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KONU:
ilac etken maddelerindeki genotoksik safsizliklarin 2D-LCMSMS (Co-Sense) sistemi ile tayini.

CALISMANIN AMACI:

ilac icerisinde, eser derisimlerde bulunsalar dahi, sebep olduklan DNA hasarina
mutajen/kanserojen etki gosteren genotosik ilac impiritelerinin kalitatif ve kantitatif analizi.

METOD ve MATERYALLER:

Calisma Shimadzu marka LCMS-8040 model LC-MSMS sistemi ile yapilmistir.

Kullanilan Standart Tiirleri:

Etken maddenin (Rabeprazol) USP standardi kullanmlmistir.

Ekstraksiyon Yontemi:

bagli olarak

Standart ve numuneler MeOH:Su (40:60 v/v) icerisinde ¢ozulur, siringa ucu filtreden (0.45um naylon) suzilerek

sisteme enjekte edilir.

Hesaplama: Numune degerlendirmesi ilk olarak kalitatif (kiitle spektrumlar ve standart alikonma zamanlan
referans alinir) olarak, ardindan dis standart metoduyla (seyrelme ve numune miktan dikkate alinarak)

kantitatif olarak tayini gerceklestirilir.

ANALITIK KOSULLAR:
Mobil Faz (1.D) Metanol:Fosfat Tamponu, 50mM pH:7.0 (3:2, v/v)
Kolon (1.D) GL Science InertSustain C18 (150X4.6mm, 5um)
Mobil Faz (Trap/Desalting) Amonyum Asetat (50mM, Suda)
Kolon (Trap/Desalting) Inertsil ODS-3 (20X4mm, 5um)
Mobil Faz (2.D) Metanol:Amonyum Asetat, 10mM*
Kolon (2.D) Shim-pack XR-ODS 50X2mm, 2.2um
Cihaz : Shimadzu LCMS-8040 Akis Hiz1(1.D) : 1 mL/dk
Akis Hizi(Trap) : 5mL/dk
Akis Hiz1(2.D) : 0,4 mL/dk
Kolon Firin Sicakligi :30°C
Dedektor : SPD-20A(1.D)/LCMS-8040(2.D)
Enjeksiyon Hacmi :5uL
Siire : 45 dk
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2D-LCMSMS Time Program

Time Module Command Value
1 8,57 Pumps Pump C Flow 1
2 8,58 Controller Event 2
3 8,58 Pumps Pump C Flow 0,5
< 8,58 Pumps Pump D Flow 0,2
S 8,59 Pumps Pump D Flow S
6 9,54 Pumps Pump D Flow 5
7 9,55 Controlier Event 23
8 955 Pumps Pump D Flow 0
9 9,56 Pumps Pump C Flow 0,5
10 9,57 Pumps Pump C Flow 1,5
1 11,00 Pumps Pump B Cenc. 40
12 15,00 Pumps Pump B Conc. 95
13 2000 |Controller Event 4
14 20,00 Pumps Pump D Flow 0
15 20,01 Pumps Pump D Flow 0,2
16 30,00 Pumps Pump B Cenc. 95
17 30,00 Pumps Pump C Flow 15
18 30,01 Pumps Pump B Cenc. 40
19 30,01 Pumps Pump C Flow 1
20 450 Controller Stop

UV Dalga Boyu :290nm
MS Kosullan

& Instrument Parameters View [ Nomal | [Advanced) End Time - 45.00 min
MS | Interface | Data Acquisition | LC Time Prog. | Pump | Detector A | Column Oven | Controler | Autosampler | AutoPurge |
WlcmGas | ciDGas.. || Attenuaton... | -
Type Event# +- Compound Name miz Time (0,000 min - 45,000 min)
Q3 Scan 1 + | 100,00:650,00
Q3 SiM 2 + | IMP 2 (SIM) 508,00
Q3 SIiM 3 + | IMP 3 (SIM) 569,00
Q3 SiM - + | IMP 1 (SIM) 394,00
Q3 SiM 5 + | Rabeprazole (SIM) 360,00
Product lon Scan 6 + | 508,00 = 100,00:520,00
MRM 7 + | Rabeprazole (MRM) 360,00-2 w
MRM 8 + | IMP 2 (MRM) 508,20>242,20
MRM 9 + | IMP 1 (MRM) 354,10-210,10
MRM 10 + | IMP3 (MRM) 569,20>328,20
Ch | Precursor miz | Product miz | Dwell Time (msec) CE
Chi 350,00 242 00 30,0 -15,0
Chz 350,00 195,00 30,0 -15,0
Ch3 350,00 150,00 30,0 -35,0
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SONUCLAR ve GORUSLER

Rabeprazole etken maddesinin icerdigi impuritelerin analizi, 2.D-LC-UV-MSMS sistemi ile simultane olarak
gerceklestirilmistir.

Bilindigi lizere, LC-MSMS analizlerinde ucucu olmayan inorganik tuzlarin ve asit/baz ¢ozeltilerinin
kullanim1 miimkiin degildir. 2.D-LC-MSMS sistemi ile, birinci boyutta referans alinan farmakopi metoduna
uygun mobil fazlar kullanilarak HPLC analizi gerceklestirilir (Birinci boyut/1.D), hedef pik, alikonma
zamani ve farmakopideki kriterler dikkate alinarak diverter valf (FCV-20AH2) araciligiyla trap kolonuna
alimir (Trapping), HPLC sisteminden gelen ve LC-MSMS icin uygun olmayan tuzlar uzaklastinlir (Desalting)
ve yine bir diverter valf (FCV-20AH2) araciligiyla LC-MSMS sistemine iletilerek (ikinci boyut/2.D) analiz
gerceklestirilir (Adim 1-3).

Det. 2
(LC-MSMS)

Kolon 1

Pompa 1

Oto-Orn. Det.A
A etl.
ML (uvvis)

Kolon 3

ompa3

> -

Valf

Kolon2

Adim 1: 1D Kromatografik Ayrim ve Deteksiyon (UV); Hedef impurite ana madde ve diger impuritelerden ayrilir.

Det. 2
% Kolon 1 (LC-MSMS)

Pompa 1
Oto-Orn.

Det.1
(UV-VIS)

Pompa 2
Adim 2: Trapping/Desalting; Hedef impurite, trap kolonunda alikonur, Trap (alikonma), ucucu organik

tampon iceren mobil faz ile gerceklestirilir. HPLC, 1.Boyutta kullanilan, az ucucu/ucucu olmayan inorganik
tampon uzaklastinlarak MS analizi i¢in uygun ortam saglanr.
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Det. 2

Kolon 1 (LCW_EMS)
Pompa 1
Ot@m.
| Det.1 02
(UV-VIS) %
x
Pompa 3
L R
p s
Valf 1 Valf 2
Kolon2
Pompa 2

Adim 3: 2D Pompa 3 ve Kolon 3 araciligi ile 2.Boyuttaki kromatografik ayrim ve MS dedeksiyonu gerceklestirilir.

Kromatogramlar

1. Rabeprazol imp A, HPLC Kromatogrami

Datafile Name:Rabeprazole_5mg_5uL_Cosense_IMP__01.lcd
Sample Name:Rabeprazole_5mg_5uL_Cosense_IMP
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2. LC-MSMS Kromatogramlari

Kromatogram, TIC (Q3 Scan)
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Calismada, MSMS parametrelerinde goriilecegi iizere Scan, SIM, Product lon Scan ve MRM modlan,
(yontemin kalitatif ve kantitatif olarak giicli olmasi amaciyla) ayni zaman araligina analiz icin

kullamlmistir.

Kromatogram, TIC (Product lon Scan)

Precursor m/z: 508, CE=-25V
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Kromatogram (MRM)

IMP-I, MRM Trans.: 394.1>210.1 IMP-1l, MRM Trans.: 508.2>242.2
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3. Kalibrasyon Egrileri

IMP-I, MRM Trans.: 394.1>210.1 IMP-II, MRM Trans.: 508.2>242.2

r°=0.999 r°=0.999

Area(x100,000) Area(x10,000,000)

1,00+ ]
] 1,00+

0'OOI"''I""I""I""I""I' LU e
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 Conc. 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 Conc.

IMP-11l, MRM Trans.: 569.2>228.2

3 5£i\rea(x100,000)

LU e s
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 Conc.

Bu Aplikasyon Notu uygulamanin gerceklestirildigi tarihe ait bilgiler 1s181nda olusturulmustur.
Bu yayinda yer alan bilgilerin referans gosterilerek baska bir yerde kullanilmasi Ant Teknik’in iznine tabidir.
Aplikasyon Notu Ant Teknik tarafindan 6nceden bildirilmeksizin degistirilebilir.
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