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OZET

LAKOZAMITIN ELEKTROKIMYASAL ve DiYOT DiZi DEDEKTORLU SIVI
KROMATOGRAFISI ILE FARMASOTIK PREPARATLARINDAN TAYINI

Saadat ALLAHYAROVA
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz, 2023

Danisman: Dog. Dr. Erol SENER

Lakozamid epilepsi hastalarinda nébet kontrolii saglamak amaciyla kullanilan yeni
nesil antiepileptik ilagtir. Beyindeki sinir hiicrelerinin elektriksel aktivitesini
diizenleyerek epileptik nobetlerin siddetinin ve sikliginin azaltilmasina yardimei olur.

Bu calismada Lakozamidin tayini i¢in yeni Yiiksek Basin¢li Sivi kromatografisi
yontemi gelistirilmistir. Calismalar sirasinda 3.5 pum i¢ ¢ap1 olan Agilent Zorbax C18
(3.00x10 mm) kolonu kullanilmistir. YOontem sirasinda haraketli faz olarak 50mM
KH2PO4 ve MeOH kullanilmis, 1ml/dk hizinda g¢alisilmistir. Kolon sicakligi 30°C,
enjeksiyon hacmi ise 3 pL olacak sekilde ayarlanmistir. Diyot dizi dedektorii kullanilarak
analitlerin saptanmasi, 210 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Yontem ICH kilavuzuna gore valide edilmistir. Agirlikli regresyon hesaplamalari
yapilmistir. Lakozamid i¢in 0,1 pg/mL — 50 pg/mL araliginda dogrusallik grafigi
cizilmistir. Saptama sinir1 ve tayin sinir1 degerleri sirasiyla 0,0622 pg/mL ve 0,1866
png/mL olarak hesaplanmistir.

Anahtar Sozciikler: Lakozamid, Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi, Diyot Dizi

Detektor, Elektrokimyasal Detektor



ABSTRACT

DETERMINATION OF LACOSAMIDE FROM PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS BY ELECTROCHEMICAL AND LIQUID CHROMATOGRAPHY

Saadat ALLAHYAROVA

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July, 2023

Supervisor: Associate Professor Erol SENER

Lacosamide is a new generation antiepileptic drug used to control seizures in
patients with epilepsy. It helps to reduce the intensity and frequency of epileptic seizures
by regulating the electrical activity of nerve cells in the brain.

In this study, a new High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) method
was developed for the determination of Lacosamide. During the study, an Agilent Zorbax
C18 (3.00x10 mm) column with a particle size of 3.5 pm was used. The mobile phase
consisted of 50mM KH2PO4 and MeOH, and the method was operated at a flow rate of 1
ml/min. The column temperature was set at 30°C, and the injection volume was 3 pL.
Detection of the analytes was performed using a diode array detector at a wavelength of
210 nm.

The method was validated according to the ICH guidelines. Weighted regression
calculations were performed, and a linearity graph was plotted for Lacosamide in the
concentration range of 0.1 pg/mL to 50 pg/mL. The values for the limit of detection and

limit of quantitation were calculated as 0,0622 ug/mL and 0,1866 pg/ml, respectively.

Keywords: : Lacosamide, High Performance Liquid Chromatography, Diode Array

Detector, Electrochemical Detector.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
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Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1. GIRIS

Son yillarda, epilepsi tedavisi i¢in bircok yeni tedavi yontemleri gelistirilmis
olmasma ragmen, hastalarin epileptik nobetleri sirasinda mevcut ilaglarin  etki
mekanizmalarinin yetersiz olmasi sebebiyle ndbet kontrolleri saglanamamaktadir. Bu
durum, epilepsi hastalarinin yagam kalitesini olumsuz yonde etkilemekte ve daha etkili
tedavi segeneklerinin gelistirilmesi ihtiyacin1 ortaya koymaktadir. Epilepsi tedavisinde
temel hedef, hastalar i¢in nobet kontroliinde etki mekanizmasi yetersiz kalan mevcut
ilaglarin yerine daha gilicli etki mekanizmasina sahip yeni antiepileptik ilaglarin
gelistirilmesidir (Beyreuther vd., 2007).

Epilepsi hastaliginda kullanilan yeni antiepileptik ila¢lardan biri de Lakozamid’dir.
Diinya genelinde bir¢ok {iilkede, Lakozamid kismi baslangi¢li ndbetleri kontrol altina
almak i¢in hem esas hem de yardimci tedavi olarak kullanilmaktadir. Saglikli bir insanin
beynindeki elektriksel sinyal olusumu, sodyum kanallarinin aktive olmasi ve hiicreye
sodyum iyonlarmin gec¢isine olanak saglanmasiyla olusur. Ancak epileptik ndbetler
sirasinda hastalarda voltaj kapili sodyum kanallarinin inaktivasyon mekanizmasinin
bozulmasi ile meydana gelen epileptik desarjlar beyindeki néronlarin anormal sekilde
senkronize olarak asir1 uyarilmasina sebep olur. Bu uyarilmis néronlar normalden daha
fazla elektrik sinyali iiretir ve beyindeki diger ndronlara da bu sinyalleri yayarak nobetlere
neden olur. Lakozamid ise voltaj kapili sodyum kanallarin1 hedef alarak epileptik
nobetleri 6nledigi i¢in epilepsi tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Hoy, 2013).

YBSK ila¢ etken madde analizlerinde en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.
YBSK yonteminin bu kadar ¢ok tercih edilmesinin sebebi madde yapisina gore haraketli
fazda degisiklikler yapmaya olanak saglamasi, ¢esitli kolon segeneginin olmasi, farkl
dedektorlerin hem ayni anda hem de maddeye 0Ozgii dedektor secilebilmesindeki
cesitliliktir (Nikolin vd., 2004).

Bu tez ¢aligsmasinda Lakozamidin Diyot Dizi (DAD) detektorlii ve Elektrokimyasal
dedektorlii (EKD) YBSK kullanilarak analizinin  yapilmasina, bu teknigin

gelistirilmesine, dogrulanmasina yoneliktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Eplepsi

Epilepsi her yastan insani etkileyen en yaygin norolojik bozukluklardan biridir
(Banerjee vd., 2009) ve diinya ¢apinda yaklasik 65 milyon insani1 etkilemektedir (Moshé
vd., 2015). Bu hastalik beyindeki sinir hiicrelerinin anormal bir sekilde elektrik sinyalleri
yollamasiyla meydana gelir. Epileptojenik aglarin olusumunda norotransmitterler
(Glutamat, GABA vb.), iyon kanallar1 (sodyum, potasyum ve kalsiyum kanallar1 vb.),
reseptorler (N-metil-D-aspartat reseptorleri, GABA reseptorleri vb) ve gen ekspresyonu
onemli bir rol oynamaktadir (Staley, 2015). Epilepsi hastaligi beyindeki bir fonksiyon
bozuklugu olmasi sebebiyle, beynin etkilenen bolgesine gore semptomlar farklilasabilir.
Genel olarak hastada dalgin bakis, istemsiz kasilmalar, tekrarlayan hareketler, biling
kaybi gibi belirtiler gozlemlenebilir veya nobetler seklinde semptomlar ortaya cikabilir.
(Aykag, 2020) Simdiye kadar yapilan aragtirmalarda epilepsi hastaliginin neden
kaynaklandigi ile ilgili kesin bir sonuca varilamamistir. Ancak yapilan ¢alismalar beyin
tiimort, alkol, dogum aninda olusan beynin hasarlari gibi durumlarin epilepsi hastaligina
sebep olabilecegini gdstermistir (Marangoz ve Yildirim, 2012).

2.2. Antiepileptik ilaglar

Epilepsi tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglar, hastanin yasam kalitesini
diistirmeden nébetleri onlemek veya nobetlerin siddetini azaltmak i¢in tasarlanmistir
(Cawello vd, 2014). Antiepileptik ilaglar epilepsi tedavisinin temel dayanagidir.
Gegtigimiz son on yilda 14’den fazla antiepileptik ila¢ gelistirilmistir. Bu sayede
hastalarin gosterdigi semptomlara gore uygulanan tedavi yonteminde kullanilan ilaglarin
seciminde de artis goriilmiistiir. Ancak bu artisa ragmen epileptogeneze karsit ndrokoruma
saglamada herhangi bir 6nemli ilerleme kaydedilememis, yalnizca hastada olusan ndbet
semptomlart kontrol altina alinabilinmistir (R.Sankaranen vd, 2015). Tedavide
kullanilacak olan antiepileptik ilacin se¢imi yapilirken, farmakokinetik 6zellikleri de
dikkate alinmalidir. dikkArzu edilen farmakokinetik 6zellikler, hizli ve tam absorpsiyon,
aktif metabolitlerin yoklugu, minimum enzim indiiksiyonu, hizli kan-beyin bariyeri
penetrasyonu ve renal eliminasyonu icerebilir (Cawello vd., 2014).

2.3. Lakozamidin Kimyasal Ozellikleri
Lakozamid (LKZ), UIPAC adi R-2-asetamido-N-benzil-3-metoksipropionamid

olan, suda eser miktarda, asetonitril ve etanolde ise az ¢oziiniirliige sahip ag¢ik sar1 kristal
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yapida antiepileptik bir etken maddedir (V.K Chakravarthy and D.Gowri Sankar, 2011).
LKZ’nin molekiil formiilii C13H18N203 ve molekiil agirligi 250.30 g/mol’dur (Beyreuther
vd., 2007). LKZ, islevsellestirilmis bir amino asittir. Islevsellestirilmis amino asitler,
belirli kimyasal gruplarin eklenmesiyle olusan ve bu kimyasal degisiklikler sebebiyle
daha etkili hale getirilebilen tiirevlerdir (Staley, 2015). LKZ’ nin molekiil yapis1 Sekil
2.1°de gosterilmistir.

O
.|||||\
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O

Sekil 2.1. Lakozamidin kimyasal yapist

2.4. Farmakolojik Ozellikler

LKZ, epilepsi gibi hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilmis yeni nesil antiepileptik bir
ilactir. Sadece R enantiyomeri terapétik aktiviteye sahiptir (Skofepova vd., 2021) ve ayni
zamanda kan-beyin bariyerini gecebilme ozelligine sahip lipofilik bir maddedir. Bu
ozelligi sayesinde beyne daha hizli ve verimli bir sekilde ulasarak ndbetlerin 6nlenmesine
yardimect olabilir. (Staley, 2015) Ayn1 zamanda parenteral yolla da uygulanabilmektedir.
Bu ilacin etki mekanizmasi diger antiepileptik ilaglardan farklidir. Fenitoin veya
karbamazepin gibi hizla inaktive olan yaygin antiepileptik ilaclarin aksine, LKZ sodyum
kanalinin yavag inaktivasyonu destekler. Bu, néronal membranlarin stabilizasyonuna ve
noronal ateslemede bir azalmaya yol agar (Zwierzynska ve Pietrzak, 2021). Kisaca LKZ
diger sodyum kanal bloke edici antiepileptik ilaglar gibi sodyum kanallarinin hizli
inaktivasyonunu etkilemez. Bunun yerine, voltaj kapili sodyum kanallarinin yavas
inaktivasyonunu artirir. (Cawello vd., 2014). Bu mekanizma, ndbetlere neden olan agir1

uyarilmig noéronlarin, normal islevini bozmadan asir1 aktif hale gelmesini Onleyerek



calisir. Bu sekilde nobetlerin olugsmasi engellenebilir veya siddeti azaltilabilir (Cawello,
2015).
2.5. Lakozamid ile Yapilmus Calismalar

Kestelyn ve ark’nin 2011 yilinda yapmis oldugu yayinda, insan plazmasindaki
LKZ’i tayin etmek i¢in yeni bir Ultraviyole-Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (UV-
YBSK) yontemi gelistirilmistir. Bu yontem, plazma &rneklerinden LKZ'in kati faz
ekstraksiyonu islemine tabi tutulmasini ve daha sonra UV detektoriiyle LKZ’nin tespit
edilerek miktarinin 6lgiilmesini amaglamaktadir. Bu yonteme gore dncelikle, metanol ile
protein ¢oktiirmesi yapilarak ACE® C18-AR kolonu (2,1 mm x 150 mm, 3,0 um) ve pH
9 amonyum format tamponu ve asetonitril karisimlarindan olusan bir mobil faz
kullanilarak kromatografik ayirma yapilmistir. Kalibrasyon egrisi 0,5 ila 12,5 pg/mL
araliginda ¢izilmis ve LOQ ve LOD degerleri sirasiyla 0,5 pg/mL ve 12,5 pg/mL olarak
bulunmustur. (Kestelyn vd., 2011)

D.G.Shankar ve ark’nin 2011 yilinda yapmis oldugu ¢alismada YBSK yontemi
gelistirilmis ve daha sonra bulk ve farmasotik formiilasyonlarda lakosamid S(-)
enantiyomerinin belirlenmesi i¢in validasyonu yapilmistir. Ayirmak i¢in izokritik modda
1,0 mL/dk izokritik akis hizinda ve eluent olarak %2100 etanol igeren mobil fazli Regis
Pack (250 mm x 4,6 mm ID; partikiil boyutu 5 pm) kolonu kullanilmistir. Kolon sicakligi
25°C'ye ayarlanmigtir. UV dalga boyu 210 nm kullanilmis, enjeksiyon hacmi 10 uL
olacak sekilde ayarlanmistir. Lakosamid S(-) enantiyomeri i¢in agiklanan yontemde,
0.128 pg/mL ila 3.0525 pg/mL arasinda dogrusallik grafigi ¢izilmis ve LOD i¢in 0,0427
pg/mL, LOQ i¢in 0,128 pg/mL olarak belirtilmistir (V.Kalyan Chakravarthy and
D.Gowri Sankar, 2011).

V .K.Chakravarthy ve ark’1 tarafindan 2011 yilinda bir izokritik ters fazli sivi
kromatografisi (RP-LC) yontemi gelistirilmis ve daha sonra lakosamid ve bunun
farmasoétik preparatlarinin tayini i¢in validasyonu yapilmistir. Metot Develosil ODS HG
(150 mmx4,6 mm i¢ c¢ap; parcacik boyutu 5 pm) kolon ile elde edilmistir. Mobil faz
olarak NaH.PO. tamponu (pH=3) ve asetonitril 70:30 h/h kullanilmistir. Akis hiz1 olarak
1 mL/dak ayarlanmistir. UV dalga boyu 210 nm'ye ayarlanmis ve numune sicakligi oto
ornekleyici igerisinde 5 °C'de tutulmustur. Yontem basit, hizli ve segici oldugunu ifade
etmislerdir. Ac¢iklanan lakosamid yontemi, 3.996 pg/mL ila 47.952 ng/mL arasinda
dogrusallik grafigi c¢izilmistir. Test maddesinin belirlenmesine yonelik yontemin

kesinligi, %2,0 RSD'den az oldugu belirtmislerdir. Aktif farmasotik bilesenin (API) dozaj
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formundan geri kazanim yiizdesi, %100.0 ila %101.3 araliginda hesaplamiglardir (V.K
Chakravarthy and D.Gowri Sankar, 2011).

J.Gongalves ve ark’nin 2018 yilinda yapmis oldugu calismada insan plazmasinda
lakozamid ile birlikte levetirasetam ve zonisamidin es zamanli miktarinin belirlenmesi
icin ilk YBSK diyot dizisi tespit yontemini gelistirmis ve validasyonu yapilmistir. Ortaya
cikan yeni antiepileptik ilaglarin dozajlar1 bireysellestirmis ve farmakokinetik takibi
yapilmistir. Kromatografik ayrim C18 kolonu ve su/asetonitril hareketli faz kullanilarak
yapilmigtir. UV dalga boyu olarak 220 nm kullanilmistir. Yontem validasyonu, ICH
yonergelerine gore gerceklestirmistir. Bu yenilik¢i YBSK yontemi, epilepsi hastalar1 igin
kisisellestirilmis ilag tedavisi saglamayr amaclayan klinik uygulamada basariyla

uygulanmistir (Gongalves vd., 2018).
Payto, D ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada hassas bir LC-MS/MS analizi

yontemi gelistirilmis ve insan serumunda LCM ve ODL miktarimin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu c¢alismada numune hazirlama, metanol ile protein c¢okeltmesiyle
yaptlmistir. Kalibrasyon araligi 0,95-30,29 pg/ml ve 0,95-30,41 pg/ml iken,
genisletilmis dogrusal aralik LCM ve ODL i¢in sirasiyla 0,41-47,49 pug/ml ve 0,34-48,17
pg/ml ve analitik dogruluk %87,2—106,0 23 olarak belirlenmistir. Yontem AB SCIEX
QTRAP 5500 (MA, ABD) ile birlestirilmis bir Nexra Shimadzu YBSK (Nakagyo-ku,
Kyoto, Japonya) ile yapilmistir. Mobil faz olarak A hattinda %0,1’1ik formik asit ¢ozeltisi
ve B hattinda %0,1 formik asit iceren metanol ¢ozeltisi kullanilmistir. Analizler Thermo
(MA, ABD) Accucore C18 (2,6 um, 50 x 2,1 mm) analitik kolon ile gergeklestirilmistir.
23 kisiden 200 mg/giin veya 400 mg/giin LCM tedavisi alan 45 rastgele serum numunesi,
LCM i¢in 2,2-19,8 ng/ml ve ODL i¢in 2,5 pg/ml'ye kadar konsantrasyonlar gostermistir.
(Payto, D)

2.6. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (YBSK), biyolojik numunelerdeki kompleks
karisimlarda hedef molekiilleri belirli bir seviyeye kadar ayirmak ic¢in kullanilan en
gelismis s1v1 kromatografisi yontemlerinden biridir (Sabourian vd., 2020). ilag analizinde
sikca kullanilan YBSK, 6zellikle ters fazli sivi kromatografisi, ilag endiistrisinde uzun
zamandir kullanilan bir teknik olmustur. (Galea vd., 2015) Ters faz YBSK, biyolojik
sivilardaki ila¢ maddelerinin ayrilmast igin yiiksek secicilik ve hassasiyet saglar.

YBSK'nin ilag gelistirme ve analizinde Onemli bir rol oynamasinin sebebi yliksek



secicilige, hassasliga ve analitik duyarliliga sahip olmasidir. Bu nedenle YBSK ilag
maddelerinin analizinde kullanilan en uygun yontemlerden biridir (Sabourian vd., 2020).
YBSK, diger analitik yontemlere gore ( 6rn. ince tabaka kromatografisi gibi) daha kisa
analiz siirelerine sahip olmasi, daha yiiksek ¢6ziintirliik ve daha yiiksek hassasiyete sahip

olmasi agisindan karmasik bilesenleri ayirmak igin gii¢lii bir aragtir (Galea vd., 2015).
2.7. Detektorler

Dedektor, kolondan haraketli faz ile siirlinerek ayrilan bilesikleri tanimlamak igin
sinyalleri elektronik olarak pik goriintiilerine ¢eviren, nicel ve nitel analizin yapilmasina
yarayan YBSK kompartimanlaridir (Veronika R. Meyer, 2010).

Ideal olarak dedektérler sunlari saglamalidar:

e Tiim ayrilmis piklerine esit derecede hassas olmali veya yalmizca ilgili
pikleri kaydetmelidir;
e Sicaklik veya mobil faz bilesimindeki degisikliklerden etkilenmemelidir

(6rn. gradyan eliisyonda);
e Az sayida bilesigin izlenmesi,

e Bant genislemesine katkida bulunmamali, bu nedenle hiicre boyutu kii¢iik

olmalidir;

e Dogru pik tepe noktasini hizli bir sekilde yakalamak i¢in hizli tepki

vermelidir;

e Kullanimi kolay, saglam ve ucuz olmalidir (Veronika R. Meyer, 2010).

2.7.1. Diyot Dizisi Dedektorii (DAD)
Diyot Dizi Dedektorleri geleneksel Ultraviyole (UV) dedektorleriyle

karsilastinlldiginda, ters optiklerle olusturulmustur. Tam 151k Once bir detektor
hiicresinden geger ve daha sonra bir polikromatdrde (1zgara) spektral olarak ayrilir.
Spektral 151k daha sonra yan yana diizenlenmis ¢ok sayida (100-1000) 1s18a duyarl diyot
iceren bir ¢ip olan diyot dizisine ulasir. Her diyot, veri isleme igin elektronik devreler
tarafindan okunan bilgilerin yalnizca 1yi tanimlanmis bir boliimiinii yakalar (Veronika R.

Meyer, 2010). Diyot Dizi dedektor calisma prensibi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Diyot dizisi detektoriiniin ¢alisma prensibi (Veronika R. Meyer, 2010)

2.7.2. Elektrokimyasal dedektor (ED)

Analitik kimya ve biyokimyanin bir¢ok alaninda elektroaktif analitlerin dogru
tespiti ve Ol¢limii i¢in bir elektrokimyasal detektér (ED) kullanilir. UV veya floresan
detektorlerinden farkli olarak ED, analitin fiziksel bir 6zelligini degil, indirgenme ve
yiikseltgenme kimyasal reaksiyon gostergesi olarak diisliniilmelidir. Bununla birlikte ED,
analiti kimyasal olarak degistirmek i¢in genellikle hicbir reaktif (elektronlar harig) veya

reaksiyon ekipmani gerektirmemesi nedeniyle YBSK'da kullanilan diger dedektérlerden

farklidir (Flanagran R.J vd., 1981).
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Sekil 2.3. Elektrokimyasal detektoriiniin ¢aligma prensibi (http-1)



3. KULLANILAN CIHAZ ve KIMYASALLAR

3.1. Kullamilan Kimyasal

Lakozamid Standart madde  :Cerilliant, L-029, Germany

Lakozamid Igeren Tablet : Lamide 50 mg (Ali Raif Ila¢ Sanayi)

Asetonitril : Sigma-Aldrich marka (> %99,9; gradiyent saflikta)
Metanol : Sigma-Aldrich marka (> %99,9; gradiyent saflikta)
HCI : Merck, Almanya

H20: : Merck, Almanya

KH2PO4 : Merck, Almanya

Kafein : Sigma Aldrich, Almanya

Su : Sigma Aldrich, Almanya

3.2. Kullanilan Cihaz ve Geregler

YBSK - Agilent 1290 Infinity binary, Almanya
EKD : Esainc, Newyork,USA

Kolon : Agilent Zorbax Eclipse C18 (3.0mm x 150 mm)
Buzdolab1 : Argelik, No Frost & Electronic, Tiirkiye
Hassas Terazi : Mettler Toledo, XP205, Isvicre
Ultrasonik Banyo : Millipore Ultrapure Water System, Fransa
pH metre : Mettler Toledo,

Ultra saf su cihazi : Millipore Ultrapure Water System, Fransa
Vorteks Karistirict : Jeio Tech, VM 96 B, KORE

Pipet : Eppendorf AG,Almanya

Su Banyosu :Memmert, WNB 14, Almanya



4. YONTEM
4.1. Standart Stok Cozeltilerin ve i¢ Standardin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan amber ampiil i¢erisinde -20 °C’de saklanan 1 mg/mL
derisimdeki standart stok LKZ ¢o6zeltisi, 50 mM KH2PO4 tamponu ve MeOH
(90:10(h/h)) ¢ozeltisi ile son konsantrasyonu 0.1-0.5-1-5-10-25-50 ug/mL olacak sekilde
seyreltilmistir.

I¢ standart olarak kafein (CFN) standart maddesi kullanilmistir. CFN’nin stok
¢ozeltisi 1 mg/mL olacak sekilde 50 mM KH2PO4 tamponu ve MeOH (90:10(h/h))
cozeltisi ile hazirlanmigtir. Gerekli seyreltmeler bu ¢ozelti ile yapilmis ve analizi
yapilacak olan biitiin 6rneklerde 10 pg/mL CFN igerecek sekilde ayarlamalar yapilmistir.

4.2. Tablet Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

50 mg LKZ etkin maddesini i¢erdigi bilinen tablet alinarak tartilmistir. Tartimi
alinan tablet havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Bir tabletin igerisinde bulunan LKZ
miktar1 goz 6niinde bulundurularak toz haline getirilmis numuneden Img tartilmis ve 10
mL asetonitril ile ¢ozlindirtilmiistir. Cozelti 45/25 mm ¢apina sahip 0.45 pm por ¢apli
PES (Polietersiilfon) membran filtre ile siiziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti mobil faz
cozeltisi ile gerekli seyreltmeleri yapilarak analiz edilmistir.

4.3. Kromatografik Kosullar ve Calisma Tamponu

Analitlerin ayrimi Agilent Zorbax Eclipse C18 (3.0mm x 150 mm) kolonu ile
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak A hattinda 50 mM KH2PO4 ve B hattinda ise
MeOH kullanilmistir. Tiin validasyon ve analizler izokritik (A:B, 90:10) olarak 1mL/dak
akis hizinda, 30 °C kolon sicakligi, 3uL enjeksiyon hacmi ve 210 nm dalga boyu
kosullarinda yapilmistir.

4.4. Yontemin Validasyonu

Validasyon ¢aligmalar1 ICH (Q2(R1), 2005) uygun olarak yapilmistir. Caligma
boyunca optimum kosullar elde etmek icin farkli sicaklik, enjeksiyon hacmi, kolon ve
haraketli fazlar arastirllmistir. Kesinlik, dogruluk, dogrusallik calismalar1 yapilmus,
yontemin saptama sinir1 ve tayin sinir1 belirlenmistir.

4.4.1. Dogrusallk (Linearity)

Dogrusallik i¢in 0,1-0,5-1-5-10-25-50 pg/mL derisimlerindeki LKZ ¢ozeltileri ve

son sonsantrasyonu 10 pg/mL CFN i¢ standardindan olusan analitler ii¢ set halinde

hazirlanmis ve her konsantrasyon ii¢ giin boyunca tiger tekrarli analizleri yapilmistir. LKZ
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konsantrasyonu ve her konsantrasyona karsilik gelen pik alanlarinin tutklanma zamanina
gore oranlart yapilarak pik normalizasyonu elde edilmis ve elde edilen pik

normalizasyonlarina karsilik konsantrasyon ile dogrusallik egrisi ¢izilmistir.
4.4.2. Dogruluk (Accuracy)
Yontemin dogrulugunu gostermek 0,5-10-50 pg/mL derisimlerindeki analitler alti

tekrarl1 analiz edilmis ve elde edilen veriler ile % geri kazanim (REC) ve % hata degerleri

hesaplanmistir. Bunun i¢in Denklem 4.1 kullanilmastir.

[(Bulunan Derisim — Eklenen Derisim)]
%REC = Eklenen Derisim x100 (Denklem 4.1)

4.4.3. Kesinlik (Precision)

Yontemin kesinligi i¢in 0,5-10-50 pg/mL LKZ derisimi ve 10 pg/mL IS igeren
¢ozeltiler giin i¢i ve giinler arasi olmak kosuluyla altisar tekrarli olarak analizleri
yapilmistir. elde edilen veriler ile % bagil standart sapma (BSS) degerleri hesaplanmustir.

Bunun i¢in Denklem 4.2 kullanilmistir.

[(Standart Sapma)]
%BBS = x100 (Denklem 4.2)
Ortalama

4.4.4. Saptama sinir1 ve tayin simir1 (Limit of dedektion-Limit of quantification)

Tayin smir1 ve saptama sinirmi gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 ve
egimin standart sapmasina gore belirmek miimkiindiir Saptama sinir1 (LOD) ve tayin
siirt (LOQ) sinyal/giiriiltii oranindan yararlanarak hesaplanmistir. Bunun igin Denklem

4.3 ve Denklem 4.4 kullanilmstir.

Sinyal

LOD =33x (—) (Denklem 4.3)
Guriltia
Sinyal

LOQ =10x (—) (Denklem 4.4)
Gurilti

10



4.5. Bozunma Uriinii Tayini

Bozunma iiriinii tayini i¢in LKZ igeren tablet farkli kosullar altinda bozunmaya
zorlanmistir. Bozunma kosullari olarak asidik ortama, bazik ortama, H20O», sicakliga ve
15182 maruz birakilan LKZ farkli zamanlarda analiz edilerek bozunma iiriinleri
taranmistir.

4.5.1. Asidik bozunma

Son konsantrasyonlar1 0,5 N HCI ve 25 pg/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan
¢ozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra 6rnek ve LKZ
icermeyen 0,5 N HCL ¢0zeltisinin analizleri yapilmig ve sonuglar karsilagtirilmistir.
Ornek analizleri ii¢ tekrarl olarak yapilmustir.

4.5.2. Bazik bozunma

Son konsantrasyonlar1 0,5 N NaOH ve 25 png/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan
cozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra 6rnek ve LKZ
icermeyen 0,5 N NaOH ¢ozeltisinin analizleri yapilmis ve sonuglar karsilastirilmistir.
Ornek analizleri ii¢ tekrarl olarak yapilmustir.

4.5.3. H202 bozunma

Son konsantrasyonlart %10 H202 ve 25 pg/mL LKZ icerecek sekilde hazirlanan
cozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra 6rnek ve LKZ
icermeyen %10 H20. ¢ozeltisinin analizleri yapilmis ve sonuglar karsilastirilmistir.
Ornek analizleri ii¢ tekrarl olarak yapilmustir.

4.5.4. Sicaklik ile bozunma

Son konsantrasyonu 25 ug/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan ¢ozelti 60 °C
sicakliga maruz birakilmistir. Daha sonra Ornek analizleri yapilmis ve sonuclar
degerlendirilmistir. Ornek analizleri ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

4.5.5. Isik ile bozunma

Son konsantrasyonu 25 pug/mL LKZ icerecek sekilde hazirlanan ¢ozelti oda
sicakliginda 1518a maruz birakilmistir. Daha sonra 6rnek analizleri yapilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir. Ornek analizleri {i¢ tekrarli olarak yapilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Yontem Optimizasyonu

Optimizasyon g¢alismalari sirasinda 5 pg/ml LKZ ¢o6zeltisi kullanilmigtir. Gerekli
seyreltmeler ilk basta asetonitril ile yapilmustir.

Calismada ilk olarak Agilent Zorbax Eclipse C18 (3 x 15 mm, 5um) kolonu
kullanilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda maddenin, teorik tabaka sayismin diisiik
olmasi nedeniyle kolon degistirilmis ve Agilent Zorbax C18 (3,5 x 10 mm, 3 um) kolonu
ile analizlere devam edilmistir. Agilent Zorbax Eclipse C 18 kolonunda 30 °C kolon
sicakliginda teorik tabaka sayis1 9587,30 iken, Agilent Zorbax C18 kolonunda bu deger
18024,67 olarak hesaplanmustir.

Yapilan literatlir taramasina baz alinarak LKZ analizinde tampon ¢o6zelti igeren
haraketli faz denenmistir. KH2PO4 - metanolden olusan haraketli faz ile ¢alismaya
baslanilmistir. Tampon derisimi ilk olarak 20mM olacak sekilde hazirlanmis, fakat teorik
tabaka sayist ve pik simetrisinin analitik parametrelere goer istenilen diizeyde olmamasi
sebebiyle daha yiiksek derisimli olan 50 mM KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.
Ayn1 zamanda pH=3 pH=4,5 ve pH=7.5 olacak sekil tampon ¢6zelti hazirlanarak bu pH
degerlerinde de analiz yapilmis ve pH=4,5 degeri diger pH’lara gore LKZ i¢in daha uygun
olduguna karar verilmistir. KH2PO4: MeOH oran1 (70:30 h/h), (80:20 h/h), (85:15 h/h) ve
(90:10 h/h) oranlarinda analizler yapilmist1 ve bu sartlarda pik morfolojisi ve maddenin
alikonma zamani gozlemlenmistir. Pik morfolojisinde gozle goriiliir bir degisiklik
olmasada, oranlar arttik¢a maddenin alikonma zamani artmistir. O sebeple optimum oran
olarak (90:10 h/h) orani segilmistir. Tiim ¢aligma boyunca, 3ul enjeksiyon hacmi
kullanilmis ve optimum sonuglar elde edilmistir.

Kolon sicakligini belirlemek i¢in 25, 30 ve 35°C’de analizler gerceklestirilmistir.
25 °C yapilan analizlerde pik morfolojisi uygun olmadig1 ve teorik tabaka sayisinin diger
sicakliklara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Fakat 30 °C ve 35 °C’de degerlerin
birbirine gorece yakin olmasi nedeniyle kolon sicakligi 30 °C’ye ayarlanmistir. Sicaklik
ve teorik tabaka sayisina ait verileri i¢eren veriler Cizelge 5.1°de gosterilmistir. Analiz

i¢cin optimum kosullar ise Cizelge 5.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.1: Sicakiik etki tablosu

Mobil Faz Oram (A : B) Sicakhik Teorik tabaka sayisi
90:10 (h/h) 25°C 16534,12
90:10 (h/h) 30°C 18024,67
90:10 (h/h) 35°C 18612,38

Cizelge 5.2: Optimum ¢alisma kosullar

Parametre Durum

Akis Hizi 1 mL/dk

Dalga boyu 210 nm

Enjeksiyon Hacmi 3uL

Kolon Sicakligi 30 °C

Kolon Agilent Zorbax Eclipse C18 (3,0 mm x 150 mm; 3 pm)
Mobil Faz A Hatt1 50 mM KH2PO4

Mobil Faz B Hatt1 MeOH

Yontem i¢in i¢ standart segmek amaciyla, ketoprofen, ibupforen, nikotin, olanzapin
kafein standart maddeleri sirasiyla denenmistir. Optimize edilmis deney kosullarinda en
uygun rezoliisyon, kapasite faktorii ve simetri kafein standardinda gézlenmis, alikonma
zamaniin da uygun olmasi nedeniyle kafein (CFN) i¢ standart olarak secilmistir.
Optimum kosullarda yapilan analizlerin sistem uygunluk testi sonuglar1 Cizelge 5.3’de
goriilmektedir. LKZ ve CFN standart maddelerini igeren bir ¢dzeltinin optimum

kosullarda yapilan analizinden elde edilen kromatogram ise Sekil 5.1’de goriilmektedir.

Cizelge 5.3: Optimum kosullarda gézlenen sistem uygunluk testi sonuglar

Parametre (n=6, 10 pg/mL) Gozlenen Deger Beklenen Degre
Alikonma zamani 6,107 dk -
Kapasite Faktorii (k) 57 2-10
Kuyruklanma Faktorii (T) <2
Resoliisyon (Rs) 8,76 >2
Teorik Tabaka Sayist (N) 18226 >2000
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5.2. Yontem Validasyonu

Validasyon parametreleri hesaplanirken, pik normalizasyonu hesaplanarak analiz
sonuclart degerlendirilmistir. Pik normalizasyonu i¢in Denklem 5.1 kullanilmstir.
Hesaplamalar Microsoft Excel programi kullanilarak yapilmis ve yontem Uluslararasi
Uyum Konferans1 (ICH) yonergelerinde belirtilen siirlar ¢ergevesine gore uygunlugu
test edilmistir.

5.2.1. Dogrusallik

Dogrusallik grafigi i¢in LKZ’nin 0,1-0,5-1-5-10-25-50 pug/mL derisimlerindeki ve
herbir konsantrasyonda da 10 pg/mL CFN i¢ standardi igeren 7 farkli konsantrasyon
¢ozeltisi li¢ set halinde hazirlanmistir. Her set ii¢ farkli giinde analiz edilmistir. Elde
edilen verilere gore dogrusallik grafigi ¢izilmis ancak diisik derisimdeki
konsantrasyonlari dogrusallik egrisinden sapmasi sebebiyle agirliksiz regresyon
hesaplamalar1 yerine 1/x agirlikli regresyon yontemine gore dogrusallik grafigi
cizilmistir. Dogrusallik verilerine gore elde edilen sonuglar Cizelge 5.4°te

gosterilmektedir.

Cizelge 5.4: Dogrusallik analizi sonuglar

Giin i¢i Glinler arasi
Parametre
1.glin 2.giin 3.giin Tiim giinler
(0.1-50
n=7 n=7 n=7 n=21
pg/ml)
Egim +
standart 0,30613+0,000597462 0,29725+0,000581094 | 0,315358+0,000597462 0,30664
’ ’ ? ’ ’ ’ +3,42737E-17
sapma
. -0,002882039
Kesim + -
+
standart | .0,003088213+0,01344325 | 0,00190+0,013441785 | 0:003691196+0,008872342
sapma 7,69877E-16
R2 0,999 0,999 0,999 1,000
LOD(pg/mL) 0,0622 pg/mL
LOQ (ppb) 0,1866 pg/mL
%95 Gliven
aralig
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5.2.2. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu bulmak i¢in 0,5 pg/mL, 10 pg/mL, 50 ng/mL derigimlerde

alt1 tekrarli 3 setin analiz verileri ile yapilan hesaplamalar sonucunda %99-102 arasinda

degiskenlik gbsteren % geri kazanim degerleri elde edilmistir. Cizelge 5.4’te gdsterilmis

olan % geri kazanim ve % hata degerleri yontemin dogrulugunu gostermektedir.

Cizelge 5.5: Dogruluk analizi sonuglar

Parametre pg/ml) 0,5 ng/mL 10 pg/mL 50 pg/mL
Bulunan LKZ derigimi (ortalama +
standart sapma) (pg/ml) 0,518+1.,187 9,98+1,136 50,968+2,008
% BSS 1,117 1,136 1,969
% Geri Kazanim 100,830 99,977 101,930
%Hata -0,83 0,023 -1,93

5.2.3. Kesinlik

LKZ igeren 3 farkli derisim (0.5 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml) 6 tekrarl 3 set halinde

hazirlanmistir ve her set 3 farkli giinde analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore

bulunan ortalama LKZ derisimi, standart sapma ve % BSS’nin giin i¢i ve glinler arasi

degerleri Cizelge 5.5, Cizelge 5.6’da ve Cizelge 5.7’de gosterilmistir.

Cizelge 5.6: 0,5 ng/mL i¢in kesinlik analizi sonug¢lar

Gln i¢i Giinler arasi

Parametre 0,5

1.glin 2.giin 3.giin Tiim giinler
pg/mL)

n=6 n=6 n=6 n=16
Bulunan LKZ derigimi
(ortalama + standart

0,5153+ 0,0088 0,5138+ 0,0099 0,5169+ 0,0009

sapma) (ug/mL) 0,5215+0,0076
% BSS 1,716 1,4545 1,9226 0,1313
% Geri Kazanim 103,059 104,306 102,750 103,372
% Hata -3,059 -4,306 -2,570 -3,372
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Cizelge 5.7: 10 pg/mL i¢in kesinlik analizi sonuglar:

Gilin i¢i Ginler arasi
Parametre 10 1.giin 2.giin 3.giin Tim giinler
pg/mL)
n=6 n=6 n=6 n=16
Bulunan LKZ derisimi
(ortalama + standart
sapma) (ug/ml) 10,0101 0,0734 10.073£0,1923 1 9 9363 10,1182 90,9845+ 0,0488
% BSS 0,733 1,9213 1,2315 0,4485
% Geri Kazanim 100,101 100,073 99,363 99,845
% Hata -0.101 -0.073 0.637 0.155
Cizelge 5.8: 50 ug/mL i¢in kesinlik analizi sonu¢lar:
Gln i¢i Ginler arasi

Parametre 50

1.glin 2.giin 3.giin Tiim giinler
pg/mlL)

n=6 n=6 n=6 n=16
Bulunan LKZ derigimi
(ortalama + standart

il 50,4518 £0,9712 50,5501 £ 0,8772 50,4824 +0,0738

sapma) (ug/ml) 50,4453 £ 0,7904
% BSS 1,9251 1,5669 1,7354 0,1462
% Geri Kazanim 102,670 100,897 101,100 101,554
% Hata -2.67 -0.891 -1,100 -1.554

5.3. Bozunma iiriinii tayini

LKZ cozeltilerinin asit, baz ve %]10’lik H202 ¢ozeltileri ile muamele edilme

kosullar1 Cizelge 5.8 te gosterilmistir. Asit, baz ve %10’luk H20> ¢ozeltileri ile muamele

edilmis.
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Cizelge 5.9: LKZ ¢ézeltisinin bozundurma kosullar:

Kosullar Siire Sicakhik
0,5 N HCI Oda Sicakligi
0,5 N NaOH Oda Sicaklig
%10’1uk H20; 90 dakika — 24 saat — 48 saat Oda Sicakligt
Sicaklik 60 °C
Isik Giin Is131

5.3.1. Asidik bozunma

Son konsantrasyonlar1 0,5 N HCI ve 25 pg/mL LKZ icerecek sekilde hazirlanan

¢ozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmesi sonucunda %22 oraninda bozunma

gozlemlenmistir. Daha sonra Ornek kromatogrami LKZ igermeyen 0,5 N HCL

cozeltisinin Kromatogramu ile karsilastirilmistir. Kromatogram sekil 5.4 ve sekil 5.5°de

gosterilmistir.

[ DAD B, Sig=210,4 Ref=380,100 {LAKCZAMIDIDEG-HCLOD0002.D)
0
304
004
250
2004
180 7
1004 Q&Q\
% v
#
. #
T T T T T T T
0 2 4 8 8 li] 12 14

Sekil 5.1 1.5saat boyunca oda sicakliginda 0.5 N HCI bekletilen LKZ kromatogrami

[ DAD1 B, Sig=210.4 Ref=260, 100 (SAADET-VAL'SAADET-GQNC 2023-06-10 14-27-131LKZ0000001.0)

2009
1504

1004

Sekil 5.2 LKZ icermeyen 0,5 N HCL ¢ozeltisinin kromatogrami
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Pik alanlarinin ¢ok ki¢ik olmasi sebebiyle kromatogram goriintiisiinde gozle goriile
bilecek pikler goziikkmemistir. Fakat farkli alikonma zamanlarinda pik alanlar1 ¢ok kii¢iik
olan pikler (zoom yapilarak) gézlemlenmistir. Bozunma iiriinleri 6.1 alikonma zamanina
sahip LKZ maddesi ile girisim yapmamaktadir.

25 pg/mL LKZ ¢6zeltisinin oda sicakliginda 24s ve 48s 0,5 N HCL maruz birakilma
stiresi arttitk¢a bozunma orani da artmigtir. Fakat kromatogramda yine bozunma {iriin
alanlarinin ¢ok kiigiik olmasi sebebiyle gozle goriliir bir pik goriilmemistir. LKZ
maddesinin alanin da azaldig1 gézlemlenmistir. 24 s ve 48s oda sicakliginda 0,5 N HCL

maruz birakilan 25 pg/mL LKZ ¢ozeltisinin kromatogramlar1 sekil 5.6 ve sekil 5.7 de

gosterilmistir.
[ DACA B, Big=210 4 Ref=360100 (SAADET-VALISAADET-BANC 20230610 16-08-081LKZ0000001 D)
mél
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Sekil 5.3 24s saat boyunca oda sicakliginda 0.5 N HCI bekletilen LKZ kromatogrami

] CAD1E, Sig=2104 Ref=380,100 (SAADET-VALIGAADET-BQNC 20230811 184 237ILKZ-D0000001.0)

Sekil 5.4 48s 60°C de oda sicakliginda asitle muamele edilen LKZ kromatogrami

5.3.2. Bazik bozunma
Son konsantrasyonlar1 0,5 N NaOH ve 25 pg/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan

cozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmesi sonucunda %30’a varan bozunma
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olmustur.. Daha sonra 6rnek kromatogrami LKZ icermeyen 0,5 N NaOH c¢ozeltisinin

Kromatogrami ile karsilastirilmistir. Kromatogram sekil 5.8 ve sekil 5.9°de gdsterilmistir.

_Qﬂ\&- ‘f‘\‘ /\

[J DADM B, 5ig=210.4 Ref=380,100 (LAKOZAMID\DEG-NACHO00003.D)

0 2 4 ] § 10 12 14 i

Sekil 5.5 1.5 saat boyunca oda sicakliginda 0.5 N NaOH bekletilen LKZ kromatogrami

[ DADYB, Sig=210,4 Ref=380,100 (SAACET-VALISAADET-SQNC 2023-08-10 14.27-13ILKZ0000003.T)

Sekil 5.6 LKZ icermeyen 0,5 N NaOH ¢ézeltisinin kromatogrami

25 pg/mL LKZ c¢ozeltisinin oda sicakliginda 24s ve 48s 0,5 N NaOH maruz

birakilma siiresi arttikga bozunma orami da artmistir. 0,5 N HCI ve 25 pg/mL LKZ

icerecek sekilde hazirlanan ¢ozeltiden farkli olarak, 0.5 N NaOH ile bozunmaya maruz

birakilan 25 pg/mL LKZ c¢o6zeltisinin kromatograminda gozle goriile bilecek pikler

gozlemlenmistir. Bozunma {iriinleri 6.1 alikonma zamanina sahip LKZ c¢dozeltisi ile

girisimde bulunmamustir. 24 s ve 48s oda sicakliginda 0,5 N NaOH maruz birakilan 25

ng/mL LKZ ¢6zeltisinin kromatogramlari sekil 5.10 ve sekil 5.11 de gosterilmistir.
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[ DAD! B, 8ig=210,4 Ref=280,100 [SAADET-VAL'SAACET-3QNC 2022:08-10 16-0B-08ILKZ0000003.0)

Sekil 5.7 24 saat boyunca oda sicakliginda 0.5 N NaOH bekletilen LKZ kromatogrami

] CADTE, Sig=210,4 Ref=260,100 (SAACET-VALISAADET-SONC 2023-08-11 1543-37LKZD0000002.0)

T T T T T T T -
0 2 4 6 § 10 12 14 L

Sekil 5.8 48 saat boyunca oda sicakliginda 0.5 N NaOH bekletilen LKZ kromatogrami

5.3.3. H202 bozunma
Son konsantrasyonlar1 %10 H202 ve 25 ng/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan

¢ozelti oda sicakliginda 1,5 saat boyunca bekletilmesi sonucunda %?22’e varan bozunma
olugmustur. Daha sonra 6rnek kromatogrami LKZ icermeyen %10 H2O2 ¢ozeltisinin
Kromatogrami ile karsilastirilmistir. Kromatogram sekil 5.12 ve sekil 5.13°de

gosterilmistir.

[ DAD1 B, 8ig=210,4 Ref=360,100 (LAKOZAMID\CEG-H202000004 D)

1500 4
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500 L
0

Sekil 5.9 1.5 saat boyunca oda sicakhiginda %10 H202 bekletilen LKZ kromatogrami
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] DAD1E, Sig=210,4 Ref=260,100 (SAADET-VALISAADET-SQNC 20230810 14-27-121LKZ0000005.)
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Sekil 5.10 LKZ icermeyen %10 H20, ¢ozeltisinin kromatogrami

24 s ve 48s oda sicakliginda %10 H2O2 maruz birakilan 25 ng/mL LKZ ¢dzeltisinin
kromatogramlar sekil 5.14 ve sekil 5.15 de gosterilmistir.

] DAD1E, Sig=210.4 Ref=260,100 (SAADET-VAL\SAADET-SQNC 2022-06-10 16-08-08\LKZ0000005.0)
o
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Sekil 5.11 24 saat boyunca oda sicakliginda %10 H>O; bekletilen LKZ kromatogrami
T DADY E, 52104 <380, 100 [SRADET-VAL SAADET SOAC 20230611 11347 LKZD0I0000E ]
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Sekil 5.12 48 saat boyunca oda sicakliginda %10 H2O02 bekletilen LKZ kromatogrami

25 pg/mL LKZ icerecek sekilde hazirlanan ¢ozelti 1.5 saaat saat boyunca su
banyosunda 60 °C sicakliga maruz birakilmistir. Bozunma kromatogrami sekil 5.15de

gosterilmistir.

21



(] DAD1 B, Sig=210,4 Ref=360,100 (SAADET-VALISAADET-SQNC 2023-06-10 16-08-081LKZ0000007.0)

Sekil 5.13 1.5saat boyunca su banyosunda 60 °C ‘de beklietilen LKZ kromatogrami

LKZ’nin 1,5 saat boyunca su banyosunda 60 °C ‘de bekletilmesi sonucunda %16’a
varan bozunma olusmustur. 25 ng/mL LKZ igerecek sekilde hazirlanan ¢6zelti 48 saat
boyuncada i1sikta birakilmistir. Bozunma kromatogrami sekil 5.17de gosterilmistir.

LKZ’nin 24 saat boyunca 1sik‘ta bekletilmesi sonucunda %]17’e varan bozunma

olusmustur.
[ CAD1E, Sig=210,4 Ref=380,100 (SAADET-VALISAADET-SONC 2023-06-11 15-13-37LKZ-D0000008 )
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Sekil 5.14 : LKZ 'nin 24 saat boyunca 151k ‘ta bekletilmesi sonucunda LKZ kromatogrami
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada antiepileptik ilag olan ve epilepsi tedavisinde kullanilan
Lakozamid’in tayini i¢in basit, hizli, hassas YBSK yontemi gelistirilmis ve gelistirilen
yontem ICH’e gore dogrusallik, kesinlik, dogruluk parametreleri acisindan valide
edilmistir. Yontem 0.1-50 pg/ml derisim araliginda dogrusal bulunmus, saptama sinir1 a
pug/ml, tayin smiri ise b ug/ml olarak hesaplanmistir. Analiz ¢ap1 3.5um olan Agilent
Zorbax Eclipse C18 kolonunda yapilmistir. Yapilan analizlerde en iyi deney sonuglari
derisimi 50mM ve pH’1 4,65 olan K2PO4 tamponu ile 210 nm dalga boyunda elde
edilmistir.

Literatiirde LKZ’in tayini ile alakali gelistirilmis bazi yontemler vardir. Bu
yontemler arasinda YBSK yontemleri (Kestelyn vd., 2011, V.Kalyan Chakravarthy and
D.Gowri Sankar, 2011 Gongalves vd., 2018) YBSK-KS/KS yontemi bulunmaktadir.
Literatlirde herhangi bir YBSK-EKD yontemine rastlanmamistir. YBSK-EKD yontemi
ile analizler yapilmis lakin sonu¢ elde edilememistir. Kullanilan EKD cihazinin
potensialleri maddenin redoks tepkimesine yeterli gelmemesi sebebiyle herhangi bir

kromatogram elde edilmemistir
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