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OZET

ULKEMIZDE SATILMAKTA OLAN BAZI iCECEKLERDE PDE-5
INHIBITORLERININ SIVI KROMATOGRAFI iLE TAYINI VE METOT
VALIDASYONU

Elif Keskin
Yiiksek Lisans Tezi, Adli Bilimler Anabilim Dal1
Danigman: Dr.Ogr. Uyesi, Dila KAYA
Aralik, 2021. 126 Sayfa.

Teknoloji alaninda hizla gelisen diinyada niifus olarak da hizli bir artis
goriilmektedir. Her ne kadar teknolojinin hizli gelisimi iyi bir gelisme olsa da
toplumlarin teknoloji ulasilabilirligi ve ekonomik kosullar1 arasindaki fark ciddi
anlamda acilmaktadir. Toplumun bir kesimi teknolojik ve ekonomik olarak hizla
bliylirken bir kismi da aym1 hizla yoksullagsmaktadir. Bu durum insanlarin saglik
harcamalarin1 kisitlamalarina ve muadil {irlinler kullaniminin artmasia sebep
olmaktadir. Bu da hali hazirda biiylik bir pazar olan ila¢ ve takviye friinlerde
sahteciligin artmasi ve yasa dis1 iiretimler yapilmasi ile sonug¢lanmaktadir. Sahte ilag
ve takviye tirlinlerin igerigi kontrol edilmediginden igerisinde bulunabilecek ilag
etken maddelerin miktarlar1 ve tiirevleri bilinmemekte olup, bu durum halk saglig

i¢in ciddi tehdit olusturan bir su¢ unsurudur.

Sahte ila¢ ve takviye iirlinleri arasinda biiyiik yer tutan gruplardan biri erkeklerde
erektil disfonksiyon (ED) hastaliginin tedavisinde kullanilan fosfodiesteraz tip 5
(PDE-5) inhibitorleri (sildenafil, vardenafil, tadalafil vs.) ve tiirevleridir. Bu {iriin
grubunun sahte ila¢ ve takviye gidalarda siklikla tercih edilmesinin nedenlerinden
biri toplumda tabu olarak kabul goren ED hastaliginin teshis ve tedavilerinde
kisilerin utanmalar1 ve doktor ziyaretinden kag¢inmalaridir. Ancak piyasaya
stiriilmekte olan bu tirlinlerde kisilerin sagligini tehlikeye atabilecek ya da hastaligin
tedavisini etkileyecek pek ¢ok sahtecilik s6z konusudur. Bunlardan bazilari,
tirlinlerin etken madde icermemesi, yanlis miktarda etken maddeye sahip olmalari,
etiketinde yazandan farkli bir etken madde igerigine sahip olmalar1 ve/veya yliksek

miktarda safsizlik igermeleridir. Bu {iriinlerin analizinde iki 6nemli unsur karsimiza



cikmaktadir. Halk sagliginin korunmasi igin toksik kimyasal igeriginin belirlenmesi
gerekirken, diger yandan iriinlerin profillerinin ¢ikartilmasi, yasa dist kimyasallarin
kaynagr ve ilgili diger adli bilgiler hakkinda ¢ikarimlarda bulunulmasi
gerekmektedir. Bu iiriinlerin igerigindeki ila¢ etken maddelerin tespiti i¢in, yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi
(LC-MS), yiiksek basingli sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (UPLC- MS)
niikleer manyetik rezonans (NMR), Fourier doniistiiriilmiis kizilotesi spektroskopisi
(FTIR) ve Raman mikro spektroskopisi gibi analitik yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden UPLC-MS’i LC-MS’ten {iistiin kilan yani1 ise, daha yiiksek basinglara
cikarak pikleri daha kisa silirede ve daha net ayiriyor ve daha az ¢oziicli kullaniyor

olmasi gibi 6zellikleridir.

Bu tez caligmasi kapsaminda igeriginde ED hastaliginda kullanilan ilaglarin etken
maddesi olan sildenafil, vardenafil ve tadalafil etkenlerinin yasa dis1 olarak iiretilen
ve satilmakta olan enerji iceceklerindeki varligini tespit etmek amaciyla yeni bir
UPLC-MS metodu gelistirilerek, metot validasyonu yapilmistir. Gelistirilen metot ile
secicilik, dogrusallik, algilama limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), aralik, dogruluk,
kesinlik (tekrarlanabilirlik, ara keskinlik) ve saglamlik (metot parametreleri
degisiklikleri) validasyon parametreleri incelenmistir. Yapilan bu metot ile alt1 adet
enerji iceceginin igeriginde bu etkenlerin varligi basarili bir sekilde tespit edilmis ve
raporlanmustir. Altt enerji iceceginde de sildenafil’in farkli miktarlarda varlig: tespit

edilirken vardenafil ve tadalafil varligina rastlanilmamistir.

Anahtar Kelimeler: PDE-5 Inhibitorleri, Sildenafil, Vardenafil, Tadalafil, Erektil

Disfonksiyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PDE-5 INHIBITORS BY LIQUID
CHROMATOGRAPHY IN SOME BEVERAGES SOLD IN OUR COUNTRY
AND METHOD VALIDATION

Elif Keskin
Master Thesis, Department of Forensic Sciences
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Dila KAYA
December, 2021. 126 Pages.

Technology is rapidly developing worldwide while the population is growing fast.
Although the development of technology is considered as an improvement, the gap
between technology accessibility and economic status in the society is seriously
widening. While a part of the society is growing fast technologically and
economically, the other part is getting poorer at the same time. This poverty limits
access to basic needs and leads to increase in the use of substitute products. This
results in the increase of counterfeiting and illegal production of pharmaceuticals and
supplements which already have a large market. The content of counterfeit drugs and
supplements is not controlled and the amounts or derivatives of active
pharmaceutical ingredients are not known which is a situation that seriously threatens
public health.

Phosphodiesterase type 5 (PDE-5) inhibitors (sildenafil, vardenafil, tadalafil, etc.)
and their derivatives, which are used in the treatment of erectile dysfunction (ED)
disease in men, occupy a large share in counterfeit drugs and supplements market.
One of the reasons why this product group is often preferred in counterfeit medicines
and supplements is that people are embarrassed of being diagnosed or treated for ED
disease, which is considered taboo in the society and patients avoid visiting a
physician. However, there are many counterfeit products on the market, which
threaten people’s health or affect the successful treatment of the disease. Some of
those can be summarized as; falsified medical products may contain no active
ingredient, the wrong active ingredient, the wrong amount of the correct active

ingredient or high amount of unknown impurities. There are two important factors in

vii



the analysis of these products. While it is necessary to determine the toxic chemical
content in order to protect public health, on the other hand, it is required that
profiling the products and making inferences about the source of illegal chemicals
and other relevant forensic information. Analytical methods such as high-
performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography-mass
spectrometry  (LC-MS), ultra high-pressure liquid chromatography-mass
spectrometry (UPLC-MS), nuclear magnetic resonance (NMR), Fourier transformed
infrared and Raman micro spectroscopy are used to determine the active
pharmaceutical ingredients in these products. Among these methods, the UPLC-MS
system is superior to LC-MS system because the UPLC system operates at high
pressure which allows for shorter run times with high resolution and sensitivity while

minimizing the consumption of mobile-phase.

Within the scope of this thesis, a new UPLC-MS method was developed and method
validation was carried out in order to detect the presence of sildenafil, vardenafil and
tadalafil which are the active substances of the drugs used in the treatment of ED
disease in energy drinks produced and sold illegally. The presence of these
substances in six energy drinks was successfully detected and reported by using this
method. The validation parameters of selectivity, linearity, limit of detection (LOD),
limit of quantitation (LOQ), range, accuracy, precision
(repeatability and intermediate precision) and robustness (method parameters
changes) were examined. With this method, the presence of these factors in the
content of six energy drinks was successfully detected and reported. While the
presence of sildenafil in different amounts was detected in six energy drinks, the

presence of vardenafil and tadalafil was not found.

Keywords: PDE-5 Inhibitors, Sildenafil, VVardenafil, Tadalafil, Erectile Dysfunction
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BOLUM I

1. GIRIS

Cinsel saglik, hayati bazi hastaliklarin yaninda zaman zaman ¢ok dnemsenmese de
insanlarin genel sagligimmin olduk¢a onemli bir boyutudur. Ciinkii cinsel saglik,
kisilerin fizyolojik oldugu kadar psikolojik olarak da etkilenmelerine sebep
olmaktadir. En sik rastlanan cinsel bozukluklardan biri olan erektil disfonksiyon
(ED), bir erkegin tatmin edici cinsel performans gosterebilmesi igin yeterli bir
ereksiyona ulasma ve bunu siirdirmedeki yetersizlik olarak tanimlanir (Wespes,
2002; Sung, 2012; Gresser, 2002; Smith, 2013; Greco, 2006). 5000 yildan daha eski
oldugu bilinen eski Misir metinlerindeki bu bozukluktan, erkeklerdeki zayif penis

ereksiyonu olarak bahsedilmektedir (Shamloul, 2013).

ED, genellikle 40 yasin tizerindeki erkekleri etkileyen yaygin bir tibbi bozukluktur
(Shamloul, 2013). ED risk faktorleri ile ilgili Uluslararast Cinsel Tip Danigma
Komitesi tarafindan bildirilen veriler lizerine yayinlanmis kapsamli bir ¢aligmada,
ED’nin goriilme sikligi, 40 yasindan kiiciik erkeklerde %1-10 oldugunu ifade
edilmistir. ED’nin goriilme siklig1, 40-49 yaslar1 arasindaki erkeklerde %2-9, 60-69
yas arasi erkeklerde %20-40, 70 yasindan biiyiik erkeklerde ise %50-100 arasinda
degismektedir. Diinya ¢capinda ED hastaliginin 2025 yilina kadar 322 milyon vakaya
ulasacagi tahmin edilmektedir. ED, giderek daha saglikli yaslanan diinya niifusu i¢in
onemli saglik sorunlarindan olarak kabul edilmektedir (Shamloul, 2013). ED,
hastalarin ve eslerinin yasam kalitesi lizerinde dnemli bir etkiye sahip olmasinin yani
sira, kardiyovaskiiler hastalifin potansiyel bir uyar1 isareti olarak da
degerlendirilmelidir. ED’nin koroner arter ve periferik vaskiiler hastaligin erken bir

belirtisi olabilecegine dair artan kanitlar vardir (Wespes, 2002).

ED’nin sebebi genellikle kardiyovaskiiler, norolojik, psikolojik, endokrin
bozukluklari, obezite, yiiksek tansiyon ve sigara ile iligskilendirilmektedir (Wespes,
2002; Sung, 2012; Smith, 2013). ED hastaligiin en O6nemli sebebinin

1



kardiyovaskiiler risk faktorii oldugu bilinmektedir (Gresser, 2002). Braun ve
arkadaslarinin c¢alismasimna gore, ED hastalarinin %20'si seker hastaligi, %30u
arteriyel hipertansiyon, %30'u sigara icen ve %38'i diizenli olarak alkol
tiketmektedir (Braun, 2000). Benzer sekilde Roumeguére ve arkadaslart ED
hastalarmin %20'sinde diabetes mellitus, %26'sinda hipertansiyon ve %76'sinda

hiperlipidemi bulmustur (Roumegere, 2001).

Oral PDE-5 inhibitorleri, ED hastalari i¢in 6nemli bir tedavi yontemidir ve ED i¢in
invazif (cerrahi islem gerektiren uygulamalar) olmayan, etkili bir tedavi
saglamaktadir. Bununla birlikte, ED’ye neden olan etkinin diizeltilmesinden sonra
bile hastalarin %30-40"1 yeterli iyilesme gormediklerini veya tedaviden memnun
kalmadiklarin1 belirtmektedirler (Sung, 2012). Bu durum da insanlar1 tedavi amagh

cesitli iiriin ve takviye ilaglara yonlendiren unsurlardan biridir.

ED’nin tedavisi i¢in ilk defa 1998 yilinda oral ilag olarak sildenafil sitratin etkili
olmasi bu hastalifin tedavisinde 6nemli bir doniim noktasi olmustur (Shamloul,
2013). Sildenafil (Sekil la) ve daha sonra gelistirilen vardenafil (Sekil 1b) ve
tadalafil (Sekil 1c) etkenleri PDE-5 inhibitorleridir. Sildenafil ve vardenafil, yapilar
acisindan sadece minimal diizeyde farklilik gosterirken, tadalafil molekiiler yapisi
acisindan sildenafil ve vardenafilden belirgin sekilde farklilik gosterir ve bu da

farmakokinetik farkliliklara sebep olmaktadir (Gresser, 2002).

la: Sildenafil 1b: Vardenafil 1c: Tadalafil

Sekil 1. PDE-5 inhibitorleri

Dijital satis ag1, sahte ilag gibi tiriinler de dahil olmak iizere kanunlara aykir1 iiriinler
saglayarak yasa dis1 ticarette kritik bir rol oynamaktadir (Romolo, 2019). Ne yazik
ki, bu kazanch pazar, 6zellikle sentetik ED ilaglarinda yaygin bir sahtecilige yol

acmaktadir. Daha da kotiisii, bu trlinler genellikle onayl ilaglarin analoglarini, yani



sildenafil, vardenafil ve tadalafil igerir ve bunlar adli ilag test laboratuvarlari
tarafindan uygulanan rutin tarama prosediiriine dahil olmadiklar1 i¢in siklikla tespit
edilmeden geger. Cogu durumda, sahte ilaglar orijinal {iriinlerle ayn1 goriiniir, ancak
igerikleri belirsizdir (Park, 2012). PDE-5 inhibit6rlerinin onaylanmis ilaglarin ana
yapisindaki analogu, genellikle kiiciik degisikliklerle sentezlenir; boylece fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerini degistirirler. Ayrica, bu analoglardan bazilari, birbirlerinin

yapisal izomerleri olup, tanimlanmasini zor bir hale getirmektedir (Mohd, 2020).

Bitkisel igerikli tiiketilebilir tiriinler, modern ilaglara kiyasla genellikle saglikli ve
giivenli olarak algilanmaktadir. “Tamamen dogal, sertifikali organik ve kimyasal
icermeyen” gibi sloganlar genellikle tiiketicileri ¢ekmek icin bu {riinlerle
iligkilendirilmektedir. Ayrica, internet pazarlama stratejileri ile birlikte, belirgin bir
sekilde sosyal medya araciligiyla yaniltici bilgilerin yayilmasi kagmilmazdir (Mohd,
2020). Sahte ilaglar i¢in yasa dis1 pazarlar, yiiksek kar marjlari, diisiik tespit ve adli
kovusturma riskleri, zayif cezalar ve tiiketicilerin sahte iirinlerin gercek olduguna
inandirilma kolaylig1 nedeniyle dolandiricilar i¢in caziptir (Romolo, 2021). En ¢ok
reklami yapilan {iriin erkeklerin cinsel performansini artirmaya yonelik oldugu iddia
edilen gida takviyeleridir. Bu firilinlerin etiketlerinde genellikle Panax ginseng,
Eurycoma longifolia ve Lepidium meyenii gibi bitkisel afrodizyak igerdigi
belirtilmektedir (Mohd, 2020). PDE-5 inhibitorleri Avrupa'da en ¢ok taklit edilen
ilaglardir ve ayrica gida takviyelerinde de bulunurlar (Romolo, 2019). Gegtigimiz
yillarda sildenafil ve diger PDE-5 inhibitorleri internette, cinsel ihtiyaca yonelik iiriin
satan diikkanlarda, sosyal medyada ve el altindan satilan “dogal” veya “bitkisel”
afrodizyak takviyelerinin ¢ofunda tespit edilmistir. Hollanda'da yapilan bir
aragtirma, cinsel giicii artirmak i¢in kullanilan bitkisel takviyelerin dortte {igiinden
fazlasimin terapotik dozlarda sildenafil veya analoglarini igerdigini bildirilmistir
(Graziano, 2017).

Broséus ve arkadaslar ticari bir site olan darknet (yalnizca 6zel bir web tarayicisi ile
erigilebilen gizli internet siteleri toplulugu) pazarini incelemis ve satig tekliflerinin
cogunun (%63) uyusturucularla ilgili oldugunu ancak bu kategoride regeteli ilaglarin
da bulundugunu tespit etmislerdir (Romolo, 2019). Sahte ve onaylanmamuis {iriinler;
(1) dogru aktif farmasotik bileseni (active pharmaceutical ingredient, API) ve/veya

eksipiyanlari igerebilir, (2) yanlis API ve yardimci maddelere sahip olabilir, (3) ¢ok



az API igerir veya hi¢ API igermeyebilir, (4) potansiyel olarak zararli miktarda API
icerebilirler. Sonu¢ olarak, hem sahte hem de onaylanmamis farmasoétik tirtinler
onemli bir halk saglig: riski olusturur ve 6liim dahil ciddi tibbi komplikasyonlara
neden olabilmektedir (Lanzarotta, 2017; Park, 2012; Romolo, 2019). Bu iiriinlerin
analizi ile igerigindeki toksik dtriinlerin tespiti ve ilgili adli bilgilerin kaynagi
hakkinda c¢ikarimlar yapmak gibi iki 6nemli nokta s6z konusudur. Bu durum
arastirmacilari, bu tiir driinlerin adli karakterizasyonunu yapabilmek i¢in birgok
analitik ydntem gelistirmeye ydnlendirmistir. Uriin igerigini analiz etmek igin,
yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS), niikleer manyetik rezonans (NMR), Fourier doniistiiriillmiis
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) ve Raman spektroskopisi gibi analitik yontemler
kullanilmaktadir (Romolo, 2019). Farmasdtik tiriinlerde takibi yapilacak safsizliklar
olarak agir metaller de bulunabilmektedir. Bazi metallerin kiigiik dozlarda bile toksik
oldugu bilinmektedir. Beseri ilaglar i¢in Teknik Gereksinimlerin Uyumlastiriimasi
Uluslararas1 Konseyi (International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH), Avrupa
Farmakopesi (European Pharmacopoeia, EP) ve Amerika Birlesik Devletleri
Farmakopesi (United States Pharmacopeia, USP) inorganik safsizliklar igin
diizenlemeler yapmistir. Uygun yontemler arasinda, ng/g seviyelerinde ve altinda
hizli ve dogru cok elemanli analiz yapma kabiliyetine sahip endiiktif olarak
eslestirilmis plazma atomik emisyon spektrometrisi (ICP-AES) ve endiiktif olarak
eslestirilmis plazma atomik kiitle spektrometrisi (ICP-MS) bulunmaktadir (Romolo,
2019, 2021).

HPLC-MS spektroskopisindeki algilama hassasiyeti, UPLC kullanimiyla 6nemli
Olciide gelistirilmistir. Artan analit konsantrasyonu ve azaltilmis kromatografik
dispersiyon ile artan elektrosprey iyonizasyon verimini destekleyerek yanitta ve
kimligin dogrulanmasinda iyilestirmeler saglanmistir. Miktar belirleme ve dogrulama
icin HPLC-MS’e gore UPLC-MS analizlerindeki yanitin ve S/N'nin artmasi
nedeniyle sonuglarin daha iyi dogrulanmasina olanak tanimaktadir. UPLC
kullaniminin bir diger 6nemli avantaji, kromatografik ayirmanin hizli olmasi,

kullanilan ¢6zilicii ve numunenin enjeksiyon hacminin az olmasidir. Bu durum ise


https://www.edqm.eu/en/european-pharmacopoeia-ph-eur-10th-edition

adli agidan ¢ok az miktarda tespit edilen numunelerin analizinin dogru, hizli ve

giivenilir bir sekilde analizlenmesini saglamaktadir.

PDE-5 inhibitorleri igeren yasa disi1 ilaglardaki ve takviye iirlinlerdeki organik ve
inorganik bilesiklerin analizi i¢in literatiirde bilimsel ¢alismalar tanimlanmistir. Bu
calismalar, bu ilaglardan bazilarinin etken madde igermedigini, bazilarinin yanlig
miktarda etken maddeye sahip olduklarini, sildenafil icerdigini iddia ettiklerini ancak
bunun yerine tadalafil veya bu etken maddelerin bir karisimina sahip olduklarinm

ve/veya yiiksek miktarda safsizlik igerdiklerini gostermistir (Reis, 2021).

Bu calismada iilkemizde satilmakta olan bazi enerji igeceklerinde ED hastaligi
tedavisinde kullanilmakta olan sildenafil, vardenafil ve tadalafil etken maddelerinin
varligin1 tespit etmek amagli valide bir UPLC-MS metodu gelistirmektir. Bu
iceceklerin higbirinin etiketinde yer almayan bu etken maddelerin olasi varligi,
kisilerin saghigim tehdit etmekte olan bir unsurdur. Gidada sahtecilik olaylar
kapsaminda bu tiir maddelerin varligina yonelik hizli ve etkin bir metot gelistirilmesi

hedeflenmistir.



2. FOSFODIESTERAZ TiP 5 (PDE-5) INHIBITORLERI

Sildenafilin sentezi ve penil ereksiyon iizerindeki etkilerinin kesfi, ED tedavisinde
bliyiik bir atilim saglamis ve bu ilag sinifi i¢in yeni klinik uygulama alanlar1 agmustir.
O zamandan beri birgcok PDE-5 inhibitdrii sentezlenmis ve gelistirilmis olmasina
ragmen, mevcut bilgilerin ¢ogu sildenafil, tadalafil ve vardenafil i¢indir (Andersson,
2018). PDE-5 inhibitorleri sildenafil, vardenafil, tadalafil, lodenafil (Andersson,
2018), mirodenafil (Andersson, 2018), udenafil (Andersson, 2018) ve avanafil
(Curvature, 2016) ED igin kullanilan birinci basamak tedavi edici API’lerdir
(Sandner, 2007; Wright, 2006).

Sildenafil'in 1998'de ortaya ¢ikisindan bu yana, diinya ¢apinda 40 milyondan fazla
erkek bu etken madde ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir. PDE-5 inhibitérlerinin
giivenligi ve yiiksek tolere edilebilirligi, PDE-5'in fizyolojik islevlerini arastirmak

icin motivasyon kaynagi olmustur (Sandner, 2007).

Bircok erkek, ED icin risk faktorleri olan komorbiditelere (tipta bir veya daha fazla
bozukluk veya hastaligin temel hastaliga veya bozukluga ek olarak ayni zamanda
goriilmesi durumu) sahiptir. Bunlar diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik,
depresyon, prostat hipertrofisi, sigara, ilag tedavisi, hareketsiz yasam tarzi,
uyusturucu ve alkol kullanimi gibi etkenlerdir. Bu risk faktorlerinin kontrolii, ED
tedavisinin 6nemli bir pargasidir (McMahon, 2006).

Yapilan bir arastirmaya gore, sildenafil kullanmaya baslamadan 6nce iligkili risk
faktorlerini degistirmenin, genel basari oranmi %82'ye cikardigini ve hastalarin
%77'sinin her cinsel iligski girisiminde basarili oldugunu gostermistir. Basar1 orani
farkli komorbiditelere gore degisiklik gostermis olup birden fazla risk faktorii olan
hastalarda basari oran1 daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, risk
faktorlerinin modifikasyonunun oral PDE-5 inhibitorlerinin basarisinda énemli bir

rolii oldugunu gostermektedir (McMahon, 2006).

PDE-5 inhibitorlerinin cinsel iliskiden 6nce kullanilmasi gereken optimum siireleri
sildenafil ve vardenafil i¢in 30-60 dakikadir ve her ikisi de ila¢ emiliminin hizin1 ve
kapsamini azaltabileceginden, yiyecek ve asir1 miktarda alkolden kacinilmalidir.

Tadalafilin emilimi ise yiyecek ve alkolden etkilenmez, ancak ila¢ iKi saatten 6nce



maksimum plazma konsantrasyonlarma ulasmaz. Ilac1 kullanan erkeklerin yaklasik
yarisinda 30 dakika iginde yanit vermesine ragmen, hastalara cinsel aktiviteden
birka¢ saat Once tadalafil almalar1 ve uzun etki siiresinden (36 saate kadar)
yararlanmalar1 tavsiye edilir. Sildenafil ve vardenafil 4-6 saat siireyle aktiftir ve
viicuttan hizla atilir. 17.5 saatlik yarilanma omriine sahip tadalafil, 36 saate kadar
aktiftir (McMahon, 2006; Wright, 2006). Cogu erkek bir veya iki dozdan sonra yanit
verse de, bazi erkeklerin optimum yanit olusmadan 6nce alt1 ila sekiz doza ihtiyaci

olabilmektedir (McMahon, 2006).

Etki gosterme siireleri ile ilgili olarak, sildenafil ile tedavi edilen hastalarin %35'inde
14 dakika i¢inde, vardenafil ile tedavi edilen hastalarin %21'inde 10 dakika i¢inde ve
tadalafil ile tedavi edilen hastalarin %]16'sinda 16 dakika iginde basarili cinsel

iliskiye yol agan bir ereksiyonun elde edildigi bildirilmistir (Wright, 2006).

PDE-5 inhibitorlerinin etkileri yiiksek dozlarda daha fazladir. Sildenafil ve vardenafil
tadalafil’e gore daha kisa siireli etki gosteren ajanlarken, tadalafil ise daha uzun bir

yart O0mre sahiptir ve kullaniciya cinsel aktivite agisindan daha fazla esneklik
saglamaktadir (Basu, 2004).

PDE-5 inhibitorlerinden vardenafil ve tadalafilin gelisimi, sildenafilden etkinlik ve
yan etkiler acisindan farkli olup olmadigi ve nasil farklilastigir sorusunu giindeme

getirmektedir (Gresser, 2002).

PDE-5 inhibitorleri i¢in benzer etkinlik ve toksisite profilleri mevcuttur (Wright,
2006). PDE-5 inhibitorleri arasindaki yapisal farkliliklar kiiciik olmasina ragmen
farkli farmakokinetik (Tablo 1) ve dinamik Ozelliklere sahiptirler (Tablo 2). Bu
durum Klinik uygulamada etki siirelerine de yansimaktadir (Andersson, 2018).
Sildenafil ve vardenafil benzer molekiiler yapilara sahipken, tadalafil farmakokinetik
profiline de yansiyan yapisal farkliliga sahiptir. PDE-5 inhibitorleri arasindaki diger
bir fark ise; yiyecekler (6zellikle yagli yiyecekler), sildenafil ve vardenafilin
farmakokinetik  profillerini  etkilerken, tadalafilin  farmakokinetik  profilini
etkilememesidir. ED tedavisinin 6nemli bir parcasi olan hasta tercihi, PDE-5
inhibitorleri arasindaki bu farmakokinetik farkliliklarin altinda yatan sebep

olabilmektedir (Wright, 2006).



Tablo 1. PDE-5 inhibitorlerinin farmakokinetigi (Hatzimouratidis, 2016)

PDE-5 inhibitérii Tmax (saat) ty, (saat) Cimax (ng/mL)
Avanafil (200 mg) 0.75 51 2920
Lodenafil (160 mg) 1.2 24 157
Mirodenafil (100 mg) 14 25 2989
Sildenafil (100 mg) 0.95 3.98 514
Tadalafil (20 mg) 2 17.5 378
Vardenafil FCT (20 mg) 0.66 3.9 20.9
Vardenafil ODT (10 mg) 15 4.23 7.34
Udenafil (200 mg) 0.76 9.88 1137

Cmax, maksimum plazma konsantrasyonu; FCT, film kapl tablet; ODT, agizda
dagilabilen tablet; t1y5, inhibitoriin yarisinin plazmadan elimine edilmesi i¢in gereken
stire; Tmax, Maksimum plazma konsantrasyonuna ulasmak igin gereken siire.

Tablo 2. PDE-5 inhibitorlerinin farmakodinamigi (Andersson, 2018)

PDE-5 Molekiil Molekiil PDE-5 i¢in PDE secicilizi
inhibitorleri  agirhg (g/mol) formiilii 1Cs (Nmol/L) S
Avanafil 483.957 Ca3H»6CIN,O3 5.2 PDE-5 igin yiiksek segici
. PDE-1 ve PDE-6'ya kars1
Lodenafil 1035.206 C47HeoN12041S, 0.015 diisiik aktivite
. . PDE-5 i¢in sildenafil ile
Mirodenafil 531.672 CosH37N505S 0.33 Karsilastinlabilir
PDE-6'ya kars1 diisiik
Sildenafil 474.580 CxH3oNg04S 3.7 aktivite PDE1'e kars1 ¢ok
diisiik aktivite
PDE-11'e kars1 diisiik
Tadalafil 389.411 CxH1gN3O4 1.8 aktivite PDE-6'ya kars1
¢ok dusiik aktivite
PDE-6'ya kars1 diisiik
Vardenafil 408.607 Cx3H3NgO4S 0.091 aktivite PDE1'e kars1 ¢ok
diistik aktivite
. PDE-5 i¢in sildenafil ile
Udenafil 516.661 C25H35N604S 8.25 karsllastmlabilir

ICs0, etkiyi 2650 oraninda engelleyen konsantrasyon.

PDE-1 (fosfodiesteraz tip 1), kalsiyum ve kalmodulin bagimli fosfodiesteraz olarak
da bilinen bir fosfodiesteraz enzimidir (Deshmukh, 2009) PDE6 enzimi, memeli
gozlerinde retinanin c¢ubuk ve koni fotoreseptorlerdeki gorsel transdiiksiyon

zincirinde merkezi anahtar efektor enzimdir (Kayik, 2017; Barren, 2009). PDE11



(Fosfodiesteraz 11), fosfodiesteraz ailesinin tanimlanacak en son izoformudur.
PDE11'e olan ilgi, bir oral PDE-5 inhibitorii olan tadalafil'in PDE11 ile ¢apraz
reaksiyona girmesi nedeniyle son zamanlarda artmistir. PDE11'in islevi biiyiik
Olciide bilinmemektedir, ancak artan kanitlar erkek tliremesinde olasi bir role isaret

etmektedir (Makhlouf, 2006).

Son yillarda PDE-5 inhibitor ilag sinifinin ED tedavisinde etkin rol oynamasiyla
cesitli modifikasyonlarla tiirerilen analoglari i¢in temel saglamis olmasina ragmen
beraberinde potansiyel tehlikeler de dogurmustur. Bugiine kadar, 50'den fazla PDE-5
inhibitdrii analogu gelistirilmis ve bunlardan en az 46'sinin, performansi artirmak igin
saglik takviyelerinde, fonksiyonel gidalarda ve enerji iceceklerinde yasa dis1 katki

maddesi oldugu dogrulanmigtir (He, 2021).

Asirt enerji icecegi tiikketimi, Ozellikle ¢ocuklarda, genglerde ve gencg yetiskinlerde
yiiksek kafein ve seker alimindan kaynaklanan ciddi saglik etkilerine neden
olabilir. Asir1 veya tekrarlanan enerji igecegi tiiketimi, aritmi ve kalp krizi gibi kalp
sorunlarina, anksiyete ve fobiler gibi psikiyatrik durumlara yol agabilmektedir (Al-
Shaar, 2017).

Enerji igeceklerinde bulunan ED ilaglar1 ve analoglari, potansiyel olarak ciddi ilag-
ilag etkilesimlerine neden olabilmektedir. Ayrica, bu analoglarin toksikolojik veya

farmakolojik etkilerine iliskin hi¢bir bilgi mevcut degildir (Sakamoto, 2018).

PDE-5 inhibitorlerinin, kan basincini diisiirmek i¢in kullanilan nitrat igerigine sahip
ilaglarla (6rnegin nitrogliserin) onemli ol¢lide etkilesime girdigi bilinmektedir.
Diyabet, hiperlipidemi ve hipertansiyon gibi hastaliklara sahip kisilere siklikla nitrat
iceren ilaclar recete edilmektedir. PDE-5 inhibitorleri bu tir hastalarda ters etki
gosterdiginden, genellikle erektil disfonksiyon tedavisi i¢in sifali bitkiler ve gida
takviyeleri almaya meyillidirler. Bu takviyeler PDE-5 inhibitorleri ile karistirilirsa,

ciddi saglik sonuglarina yol agabilmektedir (Walker, 2016).

1.1 Sildenafil

Zaprinast tarafindan 1974'te sentezlenmis ve daha sonra ilk segici PDE-5 inhibitorii

olarak karakterize edilmistir (Andersson, 2018). Sildenafil, erkekte ED ve pulmoner


https://tr.wikipedia.org/wiki/Aritmi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kalp_krizi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Anksiyete
https://tr.wikipedia.org/wiki/Fobi

arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde oral yoldan alinarak kullanilmaktadir. Tk
olarak antianjinal (koroner kalp hastaliginin bir semptomu olan anjina pektorisin
tedavisinde kullanilan ilag grubuna verilen isim) bir ila¢ olarak kullanilmasina
yonelik ¢alismalar yapilmasina ragmen, daha sonra ED ve pulmoner arteriyel

hipertansiyon tedavisinde daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Impotans (iktidarsizlik/sertlesme sorunu) tedavisinde penise enjeksiyonu veya iiretral
supozituvar (fitil) seklinde iiretra igine uygulanarak kullanilmayi gerektiren diger
ilaglarin aksine oral yoldan uygulanan sildenafil, 21 klinik arastirmada 4000’den
fazla erkek hastada denenmistir. Bu calismada ortalama yas1 55 olan deneklerin
aragtirmaya girmeden ortalama 5 yil Oncesinden baslayan ED sorunlart oldugu
bildirilmistir. Sildenafil’in bu deneklerin ortalama %70'inde etkili bulunmustur.
Yanit orani psikojenik impotans sorunu olan hastalarla yapilan deneylerde %901

bulunmustur (WEB3).

Arastirmacilar ED tedavisi i¢in onaylanan sildenafil’in  pulmoner arter
hipertansiyonunda (akcigerlerdeki damarlari ve kalbin sag tarafindaki odaciklart

etkileyen yiiksek tansiyon tiirii) da etkili oldugunu tespit etmislerdir (WEB3).

Sildenafil (Pfizer firmasi tarafindan Viagra ismi ile iretilmektedir) ABD'de FDA
tarafindan ED’nin tedavisi i¢in 27 Mart 1998 ve pulmoner arteriyel hipertansiyonun
tedavisi (Pfizer firmasi tarafindan Revatio ismi ile tretilmektedir) i¢in 3 Temmuz
2005 tarihinde onaylanmustir. Sildenafil pulmoner arter hipertansiyon tedavisi igin
Avrupa Birligi ilag Ajans1 (EMEA) tarafindan tiim Avrupa Birligi iilkelerinde gegerli
olmak tlizere 28 Ekim 2005 tarihinde onaylanmistir. EMEA tarafindan 12 Aralik
2003 tarihinde yetim ilag statiisiine alinmistir (WEB3).

Sildenafil fototransdiiksiyonda yer alan bir retina enzimi olan fosfodiesteraz tip 6
(PDE-6) igin de yiiksek bir afiniteye sahiptir. PDE-6'nin inhibisyonu, mavi ve yesil
renkleri ayirt etme yetenegini engelleyebilmektedir. Hastalarin sadece %3'0 gdrme
bozuklugu bildirmis olsa da, bu mavi-yesil bozukluk belirli goérevleri yerine
getirirken sorunlara neden olabilmektedir. Ornegin bu bozulma, gece uguslarinda
veya olumsuz meteorolojik kosullarda pilotlar i¢in sorunlara yol agabilmektedir

(Dural, 2020).
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Kadinlarda goriilen seksiiel disfonksiyondaki etkinliginin belirlenmesine yonelik

klinik arastirmalar devam etmektedir (WEB3).

1.2 Tadalafil

Tadalafil, erkekte ED bozuklugunun tedavisi i¢in kullanilan popiiler bir ilag etken
maddesi olan sildenafil gibi selektif bir PDE-5 inhibitortidiir. Tadalafil 24 saate kadar
uzayan etki siiresi ile sildenafil ve vardenafil'e kiyasla daha uzun siire etkilidir. PDE-
5 inhibitorlerinin yaptig1 ereksiyon sadece cinsel uyarilma ile ortaya c¢iktigindan,
tadalafil'in uzun etki siiresi cinsel aktivitedeki kendiligindenligi artirir. Tadalafil’in
sildenafile kiyasla daha az goérme bozukluguna neden olmadigi bildirilmemistir.
Bunun nedeni Tadalafil'in retinada bulunan PDE-6'ya kiyasla PDE-5'e daha selektif
olmasidir (WEB3).

Tadalafil, erkeklerde ED bozuklugunun tedavisi i¢in, ABD'de FDA tarafindan 21
Kasim 2003 tarihinde onaylanmistir. Tadalafil’in Avrupa’da, Avrupa Ilag Ajansi
(EMEA) tarafindan onay tarihi ise 12 Kasim 2005'tir. Tiirkiye'de ayni indikasyon
icin Saglik Bakanlig: tarafindan 28 Mart 2005'te onay almistir (WEB3).

In vitro aragtirmalar Tadalafil'in PDE-5'e se¢ici oldugunu gostermistir. PDE-5'e olan
bu seciciligi PDE-6 harig¢ diger fosfodiesterazlara (PDE-1, PDE-2, PDE-3 ve PDE-4)
kiyasla 10.000 kat daha fazladir. Tadalafil'in PDE-5 enzimine segiciligi, retinada
bulunan ve fototransdiiksiyon ile ilgili PDE-6 ile kiyaslandiginda yaklasik 780 kat
daha yiiksektir. Sildenafil ile iki enzim arasindaki secicilik bakimindan orandaki bu
fark sadece 10'dur. Sildenafil'in yiiksek dozlar1 veya yiikksek plazma
konsantrasyonlar1 ile ortaya ¢ikan renkleri ayirt etme ile ilgili anomalilerin
sildenafil'in PDE-5 ile PDE-6 arasindaki seciciliginin az olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (WEB3).

Tadalafil ilk olarak 2.5 mg veya 5 mg'lk disiik dozlarda giinliik uygulama igin
onaylanmistir. Tadalafilin 17.5 saatlik yar1 6émri ile farmakokinetik 6zellikleri, onu
giinliik dozlama ve kararli durum serum konsantrasyonuna ulasmaya uygun hale

getirmektedir (Sung, 2012).

11



Tadalafilin, kadindaki seksiiel fonksiyon bozuklugu tedavisi yoniinden etkili olup
olmadigi arastirilmaktadir (WEB3).

1.3 Vardenafil

Impotans olarak da bilinen ED bozuklugunun tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Sildenafil ve tadalafil gibi selektif bir PDE-5 inhibitoridiir. Bu gruptaki ilaglar,
impotans tedavisinde kullanilan diger bazi ilaglar (6rnegin, alprostadil) gibi,
prostaglandinleri inhibe etmezler. Vardenafil ve tadalafil PDE-6 ile kiyaslandiginda
PDE-5'e daha selektiftir. Bu ozellik sildenafil tedavisi goren hastalarda bildirilen
gorme ile ilgili yan etkilerin azalmasini saglar. Vardenafil'in sildenafil ve tadalafil'e
olan avantaji, etkinin daha hizli baslamasini saglayabilecek maksimum plazma

konsantrasyonuna daha hizli ulagmasidir (WEB3).

Vardenafil, ABD'de FDA tarafindan 2003 yilinda, Avrupa’da EMEA tarafindan 6
Mart 2003 tarithinde onaylanmistir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi'ndan da
gerekli onay1 16 Mart 2004 tarihinde aldiktan sonra satisa sunulmustur (WEB3).

Maksimum doz limitleri yetiskinlerde ve yaslilarda 40 mg/giin PO (agizdan alinan)
doz diizeyine kadar arastirilmistir, fakat yashilar baslangigta diisiik dozla

baglamalidir. Cocuklarda ise giivenli ve etkin kullanim1 kanitlanmamistir (WEB3).
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3. PDE-5 INHIBITORLERINI ICEREN YASA DISI URUNLER

Dogal tiriinlerin sentetik bilesenlerden daha giivenli ve saglikli olduguna dair yaygin
inan¢ nedeniyle, bitkisel ilaglar ve diyet takviyeleri tiim diinyada popiilerlik
kazanmaktadir. Son zamanlarda saglik bilincinin artmasiyla birlikte bitkisel besin
takviyelerinin tiikketimi yildan yila artis gostermistir. Bununla birlikte, bu iriinlerin
giivenligiyle ilgili en biiyilk endiselerden biri, etikette belirtilen iddialar
giiclendirmek i¢in beyan edilmemis sentetik kimyasallarla karistirilmasidir (Cai,

2010).

Gida giivenligi, gidalarin saglikli ve kusursuz bir sekilde iretilmesi igin iretim,
isleme, muhafaza ve dagitim asamasinda belirlenen kural ve Onlemlere uyulmasi
olarak tanimlanmaktadir. Giivenli gidanin iretilmesi Sistemin dogru yonetilmesi ile
miimkiindiir. Gelisen diinyada tiiketicilerin bilinglenmesi ile iilkeler gida ile ilgili
kanunlarimi giincellemeye ve daha siki denetlemeye baslamislardir. Uretim asamasi
veya sistemin herhangi bir noktasinda olusabilecek sikinti, gida trtinlerinin

giivenliginde risk olusturabilmektedir. (Tiirkmen, 2020).

Son yillarda, agirlikli olarak cinsel aktivite arttirdig1 iddia eden ve genellikle dogal
maddeler olarak adlandirilan bir dizi {riiniin kiiresel pazar paymin artis1 soz
konusudur. Bazilari, ED tedavisinde kullanilan PDE-5 enzim inhibitorleri sildenafil,
tadalafil ve vardenafil, gibi aktif maddelerle yasa dis1 olarak karistirilmaktadir
(Damiano, 2014; Cai, 2010). Tiketiciler, bu “dogal” triinlerin bazilarinin PDE-5
inhibitorleri ve analoglar1 gibi yapisal olarak degistirilmis analoglar olan gizli

maddeler igerdigini bilmeden bu {irlinleri almaktadirlar (Cai, 2010).

Erektil disfonksiyon tedavisi ve cinsel performansin artirilmasi i¢in gida takviyeleri
ve bitkisel ilaclara olan talebin artmasi ¢esitli faktorlere baghdir. Bu faktorleri kisaca
Ozetlenirse; tiiketiciler dogal iiriinleri sentetik aktif maddeler iceren ilaglardan ¢ok
daha giivenli ve saglikli olarak algilamaktadir. Bu firiinler recetesiz olarak da temin

edilebilmekte olup, genellikle resmi ilaglardan daha ucuzdur (Bortolini, 2015).

Son yillarda, daha ¢ok kar elde etmek isteyen dolandiricilar sildenafil sitrat ile
karistirtlmis triinleri piyasaya siirmektedirler (Yacob, 2013). Sildenafil sitratin yani

sira  bitkisel takviyelerde homosildenafil, hidroksihomosildenafil, asetildenafil,
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hidroksiasetildenafil ve piperidino asetildenafil dahil sildenafil analoglari, tadalafilin
aminotadalafil analogu ve vardenafil analogu olan piperidenafil tespit edilmistir.
Bunlarin  disinda  thiohomosildenafil,  thiosildenafil,  thiomethisosildenafil,
cyclopentynafil ve N-octylnortadalafil gibi bazi yeni analoglar da bulunmustur (Cai,
2010).

Ulkemizde ise PDE-5 inhibitdrleri igeren gida iiriinleri arasinda enerji igecekleri,
cikolatalar, kahveler ve macun gibi cesitleri bulunmaktadir. Ozellikle enerji
icecekleri kolay tiiketim ve kolay ulasilabilirlik agisindan yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Enerji i¢ecegi terimi, taurin, guarana, ginseng, karnitin gibi diger bilesenlerle birlikte
kafein igeren ve tiiketicilerine ekstra enerji sagladigini iddia eden bir icecegi ifade
eder (Abdullah, 2014). Diinya ¢apinda enerji igecegi pazari 2016 yilinda 43 milyar
dolar (Trapp, 2020), 2018'de 53 milyar dolar olarak belirlenmis olup 2026 yilina
kadar 86 milyar dolara yiikselecegi oOngoriilmektedir (Somers, 2020). Geng
yetiskinlerin yarisindan fazlasi en az bir kutu enerji igecegi tiiketmektedir. Popiiler
enerji iceceklerinde bulunan guarana, taurin ve ginseng miktarlari, terapotik faydalar

veya yan etkiler agisindan beklenen miktarlarin ¢ok altindadir (Kevin, 2020).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), beyan edilmemis, onaylanmamis farmasotik
bilesenler igeren cok sayida diyet takviyesi konusunda uyarida bulunmustur.
2007'den 2016'ya kadar, FDA tarafindan 776 katkili diyet takviyesi tespit edilmis ve
146 farkli besin takviyesi sirketi su¢lu bulunmustur. Bu firiinlerin %20.2’sinde (157
katkili triin) birden fazla onaylanmamis bilesen igerdigi, %45.5’inde cinsel
giclendirme (353 katkili iriin), %40.9’unda Kkilo verme (317 katkili {irin) ve
%11.9’unda kas gelistirme (92 katkili iiriin) etkeni icerdigi tespit edilmistir. Bu
triinler kullanilan en yaygin katki maddeleri, cinsel giiclendirici takviyeler igin
sildenafil (353 tirinden 166 s1 [47.0%]), kilo kaybi1 takviyeleri i¢in sibutramin (317
tiriinden 269 u [84.9%]) ve kas gelistirme takviyeleri i¢in sentetik steroidler veya
steroid benzeri (92 firiinden 82 si [89.1%]) maddelerini icermektedir. Ayrica, diger
endikasyonlar i¢in (diger olarak kategorize edilmis) pazarlanan ve esas olarak eklem

veya kas agrisini igeren 14 iirlin (%1.8) tespit edilmistir (Tablo 3). Katistirilmig tiim
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takviyelerin onaylanmamis ilag bilesenleri igerdigi bulunmus olup vakalarin ¢ogunda

(776 757'si [%97.6]) bu bilesenler etikette belirtilmemistir (Tucker, 2018).

Tablo 3. 2007'den 2016'ya ABD Gida ve Ilag idaresi'nin Kusurlu Takviyeler Veritabaninda
Raporlanan Uriinlerin Ozeti (Tucker, 2018)

Degisken Sayisi (%0)
Toplam katkili iiriinler 776 (100.0)
Yil

2007 15 (1.9)
2008 39 (5.0)
2009 173 (22.3)
2010 67 (8.6)
2011 39 (5.0)
2012 48 (6.2)
2013 92 (11.9)
2014 97 (12.5)
2015 123 (15.9)
2016 83 (10.7)
Kategori

Cinsel gelistirme 353 (45,5)
Kilo kayb1 317 (40,9)
Kas geligtirme 92 (11.9)
Diger 14 (1.8)
Bulunan gizli igerik sayisi

1 619 (79.8)
2 124 (16.0)
3 25 (3.2)

4 5 (0.6)

5 1(0.2)

6 2(0.3)
Tigili uyar

Goniillii geri ¢agirma 360 (46.4)
Genel bildirim 342 (44.1)
Haber biilteni 58 (7.5)
Tiiketici giincellemesi 8 (1.0)
Firmaya uyar1 mektubu 7(0.9)
ABD Adalet Bakanlig1 basin agiklamasi 1(0.1)

Aktif farmasdtikler FDA uyarilarina ragmen 6zellikle cinsel giliglendirme veya kilo
kaybi i¢in pazarlanan diyet takviyelerinde tanimlanmaya devam etmektedir. Bu diyet

takviyelerindeki ilag bilesenlerinin yanlis veya asirt kullanimi, diger ilaglar ile
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etkilesimi, altta yatan saglik kosullar1 veya takviye i¢indeki diger farmasotiklerle
etkilesim nedeniyle ciddi saglik problemlerine neden olma potansiyeline sahiptir
(Tucker, 2018).

Belirli ilag bilesenleri, ayn1 amaglarla pazarlanan iiriinlerde yaygin olarak tespit
edilmistir (Sekil 2 ve Sekil 3). Genel olarak, 353 katkili cinsel gii¢lendirme
takviyesinin 287'si (81.3%) sildenafil (353 iriiniin 166’s1 [47.0%]) ve/veya yapisal
analoglarindan en az birini (353 driiniin 134’4 [38.0%]) igermektedir. 2007'den
2016'ya kadar olan 10 yillik donemin basinda, sildenafil analoglari, katkisiz cinsel
giiclendirme takviyelerinin ¢ogunda tespit edilmistir (Sekil 2). 2012 yilinda ise

sildenafil igeren {iriinlerin orani artmaya baglamistir (Tucker, 2018).

Tadalafil 353 cinsel giiclendirme takviyesinin 72'sinde (%20.4) tespit edilmistir.
Vardenafil ise 10 yillik siire i¢inde 5 {irinde tespit edilmistir. PDE-5 inhibitor
analoglar1 dahil olmak iizere diger PDE-5 inhibitorleri de 353 katkili cinsel
giiclendirme tiriiniiniin 27'sinde (%7.6) tespit edilmistir (Tucker, 2018).

FDA tarafindan onaylanmayan bir antidepresan olan Dapoksetin, 353 katkil1 cinsel
giiclendirme takviyesinin 14'{inde (%4.0) tespit edilmistir. Cinsel giiglendirme igin
pazarlanan iki Uriiniin, kilo verme takviyelerinde yaygin olarak bulunan bir ilag
bileseni olan sibutramin igerdigi tespit edilmistir (Sekil 3). Genel olarak, 353 katkili
cinsel gelisim takviyesinin 65'inin (%18.4) 1'den fazla gizli ilag bileseni igerdigi
bulunmustur (Tucker, 2018).

. Sildenafil (Viagra) D Analogues of sildenafil I:‘ Tadalafil (Cialis) I:‘ Vardenafil (Levitra)
[ Other PDES inhibitors [_] Dapoxetine [ sibutramine
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Sekil 2. 2007'den 2016'ya ABD gida ve ilag idaresinin kusurlu takviyeler veritabanindan 353
cinsel iyilestirme iiriinlerinde tanimlanmis beyan edilmemis igerikler (Tucker, 2018)
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Sekil 3. 2007'den 2016'ya ABD Gida ve Ilag Idaresi'nin Kusurlu Takviyeler Veritabanindan
317 Kilo Verme Uriinlerinde Tanimlanan Beyan Edilmemis Icerikler (Tucker, 2018)

Cinsel giiclendirici takviyelerde bulunan en yaygin katki maddesi, son yillarda
sildenafil analoglarindan Sildenafil'in kendisine ge¢mistir. Bunun nedeni, Pfizer'in
Viagra patentinin Amerika Birlesik Devletleri disindaki iilkelerde 2012'de sona
ermesi oldugu distiniilmektedir. Sildenafil'in bdylece uluslararasi pazarda daha
erigilebilir hale gelmesi ve bu nedenle cinsel giliglendirme i¢in pazarlanan diyet
takviyelerinde giderek daha fazla kullanilmasini mimkiin kilmaktadir (Tucker,
2018).

Sildenafil gibi PDE-5 inhibitorleri, diyabet, yiiksek tansiyon veya yiiksek kolesterol
gibi durumlar igin recete edilen bazi farmasotik ilaglarda bulunan nitratlarla
etkilesime girme potansiyeline sahiptir ve kan basincini tehlikeli seviyelere
diisiirebilmektedir. Regeteli ilaglarin her bir1 1 aktif bilesene sahiptir ve ayrintili
uyarilar, kullanom talimatlari, ilag-ilag etkilesimleri ve kontrendikasyonlari
ambalajlarinin icerisinde bulunan regetelerde acgiklanmaktadir. Karigik diyet
takviyeleri ise 1'den fazla aktif farmasotik bilesen icerebilir, gerekli uyar1 ve
kontrendikasyonlari igermeyebilir; bu iiriinler giivenlik varsayimi altinda tiiketilebilir
ve yanlis kullanom veya asir1 doz durumunda tehlikeli sonuglara yol agma

potansiyeline sahiptir (Tucker, 2018).
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4. PDE-5 INHIBITORU iCEREN YASA DISI iLACLARIN KAYNAGI

Insanlarin yasa dis1 ilaglara ya da ila¢ etken madde igeren gida ve igeceklere
yonelmesinde pek ¢ok farkli unsur etkendir. Bu yasadisi tirlinler, kisilerin sagliklarini

cesitli sebeplerle olumsuz etkileyebilmektedir.

Sahte ve diger yasadisi ilaglarin ticareti, recete almak i¢in doktora gitmeden elde
edilebilecek ekonomik fiyatli ilaglara Oonemli bir talep oldugu i¢in kazanghdir.
Yasadist ilaglarin kullanimi 6nemli bir oranda artmistir. 2014 yilinda Hollanda'da
kullanilan ED ilaci sildenafilin %60'tan fazlasinin yasal olan eczaneler disindaki
kaynaklardan geldigi tahmin edilmektedir. Bu sahte ED firiinleri, yetiskinlere yonelik
gida takviyeleri ve yasal olmayan ilaglar yoluyla tiiketilmektedir. Yasadist bu
ilaglarin iiretiminin ve kullaniminin altinda yatan bir aktif madde ticareti oldugu

acikca gorilmektedir (Keizers, 2016).

Yasadis1 aktif maddelerin kontrolsiiz kosullarda iretilmesi nedeniyle, iirlinlerin
kalitesi ve safliklariyla ilgili endise veren sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin,
sildenafil ve antidiyabetik ila¢ aktif maddesi olan glibenklamidin, Giliney Dogu
Asya'da bir hipogliseminin salginina neden olan yasadisi ED ila¢ ve takviyelerinde

son derece degisken oranlarda bulunmustur (Keizers, 2016).

Bir ilag etken maddesinin {iretim kosullari, tiretim tesisi ve hammaddeleri onayli ilag
kayit dosyasina uygun olmalidir. Farkli sekilde iiretilen bir aktif bilesen, farmasotik
bir formiilasyonda kullanilmamalidir. Sahte aktif maddeler 6zellikle (genotoksik)

safsizliklarin beklenmedik varliginda saglik riski olusturmaktadir (Keizers, 2016).

Sahte ve yasa dis1 ilaglar diinya ¢apinda potansiyel tehdit olusturmaktadir, ancak
riskin niteligi iilkeye gore degisikenlik gostermektedir ve yasal denetimin asgari
diizeyde oldugu veya hi¢ olmadig iilkelerde daha yiiksek riskler s6z konusudur. Bu
ilaglar, hastaliklara kars1 cok az koruma saglar ve daha da kotiisii, biiyiik zararlara
sebebiyet verebilmektedir. Bununla birlikte, gelismekte olan iilkelerde sorunlarin
biiyiik ¢ogunlugu, yetersiz ve giivenli olmayan ilaglarin milyonlart etkileyen 6liimciil
hastaliklarin  tedavisinde kullanildigt ve ila¢ direncini hizlandirdigr ortaya

¢ikmaktadir (Buckley, 2013).

18



Sahte ilaglarin ¢ok biiyiik kismi diisiik ve orta gelirli iilkelerde satilmaktadir. Bu
tilkelerde, ilag maliyeti saglik harcamalarinin %20 ila %60'in1 olustururken insanlarin
%90" ilaglarin parasini cebinden ddemektedir. Ornegin, en diisiik fiyatl jenerik iilser
ilacinin bir aylik kullanim maliyeti, Afrika, Dogu Avrupa ve Orta Dogu iilkelerinin
cogunda ortalama bir devlet memurunun ii¢ giinlik maasma mal olmaktadir
(Buckley, 2013). Bu gibi ekonomik kaygilar, insanlari ilaglart yasadisi temin etmeye

zorlayan kosullarin basinda gelmektedir.

Genel olarak, su¢ ve yolsuzluk sahte/yasa disi ila¢ isini yonlendiren en Onemli
unsurlardandir. Sahte ilag¢ tiretiminin maliyetinin diisiik olmasi ve genellikle hicbir
kagit izi birakmadigindan, sorusturma ve kovusturma yapilmasini zorlastirdigi igin
ilaglarda sahtecilik yapmak "miikemmel su¢" olarak adlandirilmistir. Sahte bir ilaci

tespit etmek, 6zel beceriler ve ekipman gerektirmektedir (Buckley, 2013).
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5. DIYET TAKVIYELERINDE YASA DISI DURUMLARI ONLEMEK
AMACIYLA UYGULANAN YASAL DUZENLEMELER

1960'larda ve 1970'lerde tiiketiciler ve lireticiler tarafindan yapilan protestolar gibi
giiclii bir direnisle karsilasan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA)
diyet takviyelerini ila¢g olarak diizenlemek i¢in ilk adimi atmistir. 1994'te ABD
Kongresi, diyet takviyelerinin ilag olarak degil gida olarak ele alinmasini ve daha siki
diizenlemelere tabi tutulmasini belirleyen Diyet Takviyesi Saglik Egitimi Yasasi'ni
(DSHEA) onaylamustir. Bu kanun, halkin diyet takviyelerine sinirsiz erisimini etkin
bir sekilde giivence altina alinmasimi saglamistir. 2011'de ABD hiikiimeti, gida
takviyesi pazarini diizenlemek i¢in biraz daha siki 6nlemler almistir. 4 Ocak 2011'de
yiiriirliige giren Gida Giivenligi Modernizasyon Yasasi (FSMA), Federal Gida, ilag
ve Kozmetik Yasasi'nin bir kismin1 degistirerek, bir memurun veya kalifiye bir FDA
calisaninin, iirliniin tahrif edilmis veya yanlis markalanmis olduguna dair yeterli bilgi
ve belgeye sahiplerse herhangi bir gida maddesinin geri c¢ekilmesine onay

verebilecegini beyan etmistir (Da Justa Neves, 2015).

Avrupa Birligi'nde (AB), (EC) 178/2002 sayil1 Yonetmelikte “gida’nin tibbi iirlinleri
icermeyecegi agikca belirtilmistir. 1925/2006 sayili Tiziik, 2002/46/EC sayili
Direktif ve 1924/ 2006 sayili tiiziik gibi gida iriinlerini diizenlemek icin c¢esitli
normlar da vardir. Bu normlarin bazilar1 hali hazirda mevcut olan daha genis bir iirlin
yelpazesini kapsayacak sekilde ek kilavuzlar olusturma ihtiyacini dngérmektedir.
AB’nin gore tibbi {iriinler “(a) Insanlarda hastaliklar1 tedavi etme veya onleme
ozelliklerine sahip olarak sunulan herhangi bir madde veya maddeler kombinasyonu,
veya (b) Farmakolojik, immiinolojik veya metabolik bir etki uygulayarak fizyolojik
fonksiyonlar1 eski haline getirmek, diizeltmek veya degistirmek veya tibbi bir teshis
koymak amaciyla insanlarda kullanilabilen veya insanlara uygulanabilen herhangi bir
madde veya maddeler kombinasyonu” olarak tanimlanmaktadir. Bu friinler, {iye
devletin yetkili makamlar1 tarafindan 6nceden verilmis bir izin olmaksizin piyasaya

stirlilemez (Da Justa Neves, 2015).

Ulkemizde, Tarim ve Orman Bakaligi’nin (TOB) iiriinler iizerinde yapti1 resmi
analizler sonucunda elde ettigi olumsuz sonuglart ile ilgili bilgileri paylasmasi1 haklin

sagliginin korunmasi adma son derece Onemlidir. Bu durumun kontroliiniin
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saglanmasi adma, 17 Aralik 2011 tarihli 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki
Sagligi, Gida ve Yem Kanunu ve Gida ve Yemin Resmi Kontroliine Dair
Yonetmelik yaymlanmistir. Gida triinlerinde taklit ve tagsisin belirlenmesi ve
onlenmesine yonelik hiikiimlerin yer aldigr bu kanunda taklit, gida maddesinin ve
gida ile temasta bulunan malzemelerin sekil, icerik ve niteliklerin gidaya ait olmayan
Ozelliklere sahipmis gibi gosterilmesi olarak tanimlanmistir. “Kanun’un 31.
maddesinin 6. fikras1 ile TOB’un gida ile ilgili yaptig1 resmi kontrollere iliskin
bilgileri kamuoyunun bilgisine sunabilecegi hilkkme baglanmistir. Ayrica, 17 Aralik
2011 tarihli Gida ve Yemin Resmi Kontroliine Dair Yonetmeligin “Seffaflik ve
Gizlilik” baslikli 8. maddesi geregince laboratuvar sonucuyla taklit veya tagsis
yapildig1 kesinlesen gidayi iireten/ithal eden firmanin adi, {iriin adi, markasi, parti
ve/veya seri numarast ile insan sagligimi tehlikeye diisiirecek sekilde bozulmus,
degistirilmis gidalar1 iireten ve/veya satan firmanin adi, liriin adi, markasi, parti
ve/veya seri numarasinin TOB resmi internet sitesinde kamuoyunun bilgisine

sunabilecegi hitkkmii” yer almaktadir (Tiirkmen, 2020).

Gida konusunda yasal dayanak olan “5996 sayili Kanunun 24. maddenin 4.
fikrasinda gidada taklit ve tagsis yapilamaz” hiikkmii yer almaktadir. “5996 sayili
Kanun’un 40. maddesinin 1 bendi geregi taklit ve tagsis yapan gida isletmelerine
2020 yili i¢in 27877 TL idari para cezasi verilmekte”, taklit ve tagsis edilmis
tiriinlere de el konulmaktadir. Ayrica, “5996 sayili kanunun 40. maddesinin a bendi
geregi laboratuvar analizleri neticesinde insan sagligini tehlikeye diisiirecek sekilde
bozulmus, degistirilmis gidalar1 {ireten veya piyasaya arz edenler” hakkinda
kamunun saghigina karst sucglar kapsaminda Cumhuriyet Savciligi’na sug
duyurusunda bulunulmakta ve bu iriinler masraflar1 sorumlusuna ait olmak iizere

piyasadan toplatilarak imha edilmektedir (Tiirkmen, 2020).

Ticaret Bakanligi Glimriik Muhafaza ekipleri tarafindan 2020'de toplam 270 olayda
64 milyon 741 bin 260 liradegerinde tibbi malzeme ve ilag yakalamasi
gerceklestirilmistir. Bu {iriinler igerisinde, 699 bin 776 adet tibbi ilag, 296 bin 224
adet vitamin hapi, 19 bin 471 adet bitkisel ilag, 57 bin 115 adet cinsel giicii
artirict ilag, 669 adet zayiflama ilaci ele gegirilmistir. Ayrica 13 milyon 203 bin 420
adet kagak muhtelif tibbi malzeme tiriinleri ele gegirilmistir (WEB4).
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6. LITERATUR ORNEKLERI

Yukaridaki boliimlerde anlatildig1 iizere gida takviye iiriinlerinde sahtecilik yapildig
bilinmektedir. Bu iiriinlerin igerigini tespit etmek iizere literatiirde yaymli birgok

calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birkagi1 asagida 6rneklendirilmistir:

Popescu ve arkadaslar1 son zamanlarda Romanya'da bitkisel gida takviyesinde
Ozellikle cinsel performans ve kilo verdirme iiriinlerinde, beyan edilmemis aktif
farmasoétik igeriklerin bilesimini analiz etmeye yonelik metot gelistirme iizerine
calismislardir. Ulusal T1bbi, Aromatik Bitkiler ve Ar1 Uriinleri Ofisi tarafindan temin
edilen ve Romanya pazarindan satin alinan bitkisel gida takviyesi numuneleri olarak
sunulan kapsiillenmis kati toz (17 iriin) ve tabletlerin (9 iirtin) GC-MS analizlerini

yapmiglardir (Popescu, 2014).

Numune hazirhiginda her kapsiil bosaltilmis ve her tablet ezilerek toz haline
gitirilmistir. Her 100 mg ince toz iizerine 1 mL metanol eklenerek vorteksleme ile
iyice karigtirllmig, ardindan 15 dakika sonikasyon ve 4000 rpm'de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatanlar toplanarak GC-MS analizi i¢in 0.2 pm membran
filtrelerle siliziilmiistiir. Referans madde olarak kullanilan Viagra, Levitra ve Cialis
tabletleri ezilerek her 100 mg ince toz iizerine 5 mL seyreltici ¢oziicii (metanol
icinde %10 etanol) eklenerek ekstrakte edilmistir. Elde edilen standart ¢ozeltiler,
vorteksleme ve ardindan oda sicaklifinda 30 dakika sonikasyon ve 4000 rpm'de 5
dakika santrifiijleme ile karistirilmistir. Bu ¢dzeltiler, analiz i¢in dogrusal dinamik
aralig1 olusturmak amaciyla 15, 7.5, 3.75 ve 1.5 ppm'e kadar seyreltici ¢oziicli ile

seyreltilmistir (Popescu, 2014).

GC-MS sistemi, GC (HP6890), MS (HP5973) ve erimis silika kapiler kolondan (HP-
SMS, 30 m x 0.25 mm i.d. 0.25 pm film kalinlig1) olusmaktadir. 1.2 mL/dk helyum
akist ile 280 °C 1 pL enjeksiyon yapilmistir. Firin sicaklik artisi 25 °C/dk hizinda
250-320 °C (2 dk bekletme) olarak programlanmistir. Tarama m/z, 99, 404
(sildenafil), 389, 262 (tadalafil), 113, 448 (vardenafil)'de sec¢ilen iyon izleme
modunda yapilirken, tam tarama modunda (40-500 amu) tanimlama yapilmistir. Elde
edilen bilegiklerin spektrumlari, NIST Kiitle Spektral Arama Programi kullanilarak
NIST/EPA/NIH Kiitle Spektral Kitabinda bilinen bilesiklerin spektrumlart ile
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kargilagtirilmistir.  Analiz edilen 26 {riiniin tamami Tablo 4'te a¢iklanmistir.

Bunlardan 6 bitkisel gida takviyesinin PDE-5 inhibitorleri ile karistirildigi tespit

edilmistir (Popescu, 2014).

Tablo 4. Bitkisel gida takviyelerinde sildenafil, tadalafil ve vardenafil'in GC-MS ile

tanimlanmasi (Popescu, 2014).

Ornek Uriin Tiirii Mensei Ulke PDE-5 inhibitérii

1 Kapsiil Cin -

2 Tablet Kanada Tadalafil
3 Kapsiil Cin -

4 Kapsiil Cin -

5 Tablet Japonya Sildenafil
6 Tablet Birlesik Kirallik -

7 Tablet Cin -

8 Tablet SUA -

9 Kapsiil Cin -

10 Tablet SUA -

11 Tablet SUA -

12 Kapsiil Birlesik Kirallik -

13 Kapsiil Fransa -

14 Tablet Romanya -

15 Kapsiil Cin Vardenafil
16 Kapsiil Hindistan -

17 Tablet Japonya Sildenafil, Tadalafil, Vardenafil
18 Kapsiil SUA -

19 Kapsiil Romanya -
20 Kapsiil Fransa -
21 Kapsiil Birlesik Kirallik -
22 Kapsiil Cin -
23 Kapsiil Kanada -
24 Kapsiil Birlesik Kirallik -
25 Kapsiil Cin Vardenafil
26 Kapsiil Cin Vardenafil

Sildenafil, tadalafil ve vardenafilin 18.163, 15.876 ve 20.226 dakikalik alikonma

stirelerinde etkin kromatografik ayrimi, bu analizin hidroliz veya tilirevlendirme

prosediirii gerektirmedigini gostermistir. Bu tiir analizin avantajlarinin ise hizli bir

numune hazirlama ve PDE-5 inhibitorlerinin tespiti i¢in hizli bir tarama oldugu

belirtilmistir (Popescu, 2014).

Singh ve arkadaslari, “Bitkisel gida takviyelerinde sildenafil, vardenafil, tadalafil ve

analoglarmi karakterize etme ve bu ilaclar igeren sahte {iriinleri tespit etme

stratejileri” basligiyla bir derleme yayinlamiglardir. Bu derleme c¢alismasinda

tiriinlerin analiz Oncesi hazirlama yontemleri, hangi tiir trlinlerin hangi analitik
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metodlarla analiz edilecegi ve icerigindeki PDE-5 inhibitorlerinin tespiti i¢in yapilan

caligmalar1 6zetlemislerdir (Singh, 2009).

Karmasik matrislerde karistirilan PDE-5 inhibitor ilaglarinin ayrilmasi ve saptanmasi
i¢cin teknikler karmasi (TLC, HPLC, LC-MS vb) kullanilmistir. Bilinmeyen PDE-5
inhibitér analoglarinin karakterizasyonu i¢in, ultraviyole (UV) spektroskopisi,
kizilotesi (IR), niikleer manyetik rezonans (NMR), MS [LC-MS, yiiksek
¢Oziinlirliklii hizli atom bombardimani (FAB)-MS], kimyasal tiirevlendirme ve
ardindan GC-MS veya LC-MS ve birkag diger tamamlayici tekniklerin kullaniminin
faydali oldugu bulunmustur (Singh, 2009).

Numune hazirlama, sahte {iriinlerin profilinin belirlenmesinde énemli bir agamadir.
Numune hazirlama yontemlerinin ¢ogu, istenen bilesigin bir organik ¢oziicii i¢inde

ekstrakte edilmesini igermektedir (Singh, 2009).

Yacob ve arkadaslar1 2013 yilida Malezya’da bulunan toz kahveler igerisinde
sildenafil ve analoglarinin tespiti tizerine LC-MS/MS kullanarak ve kahve tozunda
bulunan sildenafil analoglarini tespit etmek igin yeni bir yontem gelistirilmistir.
Malezya Kimya Departmanina gore, karaborsada heniiz tespit edilmemis sildenafil
analoglar1 oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, gelistirdikleri yeni yontem ile yerel
yetkililerin, bu ilacin kétiiye kullanimimin engellemesine ve en aza indirmesine

yardimci olacagimi diisiinmislerdir (Yacob, 2013).

Yaptiklar1 caligmada numunelerdeki sildenafil analoglarinin tayinini kiitle/atomik
orana (m/z) gore yapmuglardir; bulunan analoglarin m/z sonuglart sirasiyla 453/311
(karbodenafil), 461/151 (N-desetil vardenafil), 483/127 (hidroksi asetildenafil),
467/1119 (asetildenafil), 505/298 (tiodymetil sildenafil), 438/297 (piperi
asetildenafil) ve 453/296 (N-desmetil asetildenafil)’dir. Test edilen her Sildenafil
analogu kalitatif olarak analiz edilmistir. karbodenafil, asetildenafil, hidroksi
asetildenafil ve N-desetil vardenafil i¢in Onerilen parcalanma yapilart Sekil 4'te
gosterilmistir (Yacob, 2013).

24



(o] }Jr 0
/
0 HN N o) HN |+ o HN NH
O ey ey
N N
\/N\) o™ \/N\) \/N\)
Karbodenafil Parcalanma iyonu Pargalanma iyonu
Ana iyon m/z: 452.25 m/z 311 m/z 339

+

o
|

P N,
N/\ o) HN | N /\N + /\N o HN)
N X
: ! ““WN
o™
Asetildenafil Pargalanma iyonu )
Ana iyon m/z: 466.58 mfz 111 Pargalanma iyonu

m/z 297

+

HO -~ RO~
Q .

NS

Hidroksiasetildenafil

Pargalanma iyonu
Ana iyon m/z: 482.58 ¢ 4

miz 127 Pargalanma iyonu

m/z 143

N-Dgsetil Vardenafil Pargalanma iyonu Pargalanma iyonu
Ana iyon m/z: 460.55 miz 151 miz 169

Sekil 4. Karbodenafil, Asetildenafil, Hidroksiasetildenafil ve N-Desetil VVardenafil'in pozitif
sonucu i¢in Onerilen pargalanma yapilart (Yacob, 2013)

Dural ve arkadaslar1 Sivas'ta internetten ve bir bitki pazarindan satin aldiklar
erkeklerde cinsel performansi artirmak icin reklami yapilan markalardan elli bir
farkl1 bitkisel besin takviyesindeki, sildenafil varliginin tespitine iliskin HPLC- UV

ile analizleri iizerine ¢alisma yapmiglardir (Dural, 2020).

Gergeklestirdikleri ¢alismada, numune hazirlama asamasinda, tiim kati ilag¢ ve tablet
numuneleri bir havan ile toz haline getirilmistir. Tartilan 200 mg (siv1, kat1 ve toz)
numune, 10 mL metanol ve %15 Na,CO; (7:3, v/v) karistmi iginde
¢oziindiiriilmistiir. Daha sonra karisim 250 mg Na,SO, ile kurutulmustur. Ekstrakt,
bir rotator ¢alkalayicida 1200 rpm'de 10 dakika boyunca karistirilmig ve 30 dakika
boyunca bir ultrasonik banyoda ¢oziindiiriilmiistiir. Ornek 3000 rpm'de 5 dakika
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santrifiij edilmis ve lst fazin yaklasik 10 mL'si temiz bir test tiipiine aktarilarak 0.45
um'lik bir filtre ile siiziilmistir. Daha sonra 10 pL numune filtrati ve 10 pL i¢
standart (100 pg/mL) mobil faz ile 10 mL'ye tamamlanarak ve 1200 rpm'de 1 dakika
vortekslenmistir. Son olarak, bu karisimin 20 pL'si, belirtilen kromatografik kosullar
altinda HPLC’ye uygulanmistir (Dural, 2020).

Bu yontemde, mobil faz olarak %0.1 trietil amin igeren 10 mM fosfat tamponu ve
asetonitril (65:35, v/v) karisim1 ve 4.6x250 mm, 5 pm partikiil boyutunda bir analitik
kolon kullanilmistir. UV detektorii 293 nm'ye ayarlanmistir ve toplam analiz siiresi
7.5 dakikadir. Gelistirilen yontemin gecerliligi, sivi (sivi ve macun) ve kat1 (tablet,
kapsiil ve toz) formdaki 50 bitkisel gida takviyesi analiz edilerek kanitlanmustir.
Sonuglar, ED tedavisi i¢in bitkisel gida takviyesi olarak satilan {irlinlerin, analiz
edilen 50 6rnegin 37'sinde (%74) SDF igeriginin 0.01 ila 465.47 mg/g araliginda
bulunmasi nedeniyle halk saglhigini ciddi sekilde tehdit ettigini gostermistir.
Gelistirilen yontem, oOzgillik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, geri
kazanim ve saglamlik agisindan dogrulanmistir. Uluslararast Uyum Konferansi'na
uygun olarak dogru ve kesin Ol¢liimler elde etmek i¢in, yontem ve aracin
tekrarlanabilirligi dikkate alinarak giin i¢i ve gilinler arasi gecerlilik protokolleri

uygulanmistir (Dural, 2020).

Bu c¢alismada, yerlesik HPLC-UV yonteminin, gida kontrolii veya toksikoloji ile
ilgili referans laboratuvarlari igin hizli, ucuz ve dogrulugu gosterilmistir. Gelistirilen
yontemin bitkisel iriinlere uygulanabilirligi 50 bitkisel gida takviyesi analizi ile
kanitlanmistir. Ayn1 zamanda piyasada ED tedavisi i¢in pazarlanan bitkisel tiriinlerin
insan sagligina risk olusturabilecek yiiksek miktarda sildenafil icerdigi gosterilmistir
(Dural, 2020).

Gelistirilen yontem ile toplam 7.5 dakika analiz siiresi ile hizli analiz, diisiik numune
gereksinimi (0.2 g) ve yiiksek analitik dogruluk (LOD: 1.88 ng/mL) gibi 6nemli
avantajlar sagladigi belirlenmistir. Gelistirilen yontemde sonuglar, kesinlik icin 2.34
ile 8.13 (%RSD) arasinda, dogruluk i¢in -4.02 ile 7.14 (%RE, relative error, goreceli
hata) arasinda olan giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri ve geri kazanim
degerlerinin %87.57 ile %111.65 arasindadir. Yontemin ayrica mobil faz igerigi,

kolon sicaklig1 ve akis hizi gibi baz1 analitik kosullardaki degisikliklere ve ayrica
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saglamlik testlerine karsi saglam oldugu kanitlanmistir. Yontem 50 bitkisel iirline de
rahatlikla uygulanmis ve tiim iiriinlerde analizler basariyla tamamlanmistir. Ayrica
numune hazirlama ve analiz sirasinda az miktarda solvent kullanmilmistir (Dural,
2020).

Yasadisi ilaglarda bulunan aktif maddeler, saflik ve kullanicinin sagligina iligkin
riskler agisindan yasal emsallerinden farklilik gosterebilir. Bu aktif maddeleri iceren
tirtinlerin kullanicisi igin, safsizligin dogal 6zellikleri ve asirt doz olasiligi nedeniyle

yan etki riskleri artar (Keizers, 2016).

Keizers ve arkadaslari, ED {irlinlerinde kullanilan aktif madde sildenafil'in Avrupa
Farmakopesi kalitesinde olmadigi iki 6rnegi FTIR spektroskopisi, OPLC-QTOF-
MS/MS, UHPLC-Orbitrap-MS/MS, Raman mikroskopisi, erime noktasi tayini
cihazi, NMR spektroskopisi, HPLC-DAD cihazlar1 ile analizlenmistir. Bir 6rnekte 2-
merkaptobenzotiazol kontaminasyonunun miligram 6lg¢ekli miktarlarini, diger
ornekte ise sitrat yerine mesilat tuzu kullanildigini tespit etmislerdir (Sekil 5)

(Keizers, 2016).

Sekil 5. Sildenafil mesilat (A) ve 2-merkaptobenzotiyazol (B) yapilari. Sildenafilin atom
numaralandirmasi (Keizers, 2016)

Bu calismada, Hollanda Saglik Miifettisliginden temin edilen normal postayla
gonderilen bir paketin pargasi olan sildenafil aktif maddesi olarak adlandirilan birinci
ornek ve Alman polisi tarafindan ele gegirilen 100 mg Kamagra tabletleri olan ikinci
Oornegin analizleri yapilmistir. Kamagra, Avrupa’da kayitli olmayan bir sildenafil

iceren ED tirtintidiir (Keizers, 2016).

FTIR analizi; Sildenafil sitrat spektrumu igeren bir veri tabani sahip el tipi FTIR

spektrometresi ile hi¢bir pozitif tanimlama elde edilememistir. Daha sonra
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numuneden bir masaiisti FTIR spektrumu ve bir Raman spektrumu almmistir.
Spektrumlarin referans sildenafil sitrattan farkli oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
farkl1 bir polimorfik form veya tuzun varligiin s6z konusu oldugunu gostermektedir
(Sekil 6). Sildenafil sitrat referansinin spektrumlart kirmizi, sildenafil referansinin

spektrumlart mavidir (Keizers, 2016).

5]
8

Intensity (AU)
Intensity (AU)
= [N)
8EEE

g8

° 8

1800 1600 1400 1200 1000
Wavenurbers (cm-1) Ramanshit(cm-1)

Sekil 6. Sildenafil aktif maddesinin titresim spektroskopik analizi. Kizil6tesi (A) ve Raman
(B) spektrumlarinin parmak izi bolgeleri gosterilmektedir (Keizers, 2016).

Erime noktas1 analizi; iriiniin erime noktasi, 183 °C'deki referans standardinkinden
onemli Glgiide farkli ve yiiksek olan 263 °C olarak bulunmustur. Daha yiiksek erime
noktasina sahip olmasi polimorfizm olasiligin1 ortadan kaldirarak, bir siilfonat
tuzunun varlhigmi akla getirmistir. Genel olarak, siilfonat tuzlarmin diger tuzlardan

daha yiiksek erime noktalarina sahip oldugu bilinmektedir (Keizers, 2016).

Uriiniin sildenafil icerdigi, LC-MS kullanilarak belirlenmistir. LC-MS verilerinde
hicbir siilfonat tanimlanamamistir. Bu nedenle {irlinde organik tuzlarin varlhigini
belirlemek i¢in NMR spektroskopisi kullanilmistir. Uriin agik¢a 2.6676 ppm'de sitrat
pikine sahip degildir ve 2.9619 ve 2.5562 ppm'de piperazin etilen pikleri yoktur
(Tablo 5). Bunun yerine iiriin, 3.8148, 3.4893, 3.1698 ve 2.6114 ppm'de baz1 diger
pikler ve 3.3804 ppm'de yiiksek yogunluklu bir pik belirlenmistir. Uriine
metansiilfonik asit ilavesi iizerine 3.8148, 3.4893, 3.1698 ve 2.6114 ppm'deki pikler
daha keskin hale gelmis ve 3.381'deki pik kaybolmustur. 2.5175 ppm'de bir mesilat
metil piki mevcuttur. Sildenafil sitrat referans standardina metansilfonik asidin

eklenmesi {izerine, 2.9619 ve 2.5562 ppm'deki piperazin etilen pikeri, iiriniin
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piklerine benzer sekilde 3.8200, 3.5088, 3.1736 ve 2.6630 ppm'de piklere
doniismistiir. Mesilat metil piki simdi 2.5175 ppm'de mevcuttur. Agik¢a goriiniiyor
Ki, bu pik, iiriinde pH nedeniyle 3.3804 den, ilave edilmis ornekte 2.5536 ve 2.5175
ppm'ye kaydirmaktadir. Mesilat metilden gelen sinyal, eklenmis numunelerde
piperazin metilden (28) gelen sinyalle ortiigmektedir. NMR spektrumlari, {iriiniin
sildenafil mesilat oldugunu onaylamaktadir. Sildenafil mesilatin safliginin, sildenafil

sitratin EP monografinda agiklanan yontem kullanilarak ve mesilat kiitlesi i¢in

diizeltme yapilarak %100 oldugu belirlenmistir (Keizers, 2016).

Tablo 5. Sildenafil (A), sildenafil sitrat (B), MeSO3H varliginda sildenafil (C), MeSO3H
varliginda sildenafil sitrat (D) NMR kimyasal kaymalarinin degerleridir (Keizers, 2016).

A Protonlarimm
| Atom e A (J, Hz) B (J, H2) CW.Hz) D Hz)
! ! yarilmalari
10 3 (s) 41707 4.1656 41729 41749
2.7853
11 2 (1 27807(7.48)  2.7768 (7.48) ag 27886745
12 2 (m) 1.7456 1.7392 1.7403 1.7376
0.9434
13 3 (1) 0.9449 (7.35)  0.9388 (7.38) 3  0.0428(738)
15 1(s) 7.9103 7.8538 7.9235 7.9320
7.0047
17 1(d) 78910 (2.45)  7.8349 (2.45) 245  79131(245)
7.4433
18 1(d) 74306 (8.65)  7.3888 (8.65) (o5, 14499 870)
42332
20 2 () 42306 (6.95)  4.2147 (6.93) ooy 42353(6.95)
21 3 (1) 13445 (6.93)  1.3336 (6.93) 1(6332;‘ 1.3376 (6.93)
3.8148, 3.8212, 3.8200,
23.21 4 (m) 3.4893 2.9619 3.5079 3.5088
3.1698, 31710, 3.1736,
24,26 4 (m) 2.6114 2.5562 2.6498 2.6630
28 3 (s) 23171 2.2747 ] ]
6 1(s) 12.2959 12.2550 i ]
Sitrat 4 (dd) - 2.6676 ] 27141
(47.37:15.32) (51.96:15.40)
MeSO5H 3 3.3804 ] 2.5175 2.5536
H,0 1 i 3.5193 6.5532 8.2217
Bilinmeyen ] 2.8076 ] 2.8215 2.8229
Bilinmeyen ] 9.4732 ] 9.6302 9.6573
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Kamagra'nin, tanimlamasit icin LC-MS ve miktar tayini i¢cin HPLC-DAD
kullanilarak 44 mg sildenafil i¢erdigi bulunmustur. Ayrica, tablet basina 2.2 mg 2-
merkaptobenzotiazol (MBT, endiistride kauguk vulkanizasyon hizlandirici, korozyon
Onleyici ve mantar ilact olarak kullanilmaktadir.) mevcut oldugu belirlenmistir

(Keizers, 2016).

Raman mikroskobu kullanilarak, 1582 cm™'de spesifik bir sildenafil sitrat bandinin
ve 395 cm™de spesifik bir MBT bandinin yogunlugunu gdsteren haritalar
yaptlmistir.  Sildenafil aktif maddesinin lokalizasyonu, MBT'ninki ile iligkili
goriinmektedir. Lazeri diisiik yogunlukta sildenafil iceren bir noktaya odaklayarak,
kalsiyum karbonatin eksipiyanlarin spektrumuna biiyiik katki sagladigi bulunmustur.
Daha sonra, eksipiyanlarin lokalizasyonunu gsteren 1085 cm™'de kalsiyum karbonat
bandinin  bir haritas1 yapilmistir. Kalsiyum karbonatin maksimumlarimnin
pozisyonlari, aktif maddenin kontaminasyonun kaynagi oldugunu gosteren, sildenafil
ve MBT haritalarinin minimumlart ile iyi bir sekilde iliskili oldugu belirlenmistir

(Keizers, 2016).

Yasadist ilaglarda kullanilan etken maddeler yasal muadillerinden farkli olabilir. Bu
calismada, etken madde sildenafil'in Avrupa Farmakopesi kalitesinde olmadig: iki
ornek gosterdik. Bir ¢alismada, biiyiikk miktarlarda 2-merkaptobenzotiazol
kontaminasyonu ve sitrat yerine mesilat tuzu kullanildig: tespit edilmistir (Keizers,
2016).

Ozelligi bilinmeyen ve iist dozaj limitleri (sildenafil i¢in 100 mg/giin ve tadalafil i¢in
20 mg/giin) olan bazi bilesenlerin gida takviyelerine yasa dis1 olarak eklenmesinin
halk saglig: igin potansiyel risk tasidig1 iyi bilinmektedir. Ote yandan, ED ilaglarmin
su ortamindaki kontaminasyonu tiim diinyada kiiresel bir sorundur ve cevresel
risklerin degerlendirilmesi i¢in c¢evresel numunelerdeki kontaminant seviyelerinin
belirlenmesi su dongiisiiniin giivenligi i¢in onlem alinmasi agisindan ¢ok onemlidir.
Sildenafil ve Tadalafil’in 45 giin boyunca g¢ok cesitli gevresel kosullara maruz
kaldiklarinda yiiksek stabilite sergiledikleri bildirildiginden, ¢evresel numunelerde

diizeylerinin tespiti gereklidir (Er, 2018).
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Er ve arkadaslari, enerji igecekleri, musluk suyu ve kanalizasyon c¢amurunda
Sildenafil ve Tadalafil’in es zamanli tayini i¢in basit ve giivenilir bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada enerji icecegi, musluk suyu ve kanalizasyon ¢amuru
orneklerinde sildenafil ve tadalafil tayini i¢in dogrudan enjeksiyon yoOntemi
kullanilmis ve es zamanli olarak kuadrupol ugus siiresi kiitle spektrometrisine
(QTOF-MS) baglh sivi kromatografisi (LC) ile bir dogrudan enjeksiyon yontemi
bildirilmemistir. On yedi enerji i¢cecegi numunesi, Sildenafil ve Tadalafil icerikleri
acisindan analiz edilmistir. Aritma ¢amurunda &rnegi Istanbul Su ve Kanalizasyon
Idaresi (ISKI) Atakdy Ileri Biyolojik Aritma Tesisi havalandirma tankindan, musluk
suyu numunesi ise Istanbul'un Esenler ilgesinden almmistir (Er, 2018). Bu ¢alisma
boyunca kullanilan LC-QTOF-MS/MS sistemlerinin enstriimental parametreleri
Tablo 6'da verilmistir (Er, 2018).

Tablo 6. LC-QTOF-MS yonteminin ¢alisma parametreleri (Er, 2018)

Ekipman Parametre Ozellikler
A: 50/50 (v/v) ACN/H,0, pH 3.5 tampon (Amonyum
Mobil faz format/formik asit)
B: ACN ve %0.10 (v/v) formik asit
Akis hiza 0.40 mL/dk
Kolon tipi Poroshell (3.0 x 150 mm, 2.7 um) EC C18
Kolon sicaklig1 40 °C
Enjeksiyon hacmi 20 uL
LC Siire, dk A (%) B (%)
0.0 100 0
2.00 100 0
Gradient eliisyonu 4.00 0 100
5.50 0 100
7.00 100 0
8.00 100 0

Kurutma gazi sicakligt 350 °C

Nebulizator gaz akisi 40 psig
Kilcal voltaj 4.0 kV

Q-TOF-MS

Pargalayici voltaji 150V
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I¢ standart (IS) olarak 100 ng/g konsantrasyonda Zopiklon kullanilmustir. I¢ standart,
MS olciimlerindeki degisiklikler ve analiz sirasindaki iyonizasyon farkliliklarindan
kaynaklanan aletsel hatalar1 ortadan kaldirmak ig¢in kullanilmistir. Sonuglar Tablo
7’de verilmistir (Er, 2018).

Tablo 7. Her bilesik i¢in niceleyici/niteleyici iyonlar ve LC QTOF-MS/MS sisteminin
analitik performansi (Er, 2018)

Sildenafil Tadalafil IS
Oncii iyon [M+H]" 475.2107 390.1429 389.1096
Niceleyici/niteleyici iyon  58.0657/ 100.0993 268.1071/135.0435 245.0217/217.0270
LOD/LOQ, ng/g 0.16/0.53 0.28/0.93
Dogrusal aralik, ng/g 0.50-2000 0.50-2000
Dogrusal Denklemi y=0.003x — 0.0278 y=0.0011x -0.0211
R 0.9993 0.9992

Aritma ¢amuru ve musluk suyu numunelerinde tespit limitleri dahilinde ne Sildenafil
ne de Tadalafil tespit edilmemistir. Sekil 7°de sildenafil, tadalafil ve IS yapilarin

g6zlenen iyonu igin Onerilen pargalanmalari gosterilmektedir (Er, 2018).
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Sekil 7. Sildenafil ve tadalafil yapisiin ESI" analizi ile onerilen parcalanmalar1 (Er, 2018)
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Kromatografik ayirma basariyla saglanmistir. Analiz, 4.0 dakika i¢cinde hedeflenen
MS/MS modu araciligiyla bir elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi ile
gerceklestirilmistir. LOD/LOQ degerleri sildenafil ve tadalafil igin sirasiyla
0.16/0.53 ve 0.28/0.93 ng/g olarak hesaplanmistir. On yedi farkli marka enerji
icecegi lizerinde kantitatif Ol¢iimler yapilmis ve sonuglar siselerin iizerinde yazili
iceriklerle karsilastirilmistir. Musluk suyu ve kanalizasyon camuru Ornekleri de
analiz edilmis ve sildenafil ve tadalafil i¢in geri kazanim degerleri hesaplanmistir

(Er, 2018).

Optimum kosullar altinda on yedi farkli enerji i¢ecegindeki sildenafil ve tadalafil
miktarlart belirlenmistir. D6rt numunenin insan sagligina potansiyel riskleri olan
yiiksek miktarda sildenafil ve tadalafil icerdigi bulunmustur. Elde edilen tiim
sonuclar, gelistirilen yontemin rutin analiz laboratuvarlarinda kisa silirede analiz
edilen matrislerdeki analitlerin es zamanli tayini icin uygulanabilecegini

gostermektedir (Er, 2018).
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7. PDE-5 INHIBITORLERINI iCEREN YASA DISI URUNLERININ
ANALIZ YONTEMLERI

Gida takviyeleri, bilesimi, sunumu ve kullanim kosullar1 nedeniyle bitkisel ilaglar ile
gida arasinda yer alan 6zel bir {iriin kategorisidir. Son yillarda bu iirlinlerin sayisi
giderek artmis ve formiilleri ¢esitlendirilerek (i¢erikler ve kombinasyonlar) dev bir

pazar olusturulmustur (Popescu, 2014).

Bitkisel gida takviyelerinin, steroidler (kuvvet arttiricilar); PDE-5 inhibitorleri veya
analoglar1 (cinsel performans arttiricilar) ve sibutramin ve analoglar1 (kilo verme
tiriinleri) gibi ila¢ etkenleri ile karistirildigina dair bircok rapor bulunmaktadir.
Cinsel performans arttirict olarak Onerilen birgok gida takviyesi, "tamamen dogal"
olarak sunulup ve reklami yapilirken, sentetik PDE-5 inhibitorleri icerdigi
bulunmustur. Bu nedenle, ticari olarak temin edilebilen bitkisel iiriinler, resmi
farmakokinetik veya diger farmakolojik testlere tabi tutulmamis yasal ilaglar veya
bunlarin analoglar1 ile "katistirilmistir" (Popescu, 2014). Bu durum agikga
gostermektedir ki bu trinlerin analiz edilmeleri konusundaki durumun ciddiyeti

giderek artmaktadir.

PDE-5 inhibitérlerinin ve bazen metabolitlerinin, farmasotikler, gida takviyeleri,
insan kani, idrar, plazma, sa¢ ve atik su numunelerindeki miktar tayini igin gok
sayida rapor bulunmaktadir. Bu numunelerdeki PDE-5 inhibitorlerini tespit etmek
i¢in bir¢ok analitik yontem ve cihazlar kullanilmaktadir. Bunlar, yiliksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), iyon
hareketliligi  spektrometrisi (IMS), elektrokimyasal algilama (ECD), sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) ve sivi kromatografisi-tandem kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS) gibi cihazlardir. Bu numunelerin analizler igin
hazirlanmasinda ise kati faz ekstraksiyonu (SPE), sivi-sivi ekstraksiyonu ve dispersif
stvi-stvi mikro ekstraksiyonu gibi yontemler dahil olmak iizere bir ¢ok calismada
cesitli ekstraksiyon yontemleri bildirilmistir. Bu yontemlerin tiimii, numunelerin

hazirlanmasinda zaman alici islemler igermektedir (Er, 2018).
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7.1 PDE-5 Inhibitérii Iceren Uriinlerin Analiz Yontemleri

PDE-5 inhibitorleri igeren bitkisel gida takviyelerinin analiz yontemleri asagida

agiklanmustir.

7.2 TLC (inca tabaka kromatografisi) kullanarak én tanimlama

Ince tabaka kromatografisi, ham bitki ilacim1 ve farmakolojik olarak aktif bilesenle
zenginlestirilmis standardize ekstreleri ve formiilasyonlarini karakterize etmek icin
kullanilan rasyonel ve pratik bir ¢oziimdiir. Ayn1 zamanda kimyasal ilaclarla taklit
edilen bitkisel tiriinlerin tanimlanmasi i¢in de kullanilabilir (Cai, 2010). Bu yaklasim,
bitkisel gida takviyelerinde sahteciligi tespit etmek icin yiiksek verimli bir arag
olarak kullanilabili (Singh, 2009). TLC prosediirii, PDE-5 inhibitérleri eklendiginden
siiphelenilen bitkisel iirlinlerin hizli tarama analizi igin etkin bir sekilde

kullanilmaktadir (Cai, 2010).

7.3 UV spektrumlarindaki karakteristik farkhhklar

UV spektrumlari, farkli PDE-5 inhibitorleri kategorilerini ayirt etmek icin bir 6n tani
olarak yardime1 olabilir. Referans olaak kullanilan PDE-5 inhibitérleri ile karistirilan
maddenin birbiri ile uyumu/uyumsuzlugu UV spektrumlarinin ¢akistirilma ile yapisal
benzerlikleri hakkinda bilgi verebilmektedir (Lin, 2017).

7.4 Tespit ve miktar tayini icin HPLC yontemleri

Gidalarin denetlenmesi sirasinda bazi siipheli durumlar s6z konusu olabilmektedir.
Gida takviyelerinde erektil disfonksiyona olan ilgiye karsilik, ithal edilen bazi
gidalarin PDE-5 inhibitorleri igerip igermedigi incelenmektedir (Shin, 2003). HPLC
cihazina bagh bir fotodiyot dizisi (PDA) detektorii, dalga boylu ultraviyole (UV)
dedektorii, floresan dedektor ve refraktif indeks dedektorii (RID) gibi farkli ekipman
tiirevleriyle, PDE-5 ila¢larinin veya analoglarinin tespiti ve miktarinin belirlenmesi

icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar, standartlarin mevcut olmasi kosuluyla,
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basit RRT (safsizlik pikinin alikonma zamaninin ana pik alikonma zamanina orani)

eslestirmesiyle kolayca tespit edilebilir (Singh, 2009; Shin, 2003).

7.5 LC-MS tabanh tanimlama

Farmasotik analiz i¢in en yaygin olarak uygulanan metodlar arasinda HPLC, LC/MS
ve spektroskopik yontemler bulunur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bitkisel
tirtinlerdeki katki maddelerinin taranmasi i¢in HPLC, GC/MS ve LC/MS yontemleri
bildirilmistir. Bununla birlikte, mevcut yontemlerin higbiri, toplu bitkisel ilag ve
besin takviyesi 0rneklerinden gelen katki maddelerinin giivenilir ve yiiksek verimli
taranmas1 igin yeterli degildir. Ilk olarak, bu iiriinler genellikle sifali otlar ve diger
dogal iiriinlerin bir karigimini igerir ve bu lriinlerin formiilleri, markalar arasinda
olduk¢a degiskendir, bu nedenle bu numunelerin matrisleri hem spektroskopik hem
de kromatografik deneyleri etkilemektedir. Ornegin, bazi durumlarda matristen bir
bilesigin alikonma siiresi (RT) analitinkiyle cakisir (yanlis pozitif) ve bazen
analitlerin RT'si matrislerden gelen girisim nedeniyle yer degistirir (yanlis negatif).
Ikincisi, mevcut ydntemlerin analiz siireleri nispeten uzundur; 6rnegin, karmagik
matrislerden ilaglarin analizi i¢in tipik bir HPLC analiz siiresi genellikle 15
dakikadan fazladir. Bu durum bu yontemlerin biiyilk miktarda numuneyi
analizlemesini engellerken, giiniimiiz pazarinda bu tiir iiriinlerin ¢ok sayida olmasi
nedeniyle uygulanabilirligi ¢ok uygun olmamaktadir. Bu nedenle, ¢ok karmasik
matrislerde sentetik ilag katki maddelerinin hizli ve giivenilir tespiti i¢in LC/MS/MS
yontemi kullanilmaktadir (Liang, 2006).

7.6 Kimyasal tiirevlendirme

Bir¢ok adli tip laboratuvari, analizler i¢in agirlikli olarak gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisine (GC-MS, tipik olarak tek bir dort kutuplu kiitle spektrometresi
kullanir) giivenir. Analit ugucu veya yari ugucu ise, GC-MS, bu iiriinler1 analiz
etmede cogunlukla tercih sebebidir. Kimyasal tiirevlendirme, daha az ugucu
molekiilleri GC-MS'ye uygun hale getirmek i¢in kullanilmistir; bu uygulama,
ozellikle LC-MS mevcut olmadiginda, cogu adli tip laboratuvarinda, ugucu olmayan

ve yar1 ugucu analitler i¢in hala kullanilmaktadir (Patterson, 2012).
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7.7 MS analizlerinde 6nerilen genel strateji

Tablo 8'de gosterildigi gibi, ilaglar ve analoglari ortak yapisal iskeletlere sahiptirler,
dolayisiyla bu bilesiklerin ¢alismalarda gozlemlendigi gibi ortak parcalanma yapilari

vermesi beklenebilir (Singh, 2009).

Tablo 8. Sildenafil ve analoglarinin yapilari, tam kiitleleri, MS pargalanma verileri ve Amax

(Singh, 2009)

PDE-5 inhibitérii Tam Kkiitle Ana parcalanmanin Yaygin A
(g/mol) m/z orami parcalanma
Sildenafil , Cz;H3oN0:S
QMo 475, 447, 418, 391,
.,.N% 377, 374, 346, 329,
e 474.2049 | 311 597, 283, 255, | 377311 | 230,292
NG s 163, 160, 100
Homosildenafil, C3H:Ns04S
S8 489, 467, 461, 377,
o i 488.2206 313, 312,283,127, | 377,311 | 226,292
"G 111, 113, 99, 97, 72
N N—-S Q
— <'_‘) N
Acetildenafil, C;:JluNs\(% 467, 449, 439, 420,
QMo 404, 396, 381, 355,
L 466.2692 353, 339, 325, 324, 353
0 \§ 311, 297, 166, 127,
AN O 111,99, 97, 84, 72
Piperidinoacetildenafil, (iz:H;an_O,.
Q N~
' W 438, 410, 353, 341
N __W 437.2427 325 288 353
0,
N\
(et fo e
Vardenafil, CzaH3:Ns04S
&y 489, 461, 420, 377,
" 376, 375, 346, 339,
. SN 488.2206 329, 312, 209 283 | 377312 230
(Ot o 169, 151,123, 99
Vardenafil nydr;ly_s;iroaucl. CirHaN4O2
Sy 313, 284, 256, 169,
_ NN 312.1586 151
OL
Tadalafil Cv,pr.N}O;
Q
12 390, 302, 268, 262,
O3 389.1376 250, 240, 197, 169, 268 230, 283
N 135
00
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Tablo 8'de bildirilen MS parcalanma verilerine dayanarak, Sekil 8'de gosterildigi gibi
ortak bir parcalanma modeli gelistirilebilir. Siipheli bir bitkisel gida takviyesi
orneginin LC-MS analizinde 377 ve 311'de (m/z) karakteristik pargalanma iyon
piklerinin varligi, sildenafil ve analoglarinin varligimin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Benzer sekilde, vardenafil (377 ve 312), tadalafil’in (268)
karakteristik parcalanmalari, bu ilaglarin ve analoglarinin varligini iddia etmek i¢in
kullanilabilir. Diger PDE-5 inhibitorleri i¢in de benzer verilerin ortaya ¢ikmasi
muhtemeldir, ¢iinkii zaman iginde MS profillerini i¢eren calismalar artacak ve
yayinlar ortaya ¢ikacaktir. Bu nedenle, Tablo 8 ve Sekil 8'de verilen veriler, bitkisel
gida takviyelerinde gizli katki maddesi olarak kullanilan PDE-5 inhibitor(ler)inin
yapisint belirlemek igin iyi bir baslangi¢ calismasi olarak kabul edilebilir (Singh,
2009).
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Sildenafil ve analoglari Tiyosildenafil ve analoglari Asetildenafil ve analoglari Vardenafil ve analoglari R = CHj;, Tadalafil
R = NH,, Aminotadalafil
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Sekil 8. Cesitli PDE-5 analoglarindan ortak pargalarin olusumu (Singh, 2009)
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7.8 Raman spektroskopisi

Katkili saglik iiriinlerinde PDE-5 inhibitorleri taramasi i¢in tahribatsiz bir teknik
olarak mikro-Raman spektroskopisi kullanildigi bilinmektedir. Bir goriintiileme
mikroskobu kullanilarak, ¢cevredeki bolgeden ayirt edilebilir bir kristal formuna veya
sekline sahip olan saglik {iriinlerinin siipheli alani segilerek, arka plan floresansini
azaltmak i¢in Raman spektrometresinin  enstriimental  parametrelerinin
optimizasyonu segilir ve Raman spektrumlari toplanir. Toplanan spektrumlar, saf
PDE-5 inhibitorlerinin standart Raman spektrumlari ile karsilastirildi. Mikro Raman
spektroskopisinin kullanimi, saglik tiriinlerindeki katkili kimyasallarin taranmasi i¢in

hizl, kullanigh ve tahribatsiz bir yontem saglamaktadir (Mao, 2012).

7.9 XRD (X-ray Difraksiyonu)

XRD kirinim ¢aligmalar1 genellikle yapilarin kristal ve amorf formunu tanimlamak
i¢cin kullanilir. Bu teknik, dogrudan komplekslesmis yapilar i¢in sonu¢ varmaz ancak
ana kristal form igerisinde bulunan farkli kristal formlar1 ya da amorf yapilarin
etkilesimi nedeniyle kristal formdaki degisiklikleri tespit etmek i¢in yararl bir aragtir
(Chen, 2013). Sahte ilag tespiti, genellikle gesitli kimyasal analizlerin kullanilmasini
gerektiren karmasik bir siirectir. Son yillarda X-1is1mm1 kirmimi karmasik yapilar
icerisindeki PDE-5 inhibitorlerinin varligini tespit etmede kullanilmaktadir (Trefi,
2008).

7.10 NMR spektroskopisi (Niikleer Manyetk Rezonans)

Kontrol laboratuvarlarinda diyet takviyelerine hileli olarak dahil edilebilecek PDE-5
inhibitdrlerinin bilinmeyen herhangi bir yeni analogunu tespit edebilmektir. Cogu
zaman bu tiir analoglar, sertifikali aktif maddeye ¢ok benzer bir yapiya sahiptir ve
bazen de izomerdir. Bu nedenle, yeni bir analogu tespit etmek ve yapisini
aydinlatmak i¢in *H ve **C NMR deneylerine ihtiya¢ vardir (Mustazza, 2014). *H ve
3C NMR analizleri ile kimyasal yap1 aydinlatilabilmekte olup, yapilar arasindaki
benzerlik ve farkliliklar tespit edilerek tirtinlerdeki PDE-5 inhibitorleri ve analoglari

tespit edilebilmektedir.
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7.11 NIR spektroskopisi (Yakin Kizilotesi)

NIR gibi kemometrik analizler, sahte ilag tespiti i¢in basit, hizli ve saglam ila¢ analiz
prosediirleri oldugu kanitlanmistir. Siipheli  tabletlerin  orijinal tabletlerin
spektrumlar: ile karsilastirilmasi ve aktif farmasotik bilesenlerin veya tabletlerin
kaynaklarmin belirlenmesi yoluyla analiz yapilabilir. Bununla birlikte, bu
yontemlerin uygulanmasi ¢ogunlukla, test spektrumlar ile karsilastirma igin referans
bilesiklerin veya triinlerin mevcudiyetine baghdir (Said, 2014). Bu y6ntem, daha
once bahsedilen NIRS tekniklerini kullanarak neredeyse imkansiz olan, standarda
dayanmadan tagsisli numunelerin dogrudan tanimlanmasi olasiligini gostermistir

(Said, 2014),

NIR ile elde edilen spektroskopik parmak izleri, sadece aktif bilesenleri degil, ayni
zamanda tiim diger kimyasal bilesimleri/yardimc1 maddeleri de yansitti§i ve ayni
zamanda kullanilan iretim stireclerindeki degiskenligi gosterdigi icin, benzer
kimyasal varliklarina ragmen 6zgiin bitkisel formiilasyonlarin belirgin bir temsilini

saglamistir (Said, 2014).
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8. ANALIZ MEDOTLARININ PARAMETRELERININ BELIRLENMESI VE
VALIDE EDILMESI

Bir analitik metodun validasyonunun amaci, yontemin istenilen hedefe uygun
oldugunu gostermektir (ICH, 1994). Analitik metodlarin validasyon tartismasi, en

yaygin dort analitik metot tipine yoneliktir:

e Tanimlama testleri

o Safsizliklarin igerigi i¢in nicel testler

e Safsizliklarin kontrolii i¢in limit testleri

e Etken madde/ilag iriiniVilag driiniindeki diger segilmis bilesen(ler)in

numunelerindeki aktif kismin kantitatif testleridir.

8.1 Validasyon

Akredite olmus analitik laboratuvarlarda validasyon uluslararasi bir zorunluluktur.
Valide edilmis metotlarin kullanimi analitik laboratuvarin yeterli ve Kkalifiye
oldugunun gostergesidir. Bir metodu valide etmek, kabul edilebilir belirsizlik

seviyesinde analitik sonuglar elde etmede basarili olup olmadiginin arastirilmasidir.

Biitiin analitik metotlarinin validasyonu, homojen numune {izerinden yapilmal,
metot validasyonu siiresince kullanilan  referanslarin  ve  kimyasallarin
kaynaklari/safliklar1  biliniyor olmalidir. Herhangi bir analitik validasyon
baslatilmadan 6nce validasyonun kapsami, analitik sistem ve gereklilikleri igerecek

sekilde belirlenmelidir.
Validasyonu dogruluk, kesinlik, segicilik, algilama limiti, tayin limiti, dogrusallik,
caligma araligt ve saglamlhik gibi metot calismalarinin degerlendirilmesi ile

yapilmalidir. Hangi  kriterin  degerlendirilecegi metodun ¢esidine baglhidir
(Taverniers, 2004).
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8.2 Validasyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Metot validasyonuna baslamadan once, validasyon parametreleri, gereklilikleri,
amaci ve kabul Kriterleri belirlenmis olmalidir. Her bir parametre bu amaglar ve

kabul kriterleri dogrultusunda degerlendirilmektedir.
8.3 Dogruluk

Bir analitik prosediiriin dogrulugu, bir ger¢cek deger/kabul edilen bir referans degeri
ile bulunan deger olarak kabul edilen deger arasindaki uyumu ve yakinliginmi ifade

eder. Dogruluk asagida verilen yaklasimlar degerlendirilerek belirlenir;

e Segicilik, kesinlik ve dogrusallik,

e Elde edilen sonuglarin, bagka bir gegerli ve farkli analiz yontemi ile
karsilastirilmasi,

e Standarda disaridan ekleme yapilarak geri kazaniminin bulunmasi,

e Analizi yapilacak ger¢cek numuneye uygulanmasi ile saptanabilir.

En 6nemli nokta, dogruluk ve geri kazanim hesaplamasinda kullanilan kalibrasyon
esitligi ile esas analizde standart madde ile elde edilen dogru denklemine ait esitlikle
ayni olmasi gerekliligidir (ICH, 1994).

8.4 Kesinlik

Bir yontemin kesinlii art arda enjeksiyon yapildiginda elde edilen sonuglarin
birbirine yakinlik derecesi ile ifade edilir. Farkli bir ifade ile homojen bir karisimdan,
birden fazla 6rnek alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir
analitik prosediiriin kesinligi genellikle bir dizi 6l¢iimiin varyansi, standart sapmasi
veya varyasyon katsayisi olarak ifade edilir. Kesinlik i¢in kabul kriteri yapilan
analizin tiiriine baghdir. Ilag analizlerinde safsizlik ¢alismalarinda kabul edilebilirlik

limiti %10’lar da iken, miktar tayinin de %2’ler arasinda degigsmektedir.

Tekrarlanabilirlik, giin ici, giinler aras1 ve laboratuvarlar aras1 olmak iizere 3 grupta

incelenir (ICH, 1994).
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8.4.1 Giin i¢i tekrarlanabilirlik

Bir analistin laboratuvarda bir cihaz ile bir analizi ger¢eklestirdiginde elde edilen
sonuglarin uyumlulugudur. 2 ya da 3 farkli derisimde ayni standartlar kullanilarak
hazirlanan ¢6zeltiler, ayn1 giin igerisinde, ayni cihazlarla, ayn1 analist tarafindan 3 ya

da 4 kez analiz edilir ve % RSD (bagil standart sapma) hesaplanir.
8.4.2 Arakesinlik

Ara kesinlik, farkli giinler, farkli analistler, farkli cihaz gibi laboratuvar ici

degisimleri ifade eder.

8.5 Secicilik

Analitin, olmas1 beklenen diger bilesenlerin (safsizliklar, bozunma {iriinleri, ortam

vb.) varliginda kesin olarak tespit edilip degerlendirilmesini ifade eder (ICH, 1994).

8.6 Algilama limiti (LOD)

Analitik metot tarafindan gdzlemsel olarak tespit edilebilen ancak mutlak kesin bir
deger olarak nicelendirilemeyen, analit sinyalinin giiriiltliden ayrilabilmesi i¢in

gereken en az analit miktaridir (ICH, 1994). Cesitli yollar ile belirlenebilir;

Gozleme Dayali Belirleme; Hazirlanan bir dizi seyreltik ¢ozelti analiz edilir ve

maddenin gézlemlenebildigi en diisiik derisim teshis limiti olarak kaydedilir.

Sinyal / Giiriiltii (S/N) Oranina Dayanarak Belirleme; Elde edilen S/N oranlari
incelenir; en kiiciik konsantrasyon maddenin cevap sinyalinin, piklerin taban
cizgisinin giiriiltiiye oraninin matematiksel olarak 3’e esit oldugu konsantrasyon

gozlenebilme limiti olarak alinabilir.

Hesaplamaya Dayali Belirleme; Standart sapma ve kalibrasyon dogrusuna ait
denklemdeki egim degeri kullanilarak, asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanir
(Denklem 1);

LOD =3.3 x Egim / m
Denklem 1. LOD hesaplama denklemi
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m: baselinin standart sapmast

8.7 Tayin Limiti (LOQ)

Uygun dogruluk ve kesinlik ile niceliksel olarak belirlenebilen numune igerisindeki
en kiigiik analit miktaridir. Tayin limiti, genellikle numune matrisi igerisinde diisiik
miktarlarda bulunan bilesiklerin kantitiatif analizlerinin bir parametresidir. Ozellikle

safsziliklarin ve bozunma iiriinlerinin belirlenmesi i¢in kullanilir (ICH, 1994).
8.8 Dogrusallik

Bir analitik metodun dogrusalligi, numunedeki analitin konsantrasyonu (miktar1) ile
cihazin verdigi sinyal degeri arasinda ne derece orantili oldugu ile tespit edilir (ICH,
1994). Kabul kriteri safsizlik ¢alismasinda tiim pikler i¢in korelasyon katsayisi (r)
0,99°dan az olmamalidir. Miktar tayini calismalarinda ise (r) 0,999’dan az

olmamalidir.

8.9 Calisma Arahgi

Analitik metodun uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusallik sonuclart verdigi
numunedeki analit konsantrasyonunun en alt ve en tist noktalar1 dahil olmak iizere bu

aralig1 ifade eder (ICH, 1994).

8.10 Saglamhk

Analitik metot parametreleri lizerinde yapilan kiiciik degisiklikler (kolon sicakligi,
akis hizi, mobil faz bileseni degisikligi, pH degisikligi ve kolon degisikligi)
yontemin etkilenmemesi ve normal kullanim sirasinda metodun giivenirligini

saglamalidir (ICH, 1994).
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8.11 istatistiksel Terimlerin Tanimlar:
8.11.1 Standart sapma

Standart sapma (SD, standard deviation), analizle ilgili sistematik hatanin 6l¢iistidiir.
Her bir degerin ortalamadan sapmasinin karelerinin toplaminin serbestlik derecesine
bolimiiniin karekokii ile ifade edilir (Denklem 2). Serbestlik derecesi sayisi, bir

standart sapma hesaplamasinda kullanilan bagimsiz veri sayisin1 gosterir (Skoog,

1996).
N
— 1 Z(X X)Z
T N1 i=1 I

Denklem 2. Standart sapma denklemi

8.11.2 Bagil standart sapma

Farmasotik endiistrisinde, varyasyon katsayisinin mutlak degeri genellikle bagil
standart sapma (RSD, relative standard deviation) olarak adlandirilir (Denklem 3) ve
birim doz iirlinlerinde aktif farmasotik bilesenin toplam dozunun degiskenligini
tanimlamak da dahil olmak tizere (karisim numunelerindeki aktif farmasotik bilesen
konsantrasyonundaki degiskenlik, ila¢ c¢oOziinmesindeki ve biyoyararlanimdaki

varyasyonlar, vb.) birgok amag i¢in kullanilir (Gao, 2013).

S
RSD ==
X

Denklem 3. Bagil standart sapma denklemi

s: Standart sapma

X: Numune degerlerinin ortalamasi

8.11.3 Ortalamanin giiven arahgi (n)

Bilinmeyen bir popiilasyon parametresinin degerini i¢ermesi muhtemel, Ornek

istatistiklerden tiiretilen bir dizi deger. Rastgele yapilari nedeniyle, belirli bir
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popiilasyondan iki 0rnegin ayni giliven araliklarini vermesi olast degildir. Ancak
Orneginizi bircok kez tekrarlarsaniz, elde edilen giiven araliklarinin belirli bir yiizdesi
bilinmeyen popiilasyon parametresini icerecektir. Parametreyi igeren bu giiven
araliklarmin yiizdesi, araligin giiven diizeyidir. Giiven araligi, bir nokta tahmini
hesaplanarak ve ardindan hata pay1 belirlenerek belirlenir (Denklem 4). Bir degeri
tahmin etmek i¢in istatistikleri kullandiginizda, ¢aligmaniz ne kadar iyi tasarlanmig
olursa olsun, tahmininizin rastgele 6rnekleme hatasina tabi oldugunu unutmamak
onemlidir. Hata pay1, bu hatay1 dlger ve tahmininizin kesinligini gosterir. Iki tarafl
bir giiven aralif1 icin, hata payi, tahmin edilen istatistikten her bir giiven araligi
degerine olan mesafedir. Bir giiven aralif1 simetrik oldugunda, hata payr giliven
araliginin genisliginin yarisidir. Hata pay1 ne kadar biiyiikse, aralik o kadar genistir

ve nokta tahmininin degeri hakkinda o kadar az emin olabilirsiniz (WEBS6).

cs "?t'SD
=X+ —
VN

Denklem 4. Giiven limiti denklemi

X: Numune degerlerinin ortalamasi
SD: Standart sapma
n: Deger sayisi

GS: giiven limiti
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BOLUM 11

9. DENEYSEL BOLUM

Alt1 enerji igece8i numunesi, sildenafil, vardenafil ve tadalafil icerikleri agisindan
analiz edilmistir. Numunelere rastgele A, B, C, D, E ve F isimleri verilmistir. Tim
numuneler Tekirdag ilindeki biifelerden satin alinmistir. Numunelerin sisesi tizerinde
verilen ifadelere gore, A, D, E ve F numunelerinin mensei Istanbul oldugu
belirtilirken, B ve C numunelerinde herhangi bir iiretim yeri belirtilmemektedir. Tim
markalar, ayni tiretim partisinden {i¢ kopya halinde analiz edilmistir. Higbir markanin
sise lizerinde bulunan etiketlerinde sildenafil, vardenafil ve tadalafil bilesenleri
icerdigi belirtilmemektedir. Plasebo olarak Red Bull markasma ait enerji igecegi

kullanilmistir.

Gelistirilen UPLC-MS metodunun validasyonu icin secicilik, dogrusallik, algilama
limiti, tayin limiti, aralik, dogruluk, sistem kesinligi, tekrarlanabilirlik, ara keskinlik
ve saglamlik (Metot Parametreleri Degisiklikleri) parametreleri incelenmis ve

istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

Tim analizler DEVA Holding Cerkezkdy-II API iiretim tesisi analitik

laboratuvarinda yapilmistir.

9.1 Kullanilan Kimyasallar ve Gerecler
9.1.1 Kimyasal maddeler

e Sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil EP (Avrupa Farmakopisi) referans
standartlar1. (Kullanilan referans standartlara ait analiz sertifiklari EK-1, EK-2,
EK-3, EK-4, EK-5 ve EK-6’da verilmistir.)

e Formik asit (%98 — 100, Merck)

e Asetonitril (Analitik Kalitede) (J.T.Baker)
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e  Ultra saf su Merck Milipore su sistemi tarafindan saglanmistir.

9.1.2 Arag ve gerecler
e UPLC Cihazi: Waters Acquity H-Class UPLC system
e Mass Detector: QDA/ ESI negatif (—) ve pozitif (+)
e UPLC Kolonu: Waters Acquity BEH Cg (2.1 mm x 100 mm 1.7 um) (ABD)
e Su Saflagtirma Sistemi: Millipore Gradient
e  Manyetik Karistiricti: Heidolph MR 3001
e Analitik Terazi: Sartorius LA 200
e Otomatik pipetler: Eppendorf ve Nichipet EX Il
- 100-1000 pl

- 500-5000 pl arasinda

Ultrasonik Banyo

Balon jojeler: Iso-Lab DIN EN ISO 1042 ve DIN/ISO Class “A” sertifikali

9.2 Standartlarin Iyonlagma Kiitleleri

Ik olarak standartlarm UPLC-MS analizleri yapilarak iyonlasma Kkiitleleri
belirlenmis ve bu dogrultuda analiz metodu gelistirilmeye baslanmistir. Standartlara
ait iyonlagsma spektrumlart Sekil 9’da, iyonlagsma kiitleleri Tablo 9, Tablo 10 ve

Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 9. Sildenafil iyonlagma kiitleleri

Hesaplanan m/z Bulunan m/z Pozitif iyon

475.21 475.30
Kimyasal formiil: Cy,Hz NgO,4S”
m/z: 475.21

g
312.15 312.14

@

Kimyasal formiil: C;7H,gN,0,"
m/z: 312.15

238.11 238.19

Kimyasal formiil: C,H3,NgO,S>*
m/z: 238.11
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Tablo 10. Vardenafil iyonlagma kiitleleri

Hesaplanan m/z Bulunan m/z Pozitif iyon

489.32
Kimyasal formiil: C3H33N0,4S™
m/z: 489.23
LO
312.15 312.14
(€]
Kimyasal formiil: C;7H;gN40,"
m/z: 312.15
245.12

Kimyasal formiil: C;3H34N0,8>"
m/z: 245.12

o1



Tablo 11. Tadalafil iyonlagma kiitleleri

Hesaplanan m/z Bulunan m/z Pozitif iyon

390.15 390.22
Kimyasal formiil: C5yHyoN30,4"
m/z: 390.15
Y
268.11 268.17 \_/ Y
Kimyasal formiil: C;sH 4N;0,"
m/z: 268.11
0,
\\\/NH
255.10 255.71 \_/

Kimyasal formiil: Cy4H,N30,"
m/z: 255.10
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Sekil 9. Vardenafil, sildenafi ve tadalafil’in pozitif (+) iyonlagma kiitleleri
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9.3 Miktar Tayini Metot Validasyonunda incelenen Parametreler

Asagidaki parametreler sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil’in miktar tayini
yontemi i¢in analitik metot validasyonunda incelenmistir:

e Sccicilik

e  Dogrusallik

e Algilama Limiti (LOD)

e Tayin Limiti (LOQ)

e Aralik

e Dogruluk

e  Kesinlik (Sistem kesinlik, Tekrarlanabilirlik, Ara keskinlik)

e Saglamlik (Metot Parametreleri Degisiklikleri)

9.4 Validasyon Cahsmasindaki Kromatografik Kosullar, Kullanilan

Ekipmanlar ve Ekipman Parametreleri

Kolon;

Tip - Water Acquity BEH Cg
Partikiil boyut : 1.7 pym

Uzunluk : 100 mm

Cap ;2.1 mm

Kolon sicakligi :30°C

Numune sicakligt :25°C

Akis hiz1 : 0.3 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi :3.0 ul

Analiz siiresi -4 dk

Eliisyon . [zokratik (%60 MF-A ve %40 MF-B)
Ekipman;

Cihaz : Kiitle dedektdrlii UPLC sistemi
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Dedektor : Kiitle dedektorii

Iyonlasma : ESI-pozitif ve negatif

Tespit edilen iyon m/z (SIM) : 474.58 Da (sildenafil),
488.60 Da (vardenafil),
389.40 Da (tadalafil)

Ekipman parametreleri;

Prop sicakligi 600 °C
Cone voltaj (V) 15V
Capiler voltaj (kV) 0.8 kV
Gain 1
Mobil fazlar;

Mobil faz A: 1.0 L suya 1.0 mL formik asit eklenir.
Mobil faz B: Asetonitril

Coziicii: Asetonitril ve su karigimi (50: 50, h/h)

9.5 Validasyon Calismasinda Kullanilacak Standart ve Numune Cozeltilerin

Hazirlanmalar: ve Hesaplamalar

Standart olarak; sildenafil (potens; %98.4), vardenafil hidrokloriir (potens; %90.5) ve
tadalafil (potens; %2100.0) kullanilda.

9.5.1 Standart Cozeltisi Kabul Kriterleri

Standart ¢ozeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen sildenafil, tadalafil ve vardenafil

pik alanlarinin bagil standart sapmasi (RSD) < % 5.0 olmalidir.
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9.5.2 Stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Her bir standart icin EP (European Pharmacopoeia, Avrupa Farmakopesi)
sertifikalarinda belirtilen potensleri de dikkate alinarak tartim miktarlar1 ve seyreltme

hacimleri hesaplanarak stok ¢ozeltisi hazirlandi.

9.5.2.1 Sildenafil stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi
14.26 mg Sildenafil referans standardi 100.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Su ile

¢Oziiliip hacmine tamamlandi.

9.5.2.2 Vardenafil hidrokloriir stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi
11.88 mg vardenafil hidrokloriir referans standart1 100.0 mL’lik balon jojeye tartildu.

Cozicii ile ¢oziiliip hacmine tamamlandi.

9.5.2.3 Tadalafil icin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi
10.00 mg tadalafil referans standarti 100.0 mL’lik balon jojeye tartildi. Asetonitril ile

¢oziiliip hacmine tamamlandi.

9.5.2.4 Stok standart sildenafil, vardenafil ve tadalafil standart ¢ozeltisinin
hazirlanmasi

Sildenafil, vardenafil ve tadalafil stok ¢ozeltilerinden 2.0’ser mL 20.0 mL’lik balon

jojeye aktarildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

9.5.2.5 Stok LOQ standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Sildenafil stok ¢ozeltisinden 1.40 mL, vardenafil hidrokloriir stok ¢6zeltisinden 0.95
mL ve tadalafil stok ¢ozeltisinden 3.30 mL 50.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve ¢oziicli
ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 2.0 mL alinip 20 mL’lik balon jojeye alinip

hacmine tamamlandi (Denklem 5).
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Seviye — 1 (LOQ): 1.0 mL LOQ stok standart ¢ozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye
alindi ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Csiigenasit =0.0028 pg/mL  Cyardenafil

hidroklorﬁr:0.0019ug/mL CTada|afi| =0.0066 ug/mL).

Ws 2 X 1
—x—x—x—xP=C
100~ 207 50" 100 LOQ

Denklem 5. LOQ konsantrasyonunda numune hazirlama denklemi

Ws: Standart tartimi (mg)

P: Potens

X: Stok ¢ozeltiden alinan numune hacmi (mL)

CrLoq: S/N oranina gore hesaplanan LOQ konsantrasyonu

Seviye — 2 (%50): 0.5 mL stok standart ¢6zeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alindi ve

hacmine ¢dziicii ile tamamland1 (Csiienafit: Cvardenafil hidrokloriirs CTadalafil =0.005 pg/mL).

Seviye — 3 (%75): 0.75 mL stok standart ¢ozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alindi
ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Csiidenafil, Cvardenafil hidrokloriis, CTadalafii =0.075

pg/mL).

Seviye — 4 (%100):1.0 mL stok standart ¢6zeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alind1 ve

hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi (Csiidenafil, Cvardenafit hidrokloriirs CTadatafit =0.100 pg/mL).

Seviye — 5 (%150): 1.5 mL stok standart ¢ozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alindi
ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Csiidenafil, Cvardenafil hidrokloriis CTadalafii =0.150

pg/mL).

Seviye — 6 (%200): 2.0 mL stok standart ¢ozeltisi 100.0 mL’lik balon jojeye alindi
ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi (Csiidenafil, Cvardenafil hidroklorir, CTadalafit =0.200

pug/mkL).

9.5.2.6 LOD c¢ozeltisinin hazirlanmasi
LOQ ¢ozeltisinden 3.0 mL 10.0 mL’lik balon jojelere alindi ve hacmine ¢oziicii ile

tamamlandi.
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9.5.3 Numunelerin hazirlanmasi

Numune stok ¢ozeltileri hazirlanmadan once tiim numuneler ultrasonik banyoda 15
dakika boyunca degaze edildi. Sildenafil, vardenafil ve tadalafil standartlari ile
yapilan dogrusallik ¢aligmalar1 neticesinde numune hazirligindaki seyreltmeler

numune alanlar1 dogrusallik limiti i¢erisinde kalacak sekilde yapilmistir.

Numune — A: 150.0 mL’lik Numune — A’dan 1.0 mL alinarak 50.0 mL’lik balon
jojeye transfer edildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 5.0 mL’si
¢oziici ile 25.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1.0 mL’si 50.0 mL’lik balon jojeye

aktarildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

Numune — B (Validasyon numunesi): 150.0 mL’lik Numune — B’den 0.5 mL
aliarak 50.0 mL’lik balon jojeye transfer edildi ve ¢dziicii ile hacmine tamamlandi.
Bu ¢ozeltinin 2.0 mL’si ¢oziicii ile 10.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢6zeltinin 1.0 mL’si

100.0 mL’lik balon jojeye aktarildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

Numune — C: 15.0 mL’lik Numune — C’den 1.0 mL alinarak 50.0 mL’lik balon
jojeye transfer edildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 5.0 mL’si
¢oziicii ile 25.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1.0 mL’s1 150.0 mL’lik balon jojeye

aktarild1 ve ¢oziicili ile hacmine tamamlandi.

Numune — D: 15.0 mL’lik Numune — D’den 1.0 mL aliarak 50.0 mL’lik balon
jojeye transfer edildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 5.0 mL’si
¢oziicli ile 25.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 0.285 mL’si 100.0 mL’lik balon

jojeye aktarildi ve ¢6ziicili ile hacmine tamamlandi.

Numune — E: 30.0 mL’lik Numune — E’den 1.0 mL alinarak 50.0 mL’lik balon
jojeye transfer edildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 5.0 mL’si
¢oziicii ile 25.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢dzeltinin 1.0 mL’si 5.0 mL’lik balon jojeye

aktarild1 ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

Numune — F: 25.0 mL’lik Numune — F’den 1.0 mL alinarak 50.0 mL’lik balon
jojeye transfer edildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢6zeltinin 5.0 mL’si
¢oziicii ile 25.0 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 1.0 mL’si 100.0 mL’lik balon jojeye

aktarild1 ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.
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Plasebo: 150.0 mL’lik Plasebo’dan 0.5 mL alinarak 50.0 mL’lik balon joje de
hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 2.0 mL’si 10.0 mL’lik balon jojeye aktarildi ve
¢Oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 1.0 mL’si 100.0 mL’lik balon jojeye

aktarild1 ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

9.6 Secicilik

Segicilik ¢alismasinin uygunlugunun kabul edilebilir olast igin, sildenafil, vardenafil
ve tadalafil pikleri kromatografik olarak ayrim gostermelidir. Sildenafil, vardenafili
ve tadalafil piklerinin alikonma zamaninda plasebo ve ¢oziiciiden pik gelmemelidir.
Plasebo ve ¢oziicii spektrumlarinda sildenafil, vardenafil ve tadalafil’in molekiil

agirligina esit kiitle degerleri gézlemlenmemelidir.

9.6.1 Secicilik sonuglari

Sildenafil, vardenafil ve tadalafil pikleri arasinda kromatografil ayrim saglanmistir
(Sekil 10). Sildenafil, vardenafil ve tadalafil piklerinin alikonma zamaninda plasebo
ve ¢oziicliide pik gozlenmemistir. (Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13). Plasebo ve ¢oziicii
spektrumlarinda sildenafil, vardenafil ve tadalafil’in molekiil agirligina esit kiitle
degerleri gozlenmemistir. Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13’teki
kromatogramlara gore metot secicidir. Secicilik kabul kriterlerine gore incelenen
sonuglar uygun bulunmustur. Standartlarin alikonma zamanlari Tablo 12’de

verilmistir.

Tablo 12. Segicilik parametresine ait sonuglar

Standartlar Alikonma Zamam (dK)
Sildenafil 0.70
Vardenafil 0.62
Tadalafil 231
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Sekil 10. Stok standart ¢cozeltisinde sildenafil, vardenafil ve tadalafil piklerinin kromatografik ayrim kromatogram
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Sekil 11. Stok standart ¢ozeltisinde tadalafil (A), sildenafil (B) ve vardenafil (C) kiitlelerinin
tarama kromatogrami1
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Sekil 12. Coziicii sisteminde tadalafil (A), sildenafil (B) ve vardenafil (C) kiitlelerinin tarama
kromatogrami
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Sekil 13. Plasebo ¢ozeltisinde tadalafil (A), sildenafil (B) ve vardenafil (C) kiitlelerinin

9.7 Dogrusallik

tarama kromatogrami1

LOQ ile spesifikasyon limitinin %?200°sine karsilik gelen aralikta 6 farkli

konsantrasyonda (LOQ, %50, %75, %100, %150 ve %200) standart ¢ozeltiler

hazirlandi. Her bir standart ¢ozeltiden 3’er enjeksiyon, LOQ ve maksimum
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(%200’lik) seviyelerde 6 kez enjeksiyon yapildi.

Dogrusallik sonuglariin uygunlugunun kabul edilebilir olmasi i¢in, korelasyon kat
sayist 0.98’den az olmamalidir. Kesim noktasi: %100 derisime karsilik gelen alanin
%10’undan fazla olmamalidir. Egim (m) raporlanir. Karelerin farklarinin toplami

(RSS) raporlandirilir.

Y —kesimnoktas:

: - x100< %1
%2100 seviyedekialan < %10

Dogrusallik analizlerinde Seviye — 1 (LOQ), Seviye — 2 (%50), Seviye — 3 (%75),
Seviye — 4 (%100), Seviye — 5 (%150), Seviye — 6 (%200) ¢ozeltileri kullanilmistir.

Bu ¢o6zeltilerin hazirlanmasi Bolim 9.5.2.5’te verilmistir.

9.7.1 Dogrusallik sonuglari

Dogrusallik ¢alisma sonuglari sildenafil igin Sekil 14 ve Tablo 13’te, vardenafil igin
Sekil 15 ve Tablo 14’te ve tadalafil i¢in Sekil 16 ve Tablo 15’te verilmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda Sekil 14, Sekil 15 ve Sekil 16’da gosterilen
grafiklerde korelasyon katsayis1 sildenafil, vardenafil ve tadalafil igin sirasiyla 0.994,
0.999 ve 0.999 olarak bulunmustur. Kesim noktasi: %100 derisime karsilik gelen
alanin sildenafil i¢in %6.8, tadalafil i¢in %0.0 ve vardenafil igin %4.4 hesaplanarak

kabul kriterleri saglanmustir.
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Tablo 13. Sildenafil dogrusallik ¢calisma sonuglart

8 Leelils Hesaplanan alanlar- Farklarin Karesi
Seviyeler Konsantrasyon  Alanlar- Y1 (AU) Y2(AU) (Y1-Y2)?
(ng/mL)
LOQ 0.0028 19451 57090 1416694321
50% 0.050 312970 313323 124609
75% 0.075 486353 449039 1392334596
100% 0.100 614560 584756 888278416
150% 0.150 852801 856189 11478544
200% 0.200 1101883 1127622 662496121
RSS 3708910486
Korelasyon katsayisi 0.9941
Egim 5428661.6
y-kesim noktasi 41889.6
y-kesim noktasi x100 / % seviyedeki alan 6.8
Pik alam
1200000 - SILDENAFIL
*
1000000 1y - 5428661,6x+41889,6
R?=0,9941
800000 -~
600000 -~
400000 -
200000 -~
Konsantrasyon
(.2 . . . . .
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500

Sekil 14. Kalibrasyon egrisi (Sildenafil)
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Tablo 14. Vardenafil dogrusallik ¢calisma sonuglart

Teorik Hesaplanan alanlar- Farklarin
Seviyeler ~ Konsantrasyon Alanlar- Y1 (AU) pY2 (AU) Karesi
(ng/mL) (Y1-Y2)?
LOQ 0.0019 13104 7621 30063289
50% 0.050 201041 205097 16451136
75% 0.075 299285 307736 71419401
100% 0.100 418790 410374 70829056
150% 0.150 610392 615651 27657081
200% 0.200 824794 820927 14953689
RSS 216419963
Korelasyon katsayisi 0.9995
Egim 4105531.4
y-kesim noktasi -179.2
y-kesim noktasi x100 / % seviyedeki alan 0.0
Pik alam
900000 | VARDENAFIL
1 y=4105531,4x-179,2
800000 R? = 0,0995
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000
Konsantrasyon
0 T T T T 1
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500

Sekil 15. Kalibrasyon egrisi (Vardenafil)
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Tablo 15. Tadalafil dogrusallik ¢aligma sonuglari

. Teorik Konsantrasyon Hesaplanan L
Seviyeler (ug/mL) Alanlar- Y1 (AU) alanlar-Y2(AU) Karesi
Mg (Y1-Y2)?
LOQ 0.0066 28788 38695 98148649
50% 0.050 186415 186732 100489
75% 0.075 281138 272007 83375161
100% 0.100 367440 357281 103205281
150% 0.150 523954 527831 15031129
200% 0.200 693191 698381 26936100
RSS 299860709
Korelasyon Kkatsayisi 0.9988
Egim 3410993.4
y-kesim noktasi 16182
y-kesim noktas1 x100 / % seviyedeki alan 4.4
Pik alam
800000 1 TADALAFIL
y=3410993,4x+16182,0
700000 - RZ = 0,9988
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 -
0 Konsantrasyon
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500

Sekil 16. Kalibrasyon egrisi (Tadalafil)
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9.8 Calisma Arah@

Dogrusallik  ¢aligmasinda, minimum ve maksimum derisimdeki alanlar
kullanilmistir. Burada sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil karisim ¢6zeltisi
6 kez enjekte edilmis ve ortalamalari alinmistir. Calisma araliginin uygunlugunun
kabul edilebilmesi i¢cin minimum ve maksimum seviyede alanlarin da RSD<%5.0

olmalidir.

9.8.1 Calisma arahgi sonuglari

Calisma araligi sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir. Tiim standartlar i¢in minimum ve
maksimum seviyelerde RSD<%5.0 bulunmustur. Bu ¢alismaya gore elde edilen

sonuglar kabul kriterlerine uygundur.

Tablo 16. Caligma aralig1 sonuglari

Enjeksiyonlar Sildenafil ~ Vardenafil Tadalafil
1 18390 12173 29042
2 18724 12829 26712
- 3 18931 13130 28631
E 4 20553 13386 29653
g 5 20388 14042 29307
§~ 6 19717 13064 29381
i_ Ortalama 19450.5 13104.0 28787.7
g Ss 904.2 617.1 1074.1
% RSD 4.6 4.7 3.7
1 1090713 801784 695763
- 2 1070701 807760 688189
?:; 3 1127137 812469 686081
g 4 1118493 826296 700193
Z 5 1095932 855054 683159
é 6 1108321 845401 705761
= Ortalama 1101882.8 824794.0 693191.0
= SS 204333 21513.2 8830.2
% RSD 1.9 2.6 1.3
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9.9 Algilama ve Tayin Limiti (LOD ve LOQ)

Spesifikasyon limitinde stok standart sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil
karisim ¢ozeltisi 6 kez enjekte edildi ve sinyal/giiriiltii oranlart hesaplanmistir.
Sinyal/giiriiltii oran1 sonuglarina gore, LOD ve LOQ limitleri asagidaki formiile gére

hesaplandi.
Hesaplama (Denklem 6);

LOD=_2 xC Loo=19 ¢
SIN SIN

Denklem 6. LOD ve LOQ hesaplama denklemi

SN: Sinyal-Giiriiltii oran1
C: Standart ¢ozeltideki konsantrasyonlar (ug/mL).
LOD c¢ozeltisi 3 kez enjekte edildi. LOQ ¢ozeltisi 6 kez enjekte edildi.

Algilama ve tayin limiti ¢alismasinin uygunlugunun kabul edilebilir olmasi igin,
LOQ tim standartlar i¢in raporlama seviyesinden biiyiilk olmamalidir. 6 LOQ
¢ozeltisi  enjeksiyonundan elde edilen alanlarinda RSD<%5.0 olmalidir.
Sinyal/giiriiltii oran1 LOD konsantrasyonunda >3 olmalidir. Sinyal/giiriiltii oran

LOQ konsantrasyonunda >10 olmalidir.

Algilama ve tayin limiti ¢ozeltileri olarak, spesifikasyon limitinde stok satandart
sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil ¢ozeltisi (Bkz. Boliim 9.5.2.5 (Seviye —
4)), LOQ ¢ozeltisi (Bkz. Boliim 9.5.2.5 (Seviye — 1)) LOD ¢ozeltisi (Bkz. Bolim
9.5.2.6) kullanild1.

9.9.1 Algilama ve tayin limiti sonuglari

Standartlarin sinyal/giiriiltii oran sonuglar1 Sekil 17 ve Tablo 17°de LOD ve LOQ
sonucglar1 Sekil 18 ve Tablo 18’de, LOQ alan sonuglar1 Tablo 19’da verilmistir.
Sinyal/giiriiltii orani LOD konsantrasyonunda >3, LOQ konsantrasyonunda >10
olarak bulunmustur. 6 kez enjekte edilen LOQ ¢ozeltisinden elde edilen alanlarinda
RSD<%5.0 bulunmustur.
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Tablo 17. Spesifikasyon limitinde stok standart sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve
tadalafil’in S/N oran sonuglar1

Standartlar Konsantrasyonlar (ug/mL) Sinyal/giiriiltii oranlari (S/N)
Sildenafil 0.10 363
Vardenafil hidrokloriir 0.10 515
Tadalafil 0.10 151

Tablo 18. LOD ve LOQ sonuglar1 % ve ¢ozelti konsantrasyonlart

SIN
Standartlar LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) o5 LOO
Sildenafil 0.00084 0.0028 7 10
Vardenafil hidrokloriir 0.00057 0.0019 6 14
Tadalafil 0.00198 0.0066 5 13
Tablo 19. LOQ alan sonuglari
Enjeksiyonlar No Sildenafil Vardenafil Tadalafil
1 18390 12173 29042
2 18724 12829 26712
3 18931 13130 28631
4 20553 13386 29653
5 20388 14042 29307
6 19717 13064 29381
Ortalama 19450.5 13104.0 28787.7
SS 904.2 617.1 1074.1
% RSD 4.6 4.7 3.7
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Sekil 17. Tadalafil, vardenafil ve sildenafil’in LOD g¢alismasinin kromatografik sonucu
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Sekil 18. Tadalafil, sildenafil ve vardenafil’in LOQ calismasinin kromatografik sonucu

9.10 Dogruluk

LOQ konsantrasyonunda ve spesifikasyon limitinin %50, %100 ve %150’sine
karsilik gelen konsantrasyonlarda plaseboya sildenafil, vardenafil ve tadalafil

eklendi. Her seviyede 3’er numune hazirlandi, her biri 1 kez enjekte edildi.
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Dogruluk c¢alismasinin uygunlugunun kabul edilebilir olmast igin, her bir geri
kazanim %80.0 — %120.0 arasinda olmalidir. LOQ diizeyinde geri kazanim %70.0 —

%130.0 arasinda olmalidir.

Dogruluk ¢ozeltileri olarak; sildenafil stok ¢ozeltisi (Bkz. Bolim 9.5.2.1), vardenafil
hidrokloriir stok ¢ozeltisi (Bkz. Boliim 9.5.2.2), tadalafil stok ¢6zeltisi (Bkz. Bolim
9.5.2.3), sildenafil, vardenafil ve tadalafil stok ¢ozeltisi (Bkz. Bolim 9.5.2.4), LOQ
stok ¢ozeltisi (Bkz. Bolim 9.5.2.5) kullanildi. Bunlarin haricinde asagida hazirhig

anlatilan ¢ozeltiler kullanildi.

Stok Plasebo: 150.0 mL’lik numune hacmine sahip Plasebo’dan 0.5 mL alinarak
50.0 mL’lik balon joje de hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltinin 2.0 mL’si 10.0 mL’lik

balon jojeye aktarildi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi.

Dogruluk numune ¢ozeltisi 1 (LOQ seviyesi): Stok LOQ cozeltisinden 1.0 mL ve
stok plasebo ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 100.0 mL’lik balon joje de hacmine

tamamlandi.

Dogruluk numune ¢ozeltisi 2 (%50 seviyesi): Stok standart ¢ozeltisinden 0.5 mL
ve stok plasebo ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 100.0 mL’lik balon joje de hacmine

tamamlandi.

Dogruluk numune ¢ozeltisi 3 (%100 seviyesi): Stok standart ¢ozeltisinden 1.0 mL
ve stok plasebo ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 100.0 mL’lik balon joje de hacmine

tamamlandi.

Dogruluk numune ¢ozeltisi 4 (%150 seviyesi): Stok standart ¢ozeltisinden 1.5 mL
ve stok plasebo ¢ozeltisinden 1.0 mL alinarak 100.0 mL’lik balon joje de hacmine

tamamlandi.
Hesaplama (Denklem 7, Denklem 8):
Teorik miktar: Plasebo iizerine eklenen numune konsantrasyonu (pg/mL)

AN
Deneysel miktar = Cstd X ———

Astd

Denklem 7. Deneysel miktar hesaplama formiilii

73



Csiq  : Standart konsantrasyonu (pug/mL)
An : Numune alani

Astg : Standart alani

Deneysel miktar
Teorik miktar

% Geri kazanim= x100

Denklem 8. Geri kazanim hesaplama denklemi

9.10.1 Dogruluk sonuclari

Dogruluk ¢alismasi sonuglari Sildenafil i¢in Tablo 20°de, vardenafil hidrokloriir igin
Tablo 21°de ve tadalafil i¢in Tablo 22’de verilmistir. Dogruluk ¢alismasinda elde
edilen sonuglara gore her bir standart i¢in geri kazanim %80.0 — %120.0 arasinda
bulunmustur. LOQ diizeyinde geri kazanimlar1 ise %70.0 — %130.0 arasinda
bulunmustur. Bu sonuglar dogruluk calismasinin kabul kriterleri ile uyumlu

oldugunu gostermistir.

Tablo 20. Sildenafil dogruluk ¢alismasi sonuglari

Numune Spi(k"e g})r:]:ll‘_i)sim Teorik (ng/mL) Deneysel (ng/mL) e (l(()/aoz)anlm
0.0028 0.0028 100.0
LOQ 0.0028 0.0028 0.0030 107.1
0.0028 0.0031 110.0
0.050 0.052 104.0
%50 0.050 0.050 0.051 102.0
0.050 0.048 96.0
0.100 0.110 110.0
%100 0.100 0.100 0.100 100.0
0.100 0.010 100.0
0.150 0.156 104.0
%150 0.150 0.150 0.159 106.0
0.150 0.145 96.7
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Tablo 21. Vardenafil hidrokloriir dogruluk ¢aligmasi sonuglari

Numune Spi(k: g?n«:rl_i)sim Teorik (ug/mL) Deneysel (ng/mL) Geril((oa/:)a fm
0.0019 0.00200 105.3
LOQ 0.0019 0.0019 0.00210 110.5
0.0019 0.00190 100.0
0.050 0.054 108.0
%50 0.0500 0.050 0.052 104.0
0.050 0.049 98.0
0.100 0.120 120.0
%100 0.1000 0.100 0.110 110.0
0.100 0.115 115.0
0.150 0.159 106.0
%150 0.1500 0.150 0.152 101.3
0.150 0.153 102.0
Tablo 22. Tadalafil dogruluk ¢aligsmasi sonuglari
Numune Spi(k: g})ne]rLi)sim Teorik (ng/mL) Deneysel (ng/mL) Geril(((%)a um
0.0066 0.0072 109.1
LOQ 0.0066 0.0066 0.0069 104.5
0.0066 0.0066 100.0
0.050 0.0550 110.0
%50 0.0500 0.050 0.0620 120.0
0.050 0.0490 98.0
0.100 0.1000 100.0
%100 0.1000 0.100 0.1150 115.0
0.100 0.1100 110.0
0.150 0.1600 106.7
%150 0.1500 0.150 0.1620 108.0
0.150 0.1540 102.7
9.11 Kesinlik

9.11.1 Sistem Kkesinligi

Spesifikasyon limitinde stok standart sildenafil, vardenafil ve tadalafil standart

cozeltisi 6 kez enjekte edildi. Sistem kesinligi ¢aligmasinin uygunlugunun kabul
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edilebilir olmasi i¢in, spesifikasyon limitinde sildenafil, vardenafil ve tadalafil
standart ¢6zeltisinin, 6 ardigik enjeksiyonunda elde edilen pik alanlarinda RSD<%5.0
olmalidir. Sistem kesinligi ¢oOzeltileri olarak, spesifikasyon limitinde stok standart

sildenafil, vardenafil ve tadalafil standart ¢ozeltisi (Bkz. Boliim 9.5.2.4) kullanilda.

9.11.2 Sistem kesinligi sonuclari

Sistem kesinlik sonuglari Tablo 23’te verilmistir. Spesifikasyon limitinde stok
standart sildenafil, vardenafil ve tadalafil standart ¢ozeltisinin enjeksiyonlar
sonucunda elde edilen pik alanlarinda RSD<%5.0 bulunarak kabul kriterlerini

sagladigi belirlenmistir.

Tablo 23. Sistem kesinlik sonuglari

Enjeksiyon No Alanlar
Sildenafil Tadalafil Vardenafil
1 484146 342559 326931
2 470793 351010 335994
3 460949 356165 322416
4 457971 350216 324749
5 462237 349088 329321
6 492662 347460 337107
Ortalama 471459,7 349416,3 329419,7
SD 14059,9 4465,0 5989,8
%RSD 3,0 1,3 1,8

9.11.3 Metot kesinligi

Her biri ayn1 hacim ve seyreltme oraninda 6 numune analiz edildi. Metot kesinligi
caligmasinin uygunlugunun kabul edilebilir olmasi i¢in; ardisitk 6 numuneden elde
edilen sonuglarinda RSD<%10.0 olmalidir. Burada ayrica %95 giiven aralig

hesaplanir.

Metot kesinligi ¢ozeltileri olarak; Numune — B (Bkz. Boliim 9.5.2.6) kullanilmustir.
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9.11.4 Metot kesinligi Sonuclar

Sildenafil i¢in metot kesinlik sonuglari Tablo 24’te verilmistir. Numune — B’nin
ardisik 6 analizinden elde edilen sonuglarinda RSD %3.2 bulunarak kabul kriterlerini

sagladig belirlenmistir.

Tablo 24. Sildenafil metot kesinlik sonuglar

NUMUNe Nimune Standart  icecek Hacmi S-elz-;rpellatme Numunedeki miktar
lam Alam (mL) (mL) mg/150mL

1 88328 140.5

2 86441 1375

3 89692 142.7

. 85762 471459.7 150 50000 1364

5 93474 148.7

6 87217 138.7
Ortalama 140.7500
SD 4.5
%RSD 3.2
%95 Giiven Arahgi 136.1-1455
Standart Derisimi (mg/mL) 0,00010
Hesaplama (Denklem 9);

A, xC, xD

W =
A

std

Denklem 9. Numune miktar1 hesaplama

An : Numune alani

Csa  : Standart konsantrasyonu (mg/mL)
D . Seyreltme

Agd  : Standart alani

W : Numune miktar1 (mg/ 150 mL)
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Her numune 3 kez enjekte edilmis olup, bulunan sonuglarin ortalamalar1 alinmistir.
Numunelerdeki sildenafil miktar sonuglari Tablo 25’te verilmistir. Numune — A’da
68.4 mg, numune — B’de 140.75 mg, numune — C’de 66.5 mg, numune — D’de 125.0

mg, numune — E’de 3.1 mg ve numune — F’de 53.2 mg sildenafil API’si tespit

edilmistir.
Tablo 25. Numunelerdeki sildenafil miktar sonuglari
Sildenafil
Numune  umune ig:ecek Numunedeki %95 Standart
Adi Analiz Hacmi miktar mg/ X mL SD Gﬁvefl Derisimi
Sayisi (mL) mg/ X mL Aralig (mg/mL)
1 63.9
Numune A 2 150 mL 73.6 68.4 4.9 63.3-73.5
3 67.8
1 139
Numune B 2 150 mL 139.6 140.75 4.5 136.1-1455
3 143.7
1 58.6
Numune C 2 15 mL 82.4 66.5 13.8 52 -81
3 58.5 0.00010
1 117.5
Numune D 2 15mL 119.5 125.0 11.4 113 - 137
3 138.1
1 3.0
Numune E 2 30 mL 3.3 3.1 0.2 29-33
3 3.0
1 53.6
Numune F 2 25 mL 54.7 53.2 1.7 51.4-55.0
3 514

X: Icecek hacmi.

Calisma yapilan 6 adet numunenin (Numune — A,B,C,D,E,F) sildenafil, tadalafil ve
vardenafil igerip igermedigini belirlemek {izere yapilan analizin kromatografi
sonuglar1 Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22, Sekil 23 ve Sekil 24’te gosterilmistir.
Sekillerdeki kromatogramlar lizerinde bulunan A harfi tadalafil, B harfi sildenafil ve
C harfi vardenafil kromatogramini belirtmektedir. Kromatogramlarda gosterildigi

lizere tim numunelerde sadece sildenafil varligina rastlanmis olup tadalafil ve
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vardenafil varlig1 tespit edilmemistir. Numunelerin 1 mL’sinde farkli miktarlarda
sildenafil bulunmus olup Numune A, B, C, D, E ve F’de sirasiyla 0.456 mg, 0.938
mg, 4.433 mg, 8.333 mg, 0.103 mg ve 2.128 mg sildenafil tespit edilmistir.
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9.11.5 Ara kesinlik

Farkli giinde, farkli bir analist tarafindan tekrarlanabilirlik ¢alismasindaki islem

uygulanmistir. 6 numune analiz edilmistir.

Ara kesinlik ¢alismasinin uygunlugunun kabul edilebilir olmasi igin; her ¢alismada
sonuglarmin arasindaki RSD<%10.0 olmalidir. %95 Giiven aralign hesaplanir. iki

calisma arasindaki fark %10’nin altinda olmalidir (Denklem 10).

|1.ana|iz ort.- 2.analiz ort.| 1
1.analiz ort.

00=..%

Denklem 10. ki analiz arasindaki % fark

Ara kesinlik c¢ozeltilesi olarak, Numune — B ¢ozeltisi (Bkz. Bolim 9.5.2.6)
kullanilmustir.

9.11.6 Ara kesinlik sonuglar

Sildenafil icin ara kesinlik sonuglari Tablo 26°da verilmistir. Iki calismada
sonuclarinda da RSD<%10.0 altinda bulunmustur. ki calisma arasindaki fark ise

%0.5 bulunarak sonuglarin kabul kriterlerini sagladigi belirlenmistir.
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Tablo 26. Sildenafil ara kesinlik sonuglari

N Numune Standart I¢ecek Hacmi Toplam Numunedeki miktar
Alam Alam (mL) Seyreltme (mL) mg/150mL

1 88328 140.5

2 86441 1375

3 89692 142.7

] 85762 471459.7 150 50000 1364

5 93474 148.7

6 87217 138.7
Ortalama 140.75
SD 4.5
%RSD 3.2
%95 Giiven Arahg: 136.1-145.5
Standart Derisimi (mg/mL) 0.00010

1 92345 141.8

2 91543 140.6

3 92612 142.2

2 92763 488318.0 150 50000 a2E

5 91231 140.1

6 92158 141.5
Ortalama 141.45
SD 0.9
%RSD 0.6
%95 Giiven Arahg: 140.6 - 142.35
Standart Derisimi (mg/mL) 0.00010
%Fark 0.50

Hesaplama (Denklem 11);

A xCyxD

Sildenafil miktar1 (mg /150 mL)= x150

std
Denklem 11. Numunedeki sildenafil miktar1 hesaplama

An : Numune alani
Csg  : Standart konsantrasyonu (mg/mL)
D . Seyreltme (50000)

Agd  : Standart alani
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9.12 Saglamhk
Saglamlik i¢in agsagidaki metot degisiklikleri incelenmistir:

Kolon ve cihazda degisiklik yapilmamis, metot degisiklikleri incelenmistir. Metot
degisikliginde kolon sicakligi, mobil faz akis hiz1 ve mofil faz gradienti ile ilgili 3
parametrede degisiklikler yapilmistir.

Saglamlik ¢alismasinin uygunlugunun kabul edilebilir olast ig¢in, sildenafil,
vardenafil hidrokloriir ve tadalafil pikleri kromatografik olarak ayrim gostermelidir.
Standart alan RSD<%5.0 olmalidir.

Normal Metot:

Kolon sicakligi :30°C

Numune sicakligt :25°C

Akis iz : 0.3 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi :3.0 ul

Analiz siiresi -4 dk

Eliisyon :Izokratik (%60 MF-A, %40 MF-B)

Mobil faz akis hizi degisimi

Mobil fazin akis hizi1 £0.03 mL/dk degistirildi.
Kolon sicakhgi degisimi

Kolon firminin sicakligi £3°C degistirildi.
Mobil faz gradient degisimi

Mobil faz gradienti £2 degistirildi.

9.12.1 Saglamlik sonuglari

Yapilan tim metot degisiklikleri sonucunda sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve
tadalafil pikleri kromatografik olarak ayrim gostermistir. Standart alanlarin

RSD<%>5.0 bulunmus olup, saglamlik ¢aligmalarina gére yontem, parametrelerdeki
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kiiciik degisimlerden etkilenmedigi belirlenmistir. Saglamlik sonuglar1 Tablo 27°de

verilmigtir.
Tablo 27. Saglamlik sonuglari

Sildenafil Vardenafil Tadalafil
SARTLAR

RT %RSD RT %RSD RT %RSD
Normal Sartlar 0.71 1.17 0.62 2.32 2.32 0.76
Kolon akisi: 0.27 mL/dk 0.77 1.30 0.68 1.19 2.56 1.31
Kolon akigi: 0.33 mL/dk 0.64 3.42 0.56 291 2.09 1.19
Kolon sicakligt: 27 °C 0.71 1.60 0.62 2.10 2.36 1.52
Kolon sicakligt: 33 °C 0.71 1.74 0.62 240 2.26 1.07
Gradient degisimi: MFA (%58) 0.66 1.83 0.60 2.72 1.98 2.12
Gradient degisimi: MFA (%62) 0.75 2.32 0.65 6.19 2.60 1.05
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10. SONUC VE TARTISMA

Sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil’in analitik calismalar1 i¢in Deva
Holding A.S. laboratuvarinda detayli bir UPLC-MS metodu validasyon calismasi
yapilmistir. Metodun segicilik, dogrusallik, ¢aligma araligi, algilama ve tayin limiti,

kesinlik, ara kesinlik, dogruluk ve saglamlik parametreleri kontrol edilmistir.

PDE-5 inhibitorleri olan sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil ila¢ etken
maddeleri olup, yetkili firmalar haricinde {iretilip kullanilmas1 yasaktir. Ozellikle
gida tirtinlerinde PDE-5 inhibitorlerinin varliginin halk sagligi agisindan ciddi risk
olusturdugu bilinmektedir. Etiketlerde belirtilmemis bu etken maddelerin varlig1 ve
miktarlar, kisiler izerinde beklenmeyen etkilere sebep olabilecegi gibi diger ilaglarla
etkilesim ya da doz asimi gibi sebeplerle de tehlike arz etmektedir. Bu yiizden bu

maddelerin tespiti 6nem tagimaktadir.

Literatiir aragtirmalarinda, gida takviyelerinde PDE-5 inhibitorlerinin tespiti tizerine
yapilmis ¢aligmalar incelendiginde nitel ve nicel tayinlerde ¢ogunlukla spektroskopik
ve kromatografik metotlar olarak TLC, FTIR, UV, HPLC, LS-MS ve GC-MS analiz
yontemlerinin kullanildigs goriilmektedir. Tlgili literatiir ¢alismalar1 gdzoniine
alindiginda bu ¢alismalarin ¢ogunda analizleme i¢in 6n hazirlik metodlarinin zaman
alic1 ve ugrastirict olmasi, analiz siirelerinin uzun olmasi ve dolayisiyla kullanilan

kimyasal sarflarin fazla olmasi gibi durumlar tespit edilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda enerji iceceklerinde sildenafil, vardenafil ve tadalafilin nitel
ve nicel tespitinde kullanilmak amaciyla numune hazirlama ve analiz siiresinin
oldukea kisa oldugu, tekrarlanabilir ve kesin sonuglarin elde edildigi, bir UPLC-MS

metodu gelistirilerek valide edilmistir.

Deva Holding biinyesinde bulunan Cerkezkoydeki tiretim tesisinde ilag etken
maddesi olarak kullanilan Avrupa Farmakopisi sertifikali sildenafil, vardenafil

hidrokloriir ve tadalafil standartlarinin temin edilmesinde kolaylik saglamistir.

Yontem gelistirme ¢aligmasinda ilk olarak sistem uygunluk parametreleri
belirlenmistir. Gelistirilen metodun validasyon ¢alismasi ICH Q2 (R1)’de gore
yapilmistir. Validasyon ¢alismalarinda; segicilik, dogrusallik, algilama limiti, tayin

limiti, aralik, dogruluk, sistem kesinligi, tekrarlanabilirlik, ara keskinlik ve saglamlik
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(Metot Parametreleri Degisiklikleri) parametreleri incelenmis ve istatiksel

degerlendirmeleri yapilmistir.

Secicilik ¢alismasinda, sildenafil, vardenafil ve tadalafil piklerinde kromatografik
ayrim saglanmistir. Standartlara ait spesifik molekiil agirliklari, kullanilan ¢oziiclide
ve plesaboda tespit edilmemistir. Gelistirilen segicilik c¢alismasi metodun segici

oldugu kanitlanmistir.

Dogrusallik ¢alismasinda, sildenafil igin 0.0028 pg/mL — 0.200 pg/mL, vardenafil
icin 0.0019 pg/mL — 0.200 pg/mL, ve tadalafil i¢in 0.0066 pg/mL — 0.200 pg/mL

derisimleri arasinda kalibrasyon egrileri dogrusal bulunmustur (r >0.98).

Calisma araligi incelenmesinde, minimum seviyede alanlarin RSD’si sildenafil igin
%4.6 vardenafil i¢in %4.7 ve tadalafil i¢cin %3.7 bulunmustur. Maksimum seviyede
alanlarin RSD’si ise sildenafil i¢in %1.9 vardenafil i¢in %2.6 ve tadalafil i¢in %1.3
bulunmustur. Bulunan sonuglar kabul Kkriterleri olan RSD<%5.0 olma kosulu

saglandigindan c¢alisma aralig1 analizinin uygulanabilirligi ispatlanmustir.

Algilama ve tayin limitleri, sildenafil i¢in LOD: 0.00084 pg/mL — LOQ: 0.0028
ug/mL, vardenafil i¢gin LOD: 0.00057 pg/mL — LOQ: 0.0019 pg/mL ve tadalafil i¢in
LOD: 0.00198 pg/mL — LOQ: 0.0066 pg/mL olarak bulunmustur. Sinyal/giiriiltii
orani ise sildenafil i¢in LOD: 7 — LOQ: 10, vardenafil i¢gin LOD: 6 — LOQ: 14 ve
tadalafil icin LOD: 5 — LOQ: 13 olarak bulunmustur. Spesifikasyon limitinde stok
standart sildenafil, vardenafil ve tadalafil standart ¢6zeltisinin, 6 ardisik enjeksiyonu
sonucunda elde edilen pik alanlarinin RSD’si sildenafil i¢in %3.0, tadalafil i¢in %1.3
ve vardenafil i¢in %1.8 olarak hesaplanmistir. Bulunan sonuglar dogrultusunda LOD
degerleri kabul kriteri olan >3’ten biiyiik, LOQ degerleri kabul kriteri olan >10’dan
biiyilik ve pik alanlarin da RSD<%>5.0 bulunmus olup tiim sonuglar kabuk kriterlerini

karsilamaktadir.

LOQ diizeyinde geri kazanim sildenafil i¢in %100.0 — 110.1, vardenafil i¢in %100.0
— 110.5 ve tadalafil i¢cin %100 — 109.1 olarak bulunmustur. LOQ diizeyinde geri
kazanim i¢in bulunan sonuglar kabul kriteri olan %70.0 — 130.0 arasinda oldugundan

metodun dogrulugu ispatlanmistir.

Analiz edilen numunelerde PDE-5 inhibitorii olarak sadece slidenafil bulundugu

tespit edildiginden kesinlik caligmalar1 sildenafil {izerinden yapilmistir. Kesinlik
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calismasinda numune olarak rastgele se¢ilmis olan Numune — B kullanilmistir. Metot
kesinlik ¢aligmasinda RSD %3.2 bulunmus olup kabul kriteri olan RSD<%10.0 olma
kosulu saglamistir. Ara kesinlik caligmasinda ise iki ¢alisma arasindaki fark %0.05
bulunarak kabul kriteri olan <%10’nin altinda bulunmustur. Kesinlik ¢alismasinda
her iki calismada da bulunan sonuglar kabul kriterini sagladigindan metodun

kesinligi ispatlanmuistir.

Saglamlik ¢alismasinda mobil faz degisimi, kolon sicakligr degisimi ve mobil faz
gradient degisimi ile elde edilen kromatogramlarda sildenafil, vardenafil ve tadalafil
pikleri kromatografik olarak ayrim gostererek parametrelerde yapilan kiiciik

degisikliklerin yontemin dogrulugunu etkilemedigi tespit edilmistir.

Numunelerde vardenafil ve tadalafil varligina rastlanilmamais olup, farkli miktarlarda
sildenafil igerigine sahip olduklari belirlenmistir. A numunesinde 68.4 mg/150 mL,
B numunesinde 140.75 mg/150 mL, C numunesinde 66.5 mg/15 mL, D numunesinde
125.0 mg/15 mL, E numunesinde 3.1 mg/30 mL ve F numunesinde 53.2 mg/25 mL
sildenafil varlig1 tespit edilmistir. Etiketinde kesinlikle sildenafil icerdigi
belirtilmemis olan numunelerdeki bu sonuglar bu igecekleri kullanmanin ne kadar

riskli oldugunu ve ciddi saglik sorunlarina yol acabilecegini gostermektedir.

Damiano ve arkadaslar italya pazarinda satilan yasa dis1 diyet takviyelerinin PDE-5
inhibitorlerini UPLC-TOF metodu ile analiz yapmislardir. Bu metotta sildenafil,
tadalafil ve vardenafilin analiz siiresi 15 dakika olarak belirlemislerdir. Bu metot ile
sadece bu lic PDE-5 inhibitorlerini degil aym1 zamanda tiyohomosildenafil ve
tiyoaildenafil’in analizi yapilmistir. Fakat bu iki analog sildenafil, tadalafil ve
vardenafilden sonra bir alikonma zamani gostermistir. Tiyohomosildenafil 9.80
tiyoaildenafil ise 10.00 alikonma zamanina sahiptir. PDE-5 inhibitorlerinin alikonma
zamaninin tamamlandig: siire ise 9.00 dakikalik bir analiz siiresine denk gelmektedir
(Damiano, 2014). Bu durumda gelistirdigimiz 4 dakikalik analiz siiresinin

Ustiinliigiinii gostermektedir.

Ortiz ve arkadaslar1 Brezilya farmasotik pazarlamasinda en ¢ok taklit edilen ilaglar
olan Viagra (sildenafil sitrat, Pfizer) ve Cialis’in (tadalafil, Eli Lilly) kalitatif ve
kantitatif kimyasal profili UPLC-MS kullanilarak arastirmislardir. Kromatografik
ayirmanin siiresi 2.0 dakikadir. Mobil faz akis hiz1 0.7 mL/dk kolon sicakligr 60°C
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dalga boyu ise 290 nm olarak belirlenmistir. MS spektrumlari 50 ila 1000 m/z
araliginda taranmistir (Ortiz, 2013).

Ortiz ve arkadaslarinin gerceklestirdigi ¢alismada 2 dakikalik analiz siresi avantaj
olarak goriinsede kolon sicakliginin 60°C olmasi analiz hazirliklarinda kolonun
analiz i¢in optimum kosullara gelmesinin siiresinin uzun olmas: ve kolonun bu
sicakliga gelmesi ve bu sicaklikta stabil kalmasi i¢in fazla enerji harcandig1 gergegini
ortaya koymaktadir. Gelistirdigimiz UPLC-MS metodunda kolon sicakliginin 30°C

olmasi bu ¢aligmaya gore Uistilinliik sagladigin1 gostermektedir.

Proenca ve arkadaslari, 6liim sonrasi alinan kan 6rneklerinde PDE-5 inhibitorlerinin
(sildenafil, tadalafil ve vardenafil) belirlenmesi igin UPLC-MS/MS metodu
gelistirmislerdir. Gelistirdikleri bu metotta mobil faz akis hiz1 0.50 mL/dk, analiz
stiresi 6 dakika, kolon sicakligi 35 °C ve numune firin sicakligi 15 °C olarak
belirlenmistir. Validasyon g¢alismalar1 sonucunda sildenafil, tadalafil ve vardenafil
icin LOQ sonuglarini sirasiyla 8, 4 ve 8 ng/mL, LOD sonuglarini ise 3, 1 ve 3 ng/mL
olarak bulmuslardir (Proenca, 2013). Bu literatiir 6rnegi gerek analiz sonucunun
uzun olmast gerek LOQ ve LOD sonuglarinin bizim elde etmis oldugumuz
sonuglardan  yiiksek olmasi sebebiyle metodumuzun istiinliigiinii  agikca

gostermektedir.

Yukarida ayrintilar1 anlatilan tiim bu g¢alismalar neticesinde gelistirilen yeni bir
UPLC-MS metodu ile enerji igeceklerinde yasal olmamasina ragmen farklh
miktarlarda PDE-5 inhibitérii olan sildenafil igerdigi belirlenmistir. Gerek
icerigindeki sildenafil varlig1 gerek miktarlarinin giinliik alim dozunundan cok farkl
olmas1 nedeniyle bu enerji igeceklerinin tliketilmesi ciddi sorunlara neden
olabilmektedir. Analiz edilmis olan bu enerji igeceklerinin hi¢ birisinin etiketinde
sildenafil icerdiginden bahsedilmemistir. Bu enerji iceceklerinin kontrol edilmemesi
ve insanlarin kolay ulasabilecegi yerlerde alelade satiliyor olmasi nedeniyle ciddi
anlamda halk saglig: tehdidi olusturmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolay1 bu durum

adli bir sorun olarak degerlendirilmeli ve incelenmelidir.

UPLC cihaz1 ile yiiksek basinglarda mobil faz akisi saglandigindan diger sivi
kromatografi cihazlarina gore avantaj saglamaktadir. Gelistirilen bu metot literatiirde

bahsedilen sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi tiirevli cihazlarla gelistirilen
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metodlara gore kullanilan mobil faz miktarinin az olmasi ve analiz siiresinin kisa

olmasi yonii ile Gstiinliik saglamaktadir.

Gelistirilen UPLC-MS metodu ile 4 dakikalik analiz siiresinde sildenafil, vardenafil
ve tadalafil’in kromatografik ayrimlar1 basarili bir sekilde saglanmistir. Yapilan
validasyon c¢aligmasinda tiim parametreler ICH Q2 kabul kriterlerine uygun
bulunmustur. Bu da metodun sildenafil, vardenafil hidrokloriir ve tadalafil’in enerji
igeceklerindeki nitel ve nicel varligini tespit etmek lizere analitik ¢caligmalarda basari

ile uygulanabilecegini gdstermektedir.
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12.  EKLER

EK- 1. Sildenafil analiz sertifikasi-1
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2.4 validity
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before use, Ph. Eur. BS are for immediate use. Once the container has been opened, its entire content
must be used immediately. Any further storage and re-use are not warrantad.

3. Storage conditions
In the original container at +5°C £ 3°C, protected from light. Re-instate promptly upon receipt.

4. Safety
For scientific research, development and analysis only. Handle in accordance with good occupational
hygiene, safety and laboratory practices and take precautions to avoid exposure. More information is
available at the EDQM website (Reference Standards Database): Safety Data Sheet for harardous
chemicals and Safety Data Statement for other materials.

5. Shipping conditions
Each Ph. Eur. RS is shipped under conditions that pressrve its suitability for use and comply with the
relevant regulations. For more details see EDQM website (Reference Standards Database).

6. Warranties, Liabilities and responsibility
- Safety

In the event of any safety concemns, please read carefully the safety data sheets or safety data statements
available for each product. It is for Purchasers to determine independently the risks associated with the items and
to take appropriate safety measures, including the provision of appropriate information, equipment and training
of those persons coming into contact with the item.

- Warmanties

Except for the use of Reference Standards in tests and assays carried out in accordance with the official methods
of the European Pharmacopoeia and by professionals with the necessary technical skills and at their own
discretion and risk, the EDQM makes mo representation, contractual statement, or expression of opinion

Signed on: 26/09/2019 ” |‘|II|| |I IH| ||‘
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concerning the quality or safety of any item supplied, the presence of any defect in it or s fitness for any
particular purpose except that as described above,

The EDQM does not guarantes that the fems will meet the Purchaser's specific expectations, The EDOM only
guarantees that the tems (i) were fit for use according to EDOM’s intended use of the product :{ii) were fit for
use at the moment that they were handed over to the cammier being responsible for the delivery of the items to
the Purchaser with such accessories including packaging, delivery instructions or other instructions for the item's
delivery and reception as the Purchaser may expect to receive; and (jii) possess qualities and performance
capabilies which are normal in goods of the same type and which the Purchaser may expect given the nature of
the goods and the information provided on the EDQM's website and (iv) the camier and the Purchaser received
clear and accurate instructions for the item’s delivery and reception. Mo other guarantees, whether explicitly or
implied, are given by the EDOQM. The EDOM does not guarantes that the purchase or use of the items will not
infringe any intellectual property rights, in particular patents.

- Limitation of Liability

In no event shall the EDOM be liable for any damages dus to the use of items, included, but not limited to loss
of business, loss of profit, loss of use, loss of cpportunity, costs of procurement of substitute goods, services or
systems or for any indirect, special, incidental, punitive or consequential damages, however caused and, whether
in confract, tort or under any other theory of lisbility, whether ar not the Purchaser has been advised of the
possibility of such damages or costs,

Any liability of the EDOQM for injury, loss or damage arising from the supply or use of any such item is in any
event hereby excluded to the fullest extent permitted internationally accepted commercial standards; in
particular, no lisbility is accepted for loss of profits or indirect or consequential loss.

7. Arbitration & Applicable Law
The aim of the EDQM is to sette any disputes amicably in the framework of its Terms and Conditions.
In accordance with the provisions of article 21 of the General Agreement on the Privileges and
Immunities of the Council of Europe, all disputes between the EDQM and the Purchaser as regards the
application of these General Terms shall be submitted, if a mutual agreement cannot be reached
between the parties, to arbitration as laid down in Order Mo, 481 of the Secretary General, approved
by the Committee of Ministers.
This transaction shall be govermed by the Council of Europe’s relevant regulatory framework,
complemented, where necessary, by French national substantive law.

8. Citation
Users shall ensure that any reference made to an EDQM Reference Standard in any publication,
presentation or public document (ex. sdentific articles, data sheets for kits) bears the exact name,
and catalogue code of the Reference Standard and the exact name and address of EDQM as given on
the first page of this information leaflet.

9. Adoption
The suitability for intended use has been officially adopted by the European Pharmacopoeia
Commission.

10. Signature

This document is approved by:

Ms Caroline Offerlé
Head of the Quality and Risk Management Section

Signed on: 26/09/2019 Cat. Code: Y0OO1578 Rev.3 22
FORM/S97 Rev. 07 [14/01/2015]
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COUKCIL OF ELIRCP
European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare gﬁ‘}/ T
Euwropean Pharmacoposia (Ph. Eur.) o
7. Allée Kastner C5 30026, F-57081 Strasbourg (France) [ — S———
Tel +33 (0388412035 Fax. = 33 (0)38841 27 71 o i ol
For any questions: www.edgm.eu (HelpDesk) & ool | s fesamd COMSEIL DE LELIROPE

INFORMATION LEAFLET Ph. Eur. Reference Standard
| Tadalafil CRS batch 3 |
1. Identification
Catalogue code: Y0D01417

2. Sdientific Information

2.1 Intended use

Reference Standard for laboratory tests as prescribed in the European Pharmacoposia only.
Established for use with the monograph(s): 2606.

2.2 Analytical information related to intended use, when applicable

The “as is” content is : 100.0% of C2ZZH19N304

23U tainty of . val I licabl
The uncertainty of the assigned value is not stated since it is considered to be negligible in relation to
the defined limits of the method-spedific assays for which the reference standard is used. Please also
refer to Ph. Eur. chapter 5.12.

2.4 validity

Ph. Eur. RS are periodically tested to ensure their continuous fitness for purpose. For each valid Fh.
Eur. RS, a Batch Validity Statement at the time of use can be downloaded and printed from the EDOM
website (Reference Standards Database).

2.5 Instructions for use

The container should not be opened until required for use. Allow the closed container to equilibrate at
ambient temperature before opening to avoid uptake of moisture. Use "as is". Do not dry/desiccate
before use. Ph. Eur. RS are for immediate use. Once the container has been opened, its entire content
must be used immediately. Any further storage and re-use are not warranted.

3. Storage conditions
In the original container at +5°C + 3°C, protected from light. Re-instate promptly upon receipt.

4. Safety
For scientific research, development and analysis only. Handle in accordance with good occupational
hygiene, safety and laboratory practices and take precautions to avoid exposure. More information is
available at the EDQM website (Reference Standards Database): Safety Data Sheet for hazardous
chemicals and Safety Data Statement for other materials.

5. Shipping conditions
Each Ph. Eur. RS is shipped under conditions that preserve its suitability for use and comply with the
relevant regulations. For more details see EDQM website (Reference Standards Database).

6. Warranties, Liabilities and responsibility

Safety

In the event of any safety concemns, please read carefully the safety data sheets or safety data statements
available for each product. It is for Purchasers to determine independently the risks associated with the frems and
to take appropriate safety measures, including the provision of appropriate information, equipment and training
of those persons coming into contact with the item.

- Warranties

Except for the use of Reference Standards in tests and assays carried out in accordance with the official methods
of the European Pharmacoposia and by professionals with the necessary technical skills and at their own
discretion and risk, the EDGM makes no representation, contractusl statement, or expression of opinion

Signed on: 12/05/2020 ” |‘|II|| mll‘lm
Rev.1

FORMYSE7 Rev, 04 (0370220207 00YOOOL417
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concerning the quality or safety of any item supplied, the presence of any defect in it or its fitness for any
particular purpose except that as described above.

The EDOM does not guarantee that the #ems will meet the Purchaser's specific expectations, The EDOM only
guarantees that the items (i) were fit for use according to EDOM’s intended use of the product i) were fit for
use at the moment that they were handed over to the camier being responsible for the delivery of the ftems to
the Purchaser with such accessories including packaging, delivery instructions or other instructions for the item's
delivery and reception as the Purchaser may expect to receive; and (iii) possess qualities and performance
capabilties which are normal in goods of the same type and which the Purchaser may expect given the nature of
the goods and the information provided on the EDQM's website and (iv) the camier and the Purchaser received
clear and accurate instructions for the item’s delivery and reception. Mo other guarantees, whether esplicitly or
implied, are given by the EDOM. The EDGM does not guarantes that the purchase or use of the items will not
infringe any intellactual property rights, in particular patents,

- Limitation of Liability

In no event shall the EDOM be liable for any damages due to the use of items, included, but not limited to loss
of business, loss of profit, loss of use, loss of opportunity, costs of procurement: of substitute goods, services ar
systemns or for any indirect, special, incidental, punitive or consequential damages, however caused and, whether
in contrack, tort or under any other theory of liability, whether or not the Purchaser has been advised of the
possibility of such damages or costs.

Any liability of the EDGM for injury, loss or damage arising from the supply or use of any such fem is in any
event hereby excluded to the fullest extent permitted internationally accepted commercial standards: in
particular, no liability is accepted for loss of profits or indirect or consequential loss.

7. Arbitration & Applicable | aw
The aim of the EDQM is to sette any disputes amicably in the framewaork of its Terms and Conditions.
In accordance with the provisions of article 21 of the General Agreement on the Privileges and
Immunities of the Council of Europe, all disputes between the EDQM and the Purchaser as regards the
application of these General Terms shall be submitted, if a mutual agreement cannot be reached
between the parties, to arbitration as laid down in Order No. 451 of the Secretary General, approved
by the Committee of Ministers.
This transaction shall be governed by the Council of Europe's relevant regulatory framewaork,
complemented, where necessary, by French national substantive law.

8. Citation
Users shall ensure that any reference made to an EDQM Reference Standard in any publication,
presentation or public document (ex. sdentific articles, data sheets for kits) bears the exact name,
and catalogue code of the Reference Standard and the exact name and address of EDQM as given on
the first page of this information leaflet.

9. Adoption
The suitability for intended use has been officially adopted by the Eurcpean Pharmacopoeia
Commissian.

10. Signature

This document is approved by:

Ms Caroline Offerlé
Head of the Quality and Risk Management Section

Signed on: 12/05/2020 Cat. Code: Y0OOO1417 Rev.1 22
FORMSE7 Rev, 04 [02/02/20207
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COUNCIL OF ELIROP
European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare gp{ I

European Pharmacoposia (Ph. Eur.) .

7. Allée Kasmer C5 30026, F-57081 Strasbourg (France) [T S

Tel +33 (038841 2035 Fax. + 33 (0)38841 27 71 Tt Dy delga

For any guestions: www.edgm.eu (HelpDesk) § ool | oo e et COMSEIL DE LEUROPE

INFORMATION LEAFLET Ph. Eur. Reference Standard
| Vardenafil hydrochloride CRS batch 2 |

1. Identification
Catalogue code: YOO01647 Unit Quantity: ca 130 mg

2. Sdientific Information

2.1 Intended use

Reference Standard for laboratory tests as prescribed in the Buropean Pharmacoposia only.
Established for use with the monograph(s): 2782.

2.2 Analytical information related to intended use, when applicable

The "as is” content is : 90.5 % of C23H33CINGD4S

2.3 Uncertainty of the assigned value, when applicable

The uncertainty of the assigned value is not stated since it is considered to be negligible in relation to
the defined limits of the method-specdific assays for which the reference standard is used. Please also
refer to Ph. Eur. chapter 5.12.

2.4 Validity

Ph. Eur. RS are periodically tested to ensure their continuous fitness for purpose. For each valid Ph.
Eur. RS, a Batch Validity Statement at the time of use can be downloaded and printed from the EDQM
website (Reference Standards Database).

2.5 Instructions for use

The container should not be opened until required for use. Allow the dosed container to equilibrate at
ambient temperature before opening to avoid uptake of moisture. Use "as is". Do not dry/desiccate
before use. Ph. Eur. RS are for immediate use. Once the container has been opened, its entire content
must be used immediately. Any further storage and re-use are not warranted.

3. Storage conditions
In the original container at +5°C + 3°C, protected from light. Re-instate promptly upon receipt.

4. Safety
For scientific research, development and analysis only. Handle in accordance with good occupational
hygiene, safety and laboratory practices and take precautions to avoid exposure. More information is
available at the EDQM website (Reference Standards Database): Safety Data Sheet for hazardous
chemicals and Safety Data Statement for other materials.

5. Shipping conditions
Each Ph. Eur. RS is shipped under conditions that preserve its suitability for use and comply with the
relevant regulations. For more details see EDQM website (Reference Standards Database).

6. Warranties, Liabilities and responsibility

- Safety

In the event of any safety concemns, please read carefully the safety data sheets or safety data statements
available for each product. It is for Purchasers to determine independently the risks associated with the items and
to take appropriate safety measures, including the provision of appropriate information, equipment and training
of those persons coming into contact with the item.

- Warranties

Except for the use of Reference Standards in tests and assays carried out in accordance with the official methods
of the European Pharmacoposia and by professionals with the necessary technical skills and at their own
discretion and risk, the EDQM makes no representation, contractual statement, or expression of opinion
concerning the quality or safety of any item supplied, the presence of any defect in it or s filness for any

particular purpose except that as described abowve,
Signed om: 19/12/2018 ” |‘|II|| ||| Hl‘lll‘
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The ED{)M does not guarantee that the Zems will meet the Purchaser’s specific expectations, The ED(M only
guarantees that the tems (i) were fit for use according to EDOM’s intended use of the product :{ii) were fit for
use at the moment that they were handed over to the carrier being responsible for the delivery of the items to
the Purchaser with such accessories including packaging, dalivery instructions or other instructions for the item’s
delivery and reception as the Purchaser may expect to receive; and (ili) possess qualities and performance
capabilties which are normal in goods of the same type and which the Purchaser may expect given the nature of
the goods and the information provided on the EDQM's website and (iv) the carrier and the Purchaser received
clear and accurate instructions for the item’s delivery and reception. Mo other guarantees, whether explicitly or
implied, are given by the EDOQM. The EDQM does not guarantee that the purchase or use of the items will not
infringe any intellectual property rights, in particular patents.

- Limitation of Liabiliy

In no event shall the EDOM be liable for any damages dus to the use of items, included, but not limited to loss
of business, loss of profit, boss of use, loss of opportunity, costs of procurement of substitute goods, services or
systems or for any indirect, special, incidental, punitive or consequential damages, however caused and, whether
in confract, tort or under any other theory of ligbility, whether or not the Purchaser has been advised of the
possibility of such damages or costs,

Any liability of the EDOM for injury, loss or damage arising from the supply or use of any such item is in any
event hereby excluded to the fullest extent permitted internationally accepted commercial standards: in
particular, no lisbility is accepted for loss of profits or indirect or consequential loss.

7. Arbitration & Applicable | aw
The aim of the EDQM is to settle any disputes amicably in the framewaork of its Terms and Conditions.
In accordance with the provisions of article 21 of the General Agreement on the Privileges and
Immunities of the Council of Europe, all disputes between the EDOQM and the Purchaser as regards the
application of these General Terms shall be submitted, if @ mutual agreement cannot be reached
between the parties, to arbitration as laid down in Order No. 481 of the Secretary General, approved
by the Committee of Ministers.
This transaction shall be governed by the Council of Europe’s relevant regulatory framework,
complemented, where necessary, by French national substantive law.

8. Citation
Users shall ensure that any reference made to an EDQM Reference Standard in any publication,
presentation or public document (ex. scientific articles, data sheets for kits) bears the exact name,
and catalogue code of the Reference Standard and the exact name and address of EDQM as given on
the first page of this information leaflet.

9. A
The suitability for intended use has been officially adopted by the Euwrcpean Pharmacopoeia
Commission.

10. Signature

Thiz document is electronically signed by:

Dr Pierre Leveau
Head of the Quality, Safety and Environment Division

Signed on: 19/12/2018 Cat. Code: YODO1647 Rev.2 22
FORM/SS7 Rev. 02 [29/10/2018]
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