezoliisyon (Rs) 7.46 >2
Teorik tabaka sayisi (N) 12040 >2000
Alikonma zamaninin % BSS ’si 0.03 <1

Yontem Validasyonu

Validasyon parametreleri degerlendirilirken, pik alan oranlar1 (ASE pikinin alani /
CBZ pikinin alan1) kullanilmistir. Istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism 6 ve
Microsoft Excel programlari kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kesinlik

0.5, 10 ve 100 pg/ml ASE igeren ¢ozeltilerle yapilan analizler sonucu elde edilen
alan oranlar kullanilarak istatistiksel hesaplamalar yapilmistir. Bulunan ortalama
ASE derisimi, standart sapma ve % BSS’nin giin i¢i ve giinler aras1 degerleri
Cizelge 5°’te gosterilmistir. % 0.5’in altinda % BSS degerleri yontemin yiliksek
tekrar edilebilirlikte oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 5. Kesinlik ve dogruluk sonuclari

Giin ici Giinler Arasi
Parametre
(0.5 pg/ml) L. Giin (n=7) II. Gin (n=7) L Giin (n=7) (n=21)
afiz&ﬁaisftaﬁ;ﬁml 0.4967 = 0.4965 = 0.4955 = 0.4962 =
0.0013 0.0009 0.0015 0.0013
sapma) (ug/ml)
% BSS 0.2672 0.1732 0.2972 0.2649
% Geri Kazanim 99.35 99.30 99.09 99.25
% Hata -0.65 -0.70 -0.91 -0.75
Giin ici Giinler Arasi
Parametre
(10 pg/ml) I. Giin (n=7) II. Giin (n=7) II1. Giin (n=7) (n=21)
aﬁi;&ﬁaisgaﬁ;ﬁml 10.3625 + 10.3629 + 10.3788 + 10.3681 +
0.0448 0.0384 0.0108 0.0337
sapma) (pg/ml)
% BSS 0.4319 0.3705 0.1039 0.3254
% Geri Kazanim 103.62 103.63 103.79 103.68
% Hata 3.62 3.63 3.79 3.68
Giin ici Giinler Arasi
Parametre
(100 pg/ml) I. Giin (n=7) II. Giin (n=7) II1. Giin (n=7) (n=21)
a‘;i;f;ﬁaisfta‘;ﬁ;ﬁml 105.8704 + 105.4080 + 105.3336 + 105.5373 +
0.1919 0.2561 0.2589 0.3317
sapma) (pg/ml)
% BSS 0.1813 0.2430 0.2458 0.3143
% Geri Kazanim 105.87 105.41 105.33 105.54
% Hata 5.87 5.41 5.33 5.54
Dogruluk

Yontemin dogrulugunu arastirmak i¢in yediser tekrarli 3 setin analiz verileri ile
yapilan hesaplamalar sonucunda % 99-106 arasinda degiskenlik gosteren % geri
kazanim degerleri ve % 6’dan az % hata degerleri elde edilmistir. Cizelge 5’te
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gosterilmis olan % geri kazanim ve % hata degerleri yontemin dogrulugunu
gostermektedir.

Tabletteki yardimci maddelerin  yontemin dogruluguna etkisini  gostermek
amaciyla, ASE igeren matriks ¢6zeltilerinin analizi yapilmis ve bulunan ASE
derigimleri ile hesaplanan % geri kazanim degerleri Cizelge 6’da gosterilmistir. %
geri kazanim ve % hata degerlerinin kabul kriterleri igerisinde olmasi, tablet
igerigindeki yardimci maddelerin yontem dogrulugu tizerine etkili olmadigini yani
yontemin dogrulugunu gostermektedir.

Cizelge 6. ASE iceren matriks ¢ozeltisi icin dogruluk sonuclar:

Matrikse eklenen Bulunan ASE

ASE derisimi derisimi o . o o
(ortalama + standart  (ortalama + standart 7o Geri kazamm % Hata Y0 BSS
sapma) (ug/ml) sapma) (ug/ml)

0.5 0.4877 +0.0024 97.54 2.46 0.4849
10 10.0939 £0.0174 100.94 0.94 0.1727
100 100.44107+0.1232 100.44 0.44 0.1227

Ayrica matriks ¢ozeltilerinin analizi sonucu elde edilen kromatogramlarda (Sekil
8) ASE ile girisim yapabilecek hig bir pike rastlanmamis, bdylece tablet iceriginde
bulunan yardimci maddelerin tabletten ASE analizi sirasinda ydntemin
dogrulugunu etkilemeyecegi tekrar gosterilmistir.
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3 DAD1 A, Sig=220,4 Ref=280,100 (ASE\ASE 2015-10-22 12-24-54\1AE-0501.0)
mil)
250
Karbamazepin
200
150
100
50
a
1 2 3 4 5 & 7 8 ] mir
[ DAD1 A, Sig=220.4 Ref=3680,100 (ASE\ASE 2015-10-22 12-24-54\1AD-0402.0)
mall
250 M
Karbamazepin
200
150
100
50 .
Asenapin
a
1 2 2 4 5 & 7 2 ) mir

Sekil 8. a: CBZ (16 pg/ml) iceren matriks ¢ozeltisinin optimum kosullardaki kromatogramu,
b: ASE (10 pg/ml) ve CBZ (16 pg/ml) iceren matriks ¢ozeltisinin optimum
kosullardaki kromatogramm

Dogrusallik

Yontemin dogrusalligini gostermek amaciyla 7 nokta igeren 3 kalibrasyon setinin
analizleri gergeklestirilmis, elde edilen veriler ile yapilan regresyon analizi sonucu
hesaplanan degerler Cizelge 7’de gosterilmistir.

Cizelge 7. Dogrusallik sonuglar:

Giin ici Giinler arasi

Parametre
(0.5- 100 pg/ml) L. Giin 2.gilin 3.giin Tiim giinler

(n=7) (n=7) (n=7) (n=18)
SEagF;mai standart ) 014620.0002  0.0176+ 8.8E6  0.0209+0.0002  0.0176+ 8.4E-5
;%sr'nr;‘ Estandart o 1006 10,0087 0.0004+0.0004  0.0052+0.0098  -0.0012 % 0.0023
Tayin katsayist

0.9991 1.000 0.9994 0.9996

()

% 95 Giiven
aralig1 (CL)

0.0142 - 0.0153

0.0175-0.0176

0.0203 - 0.0215

0.0173-0.0177
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Saptama Swnirt ve Tayin Sinirt

Gelistirilen yontemle ASE tayini i¢in SS degeri 0.0836 pg/ml, TS degeri ise 0.2788
ug/ml olarak bulunmustur.

Ozgiinliik
Asit, baz ve % 3’liikk HoO2 ¢ozeltileri ile muamele edilmis ASE ¢ozeltilerinin 120.
dk sonundaki % ASE miktarlar: Cizelge 8’de verilmistir.

Cizelge 8. Belirtilen kosullarda bekletilmis ASE ¢ozeltilerinin 120 dakika sonundaki % ASE
miktarlari

Kosullar Oda sicakhigi 60 °C

0.1 N NaOH % 86.65 % 72.35
0.1 N HCI % 93.73 % 106.00
% 3’litkk H202 % 94.28 % 80.55

ASE c¢ozeltileri, bazla muamele edildiginde oda sicakliginda % 13 oraninda bir
bozunma goriilirken, 60°C’de % 28’e¢ varan bir bozunma olmustur. Oda
sicakliginda kromatogramda herhangi bir bozunma iiriinii gézlenmezken, 60°C’de
bozunma pikleri gozlenmistir (Sekil 9).

e R e A e P
maLl
= Karbamazepin
300

20 ]
200
1850
100 1

50 o -

Asenapin a
1% DR M NS VAN
1 2 3 4 5 8 7 i
[ DAD1 A, Sig=220,4 Ref=280,100 (ASE\ASE 2015-08-19 12-38-2811AA-0101.0)
maLl
=00 Karbamazepin
g
200
200
100 o
Asenapin b
L A N AN

T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 min

Sekil 9. 120 dakika boyunca 0.1 N NaOH ile muamele edilmis ASE c¢ozeltilerinin
kromatogramlari, a. oda sicakhiginda, b. 60°C’de.
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Asitle muamele sonucunda elde edilen ASE geri kazanimi hem oda sicakliginda
hem de 60 °C’de % 90-110 arasindadir. 120. dakikada goriilen bozunma iiriiniine
ait pikler Sekil 10°da goriilmektedir.

[ DAD1 A, Sig=220.4 Ref=280,100 (ASE\210815000048.D)
mall
Karbamazepin
400
200
200
A Asenapin a
A T
H i
[ DAD1 A, Sig=220.4 Ref=280,100 (ASE\ASE 2015-08-15 17-38-2211AA-0101.D)
.
Karbamazepin
400
200
100
N Asenapin b
ol
1 2 3 4 5 -] I 8 k] i

Sekil 10. 120 dakika boyunca 0.1 N HCI ile muamele edilmis ASE c¢ozeltilerinin
kromatogramlari, a. oda sicakhginda, b. 60°C’de.

% 3’lik H202 ile muamele edilen ve oda sicakliginda bekletilen ¢ozeltilerde % 6
gibi diisiik bir bozunma orani goézlenirken, ayni kosulda 60°C’de bekletilen
cozeltilerde yaklasik % 20 oraninda bir bozunma gézlenmistir. Her iki kosulda da
olusan bityiikk H202 pikleri Sekil 11°de goriilmektedir.
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[ DADT A, Sig=220,4 R=f=280,100 (ASE\240815000055.D)

uuuuu

500 Karbamazepin
f . a
Asenapin

Karbamazepin

Asenapin

T T T T T T T T
1 2 2 4 5 € 7 ] S i

Sekil 11. 120 dakika boyunca %3’liik H20: ile muamele edilmis ASE c¢ozeltilerinin
kromatogramlari, a. oda sicakhginda, b. 60°C’de.

Sekil 9, 10 ve 11°de goriildiigii gibi olusan bozunma tirlinlerine ait pikler ASE ve
CBZ piklerine girisim yapmamaktadir. Boylece, bozunma iriinlerinin yontemi
etkilemedigi ve yontemin 6zgiinligii gosterilmistir.

Saglamhik

Yontem parametrelerinde yapilan kiigiik degisiklikler sonucunda ASE alikonma
zamani, % geri kazanim degerleri ve sistem uygunluk parametreleri hesaplanmustir.
Bu degerler, yontemin normal kosullarda uygulanmasi sonucu elde edilen degerler
ile karsilastirilmis ve birbirine yakin sonuglar elde edilmistir. Ayrica normal kosullar
ve degistirilmis kosullar birlikte degerlendirildiginde elde edilen % BSS degerleri
hesaplanmis ve % 3’ten kii¢iik bulunmustur. Sonuglar Cizelge 9’da gosterilmistir.
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Cizelge 9. Saglamlik sonuclar:

Parametre % Geri Alikonma Teorik tabaka Kuyruklanma Rezoliisyon
kazanim zamani (dk) sayisi faktorii

Hareketli

faz pH

degeri

2.9 10026 £0.44 4.692 +0.000 12298 +£93.79 1.19£0.01 7.52+0.02

3.1 10155+ 0.76 4.670+0.002 11778 +120.21 1.21+£0.01 7.26 +0.03

Organik faz

yiizdesi (%)

38 99.09+0.54 5.783+0.003 12349+7.94 1.18 £ 0.01 10.07 £0.01

42 98.42+0.56 3.914+0.002 12160+ 165.71 1.19+0.01 5.37+0.03

Tampon

derigimi

(mM)

18 99.77+0.10 4.729+0.002 12309 + 50.48 1.19+0.01 7.73 +£0.02

22 100.00 £0.11 4.608 £0.002 12204 +44.98 1.19+0.01 7.06+0.01

Dedektor

dalga boyu

(nm)

218 104.88 £0.13 4.664 £0.003 11354 +49.86 1.20+0.01 7.08 £0.01

222 100.03 £0.08 4.666 +£0.001 11440 + 87.93 1.19 £ 0.001 7.10+0.02

Akis hizi

(ml/dk)

0.9 99.68 £0.22  5.162 +0.001 12033 £19.86 1.19+0.01 7.26+0.01

1.1 100.33 £0.14 4.257+£0.001 10858 +6.24 1.20 £0.01 6.96+0.01

HSA

derisimi

(mM)

9 100.13£0.35 4.768 £0.003 11597 £28.50 1.19£0.01 7.74 £ 0.01

11 99.96 £0.20 4.526+0.003 11559 +32.87 1.20£0.01 6.40 +0.02
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Stabilite

Ug farkli kosulda (24 saat, oda sicakliginda; 2 hafta, -20°C’de ve 3 eritme-
dondurma dongiisii) bekletilen ¢ozeltilerin analizleri sonucu elde edilen veriler ile
hesaplanan % geri kazanim ve % BSS degerleri Cizelge 10°da goriilmektedir.

% 90-115 araliginda bulunan % geri kazanim degerleri ASE kararliliginin her ¢
kosulda da uygun oldugunu gdstermistir.

Cizelge 10. Stabilite Sonuglar

. Kisa donem Uzun dénem Dondurma eritme
Teorik
derisim kararhhgi kararhhg kararhilig
(ng/mi) (24 saat, oda sicakhginda) (2 hafta, -20°C) (3 dongii)
% Geri kazanim BSS % Geri kazanim  BSS % Geri kazanim BSS
(ortalama + (%) (ortalama + (%) (ortalama + (%)
standart sapma) standart sapma) standart sapma)
10 92.86 £0.11 0.12 112.29+0.09 0.08 100.84 +0.38 0.37
100 110.94 +£0.15 0.14 102.99 + 0.04 0.04 105.03 +£0.37 0.35

Tabletlerde Miktar Tayini

10 pg/ml ASE ve 16 pg/ml CBZ igeren tablet ¢ozeltisinin analizi sonucunda
hesaplamalar gergeklestirilmis ve bir tabletteki ortalama ASE miktar1 10.42+0.06
mg (ortalama + standart sapma, n=8), % BSS degeri 0.55, % geri kazanim degeri
ise % 104.18 olarak bulunmustur. Hesaplanan % geri kazanim degerinin uygun
olmas1 yontemin tabletlerde ASE analizi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.
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SONUC ve ONERILER

ASE sizofreni ve bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan atipik bir antipsikotiktir.
Bu caligmada ASE’nin tabletlerindeki tayini i¢in basit, kesin, dogru ve hizli bir
YPSK yontemi gelistirilmis ve ilgili ICH kilavuzu (ICH Q2(R1), 2005) ve USP’ye
(USP 29, 2006) gore valide edilmistir. Gelistirilen yontem 0.5-100 ug/ml derigim
araliginda dogrusal bulunmus, saptama sinir1 0.0836 pg/ml, tayin sinir1 ise 0.2788
png/ml olarak hesaplanmistir. Yontem kesinlik, dogruluk, 6zgiinliik, saglamlik ve
stabilite parametreleri a¢isindan da degerlendirilmis ve uygun bulunmustur.
Yontem ASE’nin tabletlerde tayini i¢in basartyla uygulanmistir.

Literatiirde ASE’nin analizi i¢in gelistirilmis yontemlerin cogu ASE’nin biyolojik
numunelerde tayinini amaglamaktadir (de Boer ve ark., 2012a, de Boer ve ark.,
2012b, Ansermot ve ark., 2013, Reddy ve ark., 2013, Miller ve ark., 2013, Patteet
ve ark., 2014, Sempio ve ark., 2014, Kovatsi ve ark. 2015). Bu yontemler arasinda
YPSK yontemi (Kovatsi ve ark. 2015), YPSK-KS/KS yontemleri (de Boer ve ark.,
2012a, de Boer ve ark., 2012h, Ansermot ve ark., 2013, Reddy ve ark., 2013, Patteet
ve ark., 2014, Sempio ve ark., 2014) ve GS-KS yontemi (Miller ve ark., 2013)
bulunmaktadir. ASE’nin toz madde ve tabletlerinde tayini amaciyla gelistirilmis
yontemler sinirli sayidadir. Bunlar UV spektrometrik yontem (Halima ve ark.,
2012), titrimetrik yontem (Aarelly ve ark., 2012), YPITK yontemi (Patel ve
ark.,2015) ve iki adet YPSK yontemini (Chhalotiya ve ark., 2012, Parthasarathi ve
ark., 2012) igermektedir; ancak bu yontemlerin ¢cogu (Halima ve ark., 2012, Aarelly
ve ark., 2012, Parthasarathi ve ark., 2012) ASE’nin diisiik derisimlerinde tayinine
olanak saglamamaktadir. Bu yontemler arasindan Aarelly ve ark. (2012) tarafindan
gelistirilen titrimetrik yontem 0.5-5 mg/ml ve Halima ve ark. (2012) tarafindan
gelistirilen spektrometrik yontem 10-60 pg/ml derisim araliginda analize imkan
saglayan yontemlerdir. Parthasarathi ve ark. (2012)’nin gelistirdikleri YPSK
yontemi ise 10-50 pg/ml derisim araliginda dogrusal bulunmustur.

Patel ve ark. (2015) tarafindan gelistirilen YPITK ydntemi ve Chhalotiya ve ark.
(2012) tarafindan gelistirilmis olan YPSK yontemi ise ASE’nin tabletlerde tayini
i¢in daha diisiik derisimlerde analize imkan saglayan yontemlerdir. Bu yontemler
sirastyla 0.3-1.8 pg/ml ve 0.1-20 pg/ml derisim araliginda dogrusal bulunmus ve
TS degerleri sirast ile 0.12 pg/ml ve 0.10 pg/ml olarak hesaplanmistir. Chhalotiya
ve ark. (2012)’nin gelistirdigi yontemde ASE i¢in alikonma zamani 5.51 dakika
olarak bulunmus, teorik tabaka sayis1 degeri 3805 olarak bildirilmistir.

Bu calismada gelistirmis oldugumuz YPSK yontemi, 0.5-100 pg/ml derisim
araliginda dogrusal olmasi ve 0.2788 pg/ml TS degeri ile yukarida bahsedilen iki
yontem ile karsilastirilabilir diizeydedir. Ayrica daha diisiik alikonma zamani (4.71
dakika), yiiksek teorik tabaka sayist (12040) ve daha genis bir derisim araliginda
analize olanak saglamasi ile bu yoOntemlere alternatif bir yontem olarak
kullanilabilir. YPSK gibi ¢ogu analiz laboratuvarinda kolaylikla uygulanabilecek
ve pahali olmayan bir yontem kullanilmasi yontemin avantajlar1 arasindadir.
Y6ntemin tam validasyonu ve stabilite ¢aligmalar1 da gerceklestirilmistir.
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Gelistirilen yontem rutin olarak tabletlerde ASE tayini amaciyla kolaylikla
kullanilabilecek, hizli, uygun ve giivenilir bir yontemdir. Ayrica yontem cesitli
diizenlemeler yapilarak biyolojik sivilarda ASE tayini i¢in de uygulanabilir.
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