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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

APT : Aprepitant

A : Pik Alan1

C : Konsantrasyon

FDA : The Food and Drug Administration

hf : Hareketli faz

ICH : Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi
LC-MS . Sv1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
LOD : GOzlenebilme sinir1

LOQ : Tayin simir1

pg/mL : Mikrogram / mililitre

ppm : milyonda bir birim (mg ¢6ziinen / kg veya litre ¢ozelti)
RSD : Bagil standart sapma

SD : Standart sapma

TMX : Tamoksifen

tr : Alikonma zamani
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1. OZET

Sivi  Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi Yoéntemi 1Ile Aprepitant ve

Tamoksifenin Eszamanh Tayinleri ve Metot Validasyonu

Ogrencinin Adi  : Gizem KUNAL SALLI

Danismanm : Dr. Ogr. Uyesi Serap KARADERI

Anabilim Dah : Analitik Kimya

Amac¢: Bu c¢alismanin amaci Ozellikle meme kanserinin tedavisinde kullanilan
tamoksifen (TMX) ve kemoterapiye bagli bulanti ve kusma sikayetlerinin
giderilmesinde kullanilan aprepitant (APT) isimli ilag etken maddelerinin bir arada
analizleri i¢in segici, duyarh, diisiik tespit ve tayin smirli, hizli, basit, ekonomik,
cevreci bir analitik metot gelistirmek ve gelistirilen bu metodu valide etmektir. Bu
amacla 6nemli avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan s1vi kromatografisi-kiitle

spektrometresi cihaziyla ¢alisilmis yeni ve valide bir analitik metot gelistirilmistir.

Gerec ve Yontem: Gelistirilen metotta, C1g (20 mm x 2,0 mm, Spm) 6n kolon ve Cis
(50 mm x 2,1 mm, 3um) analitik kolon sabit faz1 ve pH’si 2,52 (formik asit ¢6z.)
asetonitril/su, 50/50 (h/h) karisim1 hareketli fazi ile 0,5 mL/dak. akis hizinda ¢alisildi.

Bulgular: TMX ve APT i¢in alikonma zamanlar1 sirasiyla 1,58 ve 2,10 dak. olarak
bulunurken, aymi sirayla LOD degerleri 0,012 pg/ mL ve 0,00250 ug/mL ve LOQ
degerleri 0,0037 pg/mL ve 0,070 pg/mL, dogrusal konsantrasyon araliklar1 ise TMX
i¢cin 0,0031-0,50 png/ mL ve APT i¢in 0,025-1,00 ug/mL olarak bulunmustur. Geri

kazanimmin yiiksek, dogruluk ve kesinligin iyi oldugu goriilmiistiir.

Tartisma: Gelistirilen ve valide edilen bu metot secici, hassas, kolay, hizli ve
tekrarlanabilir bir metottur. Her iki etkin maddenin ayri1 ayr1 ve birarada ilag

formiilasyonlarindan ve biyolojik materyalden analizlerinde giivenle kullanilabilir.

Anahtar  Sozciikler:  Aprepitant, tamoksifen, sivi  kromatografisi-kiitle

spektrometresi, eszamanli tayin.



2. SUMMARY

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry Technique for Simultaneous
Determination of Aprepitant and Tamoxifen and Method Validation

Student’ s Name : Gizem KUNAL SALLI

Supervisor . Asst. Prof. Serap KARADERI

Department : Analytical Chemistry

Objective: The aim of this study was to study TMX, which is used especially in the
treatment of breast cancer and selective, sensitive, low-level, for acombination of APT
drug active substances used to relieve chemotherapy-related nausea and vomiting
complaints to develop a limited, fast, simple, economical, environmentally analytical
method and to valide this method developed. For this aim, a new and valid analytical
method has been developed with the widely used liquid chromatography-mass

spectrometry (LC-MS) device.

Material and methods :This method was carried out using guard column Cg (20 mm
x 2,0 mm, 5pm) and analytical column C1 (50 mm x 2,1 mm, 3um) as stationary phase
and a mobile phase composing of acetonitrile and water containing (50/50 pH=2,52)

(formic acid), v/v) The flow rate was 0,5 mL/min monitored.

Results: The retention times of TMX and APT were 1,58 min, 2,10 min, LOD values
were 0,012 pg/mL, 0,0025 pg/mL and LOQ values were 0,0012 ug/mL, 0,07 pg/mL,
the linear ranges were 0,0031-0,50 pg/ mL and 0,025-1,00 pg/mL, respectively. The

recovery, accuracy and precision values were acceptable.

Conclusion: This method has been a simple, sensitive, rapid and can be used for the

analysis of TMX and APT in pharmaceutical forms and biological materials.

Keywords: Aprepitant, tamoxifen, liquid chromatography-mass spectrometry,
simultaneous determination.



3. GIRIS ve AMAC

3.1. Giris

APT ozellikle kanser hastalarinda kemoterapiye bagli bulanti-kusma sikayetlerinin
giderilmesi i¢in kullanilan nérokinin inhibitdrii antiemetik bir ilag etkin maddesidir
(Gralla ve Ark, 2005). TMX ise meme kanserinde yaygin olarak kullanilan bir non-

steroid, anti-Gstrojen ilagtir.

Literatiirde bu 1iki etkin maddenin ayr1 ayr1 biyolojik materyal ve ilag
formiilasyonlarindan analizi i¢in gelistirilen analitik metotlar mevcuttur ancak bir

arada (eszamanli) analizleri i¢in herhangi bir calismaya rastlanmamaistir.

3.2. Amag¢

Bu calismanin amaci 6zellikle meme kanserinin tedavisinde kullanilan TMX ve
kemoterapiye bagl bulant1 ve kusma sikayetlerinin giderilmesinde kullanilan APT
isimli ilag etken maddelerinin eszamanli analizleri i¢in se¢ici, duyarh, diisiik tespit ve
tayin sinirli, hizli, basit, ekonomik, ¢cevreci bir analitik metot gelistirmek ve gelistirilen
bu metodu valide etmektir. Bu amacgla 6nemli avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilan s1vi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) cihaziyla ¢alisilmis yeni

ve valide bir analitik metot gelistirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Aprepitant

APT insanda NK-1 reseptorlerine yiiksek afiniteli antagonist bir molekiildiir ve ilgili
bolgelerdeki NK-1 reseptorlerini inhibe ederek kemoterapiye bagli bulanti-kusma
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hesketh vd., 2003, Poli-bigelli vd., 2003,
Rojas vd., 2014).

4.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

WAy o CH;
o—= | | ] :
NH M~ O” N CFs
|

Sekil 1. APT’nin a¢ik kimyasal formiilii

Kimyasal adi 5-[[(2R,3S)-2-[(1R)-1-[3,5-bis (triflorometil) fenil] etoksi]-3-(4-
florofenil)-4-mor-folinil] metil]-1,2-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-on olan APTn kapali
formiilii C23H21F7N4O3 olup molekiil agirligi 534,43 g/moL, rengi kirli beyazdir. APT
suda c¢oOziinmezken, etanol, izopropil asetat ve asetonitrilde az ¢oziinir
(https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/emend_pi.pdf. Erisim
Tarihi: 04 Ocak 2020).

4.1.2. Farmakolojik ozellikleri

APT, insanda P maddesi norokinin 1 (NK1) reseptorlerinin selektif, yiiksek afiniteli
bir antagonistidir. APT dogrusal olmayan farmakokinetik 6zellik gostermektedir.
APT’nin ortalama oral biyoyararlanimi 80 mg kapsiil icin % 67 ve 125 mg kapsiil i¢cin

% 59’dur Dozun artirilmasi ile hem klerens hem de mutlak biyoyararlanim azalir.


https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/emend_pi.pdf

APTnin ortalama maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) yaklasik 4 saatte (tmax)

ulagilir.

APT genis Olglide metabolize olur. APT’nin plazma hacmi yaklasik 60-72 ml/dak
arasindadir. Terminal yarilanma 6mrii yaklasik 9-13 saat arasinda degisir Metabolitleri
idrarla ve safra yoluyla atilir. Degismemis ila¢ bobrekler yoluyla atilmaz.
(https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/ emend pi.pdf Erisim : 04

Ocak 2020).

4.1.3. Aprepitantin analiz calismalari

Chaitanya ve arkadaglari, RP-HPLC C18 kolon, 50:50 (h/h) asetonitril ve tampon
¢ozeltiden olusan hareketli faz ile 1ml/dak. akis hizinda, 210 nm dalgaboyunda
APT’nin ila¢ formiilasyonunda tayinini yapmiglar ve alikonma zamanmi 4,86 dak.,
LOD ve LOQ degerlerini 0,28 pg/ml ve 0,84 pg/ml olarak bulunmuslardir (Chaitanya
ve ark., 2013).

Ravi Prakash ve arkadaslari, LC-MS/MS, C18 kolon, 10:90 (h/h) amonyum asetat ve
asetonitril hareketli fazi ile 0,9 ml/dak. akis hizinda, APT nin insan kaninda tayinini
yapmislar, alikonma zamani 1,55 dak. ve konsantrasyon araligi 10.004-5001.952
ng/ml olarak bulunmuslardir (Ravi Prakash ve ark., 2013).

Chavez-Eng ve arkadaslari, LC-MS/MS, C8 kolon, 40:60 (h/h) asetonitril ve sudan
olusan hareketli faz ile, 0,5ml/dak. akis hizinda, APT’nin ve iki metabolitinin insan
kaninda es zamanh tayinini yapmiglar dogrusal konsantrasyon araliklarmi 1. ve 2.
metaboliti i¢in sirastyla 10-5000 ng/ml, 25-5000 ng/ml, LOQ degerlerini ise ayni sira
10 ng/ml, and 25 ng/ml olarak bulmuslardir (Chavez-Eng ve ark., 2004).

Sinha ve arkadaslari, HPLC-MS, RP-18 kolon, 970:40:4:0.5 (h/h/h) n-hekzan,
izopropilalkol, metanol, trifloroasetikasit hareketli fazi ile, 0,5 ml/dak. akis hizi ve 210
nm dalga boyunda APT ve sekiz izomerinin ters ve normal faz HPLC ile tayinini

yapmiglar LOD ve LOQ degerleri 0,14 pg/ml ve 0,41 pg/ml olarak bulmuglardir
(Sinha ve ark., 2013).


https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/e/emend/%20emend_pi.pdf

4.2. Tamoksifen

4.2.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Sekil 2. TMXin ag¢ik kimyasal formiilii

Kimyasal ad1 (Z) -2- [4- (1,2-Difenil-1-biitenil) fenoksi] -N, N-dimetil-etanamin-
sitrat;1-p-beta-Dimetilaminoetoksifenil-trans-1,2-difenilbiit-1-en sitrat olan TMX’in
kapali formiilii C26H29NO.CsHgO7 olup molekiil agirligi 563,64 g/moL, rengi beyazdir.

TMX suda az ¢Oziiniir.

4.2.2. Farmakolojik ozellikleri

TMX oral yolla kullanilabilen, se¢ici 6strojen modiilatoriidiir. TMX Gstrojen karsit1 ve
farkli dokularda Ostrojen karsitina benzer etkileri olan non-steroidal, trifeniletilen
yapisinda ilagtir. Meme kanserli hastalarda timor seviyesinde 6strojenin ostrojen

reseptoriine baglanmasimi onler.

TMX’in plazma seviyeleri bifazik (iki evreli) ve terminal yari-omrii yaklasik 5 ila 7
glindiir. Oral alim sonras1 metabolize olur. N-desmetil tamoksinin plazmada bulunan
en temel metabolitidir ve TMXe benzer biolojik aktiviyete sahiptir. TMX hizli absorbe
olur ve 4-7 saat arasinda maksimum = konsantrasyonuna  ulagir.
(https://www.accessdata.fda.gov/  drugsatfda_docs/label/ 2018/021807s005Ibl.pdf
Erisim: 04 Ocak 2020).



4.2.3. TMX’in analiz cahsmalari

Antunes ve arkadaslari, sivi sivi ekstraksiyonu ile analize hazirladiklar1 insan kani
orneklerinde, HPLC, RP-18 kolon ve pH=3.3, 57:43 (h/h) trietilamonyum fosfat
tamponu-asetonitril  karisimmdan olusan hareketli fazi kullanarak TMX ve
metabolitlerinin tayinini yapmislar ve TMX igin tayin konsantrasyonunu 55,77 ng/ ml,
alikonma zamanini 13,5 dakika olarak bulmuslardir (Antunes ve ark., 2013).

Binkhorst ve arkadaslari, sivi kromatografi/ii¢lii-kuadriipol kiitle spektrometresi ve
C18 1,7 pm 2.1 mmx100 mm kolon ile 0.2mM amonyum format ¢ozeltisi ve
asetonitril, (her iki ¢oziicii i¢ine 0.1% formik asit ilave edilmis) hareketli fazinda, 0,3
mL/ dak. akis hizinda, insan kaninda TMX ve metabolitlerinin tayinini yapmislar ve
TMX i¢in tayin konsantrasyonunu 0,187 ng/ ml, alikonma zamanini 1,78 dak. olarak

bulmuslardir (Binkhors ve ark., 2011).

Jager ve arkadaslari, LC/MS MS kullanarak TMX ve metabolitleri i¢in iki metodun
karsilagtrmasmi yapmislar ve karsilastirdiklart her iki metodunda kullanilabilir

oldugunu bulmuslardir (Jager ve ark., 2012).

Shahbaz ve arkadaslari, HPLC, asetonitril ve 0,05 M amonyum fosfat tamponu 75: 25
(h/h) hareketli fazi ile, 35-65 yas araligi kadin hastalarm kaninda TMX’in maksimum
konsantrayon degerini 32 + 0,44 ng/ ml olarak (6. saat) bulmuslardir (Shahbaz ve ark.,
2016).

Sri Teguh ve arkadaslari, s1vi kromatografisi-tandem kiitle spektorofotometresi ve C18
(100 mmx2.1 mm x 1.7 um) kolon ile 40°C kolon sicakligi, %0,2 formik asitli
asetonitril-su (70:30 h/h) karisimindan olusan hareketli faz ve 0,2 mL/ dak. akis
hizinda 30 adet beyaz disi sigan kanindan TMX ve metaboliti olan 4-
Hidroksitamoksifenin kinetik analizini yapmuslardir (Sri Teguh ve ark., 2018).



5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar ve Diger Gerecler

e LCMS Cihaz1 (Shimadzu-2020)

o

o

o

o

o

Pompa Sistemi (LC-20AD)

UV/Vis Dedektor (SPD-20A)

Otomatik Ornekleyici (SIL-20ACHT)

Kolon firmni1 (CTO-10ASVP)

Gaz Giderme Unitesi (DGU-20A3R)

Yazilim versiyonu (Lab Solutions )

Analitik kolon Athena, C1g (50 mm x 2,1 mm x 3pum)
On Kolon Athena, C1s (20 mm x 4,0 mm X 5um)

e pH metre (Mettler Toledo, MP 220)

e Terazi (Shimadzu, AEX-200G)

e Ultra Saf Su Cihaz1 (Millipore, Milli-Q-RG)
e Otomatik pipetler (Nichipet EX II)

5.2. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

APT (Merck), TMX (USP), asetonitril, metanol, formik asit HPLC Grade (Merck) ve

bidistile su kullanilmuistir.

5.3. Cozeltiler

5.3.1. APT stok ¢ozeltisi

1,00 mg/mL (1,87 x 10 M) stok APT ¢ozeltisi asetonitril kullanilarak hazirlandi. Bu
stok ¢Ozeltiden asetonitril ile 0,10 ve 0,01 mg/mL’lik seyreltmeler yapildi. Cozeltiler

+4°C’de sakland..

5.3.2. TMX stok c¢ozeltisi

1,00 mg/mL (2,7 x 10 M) stok TMX ¢ozeltisi metanol kullanilarak hazirlandi. Bu

stok ¢ozeltiden metanol ile 0,05 ve 0,01 mg/mL konsantrasyonlarda seyreltmeler

yapildi. Cozeltiler +4°C’de saklandh.



9.4. Analitik Metot Gelistirme Calismalar
5.4.1 Cihaz optimizasyonu

APT ve TMX ig¢in kiitle/ yiik (m/z) oranlarinin literatiir 1s181inda ¢alisilan cihazda da
tespiti igin 10 ppm konsantrasyonda kolonsuz ve 1 ppm konsantrasyonda kolonlu
SCAN modunda kromatogramlar alindi. Almman kromatogramlar Bolim 6.1°de

verilmistir.
5.4.1.1 Pozitif mod ve negatif mod degisiklikleri

APT ve TMX i¢in negatif ve pozitif modda yapilan degisiklikler Boliim 6.1.1°de

verilmistir.
5.4.1.2 Dedektor voltaj1 degisiklikleri

APT ve TMX i¢in m/z (TMX = 372,15 APT = 535,2), pozitif modda Quarray RF = 52
ve Quarray DC = -5 iken dedektor voltaji degeri 1,1, 1,2, 1,25, 1,30 ve 1,35 olacak
sekilde degistirildi ve kromatogramlar1 alindi. Alinan kromatogramlar Boliim 6.1.2°de

verilmistir.

5.4.1.3 Quarray DC parametresi degisiklikleri

APT ve TMX i¢in optimizasyon kosulu olarak belirlenmis pozitif modda Quarray RF,
Quarray DC degeri igin -6, +6, -5 ve +5 degisiklikleri yapilmstir. Ilgili

kromatogramlar Boliim 6.1.3.’de verilmistir.

5.4.1.4. Piskiirtme gazi (nebulizing gas) ve kurutma gazi (drying gas)

parametreleri degisiklikleri

APT ve TMX i¢in optimizasyon kosulu olarak belirlenmis pozitif modda Quarray RF
ve Quarray DC degerleri sabit iken piiskiirtme gazi degeri 1,5 mL/dak. ve 1,0 mL/dak.;
kurutma gaz1 degeri i¢in ise 15 mL/dak. ve 10 mL/dak., degisiklikleri yapilmustir. Tlgili

kromatogramlar Boliim 6.1.4.” de verilmistir.



5.4.2. Kromatografik kosullarin belirlenmesi
5.4.2.1. Hareketli faz bilesenleri ve oranlari

APT ve TMX’in analizlerine iliskin literatiir calismalar1 gz Oniine alinarak hareketli
faz olarak asetonitril/su, asetonitril / %0,05 formik asit, asetonitril / %0,1 formik asit,
asetonitril / %0,2 formik asit (farkli pH’lerde) gibi degisik ¢oziicii sistemleri farkl
karisim oranlarinda Cig (50 mm x 2,Imm), 3um baslangic kolonu kullanilarak
denendi. Hareketli faz degisimine gore maddelerin alikonma zamanlarin1 gdsteren

Tablo-1 Bolim 6.2.2.°de verilmistir
5.4.2.2 pH

Hareketli fazin pH’si formik asit konsantrasyonlar1 %0,05 (pH=2,72), %0,1 (pH=2,62)
ve %0,2 (pH= 2,52) olacak sekilde ayarlanarak 50/50 (h/h) asetonitril / su karisim
¢Oziiclisii icinde hareketli faz cozeltileri hazirlandi. Hareketli faz bilesenlerinin
oranlarmin degisimine goére maddelerin alikonma zamanlarmi gosteren Tablo-1

Bolim 6.2.2.°de verilmistir.

5.4.2.3 Sabit fazin (kolonun) belirlenmesi

Farkli marka, farkli uzunluk, farkl partikiil biiyiikliigtine sahip dolgu materyali i¢ceren

kolonlar denenerek ayrilmanim ve analiz siiresinin en uygun bulundugu kolon tespit
edildi.
5.4.2.4 Kolon sicakhiginin belirlenmesi

Kolon sicakligi igin 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50°C’ler denendi. Alikonma zamanlarinda
onemli bir degisiklik olmadigi i¢in kolon sicakligi 25°C olarak se¢ildi.

5.4.2.5 Akis hizinin belirlenmesi

Alikonma zamaninda fazla gecikmeye neden olmayacak ama iyi bir ayrilmayi
saglayacak akis hizin1 bulmak i¢in ¢aligmalar yapildi ve en uygun akis hizinin 0,5

mL/dak. oldugu goriildii.

10



5.5. Metot validasyonu
Gelistirilen analitik metodun validasyonu ICH kilavuzu Q2’ye gore yapildi. Bu

kilavuza gore asagidaki validasyon parametreleri incelendi.

5.5.1. Secicilik

Etkin maddelerinin ve karigimlarinin ¢oziiciileri sisteme enjekte edildi ve

coziiclilerden kaynaklanan bir girisimin olup olmadigi arastirildi.

5.5.2. Dogrusallik

Yontemin dogrusalligi, her iki etkin madde icin 6 farkli konsantrasyonda karigim
cozeltileri ile olusturulan kalibrasyon egrilerinden tespit edildi. Bu amagcla her bir
maddeden 2 ser tartim alindi, alinan tartimdan 2 ser seyreltme yapildi. Bu ¢ozeltilerden
her bir etken madde igin {iger tekrar ile 2 farkl kalibrasyon egrisi olusturuldu ve bu

kalibrasyon egrilerinin ortalamasi alindu.

5.5.3. Tayin edilebilme sinir1 (LOQ) ve Goézlenebilme sinir1 (LOD)

Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek i¢in LOD ve LOQ degerleri asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplandi. Hesaplanan degerler Boliim 6.3.3.’de verilmistir.
LOD =3 x SD/m
LOQ =10 x SD/m

SD : Kalibrasyon dogrusunun y eksenini

5.5.4. Kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik)

APT i¢in 0,05 pg/mL, 0,10 pg/mL ve 1,0 pg/mL konsantrasyonlarda, TMX i¢in 0,005
pg/mL, 0,05 ng/ml ve 0,50 pg/mL konsantrasyonlarda ¢o6zeltiler hazirlandi. Giin
icinde farkli zamanlarda ve farkli glinlerde yapilan analizler ile elde edilen sonuglar

Tablo-9 Boliim 6.3.4.”de verilmistir.
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5.5.5. ilac etkin madde cozeltilerinin farkh saklama kosullarindaki kararhliklar:

Cozelti kararliligimi belirlemek amaciyla APT ve TMX standart ¢ozeltileri ve her
ikisinin karigim ¢ozeltisi oda sicakliginda, karanlikta 24 saat, +4°C’de 1 ay bekletildi.

Ayrica karigim ¢ozeltisi otomatik numune drnekleyicisinde 24 saat bekletildi.

5.5.6. Dogruluk (Geri Kazanim)

Metodun dogrulugu i¢in yapilan ¢alismada APT i¢in 0,05 pg/mL, 0,10 pg/mL ve 1,00
pg/mL ve TMX igin 0,005 ug/mL, 0,05 pg/ml ve 0,50 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanan ¢ozeltilerin ilgili kalibrasyon egrisinden bulunan konsantrasyonlar1 ile geri

kazanim hesaplandi, % geri kazanim sonuglar1 Tablo-10 B6liim 6.3.6.’da verilmistir.

5.5.7. Yontemin saglamhg

Gelistirilen metotta optimize edilen hareketli faz pH’si, hareketli faz bilesenlerinin
oranlar1, kolon sicakligi ve akis hizi degerlerinde yapilan kiiclik degisiklikler ile

yontemin saglamlig1 arastirildi. Sonuglar1 Boliim 6.2.3.de verilmistir.
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6. BULGULAR

6.1.Cihaz Optimizasyonun Belirlenmesi

APT ve TMX i¢in kiitle/ yiikk (m/z) oranlarinin (literatiir 15131nda) ¢alisilan cihazda da
tespiti i¢in 10,0 ppm konsantrasyonda kolonsuz ve 1,0 ppm konsantrasyonda kolonlu

olarak SCAN modunda alinan kromatogramlar asagida verilmistir.

Inten.

10000 372,15

535,20
9000 —~
8000 ~
7000 ~

6000 —

5000 —

3000 +

2000 —~

1000 +

tr_———————————————r—————F——+—
3000 3250 350,0 3750 4000 4250 4500 4750 500,0 525,0 miz

Sekil 3. APT (m/z = 535,20) ve TMX’in (m/z =372,15) MS spektrumlari

1_00(51,000.000)

0.95]
0.90}
0.85]
0.80
0.75
0.70}
0.65]
0.60-}
0.55
0.50-
0.45-]
0.40}
0.35]
0.30}
0.254
0.204
0.154
0.10

0.05}

0.00 e T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 275  min

Sekil 4. 10,0 ppm kolonsuz TMX’in SCAN taramasi kromatogrami
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1,000,000)
1.00%5:372.15(+)

0.95+

0.90

0.85+

0.80

0.75+

0.70+

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0.354

0.30+

0.25+

0.20

0.15+

0.10

0.05

oot
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 275  min

Sekil 5. 1,0 ppm kolonlu TMX’in SCAN taramasi kromatogrami

%10,000)
6.0%94:535.20(%)

5.5+

0.0 e e e
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 275  min

Sekil 6. 1,0 ppm kolonsuz APT’nin SCAN taramasi kromataogrami
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x10,000)

6.0
5.5
5.0

4.5

3.5

3.0

2.0
154

1.0

1B:535.20(+)

0.0

0.

0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 315 4.0 4.5 min

Sekil 7. 10,0 ppm kolonlu APT’nin SCAN taramasi kromatogrami

(x1,000,000)

1.00
0.95
0.90
0.854
0.80
0.75 III
0.704

0.65-
0.60
0.55
0.504
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.154

0.05

0T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 min

Sekil 8. 1,0 ppm kolonlu APT (1) -TMX (Il) karigimmin SCAN taramasi kromatogrami
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6.1.1 Pozitif mod ve negatif mod degisiklikleri

TMX ve APT i¢in negatif ve pozitif modda yapilan degisiklikler sonucu elde edilen

spektrumlar agagidaki verilmistir.

N0

10

0.00000 0.00025 0.00050 0.00075 000100 000125 000150  min

Sekil 9. Negatif modda APT ve TMX spekturumu

Inten.

10000 373,15

538,20
9000 -
8000 —
7000 —

6000 —

5000 —

3000 —

2000 —

1000 +

07 T T T T T T T T T
300,0 3250 350,0 3750 400,0 4250 450,0 475,0 500,0 5250 mz

Sekil 10. Pozitif modda APT ve TMX spekturumu

6.1.2. Dedektor voltaji degisiklikleri

APT ve TMX i¢in m/z (TMX = 372,15 APT =535 2), pozitif modda Quarray RF = 52
ve Quarray DC = -5 iken yapilan voltaj degisiklikleri sonucu alinan kromatogramlar

asagida verilmistir.
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(x100,000)
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(]

[ ]
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Sekil 11. Dedektor Voltaji : 1,1 iken APT (1) ve TMX (1) kromatogrami

(x100,000)
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Sekil 12. Dedektor Voltaji : 1,2 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami
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(x100,000)
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0.9
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0.6
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Sekil 13. Dedektor Voltaji : 1,25 iken APT (I)ve TMX /Il)kromatogrami

0 0.5
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Sekil 14. Dedektor Voltaji : 1,3 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami
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(x100,000)

1.50

1:535.20(+)
2:372.15(+)

Sekil 15

. Dedektor Voltaji : 1,35 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami

6.1.3 Quarray DC Parametresi Degisiklikleri

200000
190000
180000
170000
160000
150000
140000
130000
120000
110000
100000
90000-]
80000
70000-]
60000-]
50000-]
40000-]
30000
20000-]

10000

1:535.20(+)
2:372.15(+)

0,

0.

Sekil 16. Quarray DC : -5 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami
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19

4.0

min

min



200000 77-Ticay
J2:TIC(+)
19000041:535,20(+)
12:372.15(+)
180000
170000
160000
150000-]
140000]
130000
120000 III
110000
100000
90000]
80000-]
70000]
60000-]
50000
400001
30000 EI
20000]

10000

e o
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35

Sekil 17. Quarray DC : -6 iken APT (1) ve TMX (Il) kromatogrami1

min

1:535,20(+)
200000 —2:372/15(+)

175000 —| III

§

:

:

Sekil 18. Quarray DC : +6 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami
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20000071:535 20(+)
01372.15(+)
190000

180000
170000
160000
150000
140000]
130000 [::::]
120000
110000
100000
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70000]
60000-]
50000-]
40000-]
30000]

20000] [:::]

10000

e R —"— e — .
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 min

Sekil 19. Quarray DC : +5 iken APT (I) ve TMX (II) kromatogrami

6.1.4. Piiskiirtme gazi (nebulizing gas) ve kurutma gaz (drying gas)
parametreleri degisiklikleri

APT ve TMX i¢in m/z (TMX = 372,15 Aprepitant = 535,2), pozitif modda Quarray
RF = 52 ve Quarray DC = -5 iken piiskiirtme gazi ve kurutma gazi degisiklikleri

sonucu alinan kromatogramlar asagida verilmistir.

Piiskiirtme gazi degeri azaldik¢a daha yavas akis hizindan dolay1 daha fazla molekiil
parcalanmaktadir ve bu da daha yiiksek duyarlilik ve yiiksek pik alani elde etmemizi
saglamaktadir. Fakat diisiik piiskiirtme gazi degerinde ¢aligmak cihaz kirliligine sebep
olmaktadir. Bu nedenle yiliksek duyarlilik ve yiiksek pik alanindan feragat edilerek
puskiirtme gazi degeri 1,5 mL/ dak. olarak secilmistir.
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20000041 535 20(+)
2:372.15(+)

190000

1800001
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150000

1400001
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10000
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Sekil 20. Piiskiirtme gazi: 1 mL/ dak. Kurutma gazi: 10 mL/ dak. iken APT (1) ve TMX (1)

kromatogrami

200000471535 20(+)
2'372.15(+)
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Sekil 21. Piskiirtme gazi: 1 mL/ dak., Kurutma gazi : 15 mL/ dak. iken APT (1) ve TMX (I1)

kromatogrami
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200000117535 20(+)
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Sekil 22. Piiskiirtme gazi: 1,5 mL/ dak. Kurutma gazi: 10 mL/ dak. iken APT (I) ve TMX (lI)

kromatogrami

200000:L53520@0
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Sekil 23. Piiskiirtme gazi: 1,5 mL/ dak. Kurutma gazi: 15 mL/ dak. iken APT (I) ve TMX (II)

kromatogrami
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6.2. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

6.2.1. Hareketli faz bilesenlerinin oranlarinin ve hareketli fazin pH’sinin
belirlenmesi

Denemeler sonucunda en uygun hareketli faz ¢ozeltisi olarak asetonitril/su ¢dziicii
karigimi ve hareketli faz bilesenlerinin oranlar1 degistirilerek en uygun hareketli faz
¢oziicii karisimi oran1 50/50 (h/h) asetonitril/su olarak tespit edildi. Sonuglar Tablo-

1°de verilmistir.

Sekil 24, 25 ve 26°daki kromatogramlar incelendiginde de goriilecegi gibi karigim
icindeki ila¢ etkin maddelerin aymriminin saglandig1 hareketli faz ¢ozeltisinin pH
degeri 2,52 (formik asit ¢ozeltisi ile) olarak belirlendi.

Tablo 1. Hareketli faz bilesenlerinin oranlarinin degisimine gére TMX ve APT’nin alikonma zamani
degerlerinin degisimi

Asetonitril Su (pH=2,52) trR (TMX) tr (aPT)
(%) (%) (dak.) (dak.)
55 45 3,70 2,60
50 50 1,58 2,10
Lo
12:372.15(+)
125
1.00—: |I|
0.75—:
0.50—:
0.25—:
0-00;HH\‘HwHH\‘HwHH\‘H‘\HH\HH\HH\HH\
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45  min

Sekil 24. pH=2,72"de 0,1 pg/mL APT (I), 1,0 pg/mL TMX (II) ¢bzelti karisiminin kromatogrami (hf:
pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril /su karisim ¢ozeltisi, akis hiz1 =0,5 mL/dak.).
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Sekil 25. pH=2,52"de 0,1 pg/mL APT (I), 1,0 pg/mL TMX (1) ¢ozelti karisimmin kromatogrami (hf:
pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril /su karigim ¢6zeltisi, akis hiz1=0,5 mL/dak.).

(x100,000)
1.50%1:535.20(%)
12:372.15(+)

1.25{
1.00{
0.75{
0.50{

0.25+

R e e e e
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 min

Sekil 26. pH=2,62de 0,1 ug/mL APT (I), 1,0 ug/mL TMX (II) ¢bzelti karigiminin kromatogramu (hf:
pH=2,62 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril /su karisim ¢ozeltisi, akis hiz1 =0,5 mL/dak.).
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6.2.2. Sabit fazin (kolonun) belirlenmesi

Bolim 6.2.1.°de belirlenen pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril/su
karisimi hareketli faz olarak kullamildi. Sabit faz olarak ise inertsil C1s (50 mm x 2,1
mm, 3pum) kolonu en uygun kolon olarak tespit edildi. Sonuglar Tablo 2., Tablo 3. ve
Tablo 4.” de ve kromatogramlar Sekil 18, Sekil 19, Sekil 20 ve Sekil 21°de verilmistir.

Tablo 2.TMX ve APT nin farkli kolonlardaki alikonma zamanlar1

Alkonma Zamam (dak.)

Sabit Faz (Kolon) APT TMX
Inertsil C18(50 x 2,1) 3um 2,10 1,58
Athena C8(50 x 2,1) 3um 2,28 1,92
Tablo 3. TMX ve APT nin farkli kolonlardaki alikonma zamanlari
Alkonma Zaman (dak.)
Sabit Faz (Kolon) APT TMX
Athena C8(50 x 2,1) 3um 2,28 1,92
Athena C8 (100 x 2,1) 3um 3,86 3,32
Tablo 4. APT ve TMX’in farkl1 kolonlardaki zamanlar1
Alkonma Zamani (dak.)
Sabit Faz (Kolon) APT TMX
Athena C8(100*2,1) 3um 3,86 3,32
Athena C8 (100*4,6) 3um 15,02 12,05
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Sekil 27. 0,10 pg/mL TMX (I) ve 0,10 pg/mL APT (II) igeren ¢ozelti karigiminin gelistirilen metot
kosullarinda alman kromatogrami (hf: pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril/su karigim

¢ozeltisi, akis hiz1 = 0,5 mL/dak., Inertsil-C18(50 x2,1)3 um).

{1:535,20(+)
200000 —5:3725"15(+)

175000 |I|
150000

125000
75000 |

- o

25000 -

Sekil 28. 0,10 pg/mL TMX (I) ve 0,10 pg/mL APT (II) igeren ¢ozelti karigiminin gelistirilen metot
kosullarinda alinan kromatogrami (hf: pH=2,52 (formik asit ¢6z.) asetonitril/su 50/50 (h/h) karigim
¢ozeltisi, akis hiz1 = 0,5 mL/dak., Athena-C8(50 x2,1)3 um).
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200000 —{1:535,20(+
12:372)15(+)

175000 D

150000
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100000
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Sekil 29. 0,10 pg/mL TMX (I) ve 0,10 pg/mL APT (II) igeren ¢ozelti karigiminin gelistirilen metot
kosullarinda alinan kromatogrami (hf: pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril/su karigim
¢ozeltisi, akis hiz1 = 0,5 mL/dak., Athena-C8(100 x2,1) 3 um).

150000 -[1:535,20(+)
12:372,15(+)
125000 -

100000

75000

1
B B B B A B e B S R Bt
0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5 |—m-c. 17,5 20,0 22,5 min

Sekil 30. 0,10 pg/mL TMX (I) ve 0,10 pg/mL APT (II) igeren ¢ozelti karigiminin gelistirilen metot
kosullarinda alinan kromatogrami (hf: pH=2,52 (formik asit ¢6z.) 50/50 (h/h) asetonitril/su karigim

¢ozeltisi, akis hiz1 = 0,5 mL/dak., Athena-C8(100 x4,6)3 um)

6.3. Metot Validasyonu

6.3.1. Secicilik

Sekil 31°de goriildiigii gibi gelistirilen sisteme hareketli faz ¢ozeltisi enjekte edildi ve
APT ve TMX piklerinin goriildiigii dakikalarda hareketli fazdan ileri gelen herhangi
bir pik gozlenmedi.

28



{1535,20(+)
0:472,15(+)(0,50)

1250

1000

By B R A
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 min

Sekil 31. Hareketli faz (50/50 (h/h) asetonitril/su karisim ¢ozeltisi, pH=2,52) kromatogrami

6.3.2. Dogrusalik

APT i¢in 0,025-1,00 pg/mL ve TMX i¢in 0,0031-0,50 pg/mL konstrasyon araligindaki
¢ozeltiler ile Boliim 3.5.2.’de anlatildig1 gibi ¢alisilarak ¢izilen 6l¢ii egrileri Sekil 23

ve Sekil 24°de verilmistir.
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Sekil 32. APT’nin 0,025- 1,00 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi
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Tablo 5. APT’ nin 0,025-1,00 pg/mL konsantrasyon araliinda hazirlanan 6lgii egrilerine ait alan

degerleri ve istatistik veriler

C
(ng/mL)
0,025 0,05 0,10 0,50 1,00
Aapt
1 32659 | 64081 143172 650842 1297459
2 36812 | 66668 152514 685514 | 1368140
3 37130 | 68982 153255 702028 | 1436293
Ortalama 37262 | 65770 149647 679461 | 1367297
sD 637,10 | 451,76 5619,74 26124,27 |69420,84
RSD (%) 1,71 3,68 3,76 3,84 5,08
A apt degerlerinden hesaplanan dogru denklemi
y = 13614x + 3995
2=0,9999
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Tablo 6. APT’nin 6lgii egrilerinin regresyon analizi sonuglari

1 2 3 Ortalama = SD
m 12937 13627 14296 13614+ 0,68
b 4258,4 5360,6 7265,0 3995 +1,5
r 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 +0,00005
25.000.000
20.000.000
15.000.000
10.000.000
5.000.000
0
0 100 200 300 500 600

Sekil 33. TMX’in 0,0031-0,50 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi
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Tablo 7. TMX’in 0,0031- 0,50 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait alan
degerleri ve istatistik veriler

C(ng/mL)
0,0031 | 0,0063 | 0,0125| 0,05 0,10 0,50
At
1 144293 | 277979 | 526676 | 2237599 | 4147237 | 19468882
2 129588 | 266 798 | 546325 | 2196582 | 3920898 | 19468882
3 132040 | 269 040 | 546000 | 2189383 | 4027511 | 19468882
Ortalama 135307 | 271272 | 539667 | 2207854 | 4031882 | 19389042
sD 8237.38 6952,46 | 494,27 | 26009,76|113232,80 15576550
RSD (%) 6,09 2,53 0,09 1,18 2,81 0,80
A apt degerlerinden hesaplanan dogru denklemi
y = 38626x + 103857
R2=10,999
Tablo 8. TMXin 6l¢ii egrilerinin regresyon analizi sonuglari
1 2 < Ortalama + SD
m 38845 38768 38417 38626 + 0,229
b 123 165 77368 49267 33634 + 0,338
r 0,9997 0,9999 0,9994 0,9997 +0,0003
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6.3.3. Tayin edilebilme sinir1 (LOQ) ve gozlenebilme simir1 (LOD)

Boliim 3.5.3.°de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD degerleri TMX ve APT
icin swrastyla 0,0012 pg/mL ve 0,0025 pg /mL olarak, LOQ degerleri ise TMX ve
APT i¢in sirasiyla 0,0037 pg/mL ve 0,070 pug /mL olarak bulunmustur.

6.3.4. Kesinlik (giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik)

TMX ve APT i¢in 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler ile Boliim 3.5.4.°de

anlatildig1 gibi ¢alisildi. Bu ¢ozeltilerin giin i¢i ve farkli giinlerde yapilan analizlerinin

Olcii egrilerinden bulunan sonuglar1 Tablo 9° da verilmistir.

Tablo 9. Ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi

Giin i¢i Giinler arasi
Alinan Bulunan Alinan Bulunan
Kons. Kons. R?r?::(;;/o) Kons. Kons. R?r?:g;/o)
(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) | (pg/mL)
0,05 0,049 1,17 0,050 0,048 1,18
APT 0,10 0,09 0,63 0,10 0,99 0,58
1,00 0,99 0,71 1,0 0,99 0,71
0,005 0,0051 0,0058 0,005 0,0049 0,0001
TMX 0,05 0,051 0,0058 0,050 0,049 0,0012
0,50 0,49 1,17 0,50 0,49 1,17

6.3.5. Ila¢ etkin madde cozeltilerinin farkh saklama kosullarindaki kararhhklar

Cozelti kararliliginin saptanmasi amaciyla, Cig (50 mm x 2,1 mm, 3pm) kolonu,

pH=2,52 (formik asit ¢6zeltisi ile), 50/50 (h/h) asetonitril/su hareketli faz ¢6zeltisi ve
0,5 mL/dak. akis hiz1 kullanilarak Boliim 5.5.5° de anlatildig1 gibi ¢alisildi. TMX ve

APT ¢ozeltilerinin kararlihigmda bir degisim olmadigi gézlendi.
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6.3.6. Dogruluk (geri kazanim)

Boliim 5.5.6.’da anlatildig1 gibi ¢alisilan iki maddeye ait 6l¢ii geri kazanim yiizdeleri

Tablo-10’ da verilmistir.

Tablo 10. APT ve TMX’in dogruluk (geri kazanim) ¢aligmasi sonuglari

Alman Bulunan Geri Kazanim (%)
Konsantrasyon Konsantrasyon (::[;) (ortalama +SD)
(ng/mL) (ng/mL)
APT 0,05 0,049 0,94 98,67 + 0,94
0,10 0,09 0,47 98,67 + 0,47
1,00 0,99 1,00 99+ 1,00
TMX 0,005 0,0051 1,89 100,67+ 1,89
0,05 0,051 1,89 100,67+ 1,89
0,50 0,49 0,94 98,67 + 0,94

6.3.7. Yontemin saglamhg

Hareketli faz pH’ sinde, kolon sicakliginda ve akis hizinda yapilan kiigiik degisiklikler

sonucunda elde edilen alikonma zamanlarindaki degisimler Tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. Yontemin saglamlik parametreleri (pH degisikligi)

R (APT) R (TMX)
pH (dak.) (dak.)
2,52 2,10 1,59
2,62 2,10 1,58
2,72 2,20 1,58
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Tablo 12.Yontemin saglamlik parametreleri (kolon sicakligi ve akis hiz1 degisiklikleri)

Kolon Sicakhgi (°C)
25 2,10 1,58
30 2,19 1,58
34 2,20 1,58
40 2,21 1,58
45 2,23 1,57
50 2,24 1,57

Akis Hiz1 (mL/ dak. )

0,25 4,42 2,88
0,35 3,10 2.1
0,45 2,51 1,65
0,55 2,10 1,36

Sistem uygunluk testi igin Onemli parametreler olan alikonma zamani (tr),
kuyruklanma faktorii (T), ayrilma faktorii (Rs) ve teorik plaka sayist (N) degerleri
Tablo-12’ de verilmistir.

Tablo 13. Sistem uygunluk testi parametreleri

Teorik Degerler APT TMX

Alikonma Zamani (tr) (dak) 210 198

Teorik Plaka Sayis1 (N) > 2 000 4 653 2776

Kuyruklanma Faktorii (T) <2 1,689 1,428
Ayrilma Faktorii (Rs) >1,5 4.6 3,2
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7. TARTISMA ve SONUC

Kromatografik yontemler, 6zellikle GS-MS, LC-MS, LC-MS-MS teknikleri oldukga
diisiik miktarlarda maddelerin bir arada analizine olanak saglamasi ve diisiik miktarda

¢oziicii tiiketimi ile ¢cevreci analitik metotlar olarak giderek yaygmlagmaktadir.

Biz de ¢alismamizda bu avantajlar1 goz Oniine alarak LC-MS ile iki ila¢ etken
maddesinin bir arada diisiik tespit ve tayin smirlarinda analizi i¢in yeni, basit,
ekonomik, ¢evreci ve bu iki ilacin rutin analizlerinde de kullanilabilecek bir LC-MS
gelistirdik. Metot gelistirme ve validasyon kismindan olusan bu ¢alismamizda her iki
madde i¢in de en uygun kromatografik kosulun, C1g (50 mm x 2,1 mm, 3um) kolon,
pH’1 2,52 (formik asit ¢ozeltisi ile) olan 50/50 (h/h) asetonitril/su karisim ¢ozeltisi
hareketli fazi, 0,5 mL/dak akis hiz1 oldugu bulunmustur. Bu sartlarda, alikonma
zamanlart TMX i¢in 1,58 ve APT i¢in 2,10 dak. olarak bulunmustur.

Gelistirilen yontem segicilik, dogrusallik, tayin smir1 (LOQ), tespit smir1 (LOD),
dogruluk, tekrarlanabilirlik, ¢ozelti kararliligi, yontemin saglamligi ve uygunluk testi
parametreleri incelenerek valide edilmistir. Calisma sonucunda dogrusal
konsantrasyon araligi APT i¢in 0,025-1,00 pg/ mL ve TMX i¢in 0,0031-0,50 pg/mL,
tespit smir1 degerleri APT ve TMX igin sirasiyla 0,0025 pg/mL, 0,0012 pg/mL ve
tayin smir1 degerleri ise swrastyla 0,070 pg/mL, 0,0037 pg/mL olarak bulunmustur.
Etken madde ¢ozeltilerinin her birinin stabilite ¢alismasi sonucunda, APT ve TMX

stok ¢ozeltilerinin + 4°C’de ve - 20 °C’ de en az 1 ay Saklanabilecegi saptanmuistir.

Gelistirilen LC-MS metodunun optimize edilmis kosullar1 Tablo-12’de

gosterilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen ve valide edilen analitik metot, her iki etken maddenin
gerek ilag formiilasyonlarindan ve gerekse biyolojik materyalden ayr1 ayr1 ve birarada

analizleri i¢in gilivenle kullanilabilecek basit, ekonomik ve ¢evreci bir metottur.
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Tablo-12. Gelistirilen LC-MS metodunun optimize kosullar

Parametreler Optimize Kosullar
LC-MS Shimadzu — LC-MS 2020
Kolon Ci8(50 mm x 2,1 mm, 3pum)
Hareketli Faz (pH=2,52), Asetonitril / su ,50/50 (h/h)
Akis Hizi 0,5 mL/dak
Kolon sicakligi 25°C
Kolon sicakligi 25°C
Nebulising Gas 1,5 mL/ dak.
Drying Gas 15 mL/ dak.
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
MS SQ MS Dedektor , ESI, Pozitif Mod
Ortam sicaklig1 Oda sicakligi
Toplam Analiz Siiresi 5 dak.
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