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OZET

Bazi Antikanser Ila¢ Etken Maddelerinin iyonlasma Davramsimin Ters Faz
Si1vi Kromatografik Yontemle Belirlenmesi

Sunulan bu tezde Lapatinib ve Tamoksifen antikanser ilag etken
maddelerinin iyonlagsma/protonasyon (pKa) sabitlerinin tayini i¢in Ters Faz Sivi
Kromatografi (RPLC) yontemi  gelistirilmistir.  Hidroorganik  ¢oziicii
karisimlarinda organik modifiyer olarak secilen asetonitrilin, bilesiklerin pKa
degeri ve kromatografik ayirmadaki etkileri incelenmistir. Hidrofobik 6zellikteki
bilesiklerin su ortamindaki pKa degerlerinin belirlenmesi i¢in asetonitrilin
makroskopik sabitleri (mol kesri, dielektrik sabiti) kullanilmistir. Elde edilen
veriler degerlendirildiginde mol kesri-pKa yaklasimi ile Tamoksifen i¢in pKa
degeri 8,733; Lapatinib i¢in pKa1 Ve pKaz degerleri sirasiyla 5,461 ve 7,114 olarak
hesaplanmustir.

Metot optimizasyon ¢alismasinda bilesiklerin se¢ilen mobil faz pH’sinda
hesaplanan kapasite faktorii, secicilik faktorii ve aywrma giicii verileri
degerlendirildiginde, optimum ayirma kosulu pH’st 6 olan %50 (v/v) asetonitril
iceren asetonitril-su karisimi  secilmistir. Gelistirilen metot bu ilag aktif
bilesiklerin ayn1 anda ayrimi ve onlarin ticari ilag dozaj formlarinda tayini i¢in
uygulanmistir. Metotun dedeksiyon limiti sirasiyla Lapatinib i¢in 0,842 pg/mL,
Tamoksifen i¢in 1,114 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Anahtar kelimeler: Kanser, Kemoterapétik ilag, Kromatografik davranis, RPLC,
Metot Gelistirme, Metot Validasyonu



ABSTRACT

Determination of lonization Behavior of Some Anticancer Drug Active
Substances by Reverse Phase Liquid Chromatographic Method

In this present thesis, Reverse Phase Liquid Chromatography (RPLC)
method was developed for the determination of ionization/protonation (pKa)
constants of Lapatinib and Tamoxifen anticancer active ingredients. The pKa
value of the compounds of acetonitrile selected as an organic modifier in
hydroorganic solvent mixtures and its effects on chromatographic separation were
investigated. Macroscopic constants (mole fraction, dielectric constant) of
acetonitrile were used to determine the pKa values of hydrophobic compounds in
the water. When the data obtained were evaluated, the pKa value for Tamoxifen
was 8,733 when the mole fraction-pKa approach was used; The pKa: and pKaz
values for Lapatinib were calculated as 5,461 and 7,114, respectively.

In the method optimization study, when the capacity factor, selectivity
factor and resolution factor calculated at the selected mobile phase pH of the
compounds were evaluated, acetonitrile-water mixture containing 50% (v/v)
acetonitrile with pH 6 was chosen as the optimum separation condition. The
developed method has been applied for simultaneous separation of these drug
active compounds and their determination in commercial drug dosage forms. The
detection limit of the method was calculated as 0.842 pg/mL for Lapatinib and
1.114 pg/mL for Tamoxifen, respectively.

Key words: Cancer, Chemotherapeutic drug, Chromatographic behavior, RPLC,
Method Development, Method Validation
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1. GIRIS
1.1. Kanser
Kanser, diinyanin her iilkesinde baslica oliim nedenleri arasinda yer
almaktadir ve artan yasam beklentisinin onlinde 6nemli bir engel olusturmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2019 yili verilerine gore kanser; 183 iilkenin
112'sinde 70 yas Oncesi Oliimlerin birinci veya ikinci; 23 iilkede ise iiglincii veya

dordiincti 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.

Kanser insidansi ve mortalite yiikii diinya ¢apinda hizla artmakta, bu da niifusun
yaslanmasini ve biiyiimesini olumsuz yonde etkilemektedir. 2020'de diinya ¢apinda
yaklasik 19,3 milyon yeni vaka ve 10 milyon kansere bagli 6liim tespit edilmistir.
2040 yilina kadar da %47’lik bir artis ile diinya genelinde yaklasik 28,4 milyon yeni

kanser vakasi olacagi ongoriilmektedir (1).

Tiirkiye’de ise niifus 84.339.067 iken, yillik yeni kanser vaka sayisi 233.834 ve
kansere bagli yasam kaybi sayis1 126.335 olarak bildirilmistir (2). Akciger kanseri
erkeklerde en sik goriilen ve oliimlerin dnde gelen nedeni olan kanser tiiriidiir (Sekil
1.1), bunu insidans agisindan prostat kanseri ve kolorektal kanser; mortalite
acisindan karaciger ve kolorektal kanser izlemektedir. Kadinlarda ise meme kanseri

en sik teshis edilen kanserdir (Sekil 1.2).

Akciger
34 207 (25.8%)
Diger Kanserler

48 513 (36.5%)

Mide
8 187 (6.2%)

Prostat
19 444 (14.6%)

Mesane Kolorektum
10 476 (7.9%) 11 989 (9%)

Sekil 1.1. Tiirkiye’de 2020 yilinda erkeklerde goriilen kanser vaka sayisi (2)



Meme
24 175 (23.9%)

Diger Kanserler

43 632 (43.2%)
Tiroid
11034 (10.9%)
Kolorektal
9202(9.1%)
Rahim Akciger
5918 (5.9%) 7 057 (7%)

Sekil 1.2. Tiirkiye’de 2020 yilinda kadinlarda goriilen kanser vaka sayisi (2)

2020 yilinda yaklasik 2,3 milyon yeni meme kanseri vakasi bildirilmis ve 685.000
Oliimle diinya ¢apinda kanser dliimlerinin besinci 6nde gelen nedeni haline gelmistir.
Kadinlar arasinda meme kanseri, her dort kanser vakasinin ve her alti kanser
Oliiminiin birinden sorumlu olmakla birlikte iilkelerin biiyiikk ¢ogunlugunda (185
tilkenin 159'unda) insidans agisindan ilk sirada ve 110 iilkede mortalite agisindan

birinci siradadir (1).

1.2. Meme Kanseri Tedavisine Farmakolojik Yaklasim

Erken teshis, giincel tedavi uygulamalar1 ve meme kanseri biyolojisinin molekiiler
temelinin anlasilmas1 gibi gelismelere ragmen, erken evre meme kanserli tiim
hastalarin  yaklasik %30'unda, ¢ogu durumda metastatik olarak hastalik
tekrarlamaktadir. Meme kanseri hormona bagli bir tlimordiir ve dstrojenin hastaligin
baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ostrojenin
biyolojik etkilerine Ostrojen reseptorii (ER) aracilik eder ve meme tiimorlerinin
yaklasik 9%70'1 dstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve/veya ostrojene
duyarli ve ER'ye bagl gen iiriinlerini ifade eder. Bu nedenle, ER antagonistleri veya
antiostrojenler kullanarak ER'yi hedeflemek, hem menopoz 6ncesi hem de menopoz
sonrasit kadinlarda hastaligin tiim asamalar1 i¢in giivenilir bir terapdtik 6nlem

olmustur (3).



Meme kanseri hiicreleri {izerindeki giiclii antidstrojenik etkileri nedeniyle
Tamoksifen; erken evre hormona duyarli meme kanseri i¢in adjuvan tedavinin
onemli bir parcgasi haline gelmistir. Ayrica, meme kanserinin kemoprevensiyonunda

etkili oldugu gosterilmistir (4).

Tamoksifen, farmakolojik olarak uterusta bir agonist ancak memede bir antagonist
olarak hareket eden segici bir ER modiilatorii olarak siniflandirilan bir trifeniletilen
tirevidir (Tablo 1.1). Tamoksifen, reseptore baglanmak i¢in Gstrojen ile rekabet
ederek ER fonksiyonunu bozan parsiyal agonist gibi davranir. Tamoksifen’e bagh
ER kompleksi, genlerin Ostrojen tarafindan agilmasini 6nleyerek, kanser hiicresinin
biiylimesi veya c¢ogalmasindan sorumlu olan Ostrojenik etkileri inhibe eder (3).
Tamoksifen tedavisinin baslatilmasindan sonra yaklasik 4 hafta sonra kararli durum
konsantrasyonlarina ulasilir, bu da eliminasyon yari Omriiniin 7 giin oldugunu
gosterir. Tamoksifen metabolitleri safrada salgilanir ve enterohepatik dolagima girer.

Fekal atilim, eliminasyonun birincil yoludur (4).

Lapatinib, bir ikili tirozin kinaz inhibitoridir (TKI) (Tablo 1.1), HER1 ve HER2
tirozin kinaz aktivitesini reseptoriin hiicre i¢i alanimin ATP-baglanma bolgesine
baglanarak bloke eder. Bu, timdr hiicresi biiylimesinin inhibisyonu ile sonuglanir (5).
2007 yilinda FDA tarafindan metastatik HER2 pozitif meme kanseri i¢in onaylanan
Lapatinib; Trastuzumab, antrasiklinler ve taksan ile tedavi edilen meme kanseri
hastalarinin tedavisinde kemoterapotik ajan olan Kapesitabin ile kombinasyon
halinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bir aromataz inhibitorii olan Letrozol
ile birlestirilen bilesik, hormon reseptorlerini ve HER2'yi birlikte eksprese eden

metastatik meme kanseri i¢in birinci basamak tedavi olarak kabul edilmistir (6).

Lapatinib oncelikle karaciger tarafindan daha sonra da bobrekler tarafindan <%2
elimine edilmektedir. Serum Lapatinib konsantrasyonu uygulamadan 4 saat sonra pik
noktasina ulasir, giinliik dozla birlikte yaklasik iki kat birikir ve 6 ila 7 giin i¢inde
kararli duruma ulasir bu da 24 saatlik etkili bir yarilanma omrii oldugunu

gostermektedir (7,8).



Tablo 1.1. Tamoksifen ve Lapatinib’in kimyasal yapilar1 (9)

(s}
MTI

Tamoksifen

. Molekiil .
Kimyasal Yapi Formilii Kimyasal Ad1
L ‘ 2-[4-[(2)-1,2-diphenylbut-
‘ 1-enyl]phenoxy]-N,N-
O CasH29NO dimethylethanamine

Lapatinib

C29H26CIFN404S

N-[3-chloro-4-[(3-
fluorophenyl)methoxy]phe
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1.3. Asit-Baz Tyonlasma Sabiti

Bir molekiiliin asit-baz iyonlagsma sabiti, genellikle negatif logaritmasi veya pKa
olarak rapor edilen, yeni ilaglarin gelistirilmesi sirasinda dikkate alinmasi gereken
onemli bir fiziksel dzelliktir. Diinya Ila¢ Endeksi'ndeki ilaglarm yaklasik %63'ii pH
2-12 araliginda iyonlasabilir ve sirastyla ~%43 ve ~%12'si tek bir bazik veya asidik

fonksiyonel grup igermektedir (10).

Yeni molekiillerin basarili bir sekilde ilaca doniistiiriilmesi i¢in uygun absorbsiyon,
dagilim, metabolizma ve atilim (ADME) ozelliklerine ihtiyag duyulmaktadir.
Iyonlasabilen ilaglarin bu farmakokinetik 6zellikleri pKa degerlerinden biiyiik 6l¢iide

etkilenir (11).




Iyonlasan formlar genellikle suda daha fazla ¢oziiniirken, nétr form daha lipofiliktir
ve daha yiiksek membran gegirgenligine sahiptir. Iyonlasmayan kisimlar hiicre
zarindan kolaylikla gecebilirken iyonlasan formlar gecemez. Iyonlasma derecesi,
ilaglarin viicudun farkli bolgelerine niifuz etme davranisiyla ilgili 6nemli bilgiler
tasir. Bir ilag molekiiliiniin asit-baz 6zelligi yani pKa degeri biyolojik sistemlerdeki
lipofilikligi, ¢oziinlirligii, hiicreler aras1 gecirgenligi, hedef hiicrelerle etkilesimleri,
yan etkilerin indiiklenmesi gibi fizikokimyasal Ozellikleri etkiler. Bu da sirasiyla
absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilim (ADME) gibi ilacin farmakokinetik
ozelliklerini dogrudan etkiler. Ayrica bilesiklerin iyonlasma sabitini bilmek, ilacin
farmakolojik aktivitelerini ve farmakodinamik 6zelliklerini tahmin edebilmek igin
gereklidir ve pKa degeri, ila¢ molekiilii i¢in analiz yontemleri gelistirilirken optimum

kosullarin se¢ilmesinde de 6nemli bir parametredir (12-15).

[lacin pKa degerine yakin pH degerinde, ilag molekiilii iyonlasmis ve iyonlasmamis
formlarda esit miktarlarda bulunur. ilacin pKa degerinin bilinmesi ¢ok 6nemlidir
clinkii 1la¢ molekiilleri gastrointestinal kanalda emildiginde genis bir pH araligina
(midede pH 2'den ince bagirsakta pH 8'e kadar) maruz kalacaklardir. Bunun i¢in pKa
degerinin bilinmesiyle ilacin nerede daha iyi emilecegi konusunda daha fazla bilgi
sahibi olmak miimkiindiir. Ayrica ortamin pH'sin1 degistirerek ilacin ¢oziiniirliigii de
degistirilebilir. ila¢ suda ¢oziiniir (genellikle tuz formunda) veya yagda ¢oziiniir
olabilir (16).

Evrensel olarak bir sabit olarak adlandirilmasina ragmen, iyonlagma sabiti yani pKa
aslinda gercekten sabit degildir; sicakliga (T), iyonik siddete (I) ve ¢oziicii dielektrik
sabitine (¢) bagl olarak degiskenlik gostermektedir. pKa degerleri ¢dzeltinin iyonik
siddetine bagl olarak degismektedir. Farkli iyonik tiirlerin aktivite katsayilart (y),
iyonik siddete baghdir (Debye-Hiickel teorisi) (17).

1.4. pKa Tayininde Kullanilan Y 6ntemler

Asit-baz iyonlagma sabitlerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler vardir. Geleneksel
olarak potansiyometri ve UV-Vis absorpsiyon spektrometrisi, dogruluklar1 ve
tekrarlanabilirlikleri nedeniyle iyonlasma sabitlerinin belirlenmesi i¢in yaygin
kullanilan tekniklerdendir. Son 20 yilda ise sivi kromatografi ve kapiler elektroforez

gibi baz1 teknikler bu parametrenin tayininde gii¢lii bir alternatif haline gelmistir. Bu



yontemlerin ¢ogunda, analitin fiziksel bir o6zelligi, bir ¢ozeltinin pH'sinin bir
fonksiyonu olarak 6l¢iiliir ve elde edilen veriler, iyonlagsma sabitlerinin belirlenmesi
i¢cin kullanilir. Ayrica, pKa degerleri, molekiiler yap1 kullanilarak tahmini hesaplama

yapan metotlarla da elde edilebilir.

Potansiyometrik Titrasyon: Dogrulugu ve hizli olmasi, cihazlarin ticari olarak
bulunabilirligi ve diisiik maliyeti nedeniyle pKa degerlerini belirlemek i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (12-17).

Bir potansiyometrik titrasyonda, bir numune, pH elektrotu kullanilarak asit veya baz
ile titre edilir. Potansiyometrik titrasyonda, titre edilen ¢o6zeltinin pH'sindaki bir
degisikligin neden oldugu elektriksel potansiyel degisimi, bir cam elektrot
kullanilarak izlenmektedir. pH degisimine karsi belirlenen potansiyel degisimi
grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidailin orta noktasi, analizlenen bilesigin pKa
degerini verir. Bu degisim, pH’s1 bilinen standart ¢ozeltiler kullanilarak dogrusal bir
grafige doniistiiriilebilir. lyonlasma sabitleri sicakliga gore degistiginden sicakligin
titrasyon sirasinda mutlaka kontrol edilmesi gerekmektedir. Titrasyon egrilerinden
pKa degerini hesaplamak icin gran grafigi, ikinci tiirev ve dogrusal olmayan

regresyon yontemleri kullanilmaktadir (12).

Spektrofotometrik Titrasyon: Bu yontem potansiyometrik titrasyona alternatif
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ¢ok daha diislik ¢oziiniirliige ve daha
diisiik numune konsantrasyonlarina sahip bilesiklerle ¢alisilabilir. Spektrofotometrik
yontemin baglica avantaji; uygun molar absorpsiyon katsayilarina sahip bilesiklere

kars1 daha yiiksek hassasiyet gostermesidir (12).

Bir molekiiliin iyonlasmis ve iyonlasmamis bicimlerinin spektrumlar1 farkh
oldugundan pKa'y1 belirlemek igin UV/Vis spektrofotometrisi kullanilabilir (18).
Numunenin absorbsiyon spektrumu, titrasyon sirasinda notr ve iyonlasmis tiirlerin
konsantrasyonuna bagli olarak degisir. Absorbanstaki en biiyiik degisiklik, pKa
degerine karsilik gelen pH'da meydana gelir. Spektrofotometrik yontemler,
potansiyometrik yontemlerde oldugu gibi hassasiyeti oldukca yiiksek yontemlerdir

(12).



Kapiler Elektroforez (CE): Kapiler elektroforez yontemi (CE) ile pKa degerlerinin
belirlenmesi, iyonlasan bir bilesigin sabit iyonik siddete ve cesitli pH'lara sahip bir
dizi elektrolit ¢ozeltisindeki etkin hareketliliginin gézlemlenmesine dayanir. Yiiksiiz
durumda, ¢oziinen sifir hareketlilige sahipken, tamamen iyonize hali maksimum
hareketlilige sahiptir. Bu hareketlilik, analitin deneysel olarak belirlenen goc
stiresinden ve farkli pH degerlerinde elektroozmotik akistan yararlanilarak
hesaplanir.

Oldukga hassas bir ayirma teknigi olarak CE, pKa degerlerinin belirlenmesi i¢in saf
olmayan numuneler {izerinde g¢aligma imkani, diisik miktarda numune iizerinde
calisma, analitlerin konsantrasyonlarin1 dikkate almadan sadece gog¢ siirelerini

kullanma, olduke¢a kisa calisma siireleri gibi ¢esitli avantajlar saglamaktadir (12).

Kromatografi: Kromatografi, ayrilmasi istenen bilesiklerin bir mobil fazin
icerisinde yer alarak belirli bir yonde sabit bir fazin igerisinden ge¢me prensibine
dayanan fiziksel bir ayirrma yontemidir. Kromatografi ilk olarak 1906’da Rus
botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerinin ayriminda kullanilmistir. Tk
modern cihaz ise 1965 yilinda Yale Universitesi, Csaba Horvath tarafindan
gelistirilmistir. A.J.P. Martin ve R.L.M. Synge 1952 yilinda, Fenn J. B. ve Tanaka K.
2002 yilinda bu alanda calismis ve Nobel Bilim Odiilii almislardir (19).

Kromatografik yontemler ayrilma mekanizmalarina, uygulama bi¢imine ve faz

bigimlerine gore siniflandirilir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi (19)

Kromatografi Cesitleri Uygulama Bicimine Gore Faz Tiplerine Gore

Adsorpsiyon Kromatografisi | a)Diizlemsel Kromatografi | a) Sivi Kromatografisi
Partisyon Kromatografisi Kagit Kromatografisi Sivi-Kat1 Kromatografisi
Iyon Degistirme Ince Tabaka Sivi-Sivi Kromatografisi

Kromatografisi Kromatografisi

Jel Filtrasyon Kromatografisi | b) Kolon Kromatografisi b) Gaz Kromatografisi
Gaz Kromatografisi Gaz-Kat1 Kromatografisi
Yiiksek Performansh Sivi | Gaz-Sivi Kromatografisi

Kromatografisi




1.4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, duyarliligimmin yiiksek olmasi, kantitatif analizlerde kullanilabiliyor olmasi,
ucucu olmayan/sicaklikta kolayca bozulabilen maddeleri ayirmaya olanak sunmasi,
genis derisim araliklarinda calisilabilmesi, tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, ¢ok
yiikksek duyarliliga sahip olmast ve ¢ok genis kullanim alanlarina sahip olmasi
nedeniyle analitik ayirma yontemleri arasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir
(20).

Benzer kromatografik polariteye sahip molekiiller birbirlerini ¢ekme egilimindedir;
farkli polariteye sahip olanlar ¢ok daha zayif bir ¢ekim sergilerler ve hatta birbirlerini
itebilirler. Kromatografik ayirmanin temeli bu polariteye dayalidir. HPLC ydntemi
polarite esasina gore ikiye ayrilir.

Normal Faz Sivi Kromatografisi’nde, sabit faz mobil fazdan daha polardir. Silika
veya allimina partikiiller tizerine tutturulmus sabit faz; hekzan, metilen Kloriir,
kloroform, dietil eter ve bunlarin karigimi gibi az polar ¢oziici mobil fazlar
kullanilir. Silika jelin {izerine kimyasal baglarla —CN, —NO2 veya —NH: gibi polar
fonksiyonel gruplar baglanarak farkli sabit fazlar elde edilebilir. Normal faz
ayirimlarinda polaritesi yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz ile daha fazla
etkilegsmekte, buna bagl olarak kolonu daha ge¢ terk etmektedir, bdoylece ayrim
gerceklesmektedir (21).

Ters Faz Sivi Kromatografi (RPLC) yonteminde hareketli faz sabit faza kiyasla daha
polardir. Bu sebeple polar bilesiklerin yan1 sira 6zellikle apolar maddelerin
ayriminda bu ydntem tercih edilir. ilaglarin ¢ogunlukla apolar yapida olmasindan
dolay1 ilag analizlerinde Ters Faz Kromatografisi siklikla kullanilmaktadir.
Genellikle oktadesilsilan gibi sabit fazlar en cok kullanilmakla beraber, kisa zincirli
(C2, C8 vb.) fonksiyonel gruplar tastyan, fenil bagl veya siyano bagl sabit fazlar da
kullanilabilir. Polar maddeler uzun alkil zincirli sabit fazlarda daha ¢ok tutunurken,
apolar maddeler ise kisa alkil zincirli sabit fazlarda daha az tutunurlar. Bundan dolayi
uzun alkil zincirli sabit fazlar (C18) apolar maddelerin ayriminda, kisa alkil zincirli
sabit fazlarsa (C8, C4, C2) polar maddelerin ayriminda kullanilmaktadir. Mobil faz
bileseni olan tampon c¢ozeltiler oldukca Onemlidir, genellikle su, metanol,

tetrahidrofuran veya asetonitril gibi ¢oziiciiler kullanilir (20).



HPLC cihazi temel olarak su boliimlerden olusmaktadir: Mobil faz haznesi, pompa,
enjektor, kolon, dedektor (Sekil 1.3).

HPLC kolonu
Kromatogram
Wl ——
L/
Enjektor =
e —— -— =
[l ]
_l.. Veri toplama
Mobil faz -
Ornek
Pompa Dedektor
Atik

Sekil 1.3. HPLC cihazinin kisimlari (19)

Mobil Faz (Coziicii) Haznesi: HPLC cihazinda bir veya daha ¢ok cam veya
paslanmaz celik kaplar kullanilir. Calismada farkli polaritede ¢oziiciiler secilebildigi
icin bu kaplarin kalitesi 6nem arz etmektedir. Kolonu ve numuneyi etkileyerek
hatalara sebebiyet vermemesi i¢in kullanilan ¢ozeltiler saf olmalidir.

Degazer: Mobil faz igerisindeki gazlarin giderilmesi i¢in kullanilir. Kullanilmadan
once hazirlanan mobil fazin gazimmin alinmas: gereklidir. Mobil fazda hava
kabarciklarinin bulunmasit pompa ve kolonda sorunlara yol agabilmektedir (pik
genislemesi veya alikonma zamaninin degismesi).

Pompa: Sistemde numune ve mobil fazin enjektdr, kolon ve dedektér boyunca
stirekli sabit akigin1 saglayan en 6nemli kisimlardan biridir. Pompa, sivinin belli bir
akis hiz1 ile sistem igerisinde dolasimini saglar. Bu akis hiz1 dakika/mL cinsinden
ifade edilir. Yiiksek basincta calisilabilmesi, basing dalgalanmasinin diisiik olmasi,
dogruluk ve tekrarlanabilirliinin iyi olmasi, kendi lizerinden ayarlanabilir secenegi
olmasi bu yontemin en biiyiik avantajlarindandir.

Enjektor: HPLC sisteminde enjekte edilen numune basing yardimiyla mobil faza
karigir ve sonrasinda HPLC kolonuna mobil faz yardimiyla ulagir.

Kolon Firmi: Calismanin kalitesi agisindan kolonun ortam sicakliginin sabit olmast

gerekir. Kolon firini, sistemin sicakligini istenilen seviyede tutmak i¢in kullanilir.



Kolon: HPLC donaniminin en énemli boliimlerinden birisi olan kolon yani sabit faz,
bilesenlerin ayirimindan sorumludur. Kolon i¢ yiizeyinde kullanilan malzemeler
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri acisindan ¢ok c¢esitlidir ve kullanilacak mobil fazin ve
uygulanacak HPLC yonteminin 6zelliklerine ve analizi yapilacak 6rnegin kimyasal
ve fiziksel oOzelliklerine gore secilir. Bir¢ok analitik kolonun i¢ ¢apt 2-5 mm
araligindadir. Kolonlarin uzunlugu genelde 30-300 mm arasindadir. Kolon uzunlugu
arttikca bilesenler daha iyi ayrilmakta fakat analiz siiresi uzadigi i¢in daha fazla
mobil faz kullanilmaktadir.

Dedektor: Kolondan ¢ikan bilesenlerin ayrimlart ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in
gereklidir. Isin enerjisini elektrik enerjisine doniistiiren, fiziksel ve kimyasal
biiyiikliikleri gosteren veya kaydeden cihazlardir. Zamana kars1 dedektdr cevabina ait

bir grafik olusturulur ve bu grafige de kromatogram denir (22).

1.4.2. HPLC Cahsma Basamaklari ve Kullanilan Temel Kavramlar

Analiz edilecek madde, uygun ¢oziiniirliige bagli olarak bir ¢oziiciide ¢oziiliir.
Bilesenlerin ayrimi sabit faz olarak isimlendirilen kolonda gerceklesir. Cdziinen
karisim kolona enjekte edilir. Kolonda, mobil faz yardimiyla bu karisimin hareketini
saglamak i¢in bir basing uygulanir. Bu basingla birlikte farkli bilesenler, kolonu
farkli hizlarda terk ederler. Boylece bilesenler farkli zamanlarda kolondan ayrilirlar.
Bilesenler ayrildiktan sonra miktar tayini yapabilmek i¢in dedektorlerden
yararlanilir. Bunun i¢in numunelerin 6zelliklerine gore UV, floresans, iletkenlik,
kiitle gibi farkli detektorler kullanilabilir. Dedektorden elde edilen kromatogramlar
yorumlanir (22).

Kromatogram, tayini yapilan numunenin her bir bileseni igin belirli zamanlardaki
derisim degerine karsi elde edilen yanitin uygun bir dedektor ile saptanmasiyla elde
edilmis pikleri gosteren grafige verilen isimdir. Veriler, kromatogram sayesinde
yorumlanabilir. Sekil 1.4’te iki bilesenli bir numune i¢in kromatogram Ornegi yer

almaktadir.
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Sekil 1.4. Tipik bir HPLC kromatogram 6rnegi (23)

Numunenin kolona enjekte edilmesinden sonra cevap sinyali olan pikin dedektore
gelmesine kadar gegen siire alikonma zamanmi gosterir. Kromatografide pikin
allkonma zamami tr ile goOsterilir. Numunedeki her bir analit i¢in farklidir.
Kromatografik karsilastirmalarda alikonma zamani yerine kapasite faktoriinden de
(k) faydalanilir. Kapasite faktorii, kolondaki maddenin ilerleme hizidir. Kapasite
faktorii secilen yonteme, bilesenlerin kendi fiziksel ve kimyasal yapisina gore
farkliliklar gosterir ve 6zgiil bir degerdir. Optimizasyonda dikkat edilmesi gereken
parametrelerden biridir.

Kapasite faktorii asagidaki esitlik ile hesaplanir:

' (1.2)
tr: Bilesenin alikonma zamani

to: Kolonda tutunmayan tiirtin alikonma zamani

k degerinin biiyiik olmasi, bilesenin sabit fazda iyi tutundugundan kolon boyunca
yavas ilerledigini; k degerinin kiigiik olmasi ise bilesenin hareketli faza ilgisinin fazla
olmasindan dolayr kolonda hizli ilerledigini ifade etmektedir. k, 1-10 arasinda
olmalidir. k ¢ok kiiciikse bilesik ¢oziicii pikinden ayrilamaz; k ¢ok biiyiik olursa ise
ayirma iglemi uzun siirer. k degerlerinin bu aralikta tutulmasi i¢in, mobil faz ve sabit

faz bilesimlerinin degistirilmesi gerekir.
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Segicilik (a), kolonda daha uzun siire tutunan maddenin kapasite faktoriiniin, daha
kisa tutunan maddenin kapasite faktoriine oranidir. Daima 1°den biiyiik olmalidir.
Sabit fazin 6zelligine bagli olarak degisiklik gosterir, mobil faz bilesimi de se¢iciligi

kismen etkilemektedir.

(1.2)

Teorik tabaka sayisi (N), kolondan g¢ikan pikin simetrik olmasiyla ve piklerin
birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgili olan bir parametredir. N’nin sayisal degeri,
analizi yapilan maddenin 6zelliklerine ve deney kosullarina (akis hizi, sicaklik, kolon
kalitesi) da baglidir. Tavsiye edilen deger N>2000 olmalidir. Bir kromatografik

ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki formdil ile hesaplanir:

[t
N =554 —=
W,

(1.3)
N: Teorik tabaka sayis1
tr: Bilesenin alikonma zamani

Wos: Pikin yar1 yiiksekligindeki pik genisligi

Ayirma giicii (Rs) hesaplanmasinda, kapasite faktord, tabaka sayist ve segicilik
faktorii kullanilmaktadir. Birbirini takip eden iki pikin Rs degerinin > 1,5 olmast
ayrimin tam olarak gergeklestigini gosterir. Ayirma giicii icin gelistirilen baginti

asagida yer almaktadir:

(t,—t,)

R_1.18x - .
Wos+ Wi

(1.4)
Rs: ayirma giicii,
t1: Birinci pikin alikonma zamani,
to: Ikinci pikin alikonma zaman,
Wo,s: Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi,

Whos: Ikinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligidir.

12



Ayirma giicli; alikonma, secicilik ve etkinlik olmak iizere ii¢ temel faktore bagimli

olarak Purnell esitligiyle de ifade edilir.

R = () VW [ 5 19)

1+k,

Kuyruklanma faktorii (T), kromatogramda goriilen piklerin simetrisini ifade eder.
Her zaman simetrik olan pikler calismalarda tercih edilmelidir. Pik taban
yiiksekliginin %5’lik kismindan Olgiilerek hesaplama yapilir. Simetrik olmayan
pikler secilirse; yanlis tabaka sayis1 ve ayrim giicii sonuglari, yanlis miktar tayini,
tespit edilemeyen pik kuyruklanmalar1 ve diisiik alikonma tekrarlanabilirligi gibi
problemler olusabilir. Kolonlar uzun siire kullanildiginda kuyruklanma sik goriiliir ve

alinan sonuglar dogru olmayabilir (23,24).

1.4.3. HPLC Y 6ntemiyle pKa Tayini

Iyonlasan analitin alikonmas1 mobil fazin pH degerine bagh olarak degismektedir ve
bazik bilesenler igin alikonma sigmoidal davranisg gostermektedir. Bazik bilesiklerin

mobil faz pH degerine bagl olarak degisimi 3 bdlgede incelenebilir:

Tamamen protonlanmis bdlge olan A bolgesinde; analit diisiik alikonma gosterir.
Analit daha ¢ok hidrofilik formdadir. Kismi protonlanmis bolge olan B bolgesinde;
protonlanmis ve protonlanmamis iki analit formu gozlenir ve kotii pik sekillerine,
stabil olmayan alikonmaya sebep olur. Analitin nétral formu protonlanmis formuna
gore daha giiglii alikonmaya sahip oldugu i¢in, molekiiller sabit faz ile daha fazla
etkilesim gosterirler. pH degerindeki kii¢iik degisimler alikonmay1 biiyiik oranda
degistirir. Analitin notral formda oldugu bolge C bolgesi ise en hidrofobik oldugu

i¢in en uzun alikonma gosterir (Sekil 1.5) (25).
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Sekil 1.5. Bazik bilesiklerin mobil faz pH degerine bagli olarak degisimi (25)

Asidik bilesikler i¢in ayni tarzda bir alikonma gozlenir, fakat alikonmalari bazik
davranisin aynadaki simetrik goriiniisii gibidir. A bolgesinde bazik analitler oldukga
diisiik alikonma gosterir (iyonik formdaki analit) iken asidik analitler (notral
formdaki analit) uzun alikonma davranigi gosterir. B bolgesinde pikler yaygindir ve
bazen kuyruklanma durumu gosterebilir. Stabil olmayan alikonma goriiliir, pH
degerindeki ya da mobil fazdaki kiiciik degisiklikler alikonmayr biiyiik oranda
etkiler. C Bolgesinde ise asidik analitler igin oldukga kisa alikonma davranigi goriiliir
(Sekil 1.6) (25).

Sekil 1.6. Asidik bilesiklerin mobil faz pH degerine bagl olarak degisimi (25)

Amfiprotik bilesikler yapisinda hem asidik hem de bazik fonksiyonel grup
bulundururlar. Bu tip bilesiklerin pKa degerleri arasindaki farka bagli olarak biri

asidik gruba digeri de bazik gruba ait olan iki ayr1 sigmoidal gozlenir (25).
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Sekil 1.7. Amfiprotik bilesiklerin mobil faz pH degerine bagli olarak degisimi (26)

1.4.4. Ters Faz Sivi Kromatografi Yontemi Ile Sudaki pKa Degerinin
Belirlenmesi

Ters Faz Sivi Kromatografi yonteminde su ortaminda c¢oziiniirliigli zayif olan
bilesiklerin pKa degerinin belirlenebilmesi i¢in mobil faz ortamina bir miktar organik
¢oziict ilave edilmesi gerekmektedir. Mobil fazda organik modifiyerin bulunmasi
analitin pKa’ sin1 dogrudan etkilemektedir. Bir bilesigin su ortaminda ¢6ziinmese de
su ortamindaki pKa degeri hesaplanabilir. Bilesigin su-organik ¢oziicii karisiminda
elde edilen pKa verileri kullanilarak farkli metotlarla bilesigin sudaki degeri
bulunabilir.

1.4.4.1. Mol Kesri-pKa Tliskisi

Bu metotta mobil fazda kullanilan organik ¢oziiciiniin hacimce kesrine karsilik,
kullanilan ¢oziiciiniin mol kesri degerlerinin ¢alisilan sicaklik ig¢in bilinmesi
gerekmektedir. Mobil fazdaki organik ¢oziicliniin mol kesrine karsi, mobil fazdaki
pKa degerleri grafige gecirildiginde dogrusal grafikten elde edilen fonksiyonun
kesim noktasi, analitin su ortamindaki pKa degerini verir (27).

1.4.4.2. Dielektrik Sabiti-pKa Iliskisi

Bu metotta mobil fazda kullanilan organik c¢oziiciiniin hacimce kesrine karsilik
kullanilan ¢6ziiciintin dielektrik sabiti (&) degerlerinin ¢alisilan sicaklik igin bilinmesi

gerekmektedir. Bu yaklasimda 1/e- pKj iligkini kullanarak dogrusal bir grafik elde
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edilir. Dogrusal fonksiyonda calisilan sicakliktaki su ortaminda 1/e degerinin

bilinmesi gerekmektedir (27).

1.5. RPLC Metot Gelistirme ve Validasyon Parametreleri

RPLC yonteminde analizlenen bilesiklerin kromatografik davranigini kontrol eden
parametreler kolon sicakligi ve mobil fazin 6zellikleridir. Kolon sicakligi ve mobil
fazin igerdigi organik ¢6ziicii derisimi ve mobil faz pH’simin alikonma zamanina
etkisi incelenerek optimum deneysel parametrelerin belirlenmesi saglanir. Yapilacak
caligma ile ilgili detayli kaynak taramasi, referans metot ve makale arastirmasi
yapilarak bu 6zelliklere uygun mobil faz, kolon vb. segilebilmektedir (22).

Bu yontemde optimum kromatografik kosullar belirlendikten sonra analizlenecek
bilesiklerin oncelikle kalitatif tayini yapilir. Kalitatif tayinde, bilesiklerin kapasite ve
secicilik faktorii degerleri 1’in iizerinde; ayirma giicii degeri 1,5’un {izerinde
olmalidir. Bu kosullar saglandiktan sonra gelistirilen metot i¢in sistem uygunluk

testleri gergeklestirilir. Sonrasinda metot validasyonu islemine gecilir.

Metot validasyonu, sistemin amaglanan kullanim ig¢in gerektigi gibi ¢alisip
calismadigi, dogru, kesin ve giivenilir analitik veriler saglayarak onceden belirlenmis
spesifik referanslar1 karsilayip karsilamadigi gibi konular hakkinda bilgi veren
prosediirdiir. Bir metotun gegerliligi, analiz edilecek bilinmeyen molekiile benzer
numuneler veya standartlar kullanilarak laboratuvar deneylerinde gosterilmelidir.
Kromatografik metotlarin ilk rutin kullanimdan 6nce valide edilmesi gerekir. Bunun
icin de resmi kuruluslar tarafindan yayinlanan kilavuzlar dikkate alinir. En dogru
sonuclar1 elde etmek icin, numune alma, numune hazirlama, kromatografik ayirma,
saptama ve veri degerlendirmesi gibi metotun tiim degiskenleri, amaglanan numune

ile ayn1 matrisi kullanarak dikkate alinmalidir.
Validasyon ¢alismalari; metot performans verilerini belirli kriterlerle karsilastirarak,

degerlendirilen yontemin gegerli bir sekilde performans gosterip gostermediginin

kesin olarak belirlemesini saglar (28).
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Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testleri, metot ve sistemin birbiri ile olan uyumunu Slgmek ve
analizlerin beklendigi gibi gerceklesip gerceklesmedigini gostermeyi saglayan
testlerdir. Bu testler kalite kontrol ¢alismalarinin énemli bir boliimiinii olusturmakta,
buna ek olarak analizi yapilan bilesiklerin ayriminin ve metotun tekrarlanabilirliginin
sistemle uyumlu oldugunu dogrulamak icin kullanilmaktadir. Sistem uygunluk
testlerinde kolon verimliligi, pik simetrisi ve ayirma giicii kontrol edilerek referans

degerlerle olan uyumu 6lgiilmektedir (29).

Dogruluk

Dogruluk, analiz sonuglarinin gergek degere veya kabul edilen referans degere
yakinlig1 olarak tanimlanmaktadir. Dogruluk belirlenirken mevcut referans deger ile
deneysel sonu¢ karsilagtirilmakta, referans degerin olmadigi durumlarda ise dogruluk
Olciimii geri kazanim deneyleri ile yapilmaktadir. Bir matriks ortamina derigimi
bilinen numune ile farkli derisimlerde katkilandirma yapilarak elde edilen

sonuclardan geri kazanim degerleri hesaplanabilmektedir (30).

Kesinlik

Kesinlik, bir numunenin farkli Olgiimler sonucunda elde edilen verilerinin
birbirlerine yakinligi (tekrarlanabilirligi) olarak agiklanabilmektedir. Bir metotun
kesinligi ise varyans, standart sapma, bagil standart sapma veya varyasyon katsayisi
gibi parametrelerle ifade edilmektedir. Kesinlik tayini, giin i¢i ve giinler arasi
calismalarin yapilmasiyla da belirlenebilmektedir. Tekrarlanabilirligin 6lgiilmesi igin
en uygun seceneklerden biri olan giin i¢i ¢caligmalar; ayn1 giin, ayn1 aragtirmaci, ayni
laboratuvar ve aymi kosullar altinda en az bes tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmelidir (30).

Dogrusalhk

Gelistirilen yontemin dogrusalligi, analitin konsantrasyonu ile dedektdr cevabinin
orantili olarak elde edilmesi seklinde tanimlanmaktadir. Neredeyse biitiin analitik
metotlar igin kalibrasyon isleminin yapilmas1 gerekmektedir. Dogrusalligin

belirlenebilmesi i¢in en az bes farkli nokta olacak sekilde kalibrasyon grafigi
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olusturulmalidir. Olusturulan kalibrasyon grafiklerinde korelasyon katsayist (r) 0.99
ve lizerinde olan bir dogru elde edilmesi, gelistirilen metotun dogrusalliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir (Sekil 1.6) (31).

Y =00355X + 00379 (- = 0.0083)

Differa nca Absorbance
= =
|

&1 L1

Paracetamol conc. (pgimL)

Sekil 1.8. Ornek kalibrasyon grafigi (32)

Tayin Limiti (LOD) ve Miktar Tayini Limiti (LOQ)

LOD (tayin limiti) ve LOQ (miktar tayini limiti) parametreleri, gelistirilen metotun
validasyonunda kullanilan 6nemli hesaplamalardir. Bu iki parametre arasindaki temel
fark ise LOD; tayin edilebilen en kiigiik analit konsantrasyonu, LOQ ise kabul
edilebilir tekrarlanabilirlik ve dogrulukla belirlenebilecek en kiiciikk analit
konsantrasyonu seklinde tanimlanabilir. Kalibrasyon grafiginden elde edilen egim
(m) ve standart sapma (SS) degerleri kullanilarak bu iki parametrenin hesaplanmasi

Esitlik 1.6 ve Esitlik 1.7°de gosterilmektedir (33).

LOD =3,3xSS/m (1.6)
LOQ=10xSS/m (1.7)
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1.6. Tezin Amaci

Diinya’da ve Tiirkiye’de hizla gelismeye devam eden ilag sektdriine bakildiginda, bir
ilacin bulunusundan etkinligi kanitlanarak piyasaya siiriiliisiine kadar oldukga
zahmetli ve uzun bir siire¢ gerekmektedir. Tiim bu siiregte ilaglarin biitiin klinik,
fizikokimyasal ve biyolojik oOzellikleri detayli olarak incelenmeli ve mutlaka

raporlanmalidir.

Bu tezde oOncelikle meme kanserinin tedavisinde kullanilan Tamoksifen ve
Lapatinib’in, 6zellikle ilag¢ sektoriinde, ilag etken maddelerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde olduk¢a yaygin bir kullanim alanina sahip olan Ters Faz Sivi
Kromatografi (RPLC) yontemi ile iyonlagsma sabitlerinin (pKa) tayini amaglanmistir.
pKa tayininden sonra ise deneme-yanilma metotundan uzak, bilesikler i¢in tr-pH
iligskisi kullanilarak optimum ayirma kosulu belirlenmesi ve bu kosullarda metot
validasyonunun yapilarak Tamoksifen ve Lapatinib’in farmasotik

formiilasyonlardaki kantitatif tayini amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez ¢calismasinda, meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglar olan Tamoksifen ve
Lapatinib’in RPLC metotuyla pKa degerlerinin tayini gergeklestirilmistir. Caligilan
mobil faz pH degerlerinde elde edilen alikonma zamani ve kapasite faktorii degerleri
kullanilarak bilesiklerin optimum ayirma kosulu belirlenmistir. Gelistirilen metotun
validasyonu yapilarak bilesiklerin ticari preparatlarda tayini RPLC yontemi ile

gerceklestirilmistir.

Lapatinibin pKa degerlerinin tayinine yonelik detayli literatiir taramasi sonucunda
bilesige ait pKa degerinin deneysel olarak belirlendigi tek bir makaleye rastlanmustir.
UV-Vis spektrofotometrik yontemle yapilan bu c¢alisgmanin Ozeti asagida

sunulmustur.

Toth vd. (2017) tarafindan yapilan calismada Lapatinib’e ait pKa degeri UV-pH
titrasyon yontemiyle belirlenmistir. Numune ¢ozeltisi ([=0,15M KCI) 7mM
derisiminde dimetilsiilfoksitte ¢o6ziilerek hazirlanmistir. UV-pH titrasyonu azot
atmosferi altinda sabit sicaklikta (t=25,0 £ 0,5°C) gergeklestirilmistir. Lapatinib’in su
ortaminda ¢Oziiniirligi disik oldugundan alti farkli metanol-su ikili karisiminda
(23-43% (w/w)) pKa degerleri belirlenmistir. Titrasyon, pH’s1 2,5-9 arasinda degisen
cozeltilerle gercgeklestirilmistir. 200-700 nm arasinda her bir pH degerinde
kaydedilen spektral veriler Sekil 2.1°de goriilmektedir. Metanol’iin dielektrik sabiti
degerleri kullanilarak Yasuda-Shedlovsky esitligi ile su ortamindaki pKa degeri

hesaplanmustir.

log K, + log[H,0)

Sekil 2.1. Lapatinib’in iyonlagsma sabitinin tayini
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Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon metotu ile bilesigin pKa1 degeri 7,72 + 0,07; pKaz
degeri 5,08 + 0,05 olarak hesaplanmistir(34).

Tamoksifen’in pKa degerlerinin tayinine yonelik detayl: literatiir taramas1 sonucunda
bilesige ait pKa degerinin deneysel olarak belirlendigi tek bir makaleye rastlanmustir.
Potansiyometrik titrasyon yontemiyle yapilan bu calismanin Gzeti asagida

sunulmustur.

Knoop ve arkadaslarimin (2018) c¢alismasinda; Tamoksifen ve klorlu tiirevi olan
Toremifen’in suda ozonla oksidasyonu ile pH’a bagli reaksiyon kinetigi, reaksiyon
yolu, transformasyon iriin olusumu ve pKa degerinin bulunmasi igin arastirma
yapilmistir. Tamoksifen’e ait pKa degeri potansiyometrik titrasyon metotu ile
belirlenmigtir. Cam elektrot, pH 4 ve pH 9 tampon ¢ozeltileri kullanilarak kalibre
edilmistir. pKa tayini i¢in kullanilan tim ¢ozeltiler, 0,3'liik sabit bir iyonik giicii
korumak ig¢in 0,15 M KCI igermektedir ve titrasyonlar, 21.1 + 1.1 °C ortam
sicakliginda, nitrojen atmosferi altinda gergeklestirilmistir. Titrant NaOH'yi
standardize etmek i¢in 0.01 M HCI kullanilmistir. 0.01 M fosforik asidin pKa
dogrulugu +£0.22 olarak belirlenmistir. Titrasyon icin, analitin 0.05 mM katyonik
tiirlerini iceren %20 (v/v) asetonitril-su karisimi kullanilmistir. pKa, ikinci tlirev
kullanilarak belirlenmistir ve daha sonra sudaki pKa degeri Volgyi ve digerlerine
gore hesaplanmistir. Buna gore Tamoksifen ve Toremifen’in pKadegerleri sirasiyla
8,96 = 0,11 ve 9,04 = 0,10 olarak bulunmustur. Ayrica Sekiz doniisiim {iriini
tanimlamak i¢in LC/MS kullanilmistir. Deneyler pH 2, 7 ve 11'de yapilmustir. 0, 2, 4,
6, 8, 10, 15, 20 ve 30 uM'lik konsantrasyonlar elde etmek icin ozon ¢ozeltisi
eklenmistir. Coziicli olarak metanol (+%0.1 (h/h) formik asit)/su (+0.1% (h/v) formik
asit) karisimi secilmis ve bir Kinetex C8 kolonu (50 x 2.1 mm; 5 um; 100 A;
Phenomenex, Aschaffenburg) kullanilarak analiz yapilmistir. Criegee reaksiyonu ve
hidroksilasyonun yani sira N-oksit olusumundan tiiretilen iiriinler gozlemlenmistir.
Toksik etkiler, pH 7'de Tamoksifen’in ozonlanmasindan 6nce ve sonra aliivibrio

fischeri'nin biyoliiminesansina dayali bir biyo-tahlil ile arastirtlmistir (35).

Tezde calisilan ilag etken maddelerinin farmasotik preparatlarda ve biyolojik

numunelerde kantitatif tayinlerine yonelik ¢alismalara literatiirde rastlanmistir. Bu
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caligmalarin hepsi deneme yanilma yontemiyle yapilmistir. Sistematik bir ¢alisma

yoktur. Mevcut olan literatiirler agsagida kisaca 6zetlenmistir.

Santana ve arkadaglarinin (2008), kopek plazmalarinda tek oral doz uygulamasi
sonrast Tamoksifen’in Ters Faz Sivi Kromatografi yontemi ile tayinine yoOnelik
yaptiklar1 calismada, Waters CN Nova-Pak 60 A, 4 um (6 x 75 mm) kolon
kullanilmis, ¢alisma sartlar1 0,3 mL/min akis hizt ve 35°C olarak belirlenmistir.
Bilesikler 280 nm’de UV dedektor kullanilarak tayin edilmis ve i¢ standart olarak
Klomifenin se¢ilmistir. Bilesiklerin alikonma zamanlarini belirlemek i¢in metanol ve
asetik asit (99:1) icerisine %1,%0,05, %0,035, %0,025, %0,01 oranlarinda amonyum
asetat tampon ¢ozeltisinden eklenerek c¢esitli mobil fazlar hazirlanmstir. Geri
kazanim degerleri %97,35 ile %103,64 arasinda bulunmustur. LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0,981 ng/mL ve 2,97 ng/mL olarak bulunmustur. Valide edilen
HPLC metotunun, Tamoksifen’in  klinik  farmakokinetik  c¢alismalarinda
kullanilabilecek basit, hizli, giivenilir, secici ve duyarli bir metot oldugu

kanitlanmistir (36).

Hauola vd. (2009) calismalarinda, kullanimda olan Tirozin kinaz inhibitorlerinin
(Ibatinib, Dasatinib, Sunitinib, Nilotinib, Sorafenib, Lapatinib) es zamanl tayini igin,
bir Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometri (LC-MS/MS) metotu
gelistirmistir. Hastalardan alinan plazma 6rnegi, protein ¢oktiirme ile saflastirilmis ve
siipernatant kismi, 20mM (pH 4,0) 1:2 amonyum format icinde seyreltilmistir.
Kapiler sicaklik: 350°C, tiip lens voltaj aralig1: 86—129 V, piiskiirtme voltaji: 4 kV ve
yardimci gaz (nitrojen) akis hizi: sirasiyla 60 psi ve Q2 ¢arpigma gazi (argon) basinci

1 mTorr (0,13 Pa)’dir.

Tirozin kinaz inhibitdrlerinin Ters Faz Sivi Kromatografik yontemle ayrimi igin;
mobil faz pH’s1 formik asit ¢ozeltisi ile 2,2’ye ayarlanmig, 20 mM amonyum format
ve asetonitril karisimi olarak se¢ilmistir. Mobil faz, 0,3 mL/dakikalik bir akis
hizinda, gradient program kullanilarak uygulanmistir. Gelistirilen yontemin kesinligi
(glinleraras1 % CV:% 1,3-9,4), dogrulugu (-9,2 ila + % 9,9) ve hassasligi (1 ile 10
ng/mL) kabul edilen limitler arasindadir. Bu g¢aligmanin o6zellikle klinikte bazi
spesifik durumlarda (toksisite, ilag etkilesimleri vb.) ilag¢ plazma seviyesini optimize

etmek i¢in kullanilabilecegi kanisina ulagilmistir. Antikanser ilaglarin sistematik doz
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ayarlamasinin yapilarak, ilaglarin major olumsuz etkilerini en aza indirmeye katkida
bulunabilecegi, ayrica etkili ve uzun siireli terapotik yanit olasiligimi da

arttirabilecegi diistiniilmektedir (37).

Kumar vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada tabletlerde Lapatinib’in tayini i¢in
basit, secici, hizli, hassas ve ekonomik Ters Faz Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi yontemi gelistirilmigtir. Mobil faz olarak asetonitril- su karigiminin
(50:50 v/v) kullan1ldig1 ¢alisma 1,0 ml/dakika akis hizinda yiiriitiilmiistiir. I¢ standart
olarak Gemsitabin Hidrokloriir tercih edilen deneyde ODS C18 RP kolon (4.6 mm
IDx250 mm) kullanilmistir. Bilesigin maksimum absorbans degeri 232 nm olarak
belirlenmistir. Lapatinib ve Gemsitabin Hidrokloriir i¢in alikonma siireleri sirasiyla
4,25+0,05 ve 6,10+0,05 dakika olarak tespit edilmistir. Yontem, 2-60 pg/mL derisim
araliginda dogrusaldir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,265 ve 0,884 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Sonu¢ olarak, elde edilen geri kazanim degerleri, yontemin
dogrulugunun yiiksek oldugunu; diisiik RSD yiizdesi ise Lapatinib dozaj formlarinda

yontemin tekrarlanabilirligini gostermektedir (38).

Escudero-Ortiz vd. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada; insan plazmasinda
Lapatinib’in kantitatif tayini i¢cin HPLC-UV yontemi gelistirilmistir. Bilesiklerin
ayrimi Ultrabase C18 kolon (5 um; 4.6 x 150 mm) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Mobil faz olarak 0,02 M amonyum asetat ve asetonitril karisimindan %47:53 olusan
karisim kullanilmis ve akis hizi 1,2 mL/dakika olacak sekilde sabitlenmistir. Kolon
25°C'de tutulmus ve eliientler 260 nm dalga boyunda izlenmistir. Lapatinib ve
Sorafenib i¢in alikonma siireleri sirasiyla 3,2 ve 10,6 dakika olarak belirlenmistir.
Kanser hastalarindan aliman 6 plazma Orneginde biyolojik bilesiklerle higbir
etkilesim gézlenmediginden gelistirilen yontemin spesifik ve sec¢ici oldugu kanisina
varilmistir. Metot validasyonu, Gida ve Ilag Idaresi ve Avrupa ilag Ajansi tarafindan
yayinlanan Biyoanalitik Metot Dogrulamasi kilavuzlari izlenerek gergeklestirilmistir.
Lapatinib'in plazmadan 0,3, 1 ve 7,5 pg/mL konsantrasyonlarinda mutlak geri
kazanim degerleri sirasiyla %118,3 + 4,5, %104,4 = 6,5 ve %86,7 + 3,9 olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak bu calisma Lapatinib’in insan plazmasindaki 6l¢timii

igin gelistirilmis ve valide edilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda ise bu ilaci
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oral yoldan alan hastalarda klinik uygulamada bu metotun rahatlikla kullanilabilecegi

sonucuna ulasilmistir (39).

Saadad vd. (2015) yapmis olduklart calismada, HPLC yontemi ile ilaglarda
Lapatinib’in nicel analizini gergeklestirmis ve yontemin validasyonunu yapmuslardir.
Ornekler, OSD-3 6n kolon ve C18 MZ-Analitik kolon (5 mm, 150 4,6 mm, OSD-3)
kullanilarak analiz edilmistir. Mobil faz, %70:30 (v/v) oraninda asetonitril-su
karisimindan olusmus ve akis hizi 1,5 mL/dakika olarak belirlenmistir. Ornekler, 227
nm dalga boyunda izlenmistir. Kolon sicakligi 25°C'ye ayarlanmis ve 20 mL'lik
numuneler her 15 dakikada bir HPLC sistemine enjekte edilmistir. Mobil faz,
kullanimdan 6nce bir politetrafloroetilen filtre ile filtrelenmistir (0,45 mm). Metot;
dogrusallik, LOD, LOQ, dogruluk, kesinlik, 6zgiinliik ve saglamlik parametreleri
kullanilarak valide edilmistir. Korelasyon katsayilart 0,99°dan biiyiik olarak
bulunmus ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri % 0.26 ile% 2,7 arasinda
olacak sekilde elde edilmistir. Lapatinib i¢in LOQ = 5 mg/mL, LOD = 1 mg/mL
olarak bulunmustur. Bozunma ¢alismalari, Lapatinib’in asit ve alkali stres kosullar1
altinda daha az kararli oldugunu gostermistir. Gelistirilen metotun gegerliligi ve
saglamligina bakilarak ilag sektoriinde dogru ve kesin bir analiz prosediirii olarak

kullanilabilir oldugu sonucuna ulasilmistir (40).

Sandhu ve arkadaslar1 (2016); Tamoksifen tayini i¢in QbD odakli HPLC metot
gelistirme ve validasyon g¢alismasi yapmuslardir. Gelistirilen metot kendi kendine
nanoemiilsifiye edici ila¢ dagitim sistemleri (SNEDDS), kat1 lipid nanopartikiiller
(SLN) ve nanokarisik miseller gibi ¢esitli nanoyapili farmasétik formiilasyonlarda
uygulanmistir. Kromatografik ayirma, 0,7 mL/dakika akis hizi, 40°C firin sicakligi
ve 256 nm'de UV dedektor kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada 250 x 4.6
mm, partikiil boyutu 5,0 um olan bir ters fazli C18 kolonu kullanilmistir. Mobil faz
olarak asetonitril ve fosfat tamponu (pH 3,5) karisimi 52:48 v/v secilmistir. Cesitli
formiilasyonlarda hazirlanmig Tamoksifen’e ait kromatogramlar Sekil 2.2°de

verilmistir.
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Sekil 2.2. Tamoksifen’in farkli formiilasyonlardaki kromatogramlari

Validasyon ¢aligmasi ICH kilavuzuna goére yapilmustir. 1 ile 200 ng/mL arasinda
degisen konsantrasyonda Tamoksifen i¢in dogrusal kalibrasyon grafigi, 0,999'luk
korelasyon katsayis1 (r?) degeriyle oldukga yiiksek dogrusallik gdstermistir. Geri
kazanim %96,7 ile %98,8 araliginda bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0,067 ve 0,205 ng/mL olarak olgiilmiistiir. Gelistirilen QbD metotunun validasyonu,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, sistem uygunluk ve saglamlik parametreleri ile
desteklenmistir. Elde edilen sonuglar diger ila¢ etken maddeleri i¢in de etkili bir

yaklagim olan QbD yaklagiminin uygulanabilirligini dogrulamaktadir (41).

Alanazi vd. (2019) galismalarinda, Foretinib ve Lapatinib’in es zamanli tayinini
gerceklestirmis ve metabolik stabilite caligmalari igin Sivi Kromatografi-Tandem
Kiitle Spektrometrisi metotunu gelistirerek valide etmislerdir. Foretinib, Lapatinib ve
Masitinib’in (i¢ standart) kromatografik ayrimi ters faz C18 kolonu kullanilarak

izokratik yontemle yapilmistir. Foretinib, Lapatinib ve i¢ standardin kiitle analizinde
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coklu reaksiyon izleme (MRM) algilama modu kullanilmistir. Sekil 2.3’te goriildigi

tizere bilesiklerin 5 dakika gibi kisa bir siirede kromatografik ayrimi saglanmistir.

A) F2:MRM of 2 channels ES+

1R TIC

1004 168 6.672e4006
%

0 T T T T T T r rin

B) F3:MRM of 4 channels ES+

LPB_ Tic

1004 350 1.4660+006
%

200

0 - T T T T T T T min

C) F1:MRM of 2 channels ES+

MS8 TIC

1004 056 1.132¢4006
%

C T min

100 200 300 400

Sekil 2.3. MRM kromatogramlar1 (A) 1,68 dakika Foretinib (B) 3,5 dakika Lapatinib
(C) 0,56 dakika Masitinib

Analit ekstraksiyonlari, metabolik stabilite deneyleri igin standart bir teknik olan
ACN protein ¢oktiirmesi kullanilarak yapilmistir. Filtrelenen numuneler 1,5 mL'lik
siselere aktarilmig, her numuneden 5 mL alinarak analiz igin LC-MS/MS'ye enjekte
edilmistir. Olusturulan yontemin dogrusalligini belirlemek icin lineer regresyon
kullamlmis ve egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r?) degerleri hesaplanmistir.
Dogrusal aralik 5-500 ng/mL olacak sekilde belirlenmistir (r>>0,9999). Calisma
Foretinib i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1,2 ve 3,64 ng/mL; Lapatinib i¢in
LOD ve LOQ degerleri sirastyla 2,66 ve 8,051 ng/mL olarak hesaplanmistir (42).

Biswal ve Mondal (2019) yapmis olduklar1 c¢alismada, tablet dozaj formundaki
Lapatinib tayini i¢in; ICH Kkriterlerine uygun, yeni, basit, hizli ve hassas bir sivi
kromatografik (UPLC) yontem gelistirip, valide etmislerdir. Kullanilan kolon 0,25
mL/dk (izokratik) akis hizina sahip BHEL UPLC kolunudur. Kullanilan mobil faz,
izokratik modda % 0.1 OPA tamponu 300 ml (% 30) ve 700 ml asetonitrilin (% 70)
karistirilmasi ile elde edilmistir ve eliientler PDA detektdrii kullanilarak 309 nm'de
tayin edilmistir. Toplam analiz siiresi 3 dakika olarak belirlenen c¢aligmada
Lapatinib’in alikonma siiresi 0,516 dakika olarak bulunmustur. Dogrusallik ¢alismasi

sonucunda Lapatinib igin korelasyon katsayist 0,999, egim 2223 ve kesim 8380
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olarak elde edilmistir. Dogrusallik araligi Lapatinib i¢in 10-50 ug/ml olarak
bulunmustur. Gelistirilen yontemin dogrulugu, standart ekleme metotu ile geri
kazanim degerleri hesaplanarak belirlenmistir. Lapatinib i¢in ortalama geri kazanim
degeri %99,69 olarak bulunmustur. LOD degerinin 0,06 pg/ml ve LOQ degerinin
0,18 pg/ml olarak bulunmus olmasi oOnerilen yontemin duyarliligmnin yiiksek

oldugunu gostermektedir (43).

Mangla vd. (2020) yapmis olduklari c¢alismada Tamoksifen ve Siilforafan’in
nanolipidik formiilasyonlardan es zamanli tayini i¢in RP-HPLC metotu
gelistirmislerdir. Ayirma, C18 kolonda (4,6 x 250 mm, 5 pm) ve pH’s1 3,5 olan
metanol:su karigiminda (70:30) gerceklestirilmistir. Kolon sicakligi 30°C’de sabit
tutulmus, akis hizi1 dakikada 0,8 mL olacak sekilde ayarlanmis ve toplam analiz
stiresi yaklasik 25 dakika olarak oSlgiilmiistiir. Box-Behnken deneysel tasarimi ile
gelistirilen yontemin validasyonu; sistem uygunluk testleri, spesifiklik, dogrusallik,
dogruluk, kesinlik, duyarlilik, dayaniklilik ve saglamlik parametreleri kullanilarak
valide edilmistir. Yontemin uygulanabilirligi; kat1 lipid nanopartikiiller, lipozomlar,
nanoyapili lipid tasiyicilar gibi nanoformiilasyonlar {izerinde degerlendirilmistir.
Bilesiklere ait kalibrasyon grafikleri 6-24 pg/mL arasinda dogrusal olarak
belirlenmigtir. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢aligmalar1 sonucunda bagil standart
sapma degerleri (%RSD) %2’nin altinda bulunmustur. Ug¢ farkli konsantrasyonda
gerceklestirilen dogruluk deneyleri sonucunda Tamoksifen ve Siilforafan’a ait geri
kazanim oranlar1 sirastyla %97,07ve %99,65 olarak tayin edilmistir. Duyarliliginda
belirlenmesi amaciyla hesaplanan LOD ve LOQ degerleri Tamoksifen ve Siilforafan
igin swrasiyla 0,5 pg/mL - 0,9 pg/mL ve 0,44 pg/mL — 1,1 pg/mL olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, deneysel tasarim yaklagiminin kullaniminin hem
deney sayisin1 azaltmasi hem de daha kisa siirede miimkiin oldugunca fazla bilgi
tiretilebilmesi agisindan ucuz ve c¢ok yonlii bir yontem oldugunu gostermistir.
Gelistirilen yontemin, ICH ydnergelerine gore validasyonu sonucunda hizli, kolay,
oldukg¢a hassas, giivenilir ve etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica gelistirilen yontem,
bilesiklerin nano formiilasyonlarda es zamanli tayini i¢in olduk¢a pratik kullanim
gostermistir. Son olarak, Onerilen RP-HPLC yaklagiminin, Tamoksifen ve
Siilforafan’in farmakokinetik ve biyoesdegerlik calismalar1 i¢in uygulanabilecegi

sonucuna varilmistir (44).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, Lapatinib ve Tamoksifen’in iyonlagsma Davranislar1 Ters

Faz Sivi Kromatografik Yontem ile belirlenmis, kromatografik optimizasyon ve

gelistirilen RPLC metotunun ticari preparatlarda validasyon islemi yapilmistir. Tezin

bu bolimiinde kullanilan kimyasallar, cihazlar ve ¢ozeltiler hakkinda bilgi

verilmigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve ila¢ Preparatlari

Tezde kullanilan tiim kimyasallar ve ticari preparatlarin bilgileri Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasallar ve ilag preparatlari

Kimyasal / Ilag

Uretici Firma

Preparatlar
Lapatinib Sigma Aldrich
Tamoksifen Tocris Bioscience
Simvastatin Sigma Aldrich
Asetonitril Sigma Aldrich
Sodyum Hidroksit Sigma Aldrich
Amonyak Merck
Amonyum Kloriir Merck
Urasil Sigma Aldrich
Orto-fosforik Asit Sigma Aldrich
Potasyum Hidrojen Ftalat Merck
Tamoxifen (10 mg) DEVA®
Tykerb (250 mg) NOVARTIS®

3.2. Cihazlar

Lapatinib ve Tamoksifen’in pKa degerlerinin tayininde ve metot validasyonunda

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi cihazi kullanilmistir. Gerekli cihaz bilgileri

Tablo 3.2°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Firma
LC-20AD Pompa Shimadzu
CTO-10AS HPLC Kolon Firini Shimadzu
DGU-20A; HPLC Degazer Unitesi Shimadzu
SPD-20A HPLC UV-Vis Dedektor Shimadzu
Saf Su (Ultra) Cihaz1 Direct Q-3 UV
MA 235 pH Metre Mettler Toledo
Inlab Expert Pro pH Elektrot Mettler Toledo
Vortex VM-10 WiseMix NetLab
Ultrasonik karistirici HydraUltrasonic
HR250AZ Hassas Terazi A&D Company

3.3. Kromatografik Metot Gelistirme
3.3.1. Kolon Se¢imi

Kolon seg¢imi, sivi kromatografik ila¢ analizlerinde analiz sonuglarmin kesinligi i¢in
oldukg¢a onemlidir. Kolon se¢imi, analitin molekiiler agirlik, ¢oziiniirlik, iyonlagsma
durumu gibi 6zelliklerine bagli olarak yapilir. Lapatinib asidik ve bazik; Tamoksifen
bazik fonksiyonel grup igeren bilesiklerdir ve ¢alismada analiz igin genis pH araligi
ve kararlihgini saglayan bir kolon olan XTerra C18 kolon (Waters®) secilmistir.
Partikiil boyutu 5 um, i¢ ¢ap1 4,6 mm, uzunlugu ise 25 cm olan bu kolon pH 2-12
araliginda iyi bir pik simetrisine sahip pikler ve kesinligi yiiksek analiz sonuglar
verdiginden amfolit ve bazik ozellikteki bu ila¢ etken maddelerin analizleri i¢in

sec¢ilmistir.
3.3.2. Bilesiklerin Dalga Boylar:

Asetonitril-su  ortaminda hazirlanan Dbilesiklerin  spektrofotometrik  6zellikleri
incelenerek maksimum absorbans yaptiklar1 dalga boylari; Lapatinib i¢in 210 nm,
Tamoksifen i¢in 235 nm ve kantitatif analizde i¢ standart olarak seg¢ilen Simvastatin

(IS) icin 238 nm olarak belirlenmistir.

3.3.3. Calisilan Kromatografik Kosullar

Calismada diisiik viskoziteye sahip, polar aprotik bir ¢oziicli olan asetonitril organik

modifiyer olarak secilmis ve mobil faz olarak asetonitril oran1 %50, %55 ve %60

29



(v/v) olan asetonitril-su ikili karigimlart kullanilmistir. Mobil faz akis hiz1 dakikada 1
mL olacak sekilde ayarlanmis ve galisma boyunca kolon sicakligi 37°C’de sabit

tutulmustur. Enjeksiyonlar 20 uL sabit hacimde gergeklestirilmistir.
3.3.4. Kullanilan Cozeltiler

Tezde analizi yapilan bilesikler giinliik olarak hazirlanmistir. Calisilan su-asetonitril
karisimlarinda bilesiklerin 100 pg/mL derisiminde ¢6zeltileri hazirlanmis ve +4°C’
de saklanmiglardir. Mobil fazlarin, ticari ilag formiilasyon numunelerinin ve
validasyon asamasinda kullanilan tiim c¢dozeltilerin hazirlanma asamalar1 asagida

verilmigtir.

Mobil Fazlar: Farkli hacimlerde asetonitril igeren (50, 55 ve 60, v/v) 100 mL mobil
faz hazirlamak igin 50, 45 ve 40 mL saf su alinarak iizerine sirasiyla 50, 55 ve 60 mL
asetonitril ilavesi yapilmistir. Ortam pH’sim1 sabit tutmak i¢in pH 3-8 arasinda
hazirlanan mobil faza 25 mM o-fosforik asit eklenmis ve c¢alismada istenen pH
degerleri, IM NaOH c¢ozeltisi kullanilarak ayarlanmistir. Ayni sekilde ortam pH’sin1
sabit tutmak i¢in pH 8,5-11 arasinda hazirlanan mobil faza 25 mM amonyum kloriir
eklenmis ve calismada istenen pH degerleri, derisik amonyak c¢ozeltisi kullanilarak
ayarlanmistir. Mobil fazlar, pH degerleri Lapatinib igin 3-11 arasinda, Tamoksifen
icin de 5-11 arasinda olacak sekilde hazirlanmistir. Mobil fazlar kullanilmadan 6nce

ultrasonik karistiricida degaze edilmistir.

fla¢c Formiilasyon Numune Cézeltileri: Calismada Lapatinib ve Tamoksifen’in ilag
formiilasyonlarindan kantitatif tayinlerinin yapilabilmesi i¢in tablet numuneleri
analize hazirlanmistir. Bunun igin Tamoksifen iceren ezilmis ve homojen hale
getirilmis Tamoxifen® tabletlerinden 0,182 g almarak 100 mL mobil fazda
¢cozlilmiistiir. Benzer sekilde ezilmis ve homojen hale getirilmis Lapatinib igeren
Tykerb® tabletlerinden 0,937 g alinarak 100 mL mobil fazda ¢oziilmiistiir. I¢ standart
Simvastatin kantitatif calisma boyunca 2 ppm olacak sekilde kalibrasyon
¢Ozeltilerine numune ortamina ilave edilmistir. Derisimleri belirlenen bu numune
cozeltileri, icerdikleri etken madde miktarlarinin tayini i¢in belirlenmis dogrusal

kalibrasyon derisim araliklarina girecek sekilde seyreltilmistir.  Cozeltiler
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kullanilmadan 6nce beyaz bant siizge¢ kagidindan (9125 mm, 640 m) siiziilmiis ve
0,45 um Millipore filtreden gegirilerek HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Kalibrasyon Cozeltileri: Calismanin dogrusal araliginin belirlenmesi amaciyla iki
bilesik i¢in de kalibrasyon grafikleri cizilmistirr. I¢ standart yontemi kullanilarak
olusturulan kalibrasyon grafikleri i¢in Lapatinib ve Tamoksifen’in 100 pg/mL stok
cOzeltileri hazirlanmis ve c¢alisilan su-asetonitril karigimlarinda seyreltilmistir.
Lapatinib i¢in 3-15 pg/mL, Tamoksifen i¢in 5-25 pg/mL arasinda degisen bes farkli
derisimde ¢ozeltiler hazirlanmustir. I¢ standart her iki bilesik i¢in Simvastatin
secilmis ve Tamoksifen analizinde 3 pg/mL, Lapatinib analizinde ise 2 ng/mL olarak

kalibrasyon ¢ozeltileri ve numune ortamlarina ilave edilmistir.

Sistem Uygunluk Testi Cozeltileri: Sistem uygunluk testleri, yapilan analizlerde
elde edilen degerlerin referans degerlere uygunlugunun belirlenmesi amaciyla
yapilmaktadir. Sistem uygunluk testleri, belirlenen optimum ayirma kosulunda pH’s1
6 olan %50 (v/v) asetonitril iceren asetonitril-su karisiminda yapilmistir. Bu kosulda,
Lapatinib i¢in 9 pg/mL, Tamoksifen i¢in 15 pg/mL derisimlerde hazirlanan ¢ozeltiler

enjekte edilmistir.

3.3.5. Ayirma icin En Uygun Kosulun Belirlenmesi

Gelistirilen metotun validasyonunun yapilabilmesi i¢in farkli hacimlerdeki
asetonitril-su karisimlarinda gergeklestirilen analizlerden elde edilen veriler
degerlendirilmis ve optimum ayirma kosulu belirlenmistir. Ayrim i¢in en uygun
kosulun belirlenmesinde her bir mobil fazdaki ayirma giicii degerleri, kapasite
faktorleri ve segicilik faktorii degerleri géz ontlinde bulundurulmustur. Tiim kosullar
ve parametreler incelendiginde bilesikler i¢in en uygun ayirma kosulu pH’s1 6 olan

ve %50 (v/v) asetonitril igeren asetonitril-su karisimi olarak secilmistir.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda kullanilan Tamoksifen ve Lapatinib bilesiklerinin pKa
degerlerinin tayini hacimce {i¢ farkli derisimde %50, 55 ve 60 (v/v) asetonitril igeren
asetonitril-su ikili karisgimlarinda ve 37°C’de gerceklestirilmistir. Her bir bilesik igin
alikonma zamani tr-pH tablosu, alikonma zamani tr-pH grafikleri ve non-lineer
regresyon programi NLREG programi kullanilarak tr-pH iliskisini gosteren grafikler

asagida yer almaktadir.

4.1.Tamoksifen I¢in Elde Edilen Kromatografik Veriler

Tamoksifen bilesigi i¢in %50, %55, %60 (v/v) asetonitril igeren asetonitril-su iKili
kariggminda pH’s1 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00; 7,50; 8,00 8,50; 9,00; 9,50; 10,00;
10,50; 11,00 olan mobil fazlar hazirlanmistir ve alikonma zamani degerleri Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tamoksifen’in %50, %55 ve %60 (h/h) asetonitril igeren asetonitril-su
ikili karigimlarindaki alikonma zamani degerleri

%050 %055 %060 (v/Vv)
(V/v) (V/v) ACN
ACN ACN
pH R R R
5 7,149 4,991 4,676
55 7,237 4,983 4,867
6 7,33 5,582 4,859
6,5 7,409 6,134 4,836
7 8,375 7,262 5,874
7,5 13,480 11,303 7,468
8 20,352 14,873 9,087
8,5 25,002 19,767 10,989
9 31,730 23,945 11,649
9,5 33,649 25,341 12,365
10 34,804 26,001 13,007
10,5 35,898 26,398 13,425
11 36,908 26,706 13,606
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%50, %55, %60 (v/v) asetonitril iceren asetonitril-su karigimi kosullarindaki tr-pH

iligkisini gosteren, non lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilen

grafikler Sekil 4.1°de verilmistir.

%50 (v/v) ACN

40

%55 (v/v) ACN

10

11

16

%60 (v/v) ACN

10

11

10

1

Sekil 4.1. Tamoksifen’in %350, %55, %60 asetonitril- su karisimlarindaki tr-pH

ili

skilerini gosteren grafikler
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Tablo 4.1°de goriildiigii iizere mobil fazda bulunan asetonitril orani arttik¢a alikonma
zamani azalmigtir. Ayrica Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de mobil faz pH degeri arttik¢a
alikonma zamaninin da artig gosterdigi ve bilesigin bazik o6zellikte oldugu

gorilmistir.

4.1.1. Tamoksifen’in Su Ortamindaki pKa Degerinin Hesaplanmasi

Bazik o6zellikteki Tamoksifen oldukc¢a hidrofobik bir bilesiktir. SWISS ADME
programindan alinan veriye gore bilesigin logS: -6,59 (2,57.107 mol/L) degeri
¢ozinilirliigiin  ¢ok az oldugunu gostermektedir. Ayrica yine SWISS ADME
programindan alinan veriye gore logP: 5,12 degeri de bilesigin hidrofobik oldugunu
gostermektedir. Bu verilere gore bilesigin %100 su ortaminda ¢6ziinmesi miimkiin
degildir. Bunun i¢in bilesigin su-asetonitril ortaminda ¢Oziniirligi saglanmstir.
Bilesigin su ortamindaki pKa degerinin belirlenmesi deneysel olarak miimkiin
olmadigindan, kullanilan hidroorganik ¢dozeltideki asetonitrilin  makroskopik

parametreleri (g, Xacn) kullanilmistir.

4.1.1.1.Mol Kesri - pKa Metotu

Tamoksifen igin 37°C’de, %50, %55 ve %60 (v/v) derisiminde asetonitrilin mol
kesri (Xacn) degerlerine (Tablo 4.2) karsi calisilan mobil fazlarda hesaplanan pKa
degerinin grafige gecirilmesi ile elde edilen dogrusal fonksiyonun kesim noktasi,

yapida bulunan bazik fonksiyonel gruba ait su ortamindaki pKa degerini vermistir.

Tablo 4.2. Asetonitrilin %50, %55, %60 (v/v) derisimlerindeki Xacn degerleri (37°C)

%ACN Mol Kesri
(V/V) (XACN)
50 0,248
55 0,287
60 0,331

Tamoksifen’in asetonitrilin %50, %55, %60 (v/v) derisimindeki mol kesri
degerlerine kars1 ¢aligilan su-asetonitril ikili karisimlarinda hesaplanan pKa

degerlerinin ilisksini gosteren grafik Sekil 4.2°de verilmistir.
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8,20
8,15
8,10

8,05

PK,

8,00
7,95

7,90

y = -2,349x + 8,733
r=0,999

0,235

0,255 0,275 0,295 0,315 0,335 0,355

XACN

Sekil 4.2. Tamoksifen’in Xacn- pKailiskisini gosteren grafik

4.1.1.2 Dielektrik Sabiti - pKa Metotu

Tamoksifen’in 37°C’ de

%350, %55 ve %60 (v/v) derisiminde asetonitrilin 1/€

degerlerine (Tablo 4.3) karsi calisilan mobil fazlarda hesaplanan pKa degerleri

grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrusal fonksiyonda (y=mx-+n) su ortamindaki 1/€

degeri yerine koyuldugunda tamoksifenin su ortamindaki pKa degeri hesaplanmistir

(Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Asetonitrilin %50, %55,%60 (v/v) derisimlerindeki 1/€ degerleri (37°C)

%ACN € 1/€
(VIv)
50 54,250 0,018433
55 52,260 0,019135
60 50,270 0,019893
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8,15 -

8,05 -

pKa

7,95 -

y =-133,061x + 10,603

r=0,999

7,9
0,018

0,0185

0,019
1/8

0,0195

0,02

Sekil 4.3. Tamoksifen’in 1/€-pKa iligkisini gosteren grafik

Tamoksifen’in su ortamindaki pKa degerini hesaplamak i¢in su ortamindaki sabit €

degeri (74,18) bilindiginden, 1/€ degeri 0,013481 olarak hesaplanmis ve grafikten

elde edilen fonksiyonda yerine konulmustur.

4.2. Lapatinib Icin Elde Edilen Kromatografik Veriler

Lapatinib bilesigi i¢in %50, %55, %60 (v/v) asetonitril igeren asetonitril-su ikili
karisiminda pH’s1 3,00; 3,50; 4,00; 4,50; 5,00; 5,50; 6,00; 6,50; 7,00; 7,50; 8,00 8,50;
9,00; 9,50; 10,00; 10,50; 11,00 olan mobil fazlar hazirlanmistir ve alikonma zamani

degerleri Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Lapatinib’in %50, %55 ve %60 (h/h) asetonitril i¢eren asetonitril-su ikili
karisimlarindaki alikonma zamani degerleri

%50 (v/V) | %55 (vIv) | %60 (v/v)

ACN ACN ACN

pH tr tr tr
3 3,603 3,366 3,031
3,5 3,729 3,420 3,286
4 4,170 3,580 3,356
4,5 4,931 4,197 3,870
5 6,066 4,957 4,100
55 8,405 5,314 4,881

36



6 9,070 6,365 5,150
6,5 9,501 6,700 5,384
7 10,361 6,718 5,586
7,5 11,054 6,866 5,787
8 10,850 6,790 5,746
8,5 10,000 6,656 5,648
9 9,709 6,600 5,462
9,5 9,420 6,505 5,338
10 9,411 6,468 5,303
10,5 9,255 6,432 5,293
11 8,987 6,422 5,199

%50, %55, %60 (v/v) asetonitril igeren asetonitril-su karigimi kosullarindaki tr-pH

iligkisini gosteren, non lineer regresyon (NLREG) programi kullanilarak ¢izilen

grafikler Sekil 4.4’de verilmistir.
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%50 (v/v) ACN

PH

%55 (w/v) ACN

2660 (w/v) ACN

12

%650 (v/v) ACN

tr
s
|

6.9
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%655 (v/v) ACMN

6.3

7.2

6.0

8.0 8.8 9.6 10.4 1.2
pH

%60 (w/v) ACN

= 55—

5.0
T2

8.0 a8 9.6 10.4 11.2
pH

Sekil 4.4. Lapatinib’in %50, %55, %60 asetonitril- su karisimlarindaki pH-tr iliskilerini gosteren grafikler
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Tablo 4.4’te goriildiigii izere mobil fazda bulunan asetonitril oran1 arttikga alikonma
zamani azalmistir. Tablo 4.4 ve Sekil 4.4°te mobil fazin pH’s1 3’den pH 7,5’a kadar
arttikca alikonma zamaninin arttii, pH 7,5’dan pH 11’°e kadar alikonma zamaninin
azaldig1 gorilmistiir. Lapatinibin bu kromatografik davranisi bilesigin amfoterik

ozellikte oldugunu gostermektedir.

4.2.1. Lapatinib’in Su Ortaminda pKa Degerlerinin Hesaplanmasi

Amfoterik 6zellikteki Lapatinib de Tamoksifen gibi hidrofobik bir bilesiktir. SWISS
ADME programindan alinan veriye gore bilesigin logS: -6,44 (3,63.107 mol/L)
degeri ¢oziiniirliiglinlin ¢ok az oldugunu gostermektedir. Ayrica yine SWISS ADME
programindan alinan veriye gore logP: 6,0 degeri de bilesigin hidrofobik oldugunu
gostermektedir. Bu verilere gore bilesigin %100 su ortaminda ¢oziinmesi miimkiin
degildir. Bunun i¢in bilesigin su-asetonitril ortaminda ¢Oziniirliigii saglanmistir.
Bilesigin su ortamindaki pKa degerinin belirlenmesi deneysel olarak miimkiin
olmadigindan, kullanilan hidroorganik ¢ozeltideki asetonitrilin  makroskopik

parametreleri (g, Xacn) kullanilmstir.

4.2.1.1. Mol Kesri - pKa Metotu

Lapatinib i¢in 37°C’ de, %50, %55 ve %60 (v/v) derisiminde asetonitrilin mol Kesri
(Xacn) degerlerine (Tablo 4.5) karsi g¢alisilan mobil fazlarda hesaplanan pKa
degerinin grafige gecirilmesi ile elde edilen dogrusal fonksiyonun kesim noktasi,
yapida bulunan asidik/bazik fonksiyonel gruplara ait su ortamindaki pKa degerlerini

vermistir. Hesaplamada Tablo 4.2’de verilen mol kesri degerleri kullanilmigtir.

Lapatinib’in ,asetonitrilin %50, %55, %60 (v/v) derisimindeki mol kesri degerlerine
kars1 ¢aligilan su-asetonitril ikili karigimlarinda hesaplanan pKa degerlerinin iligkisini

gosteren grafikler Sekil 4.5te verilmistir.
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Sekil 4.5. Lapatinib’in Xacn- pKailiskisini gosteren grafik

4.2.1.2. Dielektrik Sabiti - pKa Metotu

Lapatinib’in 37°C* de %50, %55 ve %60 (v/v) derisiminde asetonitrilin 1/€
degerlerine (Tablo 4.3) karsi calisilan mobil fazlarda hesaplanan pKa degerleri
grafige gecirilmistir. Elde edilen dogrusal fonksiyonlarda (y=mx+n) su ortamindaki
1/€ degeri yerine koyuldugunda Lapatinib’in su ortamindaki pKa degerleri
hesaplanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Lapatinib’in 1/€-pKa iliskisini gosteren grafikler

Lapatinib’in su ortamindaki pKa degerlerini hesaplamak i¢in su ortamindaki sabit €

degeri (74,18) bilindiginden, 1/€ degeri 0,013481 olarak hesaplanmis ve grafiklerden

elde edilen fonksiyonda yerine konulmustur.
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4.3. Metot Optimizasyonu

Bu tez calisgmasinda meme kanseri i¢in kullanilan Tamoksifen ve Lapatinib
bilesiklerinin RPLC yontemiyle pKa degerlerinin tayini yapilmistir. Calismada
bilesiklerin yapisi alikonma zamani ve pik davraniglar1 dikkate alinarak pH araligi
genis (1-12), yeni jenerasyon X Terra C18 (250mm x 4,6 mm ID, 5 um) kolon
kullanilmistir. Mobil faz organik modifiyeri olarak asetonitril seg¢ilmistir.
Tamoksifen ve Lapatinib bilesiklerinin pKa degerleri 37 °C’de %50, %55 ve %60

(v/v) asetonitril igeren asetonitril-su ortami kullanilarak tayin edilmistir.

Kromatografik tayin yaparken c¢alisilan bilesiklere ait optimum ayirma kosullarinin
belirlenebilmesi i¢in bazi 6nemli kriterler dikkate alinmaktadir. Piklerin birbirinden
tam olarak ayrilabilmesi igin kapasite faktorii degerinin >1, segicilik faktori (o)
degerinin > 1,15, ayirma giicii (Rs) degerinin >1,5 olmasi1 gerekmektedir. Calisilan
asetonitril-su ikili karigimlari igin bilesiklerin alikonma zamanlarinin yanisira
kolonda tutulmayan bilesik olarak segilen Urasil’in tr degerleri de kalitatif olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu degerler Esitlik 1.1°de yerine konuldugunda ¢alisilan
mobil faz pH degerlerindeki kapasite faktorii degerleri hesaplanmistir. Ayrica Esitlik
1.2 ve 1.5°de kullanilarak ayirmanin segicilik faktorii ve ayirma giicii degerleri

hesaplanmustir.

Her bir mobil faz pH degerindeki bu veriler degerlendirildiginde optimum ayirma
kosulu, pH’s1 6 olan %50 (v/v) asetonitril i¢eren asetonitril-su ikili karisimi olarak
secilmistir. Bilesiklerin ila¢ formiilasyonlarinda kantitatif tayinlerinin yapilabilmesi
igin i¢ standart metotu kullanilarak kalibrasyon dogrulari g¢izilmistir. Optimum
ayrma kosulu i¢in uygun i¢ standart (I.S) olarak statin grubu bilesiklerden
Simvastatin seg¢ilmistir. Optimum kosulda Purnell esitligi (Esitlik 1.5) ile hesaplanan
degerler Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.5. Belirlenen optimum kosulda hesaplanan kromatografik veriler

Bilesik | trot | K | @ | Nort | (0-1)/a [k2/(k2+1) [ /4VN | Rs
Simvastatin

(1.S) 6,20 | 1,13 3546 59,55
Tamoksifen | 7,40 | 1,54 | 1,36 | 2351 0,27 0,61 48,49 | 7,86
Lapatinib | 9,12 | 2,13 | 1,38 | 2902 0,28 0,68 53,87 | 10,16
Urasil (to) | 2,908
Bu optimum aymrma kosulunda bilesiklerin standart karisimda elde edilen

kromatogram Sekil 4.7’de verilmistir.

m

75

25+

[

0.0

2.5

5.0

Sekil 4.7. Standart karisim kromatogrami 1) Simvastatin (1.S) 2) Tamoksifen 3)

4.4. Metot Validasyonu

Lapatinib

Bu calismada gelistirilen ters faz sivi kromatografik metotun gecerliliginin

kanitlanmasi i¢in metot validasyonu ¢alismalar1 gerg¢eklestirilmistir. Bunun i¢in ICH

tarafindan belirlenen dogrusallik, kesinlik ve dogruluk parametrelerine gore veriler

degerlendirilmistir.
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4.4.1. Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk testi, kromatografik sistemin uygunlugunu ve etkinligini belirlemek
icin yapilan bir testtir. Herhangi bir kromatografik sistemin performansi, analitik
sonuclarin giivenilirligini etkileyebilecek diizenli kullanim esnasinda siirekli olarak
degisebilir.

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP) ve Uluslararast Uyum Konferansi
(ICH) tarafindan belirlenmis sistem uygunluk testi parametreleri; belirli bir analizin
yeterliligini saglamak, bir kromatografik sistemin ayirma giiciinii, kolon verimliligini
ve tekrarlanabilirligini dogrulamak i¢in yaygin olarak kullanilir. Optimum kosulda

yapilan sistem kararlilik testleri sonuglar1 Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Sistem uygunluk testlerinden elde edilen sonuglar

Parametre | Simvastatin (1.S) | Tamoksifen | Lapatinib Onerilen
Degerler
tr 6,22 7,39 9,09
Tr 1,207 1,199 1,050 <2
k 1,14 1,54 2,12 >1
a - 1,35 1,38 >1
Rs - 7,73 10,11 >2
N 3624 2381 2924 > 2000
RSD ) 0173 0,134 0,232 <1
RSD (alan) 0,678 0,458 0,642 <1

4.4.2. Dogrusallik ve Duyarhhik

Calismada bilesiklerin dogrusal derisim araliklarinin  belirlenmesi amaciyla
bilesiklerin 100 pg/mL’lik stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiler
kullanilarak Kkalibrasyon igin bes farkli derisimdeki ¢ozeltileri hazirlanmstir.
Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda i¢ standart metotu kullanilmigtir. Metotun
duyarliliginin belirlenmesi amaciyla da her iki bilesik icin tayin limiti (LOD) ve
miktar tayin limiti (LOQ) degerleri hesaplanmustir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri
Sekil 4.9°da, kalibrasyon grafiklerine ait veriler ile LOD ve LOQ degerleri ise Tablo

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Lapatinib ve Tamoksifen’e ait kalibrasyon grafikleri
Tablo 4.7. Kalibrasyon verileri
Kalibrasyon Dogrusal LOD LOQ
Bilesik ] SD
Fonksiyonu Arahk (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)
Lapatinib | y=1,439x-1,076 | 0,367 3-15 0,842 2,551
Tamoksifen | y=0,483x-0,287 | 0,163 5-25 1,114 3,376
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4.4 3. Kesinlik

Yapilan validasyon calismasinda gelistirilen metotun kesinliginin belirlenebilmesi
icin giin i¢i ve giinler aras1 ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Bu caligmalar her iki
bilesik i¢in dogrusal caligma aralifinda iki ayr1 derisimde yapilmistir. Giin igi
caligmalar ayn1 giin ve ayni kosullar altinda, giinler aras1 ¢caligmalar ise ii¢ giin sonra
ayn1 kosullar altinda gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen veriler Tablo

4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. Lapatinib ve Tamoksifen’e ait kesinlik ¢alismasi sonuglari

Giin I¢i Giinler Arasi
Derisim Derisim Derisim
Bilesik %RSD %RSD
(ng/mL) Ortalamasi Ortalamasi
(ng/mL) (ng/mL)
o 6 5,983 0,595 6,084 0,808
Lapatinib
12 12,198 0,513 12,401 0,517
10 9,462 0,231 9,229 0,538
Tamoksifen
20 19,670 0,675 19,337 0,801
4.4.4. Dogruluk

Tez calismasinda gelistirilen metotun dogrulugunun belirlenmesi amaciyla geri
kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir. Geri kazanim deneyleri, ticari formiilasyonlara katki
yapilarak gerceklestirilmistir. 250 mg Lapatinib etken maddesini igeren Tykerb® ve
10 mg Tamoksifen sitrat etken maddesini iceren Tamoxifen® tablet
formiilasyonlarinda kantitatif tayin ve geri kazanim c¢aligmasi ti¢ tekrarli olarak
yapilmistir (Tablo 4.9). Lapatinib ve Tamoksifen’e ait ilag formiilasyon numunesi ve
standart ilavesi ile katkilandirilmis numune kromatogramlar: sirasiyla Sekil 4.9°da ve

Sekil 4.10°de verilmistir.
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Tablo 4.9. Tablet formiilasyonlarinin igerdikleri etken madde miktarlar
hesaplanan geri kazanim degerleri

ve

Lapatinib Tamoksifen
Numune No ) )
%Geri Kazanim %Geri Kazanim
1 99,304 98,682
2 98,526 99,258
3 99,381 98,327
Xort=GS 99,071 £ 1,174 98,755 £ 1,166
SD 0,473 0,470
%RSD 0,477 0,475
Tablette bulunan
_ 247,676 + 2,936 9,876 £ 0,117
miktar (mg)
%Hata 0,930 1,248
my
156 5
10
& 1
{|_
-5 T T T T T T i T T ! T
0.0 25 50 75 10.0 12.5

min
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Sekil 4.9. Lapatinib iceren Tykerb® 250 mg tablette gergeklestirilen numune analiz
kromatogramlart. 1) Katkisiz tablet numune kromatogrami, 1-1S (2
ug/mL); 2-LPT (6 pg/mL) 2) Katkilandirilmig tablet numune
kromatogram-, 1-IS (2 ug/mL); 2-LPT (12 pg/mL)
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Sekil 4.10. Tamoksifen sitrat iceren Tamoxifen® 10 mg tablette gergeklestirilen
numune analiz  kromatogramlari.  1)Katkisiz  tablet numune
kromatogrami, 1-IS (2 pg/mL); 2- TMX (10 pg/mL); 2) Katkilandirilmis
tablet numune kromatogram-, 1-IS (2 pg/mL); 2- TMX (20 pg/mL)
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Tamoksifen ve Lapatinib meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan sirasiyla
bazik ve amfoterik Ozellikte bilesiklerdir. Bu molekiillerin RPLC yontemiyle
biyolojik numunelerde, ilag formiilasyonlarinda tayinine yonelik makaleler
mevcuttur. Bu ¢alismalarin  ¢ogunda Dbilesikler deneme-yanilma metotuyla
analizlenmistir. Bu tezde Tamoksifen ve Lapatinib’in tablet formiilasyonunda analizi
icin ters faz sivi kromatografik metot gelistirilmistir. Metotta optimum kosullarin
belirlenmesinde, c¢alisilan su-asetonitril hidroorganik karigimlarda hazirlanan mobil
faz pH's1 ve bilesiklerin alikonma zamani iliskisi esas alinmistir. Elde edilen dogrusal
olmayan iliski kullanilarak literatiirde bilesiklerin kromatografik bir yontemle tayini
yapilmamistir, sadece UV-Vis spektrofotometrik ve potansiyometrik metotla
belirlenmis pKa degerlerine yer verilmistir. Calisma, asetonitril yiizdesi %50, %55 ve
%60 (v/v) olan asetonitril-su ikili karisimlarinda tayin edilmistir. Calismadaki mobil
faz pH araliklarinda hesaplanan kapasite faktorii degerleri esas alinarak bilesiklerin
optimum ayirma kosulu belirlenmistir. Bu metot optimizasyon isleminden sonra

metot validasyonu ¢alismasi da gergeklestirilmistir.

X Terra C18 kolonda, %50, %55 ve %60 (v/v) asetonitril igeren hidroorganik
karisimlarda ve seg¢ilen mobil faz pH araliginda 37°C’de RPLC metotuyla belirlenen
tr degerleri kullanilarak dogrusal olmayan iliski esas alinarak hesaplama yapan

NLREG programiyla Tamoksifen’in pKa degerleri hesaplanmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Tamoksifen i¢in%50, %55, %60 (v/v) ikili karisimlarinda hesaplanan pKa

degerleri
%ACN (v/v) pKa
50 8,148 (0,052)*
55 8,062 (0,043)
60 7,954 (0,073)

*Standart Sapma
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Tamoksifen tersiyer dimetil amino fonksiyonel grubunu i¢cermektedir. Yapilan bu tez
caligmasi ile bu gruptaki azota ait pKa degeri tayin edilmistir. Hesaplanan bu veriler
37°C’de tayin edilen ilk degerlerdir. Bazik 6zellikteki Tamoksifenin pKa degerleri
mobil fazdaki asetonitril orani arttik¢a azalmaktadir. Knoop vd. (2018) tarafindan
potansiyometrik metotla 25°C’de yapilan tayinde pKa degeri 8,96+ 0,11 olarak

hesaplanmistir. Ayrica Chemicalize ile pKa degeri 8,76 olarak tahmin edilmistir.

Tamoksifen icin verilen ayni1 deneysel kosullarla Lapatinib’in yapisinda bulunan
kinazolin grubundaki azota ait pKaz1 degeri ve 2- (metilsiilfonil)etil amino grubundaki

sekonder amine ait pKa2 degeri hesaplanarak Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. Lapatinib igin %50, %55, %60 (v/v) ikili karisimlarinda hesaplanan pKa

degerleri
%ACN (v/v) pKa1 pKaz
50 5,230 (0,097)* 8,405 (0,165)*
55 5,194 (0,092) 8,607 (0,119)
60 5,152 (0,107) 8,833 (0,104)
*Standart Sapma

Lapatinib amfoterik bir bilesiktir. Kinazolin grubundaki azota ait bazik pKai degeri
mobil faz pH’s1 3-7.5 arasinda; 2- (metilsiilfonil)etil amino grubundaki sekonder
amine ait asidik pKa2 degeri mobil faz pH’s1 7.5-11 arasinda belirlenmistir. Mobil
fazdaki asetonitril yiizdesi arttikca pKa: degeri azalmakta, pKa> degeri ise
artmaktadir. Toth vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Lapatinibe ait pKa degeri
UV-Visible spektrofotometrik yontemle metanol-su ortamlarinda belirlenmistir. Elde
edilen veriler kullanilarak Yasuda-Shedlovsky ekstrapolasyon metotu ile bilesigin

pKaz1 degeri 7,72 + 0,07; pKaz degeri 5,08 £ 0,05 olarak hesaplanmistir.

Tamoksifen ve Lapatinib hidrofobik o6zellikte bilesikler oldugundan sadece su
ortaminda pKa degerini belirlemek miimkiin degildir. Bunun i¢in hidroorganik
karisimdaki asetonitrilin makroskopik sabiti degerleri (Xacn, €) kullanilarak cizilen
grafiklerin dogrusal fonksiyonlar1 kullanilarak su ortamindaki pKa degerleri

hesaplanmistir (Tablo 5.3)
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Tablo 5.3. Bilesiklerin su ortamindaki pKa degerleri

Bilesikler XacN-pKa 1/e-pKa
Tamoksifen pKa 8,733 8,809
pKa1 5,461 5,495
Lapatinib pKa2 7,117 6,951

Sunulan bu tez c¢alismasinda asetonitril-su karisimlarinda ve farkli mobil faz pH
degerlerinde hesaplanan k degerleri ve mobil faz pH iliskisi incelenerek metot
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bilesiklerin kromatografik verilerinden k>1; o
>1,15 ve Rs>1,5 kosullar1 incelenmis ve optimum ayirma kosulu belirlenmistir.
Kantitatif tayin i¢in i¢ standart metotu kullanilmig ve Simvastatin i¢ standart olarak
secilmistir. Validasyon islemi Oncesinde sistem uygunluk testleri yapilarak ICH ve
USP tarafindan onerilen degerlere uygun oldugu belirlenmistir. I¢ standart metotuyla
kalibrasyon isleminde dogrusal ¢alisma araliklar1 belirlenmistir (r>0,999). Giin igi ve
giinler arasi c¢alismalarda gelistirilmis metotun kesinligi belirlenmis ve %RSD
degerlerinin %1'in altinda olmasi bu metotun kesinliginin yeterli oldugu sonucuna
varilmigtir. Tablet formiilasyonlarinda yapilan kantitatif calismada hesaplanan
miktarlarin, formiilasyonun etiket degerine yakin oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan
geri kazanim c¢alismalarindan hesaplanan veriler >%98,5 olarak belirlenmistir.

Metotun dogrulugunu ifade eden % hata degeri de %2 nin altinda hesaplanmustir.

Bu tez c¢alismasi ile meme kanseri tedavisinde etkin kullanilan Tamoksifen ve
Lapatinib i¢in smirli veri bulunan pKa degerleri belirlenmis bdylece literatiire onemli
bir katkida bulunulmustur. Ayrica yapilan metot optimizasyonu ¢alismasi da ilk defa

bu tezde yapilmstir.

52



10.

KAYNAKLAR

Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram |, Jemal A, Bray F.
Global cancer statistics 2020: globocan estimates of incidence and mortality
worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin 2021; 71: 209—
249.

GLOBOCAN 2020 Database. https://gco.iarc.fr/ Erisim tarihi: 17.12.2021 12:50.

Chang M. Tamoxifen resistance in breast cancer. Biomol Ther (Seoul) 2012;
20(3): 256-267.

Braems G, Denys H, Wever OD, Cocquyt V, Broeckea RV. Use of tamoxifen
before and during pregnancy. Oncologist 2011; 16(11): 1547-1551.

Nolting M, Schneider-Merck T, Trepel M. Lapatinib. In: Small Molecules in
Oncology. Martens UM, Eds. vol 201, 2nd Ed., Berlin: Springer, 2014: p. 125-
143.

Segovia-Mendoza M, Gonzalez-Gonzalez ME, Barrera D, Diaz L, Garcia-
Becerra R. Efficacy and mechanism of action of the tyrosine kinase inhibitors
gefitinib, lapatinib and neratinib in the treatment of HER2-positive breast
cancer: preclinical and clinical evidence. Am J Cancer Res 2015; 5(9): 2531-
2561.

Burris III HA, Hurwitz HI, Dees EC, Dowlati A, Blackwell KL, O’Neil B,
Marcom PK, Ellis MJ, Overmoyer B, Jones SF, Harris JL, Smith DA, Koch KM,
Stead A, Mangum S, Spector NL. Phase | safety, pharmacokinetics, and clinical
activity study of lapatinib (GW572016), a reversible dual mhibitor of epidermal
growth factor receptor tyrosine kinases, in heavily pretreated patients with
metastatic carcinomas. Journal of Clinical Oncology 2005; 23(23): 5305-5313.

Opdam FL, Guchelaar HJ, Beijnen JH, Schellens JHM. Lapatinib for advanced
or metastatic breast cancer. Oncologist 2012; 17(4): 536-542.

PubChem (nih.gov). Erigim tarihi: 10.12.2021 19.20

Settimo L, Bellman K, Knegtel RMA. Comparison of the accuracy of
experimental and predicted pKa values of basic and acidic compounds.
Pharmaceutical Research 2014; 31: 1082-1095.

53


https://gco.iarc.fr/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3794521/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3794521/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braems%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denys%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Wever%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cocquyt%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20den%20Broecke%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020212
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3233288/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segovia-Mendoza%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%26%23x000e1%3Blez-Gonz%26%23x000e1%3Blez%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrera%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%26%23x000ed%3Baz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%26%23x000ed%3Ba-Becerra%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%26%23x000ed%3Ba-Becerra%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4633889/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Opdam%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22477724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guchelaar%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22477724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beijnen%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22477724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schellens%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22477724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3336826/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Comer J, Box K. High-throughput measurement of drug pKa values for ADME
screening. Journal of the Association for Laboratory Automation 2003; 8(1): 55-
59.

Babic” S, Horvat AJM, Mutavdz'ic” -Pavlovic’” D, Kas telan-Macan M.
Determination of pKa values of active pharmaceutical ingredients. TrAC Trends
in Analytical Chemistry 2007; 26(11): 1043-1061.

Gupta JK, De B, Saravanan VS. Correlation between the pKa and
pharmacological properties of some imidazolin-5(4H)-ones, their precursors and
Schiff’s bases. Indian Journal of Chemistry 2006; 45(B): 2580-2582.

Bezencon J, Wittwer MB, Cutting B, SmieSko M, Wagner B, Kansy M, Ernst B.
pKa determination by 1H NMR spectroscopy — An old methodology revisited.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2014; 93: 147-155.

Narin I, Sarioglan S, Amlanmert B, Sar1 H. pKa determinations for montelukast
sodium and levodropropizine. Journal of Solution Chemistry 2010; 39: 1582-
1588.

Angelov T. HPLC determination of pKa value of benfotiamine. Journal of
Liquid Chromatography&Related Technologies 2021; 1-7.

Dardonville C. Automated techniques in pKa determination: low, medium and
high-throughput screening methods. Drug Discovery Today: Technologies 2018;
27: 49-58.

Eser B, Sepici Dingel A. Kromatografiye giris, yiiksek performansh sivi
kromatografi kullamiminda basit ipuclari. Journal of Health Services and
Education 2018; 2(2): 51-57.

Nane ID. Piperazin grubu iceren antihistaminik ilaglarn su-organik ikili
karigimlarinda kromatografik davraniglarinin belirlenmesi ve metot validasyonu.
Siileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Isparta
(Tez Danigsmant: Dog. Dr. Ebru Cubuk Demiralay), 2019; 13-16.

Skoog DA, Holler FJ, Nieman TA (1998). Enstriimantal Analiz ilkeleri. Kili¢ E,
Koseoglu F, Yilmaz H, Ceviri. 5. Baski: Bilim yayincilik, 2000, s:725-.765.

Meyer VR. Practical High Performance Liquid Chromatography. 5th Ed., West
Sussex: John Wiley&Sons, 2010, p. 106.

Eser B, Sepici Dingel A. Kromatografiye giris, yliksek performansli sivi
kromatografi kullaniminda basit ipuglari. Journal of Health Services and
Education 2018; 2(2): 51-57.

54


https://www.sciencedirect.com/science/journal/01659936
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01659936
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708513005992?casa_token=ounDqa6bzwUAAAAA:LSKnCmjoHkDYU8cffeexq8rpnm3BGQD9_Mgssnajr1YVcBguZhppXmUlPFboPLEgtprD5kEawgrx#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
https://link.springer.com/journal/10953
https://www.sciencedirect.com/science/journal/17406749

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Canitez P. Losemi tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin iyonlagsma sabitlerinin su-
organik ¢oziicii ikili karisimlarinda, spektroskopik ve YPSK yontemler ile
belirlenmesi ve bu ilaglarin YPSK ydntemle es zamanli tayini. Hitit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Corum (Tez Danigmani: Yrd. Dog.
Dr. Senem Sanl1), 2012; 21-24.

Civelek Z. Antifungal etkili naftifin hidrokloriiriin spektrofotometrik ve HPLC
yontemleriyle kantitatif analizi. Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara (Tez Damgmanit: Dr. Ogr.Uyesi Saadet Dermis),
2021;26-41.

Sogiit O. Seftibuten, sefaleksin, sefdinir ve sefadroksilin pKa degerlerinin ters
faz s1vi kromatografik ve spektroskopik yontemlerle tayini. Siileyman Demirel
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Isparta (Tez
Danismani: Prof. Dr. A. Giileren Alsancak), 2016;21-26.

Kazakevich Y, Lobrutto R. HPLC for Pharmaceutical Scientist. New Jersey: :
John Wiley&Sons, 2007.

Rosés M, Bosch E. Influence of mobile phase acid—base equilibria on the
chromatographic  behaviour of protolytic compounds. Journal of
Chromatography A 2002; 982(1): 1-30.

Papadoyannis IN, Samanidou VF. Validation of HPLC instrumentation. Journal
of Liquid Chromatography & Related Technologies 2004; 27(5): 753-783.

McPolin O. Validation of Analytical Methods for Pharmaceutical Analysis.
United Kingdom: Mourne Training Services, 2009: p.141.

Shoyama Y. Quality Control Of Herbal Medicines And Related Areas. Kalra K
Ed., Crotia: InTech, 2011.

Green JM. Peer reviewed: a practical guide to analytical method
validation. Analytical chemistry, 1996; 68(9): 305A-309A.

Ahmida NHS, Abu-Naja MS, Doghman YSA. Determination of paracetamol in
tablet by difference spectrophotometric method. Asian Journal of Chemistry
2009; 21(3): 2233.

Rosing H, Man WY, Doyle E, Bult A, Beijnen JH. Bioanalytical liquid
chromatographic method validation. A review of current practices and
procedures. Journal of Liquid Chromatography&RelatedTechnologies 2000;
23(3): 329-354.

55



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Toth G, Janoska A, Volgyi G, Szabd ZI, Orgovan G, Mirzahosseini A, Noszal B.
Physicochemical characterization and cyclodextrin complexation of the
anticancer drug lapatinib. Journal of Chemistry 2017.

Knoop O, Hohrenk LL, Lutze HV, Schmidt TC. Ozonation of tamoxifen and
toremifene: reaction kinetics and transformation products. Environmental
Science& Technology 2018; 52: 12583-12591.

Santana DP, RMC Braga, Strattmman R, Albuquerque MM, Bedor DCG, Leal
LB, Silva JA. Reversed phase HPLC determination of tamoxifen in dog plasma
and its pharmaco-kinetics after a single oral dose administration. Quim. Nova
2008; 31(1): 47-52.

Haouala A, Zanolari B, Rochat B, Montemurro M, Zaman K, Duchosal MA, Ris
HB, Leyvraz S, Widmer N, Decosterd LA. Therapeutic drug monitoring of the
new targeted anticancer agents imatinib, nilotinib, dasatinib, sunitinib, sorafenib
and lapatinib by LC tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B
2009; 877(22): 1982-1996.

Kumar KK, Nagoji KEV, Nadh RV. A validated RP-HPLC method fort the
estimation of lapatinib in tablet dosage form using gemcitabine hydrochloride as
an internal standard. Indian J Pharm Sci 2012; 74(6): 580-583.

Escudero-Ortiz V, Pérez-Ruixo JJ, Valenzuela B. Development and validation of
a high-performance liquid chromatography ultraviolet method for lapatinib
quantification in human plasma. Therapeutic Drug Monitoring 2013; 35(6): 796-
802.

Saadat E, Kelishad PD, Ravar F, Kobarfard F, Dorkoosh FA. Development and
validation of rapid stability-indicating RP-HPLC-DAD method for the
quantification of lapatinib and mass spectrometry analysis of degraded products.
Journal of Chromatographic Science 2015; 53(6): 932-939.

Sandhu PS, Beg S, Katare OP, Singh B. QbD-driven development and validation
of a HPLC method for estimation of tamoxifen citrate with improved
performance. Journal of Chromatographic Science 2016; 54(8): 1373-1384.

Alanazi MM, Alkahtani HM, Almehizia AA, Attwa MW, Bakheit AH, Darwish
HW. Validated liquid chromatography tandem mass spectrometry for
simultaneous quantification of foretinib and lapatinib, and application to
metabolic stability investigation. Royal Society of Chemistry 2019; 9: 19325-
19332.

56



43.

44,

Biswal S, Mondal S. Analytical method validation report for assay of lapatinib
by UPLC. Pharm Methods 2019; 10(1): 9-14.

Mangla B, Beg S, Alam O, Ahsan W, Haque A, Patel KS, Almalki WH,
Alrobaian M, Kohli K. Systematic development and validation of RP-HPLC
method for simultaneous estimation of tamoxifen and sulphoraphane with
specific application for nanolipidic formulations. Arabian Journal of Chemistry
2020; 13: 7909-7920.

57



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi1 ve Soyadi : Fatmanur KALKIR

Egitim Durumu

Lisans Ogrenimi : Yakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, 2018

Yabanci Dil(ler) ve Diizevi

1. Ingilizce, Okuma (lyi), Yazma(lyi), Konusma (Iyi)

is Deneyimi

1. Selguk Ecza Deposu Antalya Subesi, Mesul Miidiir, 2019-Halen
2. Memorial Saglik Grubu Ozel Medstar Antalya Hastanesi, Eczaci, 2018-2019

58



