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OZET

DAPOKSETIN VE SILDENAFIL’IN BiR ARADA TAYININE YONELIK
KROMATOGRAFIK YONTEM GELISTIRILMESI

TOSCALLI, Yalim
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Hasan ERTAS

Dapoksetin ve Sildenafil etkin maddeleri, erkeklerde erken ejekiilasyon ve ereksiyon
bozuklugu problemlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu iki etken maddenin bir arada
kullanildigr farmasotik preparatlar diinyada ruhsatlandirilmaya baslanmis ve dolayisiyla
farmosdtik dozajlarda ve plazmada birarada tayinleri 6nemli hale gelmistir. Bu g¢aligma
kapsaminda bu etken maddeler igin sivi-sivi ekstraksiyon teknigi ile biyoesdegerlik

caligmalarinda kullanilabilecek bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

Sentetik plazma ortaminda Dapoksetin ve Sildenafil, 6rnek hazirlama agamasinda sivi-
sivi ekstraksiyon teknigi kullanilarak Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)
sistemiyle eszamanli olarak tayin edilmistir. Dapoksetin i¢in 305.8 m/z, Sildenafil igin 474.8
m/z ve i¢ standart olarak kullanilan Tadalafil i¢in 389.7 m/z iyonlar1 ana iyon olarak
belirlenmistir. Pargalanma iyonlari i¢in ise sirasiyla 100.1, 157 ve 268 m/z iyonlar1 izlenmistir.
Ayirma giicii, secimlilik ve alikonma zamanlar1 gibi parametreler dikkate alinarak cihaz
kosullar1 optimize edilmistir. Sivi-sivi ekstraksiyon tekniginde yontem validasyonu igin geri
kazanim, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, se¢imlilik, matriks etkisi, kararhilik, dilusyon

dogrulugu gibi EMA validasyon parametreleri incelenmistir.

S1vi-s1v1 ekstraksiyon yonteminde saptanan belirtme alt sinirlar1 (LLOQ) Dapoksetin ve
Sildenafil i¢in sirasiyla 0.04 ng/mL ve 2.00 ng/mL’dir. Dapoksetin ve Sildenafil i¢in dogrusal
kalibrasyon egrisi araliklar1 sirasiyla 0.04-1.00 ve 2.00-40.0 ng/mL’dir. Geri kazanim
degerleri LLOQ, diisiik, orta, yiiksek derisimlerde Dapoksetin i¢in %87.5 - 112.5, Sildenafil
icin ise %85 — 113.5 araligindadir.

Anahtar sozciikler: Dapoksetin, Sildenafil, Tadalafil, sivi-sivi ekstraksiyon, LC-
MS/MS



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF A CHROMATOGRAPHIC METHOD

FOR THE SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SILDENAFIL AND
DAPOXETINE

TOSCALIL Yalim
Master in Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan ERTAS

Dapoxetine and Sildenafil active ingredients are used in the treatment of early
ejaculation and erectile dysfunction problems, respectively. Pharmaceutical preparations
where these two active substances are used together have started to be registered in the world.
Therefore, simultaneous determination of these two molecules in both pharmaceutical dosages
and plasma has become important. The aim of the thesis is to develop a method that can be
used in bioequivalence studies with liquid-liquid extraction technique for these active
substances.

Dapoxetine and Sildenafil were determined simultaneously with the Liquid
Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS/MS) system using the liquid-liquid extraction
technique in the sample preparation stage. 305.8 m/z for Dapoxetine, 474.8 m/z for Sildenafil
and 389.7 m/z for Tadalafil which is used as internal standard, were determined as the main
ion. For the fragmentation ions, 100.1, 157 and 268 m/z were observed respectively. The
instrument working conditions are optimized by taking into account parameters; such as
separation power, selectivity and retention times. In the liquid-liquid extraction technique,
EMA validation parameters such as accuracy, linearity, repeatability, selectivity, matrix effect,
stability, dilution integrity were examined for the method validation.

In addition, lower limit of quantitation of liquid-liquid extraction method are 0.04
ng/mL, 2.00 ng / mL for Dapoxetine and Sildenafil respectively. The linear calibration curve
ranges varied between 0.04 - 1.00 and 2.00 - 40.0 ng/mL for dapoxetine and Sildenafil,
respectively. Recovery values are in the range of 87.5 - 112.5% for Dapoxetine and 85 -
113.5% for Sildenafil at low, medium and high concentrations.

Keywords: Dapoxetine, Sildenafil, Tadalafil, liquid-liquid extraction, LC-MS/MS



1. GIRIS

Ilag sektorii, giiniimiizde en dnemli sektdrlerden biridir. Ilaclar, hastaliklarin tedavisinde
veya organizmalarin bir fonksiyonunun diizeltilmesinde kullanilmaktadir. Belirli bir hastaligin
tedavisinde gerekli bir ilacin yerine, ila¢ disinda baska tiir bir iiriin kullanilamaz. ilacin bu
ozelligi, ila¢ sektoriiniin neden en O6nemli sektdr oldugunu ve bu sektorde ne olursa olsun

varligin1 devam ettirecegini gostermektedir.

Orijinal ilag, yillar siiren arastirmalar sonucunda belli bir hastalik {izerinde olumlu etki
yaptig1 kanitlanmig, patentli bir molekiile dayanan ve ilk defa gelistirilmis olan ilaglardir.
Orijinal ilaglar, diinyada yasalarla, patent ve veri koruma haklari ile belli bir siire boyunca
korunurlar. Bu siire zarfinda, baska bir ila¢ sirketinin, bu ilacin benzerini liretmesine izin
verilmez. Orijinal ilacin yasal koruma siiresinin dolmasi ile birlikte, ila¢ sirketleri, orijinal
ilacin benzerlerini piyasaya siirebilirler. Bu ilaglar, “Jenerik fla¢” olarak adlandirilir. Jenerik
ilaclar1 tireten firmalarin, bu ilaclar1 piyasaya siirmeden 6nce jenerik ilacin, orijinal ilagla ayn1
etken maddeyi, ayn1 miktarda igerdigini, ayn1 formiilasyonda ve farmasétik sekilde oldugunu,
orijinal ilacla biyoesdeger oldugunun kanitlanmis olmasi gerekmektedir. Biyoesdegerligin
kanitlanmasinda gerekli verilerin eldesinde kullanilacak analitik yontem 6nem kazanmaktadir
(www.aifd.org.tr, 2017).

1.1 Sildenafil ve Dapoksetin

Ilag analizleri, halk saglig: iizerinde hayati 6nemi olan, kalite kontrol analizlerinde ve
ilaglarin ruhsatlandirilma siire¢lerinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle ila¢ etken
maddelerinin ve biyolojik maddelerin tayinine iliskin basit, hizli, se¢imli, duyar ve dogru

yontem gelistirmeye yonelik bir¢ok ¢alisma vardir.

Erektil disfonksiyon, 40 yas tlizeri erkeklerde goriilebilen bir saglik sorunudur. Saglik
bilincinin tam gelismedigi toplumlarda sakli tutulan bir durum olarak karsimiza ¢ikan erektil
disfonksiyon, bir erkek icin son derece 6nemli ve hassas bir durumdur. Erektil disfonksiyonun
ortaya ¢ikmasinda psikolojik nedenler, baz ilag etkilesimleri, damarsal sorunlar gibi sebepler
gosterilmektedir (Liew vd., 2014).


http://www.aifd.org.tr/

Sildenafil sitrat (1-[[3-(6, 7-dihydro-7-oxo-3-propyl-1Hpyrazolo [4, 3-d] pyrimidin-5-
yl)-4-ethoxyphenyl] sulfonyl]-4-methylpiperazine) genel olarak viagra ticari adiyla bilinen
penis ereksiyon tedavisinde kullanilan oral bir farmasotik ajandir. Molekiil formiili
C22H30NsO4S seklindedir ve acgik yapist sekil 1.1°de gosterilmistir. Molekiil iizerindeki
piridinyum ve benzimidazol gruplar1 bazik 6zellik gosterir ve pKa degerleri sirasiyla 5.99 ve
10.92°dir. Bu haliyle sildenafil sitrat molekiilii amfoterik 6zellik gostermektedir. Sildenafil
sitrat su ve metanolde ¢Ozlinlir. Farmasotik tabletlerde ve biyolojik matrikslerde tayini
genellikle sivi kromatografik yontemlerle yapilmaktadir. Bu amagla, ters faz ve HILIC kolon
sistemleri kromatografik ayirma isleminde kullanilirken, dedeksiyon sistemi olarak mor &tesi
(UV) dedektor ve kiitle spektrometresi (MS) kullanilmaktadir (www.rxlist.com, 2019).

T T o OH
0=$=0 =OH O
r'h%] e OH
N HO" g

Sekil 1.1 Sildenafil Sitrat’in molekiiler yapisi

Dapoksetin ((S) -N, N-dimetil-3- (naftalen-1-iloksi) -1-fenilpropan-1-amin) segici bir
serotonin geri alim inhibitoriidiir. Dapoksetin anksetiye ve depresyon tedavisi i¢in kullanilsa
da erkeklerde erken ejekiilasyon tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Dapoksetin, bircok Avrupa ve
Asya iilkesinde “erken ejekiilasyon”u Onleyici olarak satilmaktadir. Dapoksetin molekiil
formiilii C21H23NO seklindedir ve agik yapisi1 Sekil 1.2°de verilmektedir. Molekiil iizerindeki
tersiyer amin grubu zayif bazik 6zelik gdstermektedir ve pKa’s1t 9.0’dur (Zhang vd., 2015,
www.drugbank.ca, 2019).

Sildenafil ve Dapoksetin’ in fiziksel ve kimyasal dzellikleri Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.


http://www.drugbank.ca/

Sekil 1.2. Dapoksetinin kimyasal yapist

Tablo 1.1 Dapoksetin ve Sildenafil'in kimyasal ézellikleri

Ozellik Sildenafil Dapoksetin
Molekiil Formiilii C22H30N604S C21H23NO

Mol Kiitlesi (g/mol) 474.5 305.4
pKa 5.99, 10.92 9.04

Coziiniirlik Su, Metanol Su, Metanol

(1-[[3-(6, 7-dihydro-7-oxo-3-propyl-
1Hpyrazolo [4, 3-d] pyrimidin-5-yl)-4- ((S) -N, N-dimetil-3- (naftalen-1-
IUPAC adlandirmasi ethoxyphenyl] sulfonyl]-4-methylpiperazine) iloksi) -1-fenilpropan-1-amin)

1.2 Biyoyararlanmim & Biyoesdegerlik

Biyoyararlanim; tabletin farmasdétik formundan etken maddenin emilme ve sistematik
dolasim yoluyla etki bolgesinde bulunma hizi ve kapsamidir. Bir ilag intravendz olarak
verildiginde ilagin biyoyararlanimi %100 olarak kabul edilir. Bununla birlikte ilag agizdan

veya baska yollarla verildiginde eksik emilim nedeniyle biyoyararlanimi genellikle azalir
(FDA, 2012).

Biyoesdegerlik, benzer kosullar altinda ayn1 molar dozda uygulandiginda, ila¢ eylem
bolgesinde mevcut olan farmasdotik esdegerlerde, ilag alternatiflerinde veya biyoyararlanimda
onemli bir farkin olmamasidir. Etken maddenin igeriginde anlamli bir fark bulunmadiginda
belirli farmasotik esdegerler veya alternatifler biyolojik olarak esdeger olarak kabul edilebilir
(FDA, 2012).Esdeger oldugu diisiiniilen ilaglar1 iireten firmalarin, bu ilaglarin orjinal ilagla
ayn1 etken maddeyi, ayn1 miktarda igerdigini, ayn1 formiilasyonda ve farmasotik sekilde
oldugunu ve orijinal ilagla biyoesdeger oldugunun belgelendirilmesi gerekmektedir. Bir
farmasotik iirliniin icerdigi aktif bilesenin biyoyararlanimi bilinmeli ve tekrar edilebilirligi

olmalidir.



Biyoesdegerlik ve Biyoyararlanim c¢alismalarinda 6ne ¢ikan olaylardan biri ilag
maddesinin kendi dozaj formundan salinimi, digeri ise sistematik dolagimdaki emilimidir.
Biyoyararlilik, zamana karst 6l¢iilmiis dolagimdaki ilag veya metabolit derisiminden yola
cikilarak olusturulan bir profille belgelendirilebilir. Ayn1 etkiye sahip bileseni iceren iki tibbi
iriiniin karsilastirilmasi i¢in biyoesdegerlik ¢alismalart yapilmalidir. Farkli lisanslar tarafindan
pazarlanan iki iiriinlin, birbiriyle degistirilebilir olarak tanimlanabilmesi i¢in igin terapdtik
olarak esdeger oldugu ispat edilmelidir. (Central Drugs Standart Control Organization, 2005).

Farmakokinetik c¢alismalar, ilag iirlinlindeki etken maddenin derisimindeki ve ayni
zamanda insan veya hayvan viicudundaki etken madde ve metabolitlerindeki farkliliklarla
ilgilidir. ilag {irliniiniin uygulanmasinin ardindan farkli viicut sivilar1 ve dokularindaki ilag
derisimindeki meydana gelen degisim, dinamik sistem igerisindeki emilim, serbest birakilma,
depolanma, baglanma ve atilma gibi bilgiler sayesinde veriler elde edilir. Farmakodinamik
caligmalar, iki farkli Uriiniin uygulanmasindan sonra zamanin bir fonksiyonu olarak pato-
fizyolojik bir siire¢ tizerindeki etkinin Ol¢lilmesiyle biyoesdegerlik degerlendirmesinin
temelini olusturur (www.titck.gov.tr, 2008).

Biyoesdegerligin belirlenmesinde temel farmakokinetik parametreler incelenmektedir.
Cmax, ila¢ alimindan sonra sistematik dolasimdaki saptanan maksimum ila¢ derisimidir. Crin,
kararli durumda, ¢oklu dozajlama sonucunda sistematik dolasimdaki 6l¢iilen minimum ilag
derisimidir. Cpd, kararli durumda, bir doz verilmeden hemen Once belirlenen doz Oncesi
derisimdir. Tmax, sistematik dolasimdaki maksimum ila¢ derisimini elde etmek i¢in gerekli
olan zamandir. AUCo-t, yamuk kurali kullanilarak hesaplanacak olan 0.saatten en son
Olciilebilir derisime kadar olan, plazma derisimi ve zaman egrisinin altinda kalan alandir.
AUCo-», Olgiilebilir son derisimin eliminasyon hizi sabitine olan orani ve sifirdan sonsuza
kadar AUCo.t’nin toplami kullanilarak hesaplanan plazma derisim egrisinin altindaki alandr.
AUCo-r, modifiye edilmis salinim {irtinleri i¢in tek bir dozu takiben, bir dozaj aralig1 boyunca
hesaplanan plazma derisim zaman egrisi altindaki alandir. AUCo-xss), Kararlt durumda, ¢oklu
doz c¢aligmasi esnasinda bir doz aralifi boyunca hesaplanan plazma derisim zaman egrisi
altindaki alandir. Ke, zaman egrisine bagl olarak plazma derisiminin yari-log grafiginden
hesaplanan birinci dereceden terminal eliminasyon hizi sabitidir. Ti/2, bir ilacin yar1 dmriinii
ortadan kaldirmak ve dengeye ulasildiktan sonra kandaki, plazmadaki veya serumdaki ilag
derisimini azaltmak i¢in gereken zamandir. (Central Drugs Standard Control Organization,
2005; Acartiirk et al, 2007).


http://www.titck.gov.tr/
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Sekil 1.3 Farmakokinetik parametrelerin grafiksel gésterimi

Biyoesdegerligin belirlenmesinde incelenen parametrelerin gilivenilirligi, ila¢ etkin
madde verilerini elde etmede kullanilan analitik ydntemin dogruluguna baghdir. Onceki
yillarda Sildenafil ve Dapoksetin’ in birlikte tayinine yonelik ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Erektil disfonksiyon ve erken ejekiilasyon rahatsizliklarinin es zamanl tedavisinde Sildenafil
ve Dapoksetin’in birlikte analizi 6nem kazanmaktadir. Sildenafil ve Dapoksetin’ in analizine

yonelik caligilan analitik yontemler asagida 6zetlenmistir.

1.3 Sildenafil ve Dapoksetin’ in Biyolojik Ortamlarda Belirlenmesi

Biyolojik matrikslerde Sildenafili belirlemek i¢cin gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) (Saisho vd., 2001) ve morétesi veya kiitle spektrometrik tespiti ile
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (Tripathi vd., 2012) gibi analitik yontemler
bulunmaktadir. Bu yontemlerin, diisiik hassasiyet, kapsamli 6rnek hazirlama ihtiyaci gibi
zayifliklar1 vardir. Bu yontemlerin duyarliligi, genellikle diisiik dozlar1 igeren ¢aligmalar igin

veya halen gelistirilmekte olan formiilasyonlar i¢in yetersizdir (Wang vd., 2005).

Sheu vd., 2003 yilinda sildenafil’in insan plazmasindaki derisimini saptamak i¢in UV
detektor ile kombine edilmis HPLC cihazini kullanarak analitik bir yontem gelistirmislerdir.
Ornek hazirlama islemi igin sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemini kullanmuslardir. Bazik

ortamda etil asetat ¢ozgeniyle ekstraksiyon gergeklestirilmistir.



Omek hazirlama asamasinda, asetonitril kullanilarak protein ¢oktiirme (Sharma vd.,
2012), kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) (Guermouche ve Bensalah, 2006) veya tiirevlendirme
yontemlerine (Wang vd., 2013) dayanir. Bu 0Ornek hazirlama yontemlerinin  zaman
kisitlamalari, biiyiilk 6rnek hacimleri veya karmasik ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi gibi
sakincalar1 vardir (Kim vd., 2003).

Kim vd. (2003), sildenafil ve onun metaboliti N-Desmetilsildenafil’in insan
plazmasindaki derisimini tayin etmek icin sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) sistemini kullanmiglardir. Bazik ortamda diklorometan ¢ozgeni kullanilarak
LLE yontemi gelistirmislerdir. Mutlak geri kazanimlar sildenafil (%59-63) ve segilen i¢
standart udanafil (%51-56) i¢in yeterli olmasa da, analit/i¢ standart oranlar1 hesaplandiginda
Sildenafil i¢in ortalama geri kazanim degeri %95-105 arasinda degigmektedir. Khalid. M.
Alkharfy, 2009 yilinda yaymlamis oldugu calismada, Sildenafil’in insan plazmasindaki tayini
icin sivi kromatografisi- kiitle spektrometresi (LC/MS) sistemini kullanarak segilmis iyon
izleme modunda (SIM) tayin yapmiglardir. LLE ile 6rnek hazirlama asamasinda, analitin

organik faza alinmasi i¢in ¢6zgen olarak dietileter kullanilmistir.

Strano-Rossi vd. (2010), insan idrarindaki sildenafil, vardanafil, tadalafil ve bunlarin
aktif metabolitlerinin tayini icin GC-MS sistemi kullanilarak analitik yontem ortaya
koymuslardir. Idrar 6rneklerinde, bazik ortamda tersiyer butil metil eter ¢dzgeni kullamlarak
LLE islemi gerceklestirilmistir. Sildenafil ve metaboliti olan N-Desmetilsildenafil’in insan
plazmasindaki derigimini belirlemek icin LC-MS/MS sistemi kullanilarak LLE yontemi
bildirmislerdir (Challa vd, 2010). Her iki molekiil i¢in de i¢ standart olarak kendi molekiiler
yapilarina ¢ok benzeyen doteryumlu (d8) standartlar kullanarak geri kazanim ve kesinlik

parametreleri i¢in 6nemli bir {istlinliik saglamiglardir.

Kai Bin Liew vd. (2015), sildenafil ve onun metaboliti N-desmetilsildenafil’in insan
plazmasindaki tayini i¢in sunduklar1 yontemde LLE Ornek hazirlama teknigi kullanarak
Sildenafil ve metabolitini organik faza alinmasimi saglamiglar ve LC-MS/MS sistemi
kullanarak analizlemislerdir. Yokoyama vd. (2014), pulmoner arter hipertansiyonu olan
pediatrik hastalarin tedavisinde kullanilmas1 amaglanan sildenafil ve tadalafil birlikte tayini
icin LC-MS/MS sistemi kullanilarak gerceklestirilen analitik bir yontem gelistirmislerdir.

Ornek hazirlama islemi i¢in SPE kullanilmistir.



SPE islemindeki kartusun sartlama ve dengeleme islemleri i¢in sirasiyla metanol ve su
kullanilmigtir. Yikama ve eliisyon islemleri i¢in sirastyla %2’lik formik asit ve metanol
kullanilmistir. Al-Hroub vd., 2016 yilinda Sildenafil’in insan plazmasindaki tayinini HPLC-
UV sistemi kullanilarak gergeklestirmistir. Ornek hazirlama asamasinda bazik ortamda LLE

uygulamiglardir. Sildenafil’in ¢esitli matriklerde analiz yontemleri Tablo 1.2° de 6zetlenmistir.

Tablo 1.2 Sildenafil tayini igin gelistirilen yontemlerin dzellikleri

Ornek 1\ alitik Yontem | Dogrusal Aralik Analitiksel Kaynak
Hazirlama Degerler
+20% dogruluk ve Saisho vd.,
LLE GC-MS 0.1-50 ng/mL kesinlik 2001
Ortalama geri Kimvd.,
LLE LC-MS/MS 2-1000 ng/mL Kazanim %95-105 2003
+20% dogruluk ve Sheu vd.,
LLE HPLC-UV 10-1000 ng/mL kesinlik 2003
Ortalama geri Wang Y. vd.,
LLE LC-MS/MS 0.125 - 40 ng/mL Kazanim %90-100 5005
. Guermouche
SPE HPLC-PDA 0.01-2 pg/mL Ortalama geri | o goncalah,
kazanim %90-95
2006
Ortalama geri Alkharfy
LLE LC-MS 0.5-2000ng/mL | 1 o anim %90-106 | K.M, 2009
Ortalama geri Challa vd,
LLE LC-MS/MS 1-1000 ng/mL Kazanm %97-101 2010
+20% dogruluk ve | Strano-Rossi
LLE GC-MS 25-1000 ng/mL kesinlik vd., 2010
Ortalama geri Sharma vd.,
LLE HPLC-UV 0.1-10 pg/mL kazanim %80-100 2012
Ortalama geri Tripathi vd.,
LLE HPLC-UV 0.1-6 ug/mL Kazanm %89 2012
Yiizey aktif
madde kaph
polimerik Spektro- g Ortalama geri Wang vd.,
regine Fluorometre 0.0003-7.0 pg/mL kazanim %100-105 2013
ilizerinde
onderistirme
Ortalama geri Yokoyama
SPE LC-MS/MS 2-1000 ng/ml. kazanim %95-105 |  vd., 2014
Ortalama geri Liew K.B
LLE LC-MS/MS 10-800 ng/mL Kazantm %80 vd., 2015
Ortalama geri Al-Hroub
LLE HPLC-UV 2-200 ng/mL. kazanim %98-105 |  vd., 2016
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Dapoksetin’ in insan plazmasinda ki tayini i¢in gelistirilen Kromatografik yontemler ise
Tablo 1.3’de verilmistir. Plazmada Dapoksetin tayini i¢in Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi-Floresans Dedektér (HPLC-FLD) ve Ultra Performans Sivi Kromatografisi-
Tandem Kiitle Spektrometresi (UPLC-MS/MS) yontemleri uygulanmistir (Hamilton ve
Cornpropst, 1993; Kim vd., 2013). Bu ¢alismada, i¢ standart olarak (internal standart-1S)
karbamazepin kullanilarak insan plazmasinda dapoxetin ve metabolitlerinin ayni anda
belirlenmesi igin bir UPLC-MS/MS yéntemi gelistirilmistir. Bu metot Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) kurallarina gore tamamen dogrulanmis ve
farmakokinetik profillerini karakterize etmek i¢in basariyla uygulanmistir (Zhang vd., 2015).

Tablo 1.3 Dapoksetin tayini i¢in gelistirilen yontemlerin 6zellikleri

Ornek Analitik Dogrusal Analitiksel Kaynak
Hazirlama Yontem Arahk Degerler
Hamilton CL ve
0/ 1=
LLE HPLC-FLD | 20-200 (ng/mL) | ¥2070 dogruluk | o onst 1D,
ve kesinlik
1993
Ortalama geri
LLE UPLC-MS/MS 1-500 (ng/mL) | kazanim %101- Kimvd., 2013
109
Ortalama geri
LLE UPLC-MS/MS 1-200 (ng/mL) Kazanim %00 Zhang vd., 2015

1.4 Calismanin Amaci

Dapoksetin ve Sildenafil eczanelerden dogrudan temin edilebilen ve cokca satilan
ilaglardir. Bu molekiillere olan ilgi, bu ilaglarin jeneriklerinin liretilmesine neden olmaktadir.
Ozellikle, son yillarda bu iki molekiilii tek bir formiilasyonda birlestirmek iizere Amerika’da
caligmalar yapilmaktadir. Bu ilaglarin formiilasyonlarindaki degisiklik tekrar ruhsatlandirma
stirecine girmelerine neden olmaktadir. Yeni gelistirilen ilacin orjinali ile ayni kalite, etkinlik
ve giivenilirlikte olmasi beklenmektedir. Bu amagla ila¢ etken maddelerinin tayinine yonelik;
saglam, dogru, duyar ve kesin analitik metodlara ihtiyag¢ vardir. Dolayistyla, bu iki molekiiliin

yan yana tayini giderek 6nem kazanmaktadir.

Bu calisma kapsaminda Sildenafil ve Dapoksetin molekiillerinin bir arada tayinine
yonelik kromatografik yontem gelistirilecektir. Bu amagcla ilk olarak uygun bir Ornek

hazirlama yontemi gelistirilerek ve optimize edilecektir.
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Bu c¢alismada rutin laboratuvar analizlerinde kullanilabilecek bir analitik yontem
gelistirilecek ve Avrupa Ilag Ajansmin (European Medicines Agency-EMA) Biyoanalitik
Metot Validasyonu rehberine (2015) gore valide edilecektir. Literatiirde var olan yontemlere
alternatif olmasi hedeflenen bu yontem; hem diisiik maliyeti, hem de kolay uygulanabilirligi

nedeniyle 6nemli bir avantaj saglayacaktir.
1.5 Sivi Kromatografisi Sistemlerinde Ornek Hazirlama Yontemleri

Ekstraksiyon, bir veya birden fazla bilesenin, farkli maddelerden olusan bir ortamdan,
uygun bir ¢oziicli yardimiyla ayrilma islemi olarak tanimlanir. Kati-siv1, sivi-sivi, mikrodalga
destekli solvent, ses dalgalar1 destekli sivi, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu gibi cesitleri
vardir (Kromidas, 2006).

Bu tekniklerden en yaygin kullanilan sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) teknigi, matriks
icerisindeki analitlere olabilecek herhangi bir girisimi engellemek i¢in iki s1vi veya birbirine
karigmayan iki faz arasindaki dagilma ilkesine dayanmaktadir. Dagilim veya boliinme
katsayis1 (K), bir organik bilesigin sulu ve organik fazlar arasinda hangi oranda dagilacagini
veren nicel bir biiyiikliiktir. Organik faz i¢indeki maddenin ¢oziiniirliginiin, sulu faz

icerisindeki maddenin ¢oziiniirliigiine oranina K sabiti denir.

Hidrofilik (su seven) bilesikler, polar olan sulu fazi, hidrofobik (su sevmeyen) bilesikler
ise organik fazi1 tercih ederler. Organik faza ekstrakte edilen analitler solventin
buharlastirilmasiyla kolayca geri kazanilirken, sulu faza ekstrakte edilen analitler dogrudan bir
ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi kolonuna enjekte edilebilir. Hedef analit,
dogru bir ¢oziiclii sistemi kullanilarak diger ¢oziicliden kolaylikla secilip ¢ikartilabilir
(Blumberg R., 1988). Secilen organik faz;

e  Hedef bilesigin sudaki ¢oziiniirliigii %10’un altinda olmals,

e  Ekstraksiyon sonrasi kolayca uzaklastirabilmesi i¢in ugucu 6zellikte olmali,

e  Kromatografik sistemlerle barisik olmali,

e  Organik fazdaki analitlerin geri kazanimim arttirmak i¢in gerekli olan hidrojen bagi

yapabilme kapasitesi ve polarite gibi 6zelliklere sahip olmali,

Ornek kontaminasyonunu en aza indirgemek icin yiiksek saflikta olmalidir (Snyder,
1997; Kromidas, 2006).
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1.6 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC sistemi, bir sivi igerisinde ¢Oziinmiis bilesenlerin hareketli faz ve sabit faz
arasinda ayrilmasina dayanir. Fiziksel ve kimyasal etkilesimler sayesinde bilesenler kolon
icinde farkli hizlarla hareket ederler ve boylece dedektorde farkli zamanlarda sinyal olusumu
gozlenir (Belanger vd., 1997). HPLC teknigi, farmasotik bilesenler, proteinler, polimerler,
antibiyotikler, boyar maddeler gibi ugucu olmayan kimyasal ve biyokimyasal bilesenleri

ayirmak icin kullanilir.

Ayrilma, ¢oziinen maddenin sabit ve hareketli faz arasindaki etkilesimi ile yonetilir.
Ayirma mekanizmasi hareketli veya durgun fazin tlirline gore; bolisiim veya sivi-sivi
kromatografisi, adsorpsiyon veya kati-sivi kromatografi, iyon degisimi, afinite ve kiral
kromatografi olarak siniflandirilir. HPLC sistemlerinde, ayirma verimi hareketli ve sabit fazin

polaritesine gore belirlenir. Buna gore yontemler farkli adlarla adlandirilir.

Data
HPLC Kolon
- = =
Kolon Firim e

Dektar ‘T
|

Ank

Sekil 1.4 HPLC sisteminin sematik gosterimi.
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1.7 Kiitle Spektroskopisi

Kiitle spektrometresi, genis bir polarite ve molekiil agirliginda (m/z orani 2000’nin
altinda olanlar) bir¢ok bilesigin (peptit, protein ve kiiciilk molekiillii ilag molekiilleri gibi)
analizi i¢in ideal bir dedektordiir. Bu teknik temel olarak iyonlastirici enerjinin molekiiller
iizerindeki etkisini incelemektedir. Iyonik ve nétr tiirlerin olusumu sirasinda &rnek
molekiillerin tiiketildigi gaz fazindaki kimyasal reaksiyonlara baghdir. Girisimleri en aza
indirgemesi, diigiik saptama alt sinirlarina ulasabilmesi, segicilik, kolay numune hazirlig1 ve
diistik analiz siiresine olanak saglamast MS sisteminin en Onemli stiinliigidir
(www.premierbiosoft.com, 2019).

Organik bilesiklerin kiitle spektrometrisi (MS) ile analizi, dnce gaz fazi1 yiiklii molekdiler
iyonlarin iretilmesini ve daha sonra aletin iyon kaynaginda ana molekiillerin pargalanma
iyonlarmin iiretilmesini ve daha sonra bu iyonlarin kiitle sarj oranlarina gore ayrilmasini igerir.

Bir kiitle spektrometresi,

e Organik molekiillerin iyonlagsmasinin  gerceklestigi ve daha sonra iyonlarin
hizlandirildig1 (veya ekstrakte edildigi) iyon kaynagi
e Iyonlar1 m/z degerlerine gore ayiran kiitle analizorii
e Ayrlan iyonlarin nispi yogunluklarinin (bolluklarinin) belirlendigi dedektérden
olusmaktadir.
Cihaz, turbomolekiiler veya yag difiizyon pompalar: sistemi tarafindan diisiik basingta
(yiksek vakum) tutulur. Cihazdaki diisiik basing, iyonlarin iyon kaynagindan dedektore
gecmesine izin verir (Holcapek vd., 2012).

Elektrosprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) ve
atmosferik basing fotoiyonizasyonu (APPI) olmak {izere ii¢ tane yaygin iyonlastirma teknigi
vardir. Bunlarin yaninda matriks yardimli lazer bozundurma iyonizasyonu (MALDI) ve ugucu
molekiiller i¢in hizli atom bombardimani (FAB) iyonizasyon teknikleri de kullanilmaktadir
(Pitt., 2009). Sekil 1.5° de sivi kromataografisi kiitle spektrometresinde kullanilan

iyonlastirma teknikleri karsilagtirmali olarak verilmistir.
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Sekil 1.5 S1vi kromatografisi kiitle spektrometresi iyonlagtirma teknikleri
1.8 Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, gelistirilmis olan analitik yontemin dogrulugunun ve kesinliginin
ispatlanmasi i¢in gergeklestirilmesi gereken islemleri igerir. Bir validasyon siirecinde temel
olarak; dogruluk, kesinlik, seg¢icilik, en diisiik tayin sinir1 ve en diisiik belirtme sinir1 gibi
parametreler incelenir.

[lag analizleri igin yapilmasi gereken validasyonda, FDA, EMA, ICH (International
Conference on Harmonisation-Uluslararast Harmonizasyon Toplulugu) ve ANVISA (The
Brazilian Health Regulatory Agency-Brezilya Saglik Diizenleme Kurulu) gibi yonergelerdeki
yer alan  validasyon  parametrelerinin ~ gereklilikleri ~ yerine  getirilmektedir
(www.kmoetkinlik.org, 2019).

Biyolojik matrislerde (6rnegin serum, plazma, kan, idrar ve tiikiiriik gibi) ilag
derisimlerinin Ol¢lilmesi, tibbi iiriin gelistirmenin 6nemli bir yoniidiir. EMA kilavuzu,
farmakokinetik ve toksikokinetik parametre belirlemeleri igin kullanilan nicel derisim
verilerini {ireten biyoanalitik yontemlerin dogrulanmasi ve onaylanmasi i¢in Avrupa’da lider

konumdadir.

Biyoesdegerlik calismalar1 da dahil olmak {izere, hayvan toksikokinetik ¢alismalarinin
ve klinik calismalarin sonuglari, tibbi bir ilag maddesinin veya {irliniin giivenligini ve

etkinligini destekleyen kritik kararlar vermek i¢in kullanilir. Bu nedenle, kullanilan


http://www.kmoetkinlik.org/
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uygulamali biyoanalitik yontemlerin iyi sonu¢ vermesi, glivenilir sonuglar elde etmek i¢in tam
olarak dogrulanmasi1 ve tatmin edici bir standarda dayanarak belgelenmesi Onemlidir

(www.ema.europa.eu, 2015). Bu rehberde tanimlanan validasyon parametreleri;

Secicilik, bir analitik yontemin ornekte ilgilenilen analit diginda baska bilesenlerin
olmas1 halinde ve matriksten olabilecek girisimlerin yaninda tayin edilecek analitin miktarin
belirleyebilme yetenegidir. 6 farklt kor matriksin caligilarak ilgilen analitin en diisiik tayin
siirt (LLOQ) diizeyi ile karsilastirip girisimlerin degerlendirilerek kanitlanmasidir. Girigim
yapan bilesenler analizlenmek istenen analitin LLOQ derisiminin %20’ sinin, i¢ standartin ise

%35’ nin altinda olmalidir.

Tasinma, yontem gelistirme siirecinde ele alinarak en aza indirilmelidir. Validasyon
stirecinde, yliksek derisimde bir 6rnekten sonra kor matriks 6rnegi veya kalibrasyon egrisi i¢in
hazirlanan en yiliksek kalibrasyon standardindan sonra kor matriks 6rnegi enjekte edilerek
degerlendirilir. Yiiksek derisim standardini takip eden kor matriks 6rnegi lizerinde taginmasi,

en disiik tayin sinir1 derisiminin % 20' sinden ve i¢ standart i¢in %5' den az olmalidir.

LLOQ, matriks ortamindaki analitin, kabul edilebilir bir dogruluk ve hassasiyetle
giivenle Olciilebilen en diisiik derisimidir. LLOQ Orneginin analit sinyali, kor Ornegin

sinyalinin en az 5 kat1 olmalidir.

Kalibrasyon Egrisi (Dogrusallik) araligi, LLOQ ile st tayin smir1 arasinda
olusturulur. Kalibrasyon araligi, analit ve i¢ standart katimi yapilmayan ve sadece i¢ standart
katim1 yapilmis bir kor ornek haricinde minimun alti derisimden olusmalidir. Kolerasyon
katsayis1 elde etmek icin kalibrasyon olusturulurken kor ve i¢ standart katimli kér o6rnek
dikkate alinmamalidir. Kalibrasyon standartlarinin kabul edilebilir sapma degerleri, LLOQ
derisimi i¢in +20%, diger derisimler i¢in ise +%15 olmalidir. Belirlenen dogrusal aralikta

calisilan kalibrasyon standartlarinin en az % 75'1 bu kriteri saglamalidir.

Dogruluk, oOlclilen degerin gercek degere ne kadar yakin oldugunu gosterir. Bilinen
miktarlarda analit iceren kalite kontrol (KK) ornekleri ile degerlendirilir ve bu KK 6rnekleri
ayr1 ayr1 stok cozeltileri kullanilarak, kalibrasyon standartlarindan bagimsiz bir sekilde
hazirlanir. KK o6rneklerinin derigimleri kalibrasyon egrisinden hesaplanir. Dogruluk, gercek
degerin ylizdesi olarak belirtilmelidir. Dogruluk, giin i¢i ve giinler arast c¢alisilan KK

orneklerinin derigimlerinin elde edilmesiyle degerlendirilir.
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Giin ici dogruluk, kalibrasyon araligi igerisinde, LLOQ, LLOQ degerinin ii¢ kati,
kalibrasyon araliginin orta noktasi ve kalibrasyon araliginin en iist noktasinin en diisiik
%75’inden olusan dort derisim ile minumum bes analiz yapilir. Derisimler; LLOQ derisimi
icin, ortalama deger asil degerin + %20’si sinirlar1 igerisinde olmalidir. Diger derisimler i¢in
ise bu deger + %15°dir.

Giinler arasi dogruluk testi icin en az 2 farkli giinde calisilan LLOQ, diisiik, orta ve
yiiksek derigimlerin iicer kez analizi yapilmalidir. LLOQ derisimi i¢in, ortalama deger asil

degerin £%20’si sinirlari igerisinde olmalidir. Diger derisimler i¢in ise bu deger £%15’dir.

Kesinlik, belirli bir analitik kosul altinda yapilan bir dizi 6l¢iim sonuglarinin birbirine
olan yakinliginin 6l¢iisiidiir. Bagil standart sapma (Relative Standard Deviation-RSD) olarak
ifade edilir. RSD, bir dizi Ol¢lim sonucunda elde edilen verilerin standart sapmasinin
ortalamaya boliinmesiyle hesaplanir. Kesinlik parametresi, elde edilen giin i¢i ve giinler arasi

dogruluk verileri kullanilarak hesaplanabilir.

Giin ici kesinlik, belirlenen LLOQ, diisiik, orta ve yiiksek KK 6rneklerinin her biri i¢in
en az bes enjeksiyon yapilarak degerlendirilir. LLOQ derisimi i¢in RSD +%20, diger

derisimler icin ise +%15 sinirlar1 i¢erisinde olmalidir.

Giinler aras1 kesinlik testi i¢in en az 2 farkl giinde c¢alisilan LLOQ, diisiik, orta ve
yiiksek derisimlerin {icer kez analizi yapilmalidir. LLOQ derisimi i¢cin RSD +%20, diger

derisimler icin ise +%15 sinirlar1 i¢erisinde olmalidir.

Diliisyon Dogrulugu, 6rneklerde yapilan seyreltme isleminin dogrulugu ve kesinligi
etkilemediginin bir Olgiisiidiir. Kalibrasyon egrisinin en yiiksek noktasinin iizerinde,
seyreltiginde kalibrasyon egrisi araliginda olacak sekilde bir analit derisimi segilir. 5 paralel
olacak sekilde kor matriks ile seyreltilmelidir. Sonuglar, dogruluk ve kesinlik i¢in belirtilen

+%15 degeri igerisinde olmalidir.

Matriks Etkisi, en az alti farkli kor matriksi kullanilarak incelenmelidir. Her bir
ornekteki analit ve i¢ standartin matriks etkisi ayr1 ayr1 hesaplanir. Standart katilmis matriks
ortamindaki alanin, matriks olmayan ortamdaki alana oranlanmasi ve elde edilen analit

matriks faktoriiniin i¢ standart faktoriine boliinmesiyle i¢ standart diizeltilmesi yapilir. En az



17

alt1 farkli matriksin i¢ standart diizeltilmesi yapilan matriks etkisinin RSD degeri %15 in

altinda olmalidir.

Kararhlik, calisilan matriksteki s6z konusu analitin kararliligi, uygulanan saklama
kosullarindan sonra ve QC o&rnekleri hazirlandiktan hemen sonrasi i¢in diisiik ve yiiksek
derisimler kullanilarak degerlendirilir. Elde edilen degerler gercek degerlerle karsilastirilir.

Her bir derisim i¢in hesaplanan derisim %15 sinirlar1 igerisinde olmalidir.

Donma Erime Kararhh@ (DEK), yiliksek ve diisiik derisimdeki KK &rnekleri
dondurulup (-80°C) tekrar oda sicakligmma (20°C)  getirilir (her bir dongiide ornek

coziindiiriilmeden 6nce 12 saat dondurulmus olmalidir).

Kisa siireli Oda Sicakhg1 Kararhhg (KSOS), yiiksek ve diisiik derisimlerde KK
orneklerinin oda sicakliginda hazirlandiginda derisimi saptanir, oda sicakliginda 24.saatin

sonunda derisimi kontrol edilir ve bir kayip olup olmadig1 degerlendirilir.

Uzun Siireli Kararhihgin (USK) tespit edilmesinde, ¢alismada kullanilacak canlilara
ilacin uygulandigi ilk giin, calismanin baslangi¢ tarihi olarak kabul edilir. Calismanin
basladig1 ilk giin, belirlenen derisimlerde KK ornekleri uzun siireli kararliligin kontrol
edilecegi ortama alinarak ¢alismanin son giiniine kadar saklanir ve kararlilik durumlari kontrol
edilir.

Stok Cozelti Kararhhgi, validasyonun ilk giinii kontrol edilen etken madde ve i¢
standart igceren KK oOrnekleri, stok cozelti kararliliginin kontrol edilecegi ortama alinarak
validasyonun son giinii taze hazirlanan kalibrasyon egrisi ile tekrar calisilir ve kararlilik
durumlart kontrol edilir (www.ema.europa.eu, 2015).

2. DENEYSEL KESIiM

2.1 Analitik Cihazlar ve Yontem

LC-MS/MS analizlerinin gergeklestirilmesinde Shimadzu (Japonya, Kyoto) model
UFLC (Ultra Fast Liquid Chromatography) ve ABI SCIEX API 4000 MS modeli
kullanilmistir. LC sistemi, hareketli fazin akigini saglayan LC-20AD model pompa A ve B,
CTO-20A model kolon firini, SIL-20AC model otomatik 6rnekleyici ve DGU-20A3 model
gaz giderici sisteminden olugmaktadir. Zorbax XDB-C18 (2.1 x 50 mm, 5 pum) (Agilent
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Technologies) analitik kolon 40°C sabit sicaklikta tutulmus ve hareketli fazin akis hiz1 0.5
mL/dk olarak g¢alisilmistir.Mobil Faz A (MFA), %0.05’lik formik asitli su ve Mobil Faz B
(MFB), ACN olan sistemde ¢ift pompa yardimiyla hareketli fazin tasinmasi saglanir. Tablo
2.1°de verilen gradiyent programi 5.20 dakika siire uygulanmistir ve uygulanan gradiyent

programi Sekil 2.1°de gorsellestirilmistir.

Tablo 2.1 Sildenafil ve Dapoksetin tayini i¢in uygulanan gradiyent programi

MFA(%) | 95 | 95 | 5 | 5 | 95 95

MFB (%) 5 5 [ 95| 95| 5 5

Zaman (dk) | 0.01 | 1.00 | 3.00 | 4.00 | 420 | 5.20

100 , ,

4| -

20 =

0 1 1
0.0 2.0 4.0 52

Sekil 2.1 Sildenafil ve Dapoksetin tayini i¢in uygulanan gradiyent egrisi

MS ile analizler, ESI teknigi pozitif iyon modu kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha
hassas ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda 6rneklerin nicel analizi yapilmistir. Sildenafil
icin 474.8 m/z, Dapoksetin i¢in 305.8 m/z ve i¢ standart olarak kullanilan Tadalafil i¢in 389.7
m/z ana iyon olarak belirlenmistir. Parcalanma iyonlari i¢in ise sirasiyla 100.1, 157 ve 268 m/z
izlenmistir. S6z konusu analitlerin MRM (m/z) degerleri ve MS kosullar1 Tablo 2.2 ve 2.3’de

verilmistir. Tiim integrasyonlar ve veri degerlendirmeleri Analyst 1.5 programi kullanilarak

yapilmistir.
Tablo 2.2 Analitlerin LC-MS/MS Analizi i¢in MS kosullar1
Parametre Deger Parametre Deger
Perdeleme gaz basinci (psi) 30 Iyon Kaynagi Gaz Basinci (Gaz 1) (psi) 55
Iyon Sprey Voltaji (V) 3500 | Iyon Kaynagi Gaz Basinci (Gaz 2) (psi) 45
Kaynak Gaz sicakligi (°C) 550 Carpigma Assosiyasyon-Disosiyasyon (CAD) Gazi 12

Tablo 2.3 Analitlerin MRM degerleri

Parametre Sildenafil Dapoksetin Tadalafil (IS)
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Alikonma siiresi tr (Min) 3.31 3.46 3.59
Iyon Gegis (m/z) 474.8—100.1 305.8 =157 389.7—-268
Parcalama (Declustering) Portansiyeli (V) 60 70 100
Giris Potansiyeli (V) 13 13 13
Carpisma Enerjisi (V) 30 30 17
Carpisma Hiicre Cikis Potansiyeli 16 14 16

2.2 Ornek Hazirlama Prosediirii

Sentetik plazma ¢ozeltisinden 500 pL alinip, 10 mL’lik polipropilen tiipe konur ve
tizerine 0.5 pg/mL’lik tadalafil ara stok g¢ozeltisinden 10 pL eklenerek, 30 s karistirilir.
Ardindan 3 mL etilasetat/dietileter (v/v; 1/1) karisimi ilave edilir ve 3 dakika boyunca
karistirilip, 10 dk siire ile +4°C’de 4500 rpm’de santrifiijlenir. Ust faz (organik faz) temiz bir
10 mL’lik polipropilen tiipe aktarilarak, 40 °C’ de azot gaz1 altinda kuruluga dek ugurulur.

Ardindan, 500 pL seyreltme ¢ozeltisi eklenerek ultasonik su banyosunda 15 dk boyunca
¢oziindiriilir ve 2 mL’lik eppendof tiiplere aktarilir. Coziindiiriilen 6rnekler, 10 dk siire ile
+4°C’de 15300 rpm hizda santrifiijlenip tist faz 13mm 0.45 pm naylon filtreden gegirilir ve
HPLC viallerine aktarilarak, cihaza enjekte edilir
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3. SONUC VE DEGERLENDIRME

Bu caligma kapsaminda Sildenafil ve Dapoksetin molekiillerinin bir arada tayinine
yonelik LC-MS/MS sistemi kullanilarak kromatografik yontem gelistirilmistir. Bu amacla
once sivi-sivi ekstraksiyon yontemi optimize edilerek, en iyi gerikazanimlar1 veren ¢dziicii
tiirii tespit edilmis, ardindan, yontemin validasyonuna gegilmistir. Gelistirilen yontem EMA

Biyoanalitik Metot Validasyonu rehberine (2015) gore valide edilmistir.
3.1 Sivi-Sivi Ekstraksiyon Yontemi Optimizasyonu

Sildenafil ve Dapoksetin’in es zamanli tayini i¢in sivi-sivi ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Bu amacla farkli organik ¢oziiciiler ve bunlarin karigimlart kullanilarak geri
kazanim g¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla dietil eter, etil asetat, dietileter: ACN (4/1; v/v) ve
dietil eter: etil asetat (1:1) karisimlan ile ¢alismalar yiiriitiilmiis ve denel kesimde verilen
prosediir uygulanmistir. Bu yolla 0.4-40 ng/mL elde edilen LC-MS/MS kromatogramlardan
elde edilen pik alanlar1 (Asta/Ais) i¢ standart olarak kullanilan Tadalafile ait pik alanlarina

oranlanarak, derisime kars1 grafige gecirilmistir.

Bu amagla oncelikle dietil eter kullanilarak yiiriitiilen LLE ¢alismasinda sentetik plazma
iizerine Sildenafil ve Dapoksetin standart ¢ozeltilerinden eklenerek, 0.4 — 40.0 ng/mL derisim
araliginda kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Bu grafikler Sildenafil ve Dapoksetin i¢in
Sekil 3.1 ve 3.2°de verilen grafiklerden calisilan derisim araliginda dogrusal yanit elde edilmis

ve korelasyon katsayilarinin sirasiyla 0.9995 ve 0.9974 diizeyinde oldugu gorilmiistiir.

Bu kalibrasyon grafiklerinde yer alan her nokta i¢in dogru denkleminden gidilerek
hesaplanan derisim ile gercek derisim oranlanarak dogruluk degerleri asagidaki formiile gore

elde edilmis ve her iki etken madde i¢in Tablo 3.1°de verilmistir.

C 1
vhDogruluk = —=erlanan , g
garcek
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10.0 y=0.2483x +0.1138
R?>=0.9995

Aga/Ars Pik Alan Oram

0.0 5.0 10.0 150 200 250 300 350 400 450
Derisim (ng/mL)

Sekil 3.1 Sildenafil i¢in dietil eter ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi

8.0

7.0 y=0.1726x + 0.2213
R2=0.9974

6.0

5.0

Agia/Ars Pik Alan Oram
=y
o

0.0 5.0 100 150 200 250 300 350 400 450
Derisim (ng/mL)

Sekil 3.2 Dapoksetin icin dietil eter ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi



Tablo 3.1 Sildenafil ve Dapoksetin igin dietil eter ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi
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dogruluk yiizdeleri
Sildenafil Dapoksetin
Gercek
Derisim Hesaplanan Dogruluk Hesaplanan Dogruluk
(ng/mL)
Derisim (ng/mL) (%) Derisim (ng/mL) (%)
0.4 0.399 96.6 0.379 97.2
1.0 0.965 103.1 1.084 120.4
2.0 2.221 110.7 2.175 109.6
4.0 4.017 100.9 4.305 109.8
10.0 8.075 102.0 8.249 106.1
20.0 20.429 92.8 19.477 89.7
40.0 43.730 93.9 40.185 87.6

Bu verilere gore dogruluk degerleri EMA kriterlerini (+%15) karsilamaktadir. Dietileter
ile ytriitiilen LLE igleminin uygunlugunu test etme amaciyla her iki etken madde i¢in 0.4, 1.2

ve 40 ng/mL derisim diizeylerinde geri kazanim c¢alismalar1 yapilmis ve elde edilen degerler

Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 Sildenafil ve Dapoksetin igin dietil eter ile ekstraksiyon sonrast hesaplanan gerikazamim degerleri

Derisim Gerikazanim (%)
(ng/mL) Sildenafil Dapoksetin
04 55.6 30.0
1.2 66.9 31.6
40.0 72.2 42.1
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Yukardaki tablodan izlenecegi iizere geri kazanim sonuglar1 EMA kriterlerine gore
kabul edilebilir sinirlar (100 + 15) igerisinde degildir. Dolayisiyla ekstraksiyon ¢oziiciisii etil
asetat ile degistirilerek, ayni prosediirle 0.4-40 ng/mL derisim araliginda kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.3 ve 3.4).

8.0

7.0 y=0.1785x + 0.1129
R2=10.9964

AsafAis Pik Alan Orani
N w b L =
[en] [w] [w] [w] (=]

Ly
(=}

o
o

0.0 5.0 10.0 150 200 250 300 350 400 45.0
Derisim (ng/mL)

Sekil 3.3 Sildenafil i¢in etilasetat ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi

w
(=)

y=0.0703x + 0.0405
R2=10.9994

I
n

AsafAis Pik Alan Orani
e - N
[w] [, o

o
n

o
o

0.0 5.0 10.0 150 200 250 300 350 400 450
Derisim (ng/mL)
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Sekil 3.4 Dapoksetin i¢in etilasetat ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon grafiklerindeki her derisim degeri i¢in dogruluk degerleri hesaplanmis ve

her iki etken madde icin Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 Sildenafil ve Dapoksetin igin etilasetat ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi

dogruluk yilizdeleri
Sildenafil Dapoksetin
Gercek
Derisim Hesaplanan Dogruluk Hesaplanan Dogruluk
(ng/mL)
Derisim (ng/mL) (%) Derisim (ng/mL) (%)
04 0.396 98.9 0.368 92.1
1.0 0.984 98.4 1.120 112
2.0 2.106 105.3 2.284 114.2
4.0 4.300 107.5 4.340 108.5
10.0 9.970 99.7 9.150 91.5
20.0 20.120 100.6 18.540 92.7
40.0 35.840 89.6 35.560 88.9

Bu verilere gore dogruluk degerleri EMA kriterini karsilamaktadir. Etilasetat ile
yiriitiilen LLE isleminin uygunlugunu test etme amacl her iki etken madde i¢in 0.4, 1.2 ve 40

ng/mL derisim diizeylerinde geri kazanim calismalar1 yapilmis ve elde edilen degerler Tablo

3.4°de verilmistir.

Tablo 3.4 Sildenafil ve Dapoksetin igin etilasetat ile ekstraksiyon sonrasi hesaplanan gerikazanim degerleri

Derisim Gerikazanim (%)

(ng/mL) Sildenafil Dapoksetin

0.4 103.0 45.2
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1.2 106.0 454

40.0 93.9 37.8

Yukaridaki tablodan da goriilecegi lizere sildenafil icin uygun olmakla birlikte
Dapoksetin i¢in gerikazanim degerleri diisiik bulunmustur. Bu durumda Sildenafil ve
Dapoksetin i¢in molekiil yapilar1 géz Oniine alinarak, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin polaritesini

artirmak amaciyla ACN eklenmesine karar verilmistir.

Bu amagla ¢oziicii olarak dietileter: ACN (4/1; v/v) karisimi kullanilmis ve ayni
prosediir tekrarlanmigtir. Derigim araligi Gist limiti artiralarak, Sildenafil i¢in 1-200 ng/mL ve
Dapoksetin i¢in 0.04-200 ng/mL araliginda kalibrasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.5

ve 3.6).

50.0
y=10.2122x + 0.6943
£ 400 R2=0.9993
S
& 300
<
=
& 20.0
<
3
& 100
0.0
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0

Derisim (ng/mL)

Sekil 3.5 Sildenafil i¢in dietileter: ACN (4/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi

elde edilen kalibrasyon egrisi
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R2=0.9951
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Sekil 3.6 Dapoksetin i¢in dietileter: ACN (4/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi

elde edilen kalibrasyon egrisi

Bu kalibrasyon grafiklerindeki her derisim degeri i¢in dogruluk degerleri hesaplanmis ve

her iki etken madde i¢in Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5 Sildenafil ve Dapoksetin igin dietileter: ACN (4/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi
elde edilen kalibrasyon egrisi dogruluk yiizdeleri

Sildenafil Dapoksetin
Gercek
Derisim Hesaplanan Dogruluk Hesaplanan Dogruluk
(ng/mL)
Derisim (ng/mL) (%) Derisim (ng/mL) (%)
04 - - 0.040 100
1.0 0.985 98.9 - -
10.0 11.410 105.3 2.540 110.4
20.0 - - 11.040 99.4
40.0 39.680 107.5 19.880 105.6
100.0 95.400 99.7 42.240 98.2
200.0 181.800 100.6 98.200 86.5
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Bu verilere gore dogruluk degerleri EMA kriterlerini karsilamaktadir. Dietileter: ACN
(4:1; v/v) karisimu ile yiirtitiilen LLE isleminin uygunlugunu test etme amagl Sildenafil igin 1
ve 3 ng/mL, Dapoksetin i¢in ise 0.04, 0.12 ve 200.0 ng/mL derisimlerinde derigim
diizeylerinde geri kazanim c¢alismalar1 yapilmis ve elde edilen degerler Tablo 3.4’de

verilmistir.

Tablo 3.6 Sildenafil ve Dapoksetin igin dietileter: ACN (4/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi hesaplanan

gerikazanim degerleri

Derisim Gerikazamim (%)
(ng/mL) Sildenafil Dapoksetin
0.04 103.0 72.1
0.12 - 68.5
1.0 83.8 -
3.0 90.8 -
200.0 - 62.1

Bu verilerin 1s181nda ekstraksiyon ¢oziiciistine ACN ilavesinin es zamanli tayinde
Sildenafil i¢in negatif yonde, Dapoksetin i¢in ise pozitif yonde etki yaptig1 sdylenebilir.
Bununla birlikte, Dapoksetin i¢in geri kazanim degerleri hala kabul edilebilir smnirlar
icerisinde degildir. Son olarak, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak dietileter: etilasetat (1/1; v/v)
karigim1 kullanilmis ve her iki etken madde icin 1-100 ng/mL araliginda kalibrasyon egrileri

olusturulmustur (Sekil 3.7 ve 3.8).
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Sekil 3.7 Sildenafil i¢in dietileter: etilasetat (1/1; v/v) karisimu ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon

egrisi
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Sekil 3.8 Dapoksetin i¢in dietileter: etilasetat (1/1; v/v) karigimu ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon

egrisi

Bu kalibrasyon grafiklerindeki her derisim degeri i¢in dogruluk degerleri hesaplanmis ve
ilgili degerler her iki etken madde i¢in Tablo 3.7°de verilmistir.
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kalibrasyon egrisi dogruluk ytizdeleri

Tablo 3.7 Sildenafil ve Dapoksetin i¢in dietileter: etilasetat (1/1; v/v) karisimu ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen

Gercek Sildenafil Dapoksetin

Derisim Hesaplanan Dogruluk Hesaplanan Dogruluk

(ng/mL) Derisim (ng/mL) (%) Derisim (ng/mL) (%)
1.0 0.932 93.2 0.998 99.8
2.0 2.294 114.7 1.988 99.4
10.0 9.820 98.2 10.950 109.5
20.0 18.040 90.2 18.340 91.7
40.0 41.480 103.7 39.880 99.7

Bu verilere gore dogruluk degerleri EMA kriterini karsilamaktadir. Daha sonrasinda {i¢
ayr1 derigsimde (1.0, 3.0 ve 40.0 ng/mL) derisimlerinde yapilan geri kazanim ¢alismasinda elde

edilen degerler Tablo 3.8’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.8 Sildenafil ve Dapoksetin i¢in dietileter: etilasetat (1/1; v/v) karisim ile ekstraksiyon sonrasi

hesaplanan gerikazanim degerleri

Derisim Gerikazanim (%)
(ng/mL) Sildenafil Dapoksetin
1.0 86.7 85.8
3.0 109.2 92.0
40.0 101.8 99.9

Tablodan goriilecegi ilizere her iki etken madde i¢in geri kazanim degerleri %85-115
araliginda kabul edilebilir bulunmustur. Dapoksetin ve Sildenafil i¢in kalibrasyon egrisinde 40

ng/mL derisiminden sonra dogrusalliktan sapma gézlemlenmistir.
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Bir sonraki asamada ¢oziicii karisim oranini optimize etmek icin Dietileter: Etilasetat
oranlart (DEE/EtAc) hacimce 0.75/0.25 ve 0.25/0.75 olacak sekilde hazirlanmis ve mutlak
geri kazanim calismasi yapilmistir. Bu amagla dnce sentetik plazma numunesi LLE iglemine
tabi tutulmus ve elde edilen ekstrat iizerine etken maddelerden 2.0 ng/mL ve i¢ standart olarak
kullanilan Tadalafilden ise 10 ng/mL katilarak, LC-MS/MS cihazina enjekte edildiginde elde
edilen plazma katimli pik alanlart (Apk) hesaplanmistir. Ardindan plazma numunesine
dogrudan bu standartlar katilarak, LLE islemi yiiriitiilmiis ve elde edilen ekstrat dogrudan LC-
MS/MS cihazina enjekte edilerek, edilen plazma ekimli pik alanlar1 (Apg) da Ol¢iilmiistiir.
Mutlak gerikazanim (MGK) degerleri bu iki degerin oranindan gidilerek (Ape / Apk X100)
Tablo 3.9’da verilmistir.

Tablo 3.9 Sildenafil, Dapoksetin ve Tadalafil igin farkli ¢oziicti oranlarinda mutlak geri kazanim degerleri

Sildenafil Dapoksetin Tadalafil
DEE/EtAc
Hacim MGK MGK MGK
Oram Ark Are Ark Are Ark Are
(%) (%) (%)
0.75:0.25 | 78170 | 59517 20645 | 9792 251775 | 207 182

78425 | 63323 80.8 19404 | 9685 47.4 242 869 | 206 445 825

72073 | 61839 19131 | 8603 249 454 | 200 308

74505 | 58695 18884 | 8.873 246525 | 196 377

0.25:0.75 | 76408 | 59016 774 16417 | 7.597 46.8 243819 | 178865 78.7

75281 | 57531 14215 | 6.375 228 843 | 190609
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Bu karigimlarda mutlak geri kazanim degerleri Sildenafil ve Tadalafil i¢in uyum
gosterirken Dapoksetin i¢in uygun bulunmamistir. Sonug¢ olarak Shimatzu 8040 cihazi ile
yiriitillen ¢alisamlarda sivi-sivi ekstraksiyon i¢in en iyi segcenek olarak Dietileter: Etilasetat
(1/1; v/v) karisiminin kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Validasyon ¢alismalarina gegmeden
once bu optimize kosullarda dogrusal aralik ABI SCIEX API 4000 cihazinda tekrar
denenmistir. Bu amagla Sildenafil i¢in 2.0-200 ng/mL Dapoksetin 0.04-1.5 ng/mL ve
araliginda dogrusallik ¢alismas1 yapilmistir. Bu grafikler Sekil 3.9 ve 3.10’da verilmistir.

= y=0.0235x - 0.0115
R=0.9589

Analit Alan /IS Alan
X

10 20 0 40 50 80 70 80 20 100 110 120 130 140 180 160 170 180 180 200
Analit Derigim /IS Derisim

Sekil 3.9 Sildenafil i¢in Dietileter: Etilasetat (1/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi 2-
200 ng/mL
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44
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2 y=1.84x-0.0171
o R=0.9526

20

Analit Alan /IS Alan
o 1

18

1.4

1.0

08

04

0.0

01 02 03 04 05 08 07 08 08 10 11 12 13 14 15
Analit Derisim / IS Derisim

Sekil 3.10 Dapoksetin i¢in Dietileter: Etilasetat (1/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi
0.04-1.5 ng/mL

Bu kalibrasyon grafiklerindeki her bir derisim degeri igin dogruluk yiizdeleri
hesaplanmis ve Tablo 3.10’da verilmistir.
Tablo 3.10 Sildenafil ve Dapoksetin i¢in Dietileter: Etilasetat (1/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi kalibrasyon

egrisi dogruluk degerleri

Sildenafil Dapoksetin
et | oatine | ograak | S | FSEE  pugrn
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2.0 2.184 109.2 0.04 0.043 107.5
4.0 3.773 94.3 0.08 0.076 95.0
10.0 9.567 95.6 0.20 0.176 88.0
20.0 19.568 97.8 0.40 0.356 89.0
40.0 37.452 93.6 0.60 0.651 108.5
100.0 139.600 139.6 0.80 0.834 104.3
200.0 247.505 123.7 1.50 2.363 157.5

Bu verilerin 151¢1nda kriterin saglandigi aralik olarak Sildenafil i¢in 2.0 — 40.0 ng/mL ve
Dapoksetin i¢in ise 0.04-1.00 ng/mL, olarak belirlenmistir.
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3.2 Validasyon Calismasi

3.2.1 Secicilik

LLE yontemi kullanilarak Dapoksetin ve Sildenafil i¢in yontemin gegerliligi test
edilirken, LLOQ diizeyinde standart katimli 6rnekle ¢alismis ve alt1 farkli kor sentetik plazma
ile de calismalar yiiriitiilerek, pik alanlar1 karsilagtirllmigtir. Tablo 3.11 ve Sekil 3.11°de

goriildiigi lizere Dapoksetin, Sildenafil ve Tadalafil piklerine herhangi bir girisim s6z konusu

degildir.
Tablo 3.11 LLOQ diizeyinde Sildenafil ve Dapoksetin piklerinin bos plazmadan ayrimi
Ornek Sildenafil Dapoksetin Tadalafil (1S)
Pik Alani Alan% Alan Alan% Alan Alan%
PELLOQ 17 265 - 20562 - 20042.781 -
Kor-1 166 0.963 2057 10.002 582.140 2.904
Kor-2 164 0.948 1999 9.720 614.000 3.063
Kor-3 121 0.698 2216 10.775 522.953 2.609
Kor-4 61 0.354 2016 9.802 578.214 2.885
Kor-5 121 0.698 2131 10.363 621.883 3.103
Kor-6 126 0.729 2026 9.854 688.939 3.437
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Sekil 3.11 Sentetik plazma drneklerinde MRM kromatogramlari. a) Dapoksetin kor plazma, b) Dapoksetin ekimli plazma (0.04 ng/mL), ¢) Sildenafil kor plazma, d)

Sildenafil ekimli plazma (2 ng/mL), e) Tadalafil kor plazma ve f) Tadalafil ekimli plazma (10.0 ng/mL)
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3.2.2 Tasinma (Carry-Over)

Gelistirilen yontem {izerindeki tasinma etkisini degerlendirmek igin sisteme 30 pl
yiiksek derigimli kalibrasyon 6rnegi (Sildenafil — 40.0 ng / mL, Dapoksetin — 1.0 ng/mL)
enjekte edilmistir. Ardindan kor 6rnek hemen enjekte edilmis ve pik alanlart PELLOQ
diizeyinde karsilastirilmistir. Elde edilen kromatogramlarda tiim analitler i¢in anlamli bir pik

olusmadig1 goriilmiistiir (Tablo 3.12).

Tablo 3.12 LLE yonteminin Sildenafil, Dapoksetin ve Tadalafil analitleri iizerinde tasinma etkisi

Tadalafil
Sildenafil Dapoksetin
Ornek Ismi (I¢ Standart)
Alan Alan% Alan Alan% Alan Alan%
PELLOQ 13 320.445 - 17 458 - 17 203.319 -
Yiiksek 257 674.886 - 326 436 ; 164 222.75 ;
Derisim
Kor 246.029 1.847 1046 5.994 268.403 1.560
3.2.3LLOQ

Alt belirtme smirini1 belirlemek i¢in, en diisiik kalite kontrol 6rnegi derisimi (dapoksetin
icin 0.04 ng/mL, sildenafil i¢in 2.0 ng/mL ve tadalafil i¢in 1 ng/mL) 7 kez enjekte edilmistir.
Daha sonra derigimler, 5 S/N (Sinyal/Giiriiltii) izerinden hesaplanmigstir. Sentetik plazmadaki
Dapoksetin, Sildenafil ve Tadalafil i¢in alt belirtme sinir1 sirastyla 0.003, 0.033 ve 0.064 ng /
mL olarak bulunmustur. Her bir analit i¢in hesaplanan LLOQ degerleri Tablo 3.13' te

verilmistir.
Tablo 3.13 Sildenafil, Dapoksetin ve Tadalafil icin LLOQ degerleri
N . Sildenafil Dapoksetin Tadalafil
Ornek Ismi
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LLOQ-1 0.035 0.003 0.044
LLOQ-2 0.026 0.003 0.051
LLOQ-3 0.026 0.001 0.081
LLOQ-4 0.043 0.002 0.052
LLOQ-5 0.034 0.003 0.028
LLOQ-6 0.027 0.003 0.051
LLOQ-7 0.041 0.003 0.141
LLOQ Ortalama 0.033 0.003 0.064
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3.2.4 Dogruluk

Dapoksetin i¢in 2.00-40.0 ng/mL ve Sildenafil i¢in 0.04-1.00 ng/mL araliginda yedi
noktali kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Yontemin dogrusalligi, ekstrakte edilmis kor sentetik
plazma {izerine farkli derisim seviyelerinde katimli Orneklerin pik alanlarn ile

degerlendirilmistir.

Dogrusallik, regresyon katsayist (R) degeri kullanilarak hesaplanmistir. LLE ile
Sildenafil ve Dapoksetin i¢in kalibrasyon egrileri Sekil 3.12 ve 3.13'te verilmistir. Ydntemin
dogrulugu, ii¢ giin siireyle katimli kalite kontrol Ornekleri analiz edilerek saptanmustir.
Deneyin dogrulugu, her bir kalite kontrol derisimi seviyesinde bes paralel katimli Dapoksetin
ve Sildenafil 6rnegi ile Ol¢lilmiistiir (Dapoksetin; 0.04, 0.12, 0.40 ve 0.80 ng/mL, Sildenafil;
2.00, 6.00, 20.0 ve 32.0 ng/mL). Dogruluk ve geri kazanim Dapoksetin i¢in % 85.0 ile 102.6
arasinda, Sildenafil i¢in % 90.7 ve 107.0 arasinda degisen kabul edilebilir araliklar iginde
oldugu bulunmustur. LLOQ), diisiik, orta ve yiliksek derisimde ¢alisilan kalite kontrol 6rnekleri

icin dogruluk ve geri kazanim sonuglart Tablo 3.14 ve Tablo 3.15’ te verilmistir.

14 ¥=0.0388 x + 0.0116

13 R=0.9973

Analit Alan/ IS Alan

4 ] & 10 12 14 18 18 20 22 24 i} 28 30 3z 34 38 38 40
Analit Derisim/ IS Derisim

Sekil 3.12 Sildenafil i¢in Dietileter: Etilasetat (1/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon
egrisi 2-40 ng/mL
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¥=2.05 x + 0.0069
R=0.9938

Analit Derisim/ IS Derisim

Sekil 3.13 Dapoksetin igin Dietileter: Etilasetat (1/1; v/v) ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen kalibrasyon

egrisi 0.04-1.0 ng/mL

Tablo 3.14 LLE teknigi ile LLOQ, diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde Sildenafil i¢in dogruluk ve geri kazanim

sonuglari
LLOQ DUSUK ORTA YUKSEK

Ornek ismi (2.000 ng/mL) (6.000ng/mL) (20.000 ng/mL) (32.000ng/mL)

Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri

Derisim Kazamm% Derisim Kazamm% Derisim Kazamm% Derisim Kazanim%

N1 parallel 1.900 95.0 5.584 93.1 19.386 96.9 31.990 100.0
N2. parallel 1.906 95.3 6.417 107.0 19.223 96.1 34.232 107.0
Na. parallel 2.007 100.4 5.440 90.7 20.147 100.7 33.450 104.5
Na. parallel 1971 98.6 5.634 94.0 20.087 100.4 32.339 101.0
N parallel 2.021 101.0 5.795 96.6 20.381 102.0 32.367 101.1
Ortalama 1.961 98.0 5.774 96.2 19.845 99.2 32.367 102.7
SD 0.056 2.802 0.381 6.353 0.509 2.543 0.936 2.923
Sapma % -1.950 -1.950 -3.767 -3.767 -0.776 -0.776 1.147 2.736
RSD% 2.858 2.858 6.601 6.601 2563 2563 2.890 2.846
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Tablo 3.15 LLE teknigi ile LLOQ, diisiik, orta ve yiiksek derisimlerde Dapoksetin i¢in dogruluk ve geri kazanim

sonuglari
) LLOQ DUSUK ORTA YUKSEK
Ornek (0.040 ng/mL) (0.120 ng/mL) (0.400 ng/mL) (0.800 ng/mL)
fomi Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri
Derisim Kazanim% Derigim Kazamm% Derigim Kazamm% Derisim Kazanim%
N1, paralel 0.034 85.0 0.114 95.0 0.365 91.2 0.712 89.0
N2. paralel 0.038 95.0 0.107 89.1 0.370 925 0.751 93.9
N3, parallel 0.040 100.0 0.108 90.0 0.382 95.50 0.821 102.6
Na. paralel 0.039 97.5 0.110 91.7 0.401 100.2 0.774 96.8
N, parallel 0.035 87.5 0.109 90.8 0.386 96.5 0.695 86.9
Ortalama 0.037 93.0 0.110 91.3 0.381 95.2 0.751 93.9
SD 0.003 6.471 0.003 2.252 0.014 3.542 0.050 6.277
Sapma % -7.000 -7.000 -8.667 -8.667 -4.800 -4.800 -6.175 -6.175
RSD% 6.958 6.958 2.465 2.465 3.720 3.720 6.690 6.690
3.2.5 Kesinlik

Glin i¢i ve giinler arasi kesinligi degerlendirmek i¢in farkli derisim seviyelerinde

(Dapoksetin; 0.04, 0.12, 0.40 ve 0.80 ng/mL ve Sildenafil; 2.00, 6.00, 20.0 ve 32.0 ng/mL)

hazirlanan kalite kontrol 6rnekleri ardisik olarak ii¢ enjeksiyon yapilmistir. Farkli ii¢ glin ayni

sekilde ornek hazirlanip degerlendirilmistir.

Yontem i¢in gilin i¢i ve glinler arasi kesinligin genel sonuglart Tablo 3.14, 3.15, 3.16 ve

3.17°de verilmistir. Giin i¢i bagil standart sapma degerleri Dapoksetin i¢in % 2.5 - % 7.0 ve

Sildenafil i¢in % 2.6 - % 6.6 araligindadir. Giinler aras1 kesinlikte ise sirasiyla Dapoksetin ve
Sildenafil i¢in %2.5-%11.0, %4.0-%8.3 degerleri araliginda degisiklik gostermektedir. Hem

giin i¢ci hem de giinler aras1 ¢alismalar i¢in elde edilen sonuglarin giin i¢i ve giinler arasi

kesinlik kriterlerini karsiladig1 goriilmiistiir.
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Tablo 3.16 LLE teknigi ile iiretilen farkli derisim seviyelerinde Sildenafil igin kesinlik sonuglar

LLOQ DUSUK ORTA YUKSEK
Ornek (2.000 ng/mL) (6.000 ng/mL) (20.000 ng/mL) (32.000 ng/mL)
ismi Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri
Derisim Kazanim% Derigsim Kazamm% Derigim Kazanim% Derigim Kazamim%
gﬁun 1.863 931 5.750 95.8 19.080 95.4 32.845 102.6
éﬁﬁn 1.723 86.1 5.629 93.8 22.151 110.8 34.968 109.3
‘E’)ﬁﬁn 1.820 91.0 5.248 87.4 22.047 110.2 35.517 111.0
Ort 1.802 90.0 5.542 92.3 21.093 105.5 34.443 107.6
SD 0.071 3.567 0.262 4.363 1.744 8.720 1.411 4411
Giinler Arasi
Tkr RSD% 3.960 3.960 4.723 4.723 8.269 8.269 4.098 4.098
Giinler Arasi| g 90q -9.906 -7.626 -7.626 5.463 5.463 7.635 7.635
Tkr Sapma%
Tablo 3.17 LLE teknigi ile iiretilen farkli derigim seviyelerinde Dapoksetin i¢in kesinlik sonuglari
LLOQ DUSUK ORTA YUKSEK

Ornek ismi (0.040 ng/mL.) (0.120 ng/mL.) (0.400 ng/mL) (0.800 ng/mL.)

Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri Hesaplanan Geri

Derisim Kazanim% Derisim Kazanim% Derisim Kazanim% Derisim Kazanim%

gﬁun 0.037 91.7 0.110 91.4 0.379 94.7 0.725 90.7
i 0.044 1108 0.128 106.4 0.360 90.1 0.727 90.8
A 0.045 1125 0.123 102.2 0.370 92.4 0.738 922
Ortalama 0.042 105.0 0.120 100.0 0.370 924 0.730 91.2
SD 0.005 11.577 0.009 7.743 0.009 2.292 0.007 0.846
Giinler Arasi
Tkr RSD% 11.026 11.026 7.743 7.743 2.481 2.481 0.927 0.927
Giinler Arast| g 55, 5.000 0.000 0.000 7.611 7.611 -8.764 -8.764
Tkr Sapma%

3.2.6 Diliisyon Dogrulugu

Gelistirilen yontemdeki seyreltme etkisini gozlemlemek i¢in dogrusal kalibrasyon

araliginin iizerinde olacak sekilde sec¢ilen derisimler Sildenafil i¢in 80.000 ng/mL, Dapoksetin

icin 2.000 ng/mL olarak alinmis ve bu derisimlerde katimlar yapilarak ¢alisilmistir. Daha

sonra 5 paralel olacak sekilde kor ornek ile 10 kat seyreltilmistir. Bu islemin sonucunda

seyrelen orneklerin kalibrasyon araliginda yer aldig1 ve analitlerde seyrelmeye bagli gézlenen

onemli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 3.18).
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Tablo 3.18 LLE teknigi ile elde edilen 80.000 ng/mL sildenafil ve 2.000 ng/mL dapoksetin derigsimlerinde
seyreltme etkisinin genel sonuglari

} ) Hesaplanan Derisim (ng/mL)
Ornek Ismi
Sildenafil Dapoksetin

Diliisyon-1 90.023 2.170
Diliisyon-2 89.727 2.030
Diliisyon-3 90.389 2.080
Diliisyon-4 91.096 2.101
Diliisyon-5 90.713 2.058
Ortalama 90.390 2.088
SD 0.542 0.053
RSD% 0.600 2.537
Sapma% 12.987 4.390

3.2.7 Matriks Etkisi

Matriks etkisi incelenirken 6 farkli sentetik plazma kullanilarak diistik (6.000 ng/mL
Sildenafil, 0.120 ng/mL Dapoksetin) ve yiiksek (32.000 ng/mL Sildenafil, 0.800 ng/mL
Dapoksetin) derisimlerde kor sentetik plazma {izerine katim yapilarak 6rnek hazirlanmistir.
Mobil faz ortaminda hazirlanan ayni derisimde orneklerle karsilastirilarak 6rnekler tizerindeki
iyon baskilama etkisi degerlendirilmistir. Sildenafil ve Dapoksetin i¢in matriks etkisi
sonuglar1 Tablo 3.19 ve Tablo 3.20° da verilmistir.

Tablo 3.19 Sildenafil iizerindeki matriks etkisinin degerlendirilmesi

Diisiik (6.000 ng/mL) Yiiksek (32.000 ng/mL)
Ornek ismi
Alan Pik Alam Alan Pik Alam

Sildenafil Tadalafil % Sildenafil Tadalafil %
KE 42541.145 332821 - 211282.428 332821 -
MF 1 41024.066 168167 190.853 | 197545.670 157977 196.980
MF 2 43746.398 175314 195222 | 197994.549 157492 198.035
MF 3 41517.562 172915 187.845 | 197274.235 158063 196.601
MF 4 42819.623 171996 194772 | 204081.182 155346 206.942
MF 5 42128.657 171414 192.289 | 203038.493 157355 203.256
MF 6 40619.100 169095 187.933 | 198471.090 161476 193.614
Ortalama 191.484 Ortalama 199.238
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SD 3.215 SD 4912
RSD% 1.679 RSD% 2.465

Tablo 3.20 Dapoksetin tizerindeki matriks etkisinin degerlendirilmesi

Diisiik (0.120 ng/mL) Yiiksek (0.800 ng/mL)
Ornek Ismi
Alan Pik Alami Alan Pik Alam
Dapoksetin Tadalafil % Dapoksetin Tadalafil %
KE 73605.803 332821 - 473500.309 332821 -
MF 1 50180.700 168167 134.926 316399.965 157977 140.778
MF 2 52227.208 175314 134.704 314977.303 157492 140.576
MF 3 50189.255 172915 131.243 320142.928 158063 142.365
MF 4 52070.543 171996 136.890 317504.415 155346 143.661
MF 5 50008.888 171414 131.917 319150.551 157355 142.562
MF 6 52304.826 169095 139.866 323459.851 161476 140.800
Ortalama 134.924 | Ortalama 141.790
SD 3.191 SD 1.258
RSD% 2.365 RSD% 0.887
3.2.8 Kararhhk

Dapoksetin ve Sildenafil’in sentetik plazma ile mobil faz igerisinde farkli zamanlarda ve
sicakliklardaki kararliligini belirlemek i¢in kisa siireli oda sicakligi, donma erime kararliligi,

stok cozelti kararlilig1 testleri uygulandi.

Stok Cozelti Kararliligr degerleri Tablo 3.21 ve 3.22°de gosterilmektedir. Dapoksetin
icin 0.120 ve 0.800 ng/mL ve Sildenafil i¢in 6.000 ve 32.000 ng / mL iceren ayr1 ayr1 standart
stok c¢ozeltileri hazirlandi ve -20 °C' de dort giin boyunca saklandi. Elde edilen sonuglara gore

dort giin boyunca Dapoksetin ve Sildenafil’ in kararl oldugu goriismiistiir.

Donma Erime Kararliligi Dapoksetin i¢in 0.120 ve 0.800 ng/mL, Sildenafil i¢in 6.000
ve 32.000ng/mL derisimlerde iki seri 0rnek hazirlanarak analizlenmistir. 1. Seri O6rnekler
hemen analizlenmistir. 2. Seri 6rnekler ise -80 °C derin dondurucuya alinarak donma-¢oziilme
dongiisii baslatilmistir. U¢ donma-¢dziilme cevriminden sonra 2. seri drnekler ekstrakte
edilerek analizlenmistir. Donma-Erime Kararlilig1 sonuglar1 Tablo 3.23 ve 3.24' te verilmistir.

Dapoksetin ve Sildenafil’ in donma- erime dongiisiinden etkilenmedigi goriilmiistiir.

Kisa Siireli Oda Sicakligi Kararliigi sonuclar1 Tablo 3.25 ve 3.26° da verilmistir.

Sildenafil ve Dapoksetin’ in analizlenen Ornekleri 24 saat boyunca oda sicakliginda
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bekletilerek bu siire sonunda tekrar analizlenmistir. Sildenafil ve Dapoksetin’ in 24 saat

boyunca oda sicakliginda kararli oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.21 Dapoksetin’in stok ¢ozelti kararliliginin degerlendirilmesi

DUSUK DERISIM YUKSEK DERISiM
(0.120 ng/mL) (0.800 ng/mL)
% o % % Sapma
Hesaplanan Gercek /6 Sapma Hesaplanan Gercek | Dapoksetin
Derisi Ortalama | SD | %RSD - Dapoksetin - Ortalama | SD | %RSD N .
erisim Degerden . . Derisim Degerden (1.giin &
(1.giin & 4.giin) "
Sapma Sapma 4.giin)
) 1 0.112 0.707
(l)‘g;a'; 2 0.115 0.113 0.002 | 1.848 -6.111 0.710 0.722 0.023 | 3.167 -9.792
3 0.111 2,959 0.748 2963
. 1 0.110 0.729
ég;a‘; 2 0.123 0116 | 0007 | 5653 | -3.333 0.720 0738 | 0024 | 3.227 | -7.750
' 3 0.115 0.765
1 0.109 0.731
4.Giin 2 0.110 0.110 0.002 | 1.384 -8.056 -2.071 0.730 0.741 0.019 | 2.532 -7.333 2.725
3 0.112 0.763
Tablo 3.22 Sildenafil’in stok ¢ozelti kararliliginin degerlendirilmesi
DUSUK DERISIM YUKSEK DERIiSiM
(6.000 ng/mL) (32.000 ng/mL)
% % Sapma % % Sapma
Hesap.le‘man Ortalama | SD %RSD Gf’rcek Slldeinafll Hesap‘lzi\nan Ortalama | SD | %RSD Gf’rcek Sildenafil
Derisim Degerden | (1.giin & Derisim Degerden .. .
. (1.giin & 4.giin)
Sapma 4.giin) Sapma
) 1 6.014 33.399
é.g;al; 2 5.921 5.857 0.196 | 3.353 -2.378 34.072 33.828 | 0.373 | 1.102 5.713
3 5637 -2.333 34.013 -1.295
. 1 5.779 33.985
romo 2 5.705 5721 | 0052 | 0914 | -4.656 33548 33390 | 0.688 | 2.060 | 4.344
' 3 5.678 32.637
1 6.337 33.862
4.Giin 2 6.406 6.492 0.212 | 3.267 8.206 10.841 36.033 34.976 | 1.087 | 3.107 3.393 3.393
3 6.734 35.032
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Tablo 3.23 Dapoksetin’in donma-erime kararlihiginin degerlendirilmesi

DUSUK DERISIiM YUKSEK DERISiM
(0.120 ng/mL) (0.800 ng/mL)
’En Prl Gereak Prl Goreald
. erce erce
&| |Hesaplanan| o | op | RSD% | Degerden | Sapma% Fesapanan | ort. | SD | RSD% | Degerden | Sapma %
Derisim Derisim
Sapma% Sapma%
2, 1 0.115 1 0.716
g 2 0.116 0.115]0.001| 0.501 -3.889 2 0.773 0.748 |0.029 | 3.910 -6.458
=3 0.115 3 0.756
12.428 -4.053
= 1 0.135 1 0.696
en
g 2 0.129 0.130]0.005| 3.882 8.056 2 0.706 0.718 |0.030| 4.160 -10.250
“i|3 0.125 3 0.752
Tablo 3.24 Sildenafil’ in donma-erime kararliliginin degerlendirilmesi
DUSUK DERISIiM YUKSEK DERISiM
(6.000 ng/mL) (32.000 ng/mL)
% |Prl Gorear Pri Goreok
5 erce erce!
8 Hesaplanan | o | sp | RSD% |  Degerden | Sapma% Hesaplanan | o | sp | RSD% | Degerden | Sapma %
Derisim Derisim
Sapma% Sapma%
2, 1 5.579 1 33.285
g 2 6.276 5.855|0.370 | 6.327 -2.417 2 33.636 33.199 | 0.486 | 1.465 3.746
=13 5.710 3| 32675
-7.560 6.476
2 1 5.661 1 34.635
g 2 5.387 5.41210.237 | 4.379 -9.794 2 35.153 35.349 | 0.829 | 2.345 10.465
“ |3 5.189 3 | 36.258
Tablo 3.25 Dapoksetin’ in kisa siireli oda sicakligi kararliliginin degerlendirilmesi
= DUSUK DERISIiM YUKSEK DERiSiM
§ (0.120 ng/mL) (0.800 ng/mL)
\é Prl
e Gercek Gercek
8 He;ap.'a.‘”a” ort. | SD |RSD% | Degerden | Sapma% | H€S3P1anan | o sp | RSpos | Degerden | Sapma%
erisim Derisim
Sapma% Sapma%
1 0.116 0.724
0 |2 0.112 0.115 0.003 2.301 -4.167 0.793 0.742| 0.045 6.090 -7.292
3 0.117 0.708
1 0.114 0.000 0.721 -0-809
24 2 0.117 0.115 0.002 1.506 -4.167 0.737 0.736 | 0.014 1.909 -8.042
3 0.114 0.749
Tablo 3.26 Sildenafil’ in kisa siireli oda sicakligi kararliliginin degerlendirilmesi
o DUSUK DERISIiM YUKSEK DERISIM
g (6.000 ng/mL) (32.000 ng/mL)
(22
5 Pr Hesaplanan Gergek Hesaplanan Gergek
£ "~ Ort. | SD | RSD% | Degerden | Sapma% - Ort. | SD | RSD% | Degerden | Sapma%
Derisim Derisim
N Sapma% Sapma%
1 5.539 32.949
0 |2 5.501 5.442 10.136| 2.507 -9.300 32.680 33.101 | 0.514 | 1.553 3.441
3 5.286 33.674
1 6.270 14.939 35.423 9.020
24 |2 6.039 6.255 [0.209 | 3.340 4.250 36.278 36.087 [0.592 | 1.640 12,771
3 6.456 36.559
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda erkeklerde erektil disfonksiyon ve erken ejekiilasyon tedavisinde
kullanilan Sildenafil ve Dapoksetin’in bir arada tayinine yonelik sivi-sivi ekstraksiyon
yontemi gelistirilmis ve LC-MS/MS sistemiyle analizlenmistir. Gelistirilen yOntemin
gercerliligi EMA validayon parametreleri dikkate alinarak yapilmigtir. Sildenafil 2.0-40.0
ng/mL araliginda dogrusallik saglanmistir. Dapoksetin ise 0.04-1.00 ng/mL araliginda
dogrusaldir. Dapoksetin’ in LLOQ diizeyi literatiirde verilenden 25 kat daha diisiik bulunmusg
olup, daha iyi bir duyarlikta tayin edilebildigi gosterilmistir. HILIC kolon kullanilarak yontem
optimizasyonu saglanirsa daha duyar seviyelere ulasilabilir.

Bu iki etken maddenin bir arada tayini daha 6nce yapilmamis olup bu ¢alismada ilk defa
ikisinin birlikte tayinine yonelik yontem gelistirilip valide edilmistir. Gelistirilen yontem

biyoyararlanim& biyoesdegerlik ¢alismalari i¢in uygulanilir bir yontemdir.
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