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OZET

Kaplan, C. (2015). Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile Letrozoliin
Farmasotik Preparatlarda Miktar Tayini. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu tez calismasinda, letrozoliin tabletlerde tayini i¢in yiiksek performansl sivi
kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yontem ters fazli kolonda; asetonitril-50mM
fosforik asit ¢ozeltisi (pH:7), (50:50,h/h) hareketli faz1 ile 0.7 mL/dak akis hizinda
fluorimetrik dedektor ile gelistirilmistir. Dogal floresans 6zelligine sahip letrozol icin
dedeksiyon dalgaboyu; 256 nm uyarilma ve 585 nm emisyon olarak ayarlanmistir.
Maddenin dogrusal araligi 0.05-0.7 pg/mL olarak bulunmustur. Gozlenebilme ve tayin
simnirlart ise 0.014-0.042 pg/mL  olarak bulunmustur. Yontem valide edilerek
tabletlerdeki analizine basariyla uygulanmistir. Bu yontem kolay ve tekrarlanabilir olup

tablet analizlerinde giivenle kullanilabilir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Letrozol, HPLC-floresans dedektor, Yiiksek Performansh
Sivi Kromatografisi, Tablet Analizi
Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 48406
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ABSTRACT

Kaplan, C. (2015). Determination of Letrozol from pharmaceutical preparat by using
high performance liquid chromatography. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. istanbul.

In this study, high performance liquid chromatography method has been
developed for determination of letrozole in tablets.Method has developed in reverse
phase coloumn with acetonitrile-50.0 mM phosphoric acid solution, pH 7 (50:50, v/v)
and 0.7ml/min flow rate by using fluorimetric dedector. For letrozole that has natural
fluoresence property the detector was set at 256, 585 nm for excitation and emission
wavelength. The linear range was found 0.05-0.7 pg/mL. The limit of dedection and
quantification for letrozole was found 0.014-0.042 ug/mL respectively. The developed
method has validated and successfully applied to tablet analysis of drug substance. This
method is simple, reproducible and can be used safely routine analysis of letrozole in
tablets.

Key Words: Letrozole, HPLC-floresans detector, High Performance Liquid
Chromatography, Tablet Analysis

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 48406



1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye kanser goriilme sikligi diinyadaki diger tilkeler ile karsilastirildiginda,
hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik hizda oldugu goriilmektedir. Ulkemizde
goriilen ilk 5 kanser tiirliniin diinyadaki ve diger gelismis ilkeler ile benzerlikler
gosterdigi goriilmektedir. Erkeklerde trakea, brons ve akciger kanseri (66,0/100000
kiside), kadinlarda ise meme kanseri (38,6/100000 kiside) en sik goriilen kanser
tirleridir (1). Cocukluk ¢ag1 kanserlerinde ise ¢cocukluk ¢agi 16semileri en sik goriilen
kanser tiiriidiir. Cocukluk ¢aginda her iki cinsiyette de lenfomalar, merkezi sinir sistemi
timorleri ve ndroblastomalar 16semileri takip etmektedir. Genglerde (15-24 yas grubu)
erkeklerde testis kanseri ve kemik kanserinin, gen¢ kadinlarda ise tiroid ve Hodgkin
Hastaligmin 6n planda oldugu goriilmektedir. Kanserin genellikle ileri yas hastaligi
olmasindan dolay1, yas ilerledikge ilk siralarda gériilmekte olan kanserler genel Tiirkiye
orlintiistine yaklagmaktadir (2).

Meme kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup,
kadinlarda goriilen kanserlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir. Ulkemizde ise tiim
kanserlerin %?24.1’ini meme kanserinin olusturdugu bildirilmektedir. Kansere baglh
oliimlerin de %18’inden meme kanseri sorumludur (3-5).

Letrozol, kadinlarda 6strojen seviyesini diisiiren aromataz inhibitorii olarak
bilinen yeni ilag tiirlerinden biridir. Aromataz inhibitorleri, hormon-reseptorii pozitif
olan meme kanserli hastalarda tedavide kullanilan ajanlardandir. Aromataz inhibitorleri,
postmenopozal Ostrojenin biiyiilk boliimiinii  olusturan ve androjenin Ostrojene
doniismesini saglayan aromataz adli enzimi durdurmakta ve bdylece dstrojen miktarini
azaltmaktadir. Bu da kan dolasiminda daha az dstrojen olmasi ve daha az kanser hiicresi
¢ogalmast anlamina gelmektedir (6). Letrozol, ayrica aromataz enzim sisteminin
nonsteroidal yarigsmaci inhibitoriidiir. Sitokrom P450 enziminin alt iinitesi olan heme
kompetitif olarak baglanmak suretiyle aromataz enzimini inhibe eder; bunun sonucunda
biitiin dokularda Ostrojen biyosentezi azalir. Bazi kanser hiicrelerinin gelisimi Ostorojen
tarafindan uyarilir veya devam ettirilir (7). G6glis kanserinin tedavisinin 0strojen veya
progesterona duyarli oldugu diisiiniiliir. Letrozol, androjenin, Ostrojene doniismesini

inhibe eder ve lokal veya metastaz gogiis kanserinin tedavisinde kullanilir.



Gastrointestinal sistem tarafindan tamamen absorplanir. Karacigerde yavasca inaktif
karbonil metabolitine metabolize olur. Daha sonra idrarda glukroniti olarak atilir.

Ostrojen biyosentezinin bloke edilmesi androjenik 6n maddelerde birikime
yol agmaz. Hastalarda, LH ve FSH plazma diizeyleri veya TSH, T4 ve T3 rezin geri
alma testi ile degerlendirilen tiroid fonksiyonu letrozol tarafindan etkilenmez.
Letrozoliin plazma proteinlerine baglanmasi baglica albumine (%55) olmak iizere
yaklagik %60'dir. Letrozoliin eritrositteki konsantrasyonu plazmadakinin yaklasik
%80'idir (8). Metabolitlerin genel sistemik yapiya etkileri minimaldir. Letrozol hizla ve
yaygin bir sekilde dokulara dagilir. Bizim ¢alismamiza esas olan Letrozol on yili agkin
bir siiredir glivenilir ve etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

Letrozoliin farmasd6tik preparatlardaki analizleri incelendiginde literatiirde
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi, UV spektrofotometrik yontemlere
rastlanmistir (25-29). Letrozol farmasétik preparatlarin kullanimi da hastaligin goriilme
siklig1 ile orantilidir. Bu nedenle farmasotik preparatlardan analizi 6nemlidir. Bu
konuda yapilan ¢aligmalar incelendiginde literatiirde kisith ¢caligmalara rastlanmaktadir
(16-25). Bu galismamizda, basit ve giivenilir floresans dedeksiyonuna dayanan bir
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmesi ve bu gelistirilen

yontemin farmasdtik preparatlara uygulanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Letrozol

2.1.1. Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

N

Sekil 2-1: Letrozoliin molekiil yapisi

Letrozoliin kimyasal adi1 4,4'-((1H-1,2,4-triazol-1-il)metilen)dibenzonitril’dir.
Kapali formiilii C17H11Ns olan letrozoliin molekiil agirligi 285.303 g/mol’diir (Sekil 2-
1). Letrozol diklorometanda kolay, etanol orta derecede, suda ¢ok az ¢6ziinen beyaz-
sarimsi kristal toz halinde bir bilesiktir. Erime noktas1 184-185 °C arasindadir (9,10).

2.1.2. Farmakolojisi

Letrozol, non-steroidal aromataz inhibitoriidiir ve antineoplastik bir ajandir ve
beyaz-sarimsi renkte kristal tozdur. Letrozoliin pratik olarak suda ¢oziiniirligii yoktur.
Letrozol gastrointestinal kanaldan hizla ve tamamen emilir (ortalama mutlak
biyoyararlanimi: %99.9). Besinler emilim hizin1 biraz azaltir (ortalama tmaks: ag
karnina 1 saat olmasina karsin tok karnina 2 saat; ortalama Cmaks: a¢ karnina 129+20.3
nmol/L olmasima karsin tok karnina 98.7+18.6 nmol/L ). Fakat emilen miktar [EAA

(Egri altinda kalan alan)] degismez. Emilim hizinin diisiikligi etkisinin klinik olarak


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen

iligkisi kabul edilmemektedir ve bundan dolayr yemek zamanlar1 dikkate alinmadan
letrozol kullanilabilir.

Timor dokusundaki biiylimenin Gstrojenin varligina bagli oldugu durumlarda
Ostrojen aracili tiimor dokusunun biiylimesini elimine eder veya durdurur (Sekil2-2).
Postmenopozal kadinlarda Ostrojenler esas olarak adrenal androjenleri (6ncelikle
androstenedion ve testosteron) Ostron (E1) ve Ostradiole (E2)’ye doniistiiren aromataz
enziminin aktivitesi sonucu meydana gelirler. Bu nedenle spesifik olarak aromataz
enzimini inhibe ederek periferik dokularda ve kanser dokusunda Gstrojen biyosentezi
baskilanabilir. Letrozol, steroid olmayan bir aromataz inhibitoriidiir. Enzimin sitokrom
P450 alt iinitesinde heme yarigsmali bigimde baglanarak aromataz enzimini inhibe eder

ve bunun sonucunda tiim dokularda Gstrojen biyosentezi azalir.

Saglikli postmenopozal kadinlarda, tek 0.1 mg, 0.5 mg ve 2.5 mg dozlarda
letrozol serum estron ve estradiol seviyelerini baslangi¢ degerine oranla sirasiyla %75-
78 ve %78 baskilar. Maksimum baskilanma 48-78 saat igerisinde gerceklesir. Ileri evre
kanseri olan postmenopozal hastalarda, 0.1 mg ila 5.0 mg’lik giinliik dozlar tedavi
edilen tiim hastalarda Ostradiol, dstron ve Ostron siilfat plazma konsantrasyonlarin
baslangica gore %75-95 oraninda baskilamistir. 0.5 mg veya daha yiiksek dozlarla,
bir¢ok dstron ve Ostron siilfat degerinin analizlerde belirleme sinirinin altinda olmasi, bu
dozlarla daha yiiksek ostrojen baskilanmasinin saglandigina isaret etmektedir. Ostrojen
baskilanmasi bu hastalarin tiimiinde tedavi boyunca korunmustur. Letrozol aromataz
aktivitesinin inhibisyonunda yiiksek spesifiteye sahiptir. Adrenal steroidogenez
bozuklugu goézlenmemistir. 0.1 ila 5.0 mg’lik glinliik letrozol dozlar ile tedavi edilen
postmenopozal kadinlar arasinda plazma kortizol, aldosteron, 11-deoksikortizol, 17-
hidroksiprogesteron ve ACTH konsantrasyonlarinda veya plazma renin aktivitesinde
klinik agidan ilgili bir degisiklik tespit edilmemistir. Giinliik 0.1 mg, 0.25 mg, 1 mg, 2.5
mg ve 5 mg’lik dozlarla tedavinin 6 ve 12 haftasindan sonra yapilan ACTH
stimiilasyonu testi, aldosteron veya kortizol iiretiminde bir azalmaya isaret etmemistir.

Bu nedenle, glukokortikoid ve mineralokortikoid takviyesi gerekli degildir (8).

Saglikli postmenopozal kadinlarda 0.1 mg, 0.5 mg ve 2.5 mg’lik tekli letrozol
dozlarini takiben plazma androjen konsantrasyonlarinda (androstenedion ve testosteron)
ya da 0.1 mg ila 5 mg’lik gilinlik dozlan ile tedavi edilen postnemopozal hastalarda

plazma androstenedion konsantrasyonlarinda bir degisiklik not edilmemis olup, bu



durum Gstrojen biyosentezi blokajinin androjenik Onciil maddelerin birikimine yol
acmadigl anlamma gelmektedir. Plazma LH ve FSH diizeyleri hastalarda letrozolden
etkilenmez, ayn1 durum TSH, T4 ve T3 alim testi ile degerlendirilen tiroid fonksiyonu

icin de gegerlidir (7,10).

Androstenedion Testostreon
Periferik dokular (subkutan yaad,
karaciger, kas veya beyin)
Aromataz
Aromataz <€ jnnibitrieri Aromataz
l
Estron \ KJ
Estradrol
i l Letrozol
\ o ")
- Ostrojen reseptorii

GoOgils kanser hiicresi

Sekil 2-2: Aromatoz inhibitoriin etki mekanizmasi (11).

2.1.3. Yan Etkileri

Letrozol, ilerlemis meme kanserinin ilk veya ikinci basamak tedavisi, erken evre
meme kanserinin adjuvan tedavisi ve daha 6nce standart tamoksifen tedavisi gérmiis
olan kadmlarda uzatilmis adjuvan tedavi olarak kullanildig1r biitiin g¢aligmalarda
genellikle iyi tolere edilmistir. Letrozol ile metastatik, neoadjuvan ve uzatilmis adjuvan

tedavi goren hastalarin yaklasik ticte birinde, adjuvan tedavi amaciyla letrozol verilen



hastalarin %70-75'inde (hem letrozol hem tamoksifen kolunda) ve uzatilmis adjuvan
tedavi goren hastalarin %40’mda (hem letrozol hem tamoksifen kolunda) advers
reaksiyonlarla karsilasilmasi beklenebilir. G6zlemlenen advers reaksiyonlar genelde
daha cok hafif ve orta siddettedir ve hemen her zaman i¢in estrojen yoksunlugundan
kaynaklanir. Metastatik ve neoadjuvan tedavi sirasinda Sicak basmasi (%10.8), bulant1
(%6.9) ve yorgunluk (%5.0), klinik ¢alismalar sirasinda en sik bildirilmis olan advers
reaksiyonlardir. Cok sayida advers reaksiyon (sicak basmasi, alopecia ve vajinal

kanama), estrojen agiginin normal farmakolojik sonuglar1 olarak kabul edilebilir (7).

2.1.4. Floresans Spektroskopisi

Floresans, atom veya molekiillerin elektromagnetik 11tk demetinin absorpsiyonu
ile uyarilmasi sonucu olusan, analitik agidan 6nemli bir emisyon tiiriidiir. Uyarilmig
tirler daha sonra kazanilmis enerjilerini fotonlar seklinde salarak temel durumlarina
donerler (12). Uyarilan maddenin aldigi enerjiyi geri vererek ilk haline donmesi
esnasinda davraniglar1 incelenir. Bu inceleme sonucunda madde hakkinda kalitatif ve
kantitatif ¢ok degerli bilgiler elde edilir. Madde {izerine gonderilen 1sinlar, ultraviyole,
goriiniir alan nadiren de infrared 1sinlaridir. Bu 1sinlar madde tarafindan 6nce ¢ok kisa
bir siire absorplanir ve ondan sonra floresans veya fosforesans isinlari olarak etrafa
yayilir. Yayilan 1sinlar genelde absorplanan 1sindan daha uzun dalga boylu veya daha
diisiik enerjilidir. Bilindigi gibi bir 151n1n enerjisi dalga boyuyla ters orantilidir.

Floresan 151 yayan maddelerin 15 yayma Omrii, fosforesan 1sm yayan
maddelerin dmriinden daha kisadir. Soyle ki, floresan maddelerin 151n yayma Omrii
genel olarak 107°-10® saniye oldugu halde, fosforesan maddelerinki, genel olarak 10
saniyeden c¢ok daha fazladir. Hatta bazen saatlerle ifade edilecek kadar uzundur.
Ornegin, ZnSi0s’in 6mrii 340 saattir. Floresans 1sinlar1 sadece madde iizerine 1s1n
gonderildigi siirece goriiliir. Isin gonderilmesi durduruldugu anda o da durur. Maddenin
floresans 1sinlarin1 yaymasi genelde, madde {izerine ultraviyole 1sinlar1 gonderilmesiyle
gerceklesir. Bu nedenle, floresans isinlarimin dalga boylar1 yaklasik 380-720 nm
arasinda degisir. Bunlar da gozle goriilebilir. Ancak goze goriinen 1sinlarla uyarilan
maddelerden bazilarinin yaydigi isinlar yakin infrared bolgesine kayar ve gozle
goriilmez. Hem floresans, hem de fosforesans metodu ¢ok hassastir. Milyarlarla ifade
edilecek kadar diisiik konsantrasyonlara uygulanabilir. Ayrica bu spektroskopilerle

konsantrasyon c¢aligma araliklari, absorpsiyon spektroskopisindeki konsantrasyon



calisina araliklarindan genelde daha genistir. Bu metotlarin bir bagka iistiin yanlar1 da
daha spesifik olmalaridir (bir maddenin tayini yapilirken, bir bagska maddenin bu tayini
karistirma veya bozma ihtimalinin az olmasidir). Buna karsilik bu metotlarin uygulanma
alanlar1 olduk¢a simirhidir. Zira floresans ozelligi gosteren maddelerin sayilar1 az,
fosforesans ozelligi gosterenlerinkiyse, daha da azdir. Ote yandan floresans isinlari,
fosforesans 1sinlarindan genellikle daha siddetlidir. Floresans, maddenin kati, sivi ve
gaz hallerinde goriilen bir olay olmasina karsilik fosforesans, maddenin genelde kati
halinde goriilen bir olaydir.

Floresans ve fosforesans olayinda maddenin bir kromofor grubunda bulunan bir
elektron, molekiil {izerine génderilen kisa dalga boylu 1s1m1 101 saniye gibi ¢ok kisa bir
zamanda absorplar ve bir list (bazen iki veya ii¢ iist) enerji seviyesine ¢ikar. Buradan
cesitli mekanizmalarla temel hale doner. Madde floresans 1sinlari yaydigi zaman
uyarilan elektronun spini degismez. Elektronun spinini degistirmeden bir {ist veya iki
ist seviyelerine ¢ikmasi durumundaki haline uyarilmis singlet hali denir. Uyarilmis
singlet halinde bulunan bir molekiil temel halinde oldugu gibi hala diamagnetiktir,
(Sekil 2-3). Diamagnetik maddelere elektronlar1 giftlesmis maddeler de denir. Buna
karsilik, madde fosforesans 1sinlar1 yaydigi zaman elektronunun spini degisir. Baska bir
deyisle, uyarilmig elektronunun spini degisen molekiil fosforesans isinlari yayar.
Molekiiliin bu haline triplet denir. Triplet haldeki bir molekiilde iki ortaklanmamis
elektron bulunur, (Sekil 2-3). Bir molekiil bir elektronunu kaybetmisgse, boyle bir
molekiile radikal denir. Radikal molekiiller paramagnetik &zellik gosterirler. Boyle
molekiillere de dublet denir (13).

Temel Uyarilmisg Uyanlms
singlet hal singlet hal triplet hal
(a) hi (c)

Sekil 2-3: Bir molekiiliin cesitli spin halleri (a,b diamagnetik, c paramagnetiktir).



Dublet molekiiller magnetik alan i¢inde iki tiirlii yonlenme gosterir. Bu nedenle
de dubletlerin enerjice farkli iki hali vardir. Bir molekiil uyarildigt zaman dogrudan
dogruya triplet hale gecemez. Uyarilmis hali, daha 6nce de sdylendigi gibi hala siglettir.
Madde bu singlet halinden triplet haline gegebilir. Bu daha sonra goériilecek olan
sistemler aras1 bir gegisle gerceklesir. Singlet halin émrii 107-10° saniye oldugu halde,
triplet halin dmrii 10 saniyeden dakikalara ve hatta saatlere kadar degisir (ZnSi03). Bir
molekiiliin absorptivitesi nekadar biiyiikse (10%-10° gibi) émrii o kadar kisadir. Bu gibi

hallerde fosforesansin meydana gelme ihtimali ¢ok azdir (13).

Floresansi Etkileyen Etmenler

Bir maddenin floresans yapip yapmayacagina, hem molekiiler yapi hem de
kimyasal ¢evre etki eder. Bunlardan birincisini ele alirsak, molekiilde n=— m* gecisini
kolaylastiracak konjuge m baglar1 olmalidir. Ornegin kinolin ve indol gibi maddeler
oldukea siddetli floresans 6zelligi gosterirler.

Konjuge m baglar igeren molekiillere siibstitiie gruplarin etkisi ise sOyle
verilebilir; elektron verici gruplar (6rnegin -NH2, -OH gibi) floresansi arttirdig1 halde,
elektron alict olan gruplar (6rnegin, -NO2, -X, -CHO, -N=N- gibi) floresans1 azaltir,
bazen de ortadan kaldirir.

Floresansi etkileyen ikinci etmen ise; sicakligin artmasidir ve bircok molekiilde
floresansin azalmasimna neden olur. Ciinkii yiiksek sicakliklarda molekiillerin
carpismasinin artmastyla uyarilmis molekiil dis gecis yaparak temel hale gelir. Benzer
sekilde ¢oOziiciiniin viskozitesinin azalmasi da g¢arpismayr arttirdigindan floresansi
diisliriir. Agir atomlu ¢oziiciiler de (karbon tetrabromiir gibi (CBrs)) floresansi azaltir.
Agir atom safsizliklar1 bulunmasi durumunda da floresans azalir.

Asidik veya bazik siibstitlientleri igeren (-SO3H, -OH, -NH. gibi) bir aromatik
bilesigin floresans1 genellikle pH’ye baghdir. Bu tir maddelerin iyonlagsmis ve
iyonlagmamis hallerinin hem floresans siddetleri, hem de yaydiklar1 floresans 1sinlarin
dalga boylar1 farklhidir. Bazi bilesiklerin floresanst pH’ye bagimli olarak asit/baz
titrasyonlarinda (1-naftol-4-sulfonik asitte oldugu gibi) doniim noktasinin tayininde
kullanilmaktadir.

Analizi yapilacak c¢ozeltide, ¢ozlinmiis oksijenin varligi, genellikle floresans
siddetini azaltir. Bu etki, floresans yapan molekiillerin oksijen ile fotokimyasal olarak

yiikseltgenmesinin bir sonucu olabilir. Ayrica oksijenin paramagnetik 6zelliginin bir



sonucu olarak sistemler aras1 gecis, dis ge¢is ve uyarilmis molekiiliin triplet hale gecisi
artar. Diger paramagnetik maddeler de floresansi azaltirlar (14).

2.1.5. Sivi Kromatografisi

2.1.5.1. Sivi Kromatografi Sistemleri

Laboratuvarlarda kullanilan bir¢cok farkli model sivi kromatografi sistemi
mevcuttur. Burada yiiksek performansli sivi kromatografisinin genel yapis1 verilecektir.

2.1.5.2. Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bir HPLC cihazina ait baslica bilesenler (Sekil 2-4)’de basit haliyle
gosterilmistir. (Sekil 2-6)’da ise laboratuvarda kullanilan bir HPLC sistemine ait resim

verilmistir.

-\
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Sekil 2-4: Bir HPLC cihazinin sematik gosterimi

Sivi kromatografisinde; genellikle c¢ok kiiclik tanecikleri iceren kolonlarin
kullanimiyla tabaka sayilar1 iyilestirilmis ve kolona basing uygulanarak akis hizi
arttirllmis  olan yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) cihazlar
kullanilmaktadir. HPLC, sagladig: yiliksek dogruluk, kesinlik ve hassaslig1 ayrica ugucu
olmayan tiirler i¢cin de kullanilabilmesi nedeniyle en ¢ok tercih edilen enstriimental
kromatografi tlirtidiir.

Bilindigi gibi kromatografi tekniginde kullanilan yontem ne olursa olsun tiirler,
kolonda dagilma sabiti (KD) degerlerine bagl olarak ilerler ve kolonu belli bir sira ile
terk ederler. Modern aletli tekniklerinde, kolondan ¢ikan her bir tiir, uygun bir

dedektoriin kullanimiyla bir sinyal olarak algilanir ve zamana veya hareketli fazin
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hacmine bagl olarak bir kromatogram seklinde gosterilir. (Sekil 2-5)’de, iki bilesenli
bir numuneye ait bir kromatogram goriilmektedir.

(Sekil 2-5)’de goriilen to degeri, kolonda hi¢ tutulmayan bir tiire ait alikonma
zamanidir. Yani to i¢in, hareketli fazin enjeksiyon kismindan baslayip detektore
ulagmas1 i¢in gegen zaman da diyebiliriz. tr1 Ve trz ise sirasiyla kolondan ilk ¢ikan ve
ikinci ¢ikan tiirlere ait alikonma zamanlaridir. Alikonma zamani; analitlerin tiirii, sabit
fazin tiirli, hareketli fazin tiirii, akis hizi ve kolon uzunlugu faktorlerine bagli olarak
degisebilir. Kolonda ilerleyen bilesenlerin go¢ hizlariyla ilgili olarak kromatografide
sik¢a kullanilan bir parametre alikonma veya kapasite faktortidiir. Alikonma faktori, k'

ile gosterilir ve agsagidaki esitlikte verildigi gibi bulunur:

L S’

Alikonma faktoriinin 2’den kiiciik olmasi eliisyonun ¢ok hizli oldugunun,
10’dan biiyiikk olmasi ise eliisyonun ¢ok yavas oldugunun gostergesidir. Her iki
durumda kromatografik olarak sakincalidir. Bu nedenle ideal bir ayirmada ¢dziinen
tirlere ait k' degerlerinin 2 ile 10 arasinda olmasi istenir. Bir kolondaki tiirlerin gog
hizlarinin bagil bir ifadesi olan secicilik faktorii (o) ise asagidaki formiile gore

hesaplanir:

R =2,_R2 — g

g I:'“r] | “r_]'].

Bir  kromatografik  kolonun  verimliliginin = gostergesi elde  edilen
kromatogramdaki piklerin keskinligidir. Kolona enjeksiyon yapilmasi ile tiirler kolonda
ilerlerken kolonun sonuna dogru, tiirlere ait bantlarda genisleme oldugu goriiliir. Bu
duruma; boyuna diflizyon ve fazlar arasi kiitle aktarimlar1 gibi baz1 kinetik olaylar
neden olmaktadir. Kolon verimliligi kuramsal tabaka sayist (N) adi verilen bir nicelik
ile olctliir:

\ 2

(t |
N=16x|-2|
(W)
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Bu esitliklerde yer alan w, Sekil 2-5’den de goriilecegi gibi bir pike ait taban
genisligi, tr ise ayn1 pikin elde edildigi alikonma zamanidir. Kolon verimliliginin baska
bir nicel olgiisti ise (H) tabaka yiiksekligidir ve tabaka yiiksekligi ile tabaka sayisi

arasinda asagidaki esitlikte goriildiigii gibi ters orant1 vardir:
L
H= —
N

Bu esitlikteki L, kolon dolgu malzemesinin uzunlugudur.

- -

£

—_— B 3 = wun

K T [ [ Zaman /

Sekil 2-5: Iki bilesenli bir numuneye ait kromatogramda taban genisliginin gosterilmesi

Bir kolonun ayiriciligi ya da ayirma giicii, kolonun bir numunede bulunan tiirleri
birbirinden ne derece ayirabildiginin nicel bir dl¢iistidiir. Ayrima giicii (rezoliisyon) Rs

ile gosterilir ve asagida verilen esitlikten bulunabilir:

BE =2x tIE _tltl

5 [‘“r] | 1|I;;'_r3‘}

Rs degerinin 1’den biiylik olmas1 iyi bir aymricilik gostergesidir. Yiiksek Rs
degerlerinin elde edilebilmesi i¢in N, a ve k' degerlerinin de miimkiin oldugunca biiyiik

olmasi gerekir (14).



12

Sekil 2-6: Laboratuvarda kullamlan bir HPLC sistemi

2.1.5.3. Coziicii Sistemi

Bir HPLC analizinin bagaris1 biiyiikk oranda dogru ¢oziicii sisteminin
belirlenmesine baglidir. HPLC’de hareketli faz olarak kullanilan bir ¢ok ¢oziicii vardir.
Bunlardan bazilar1 Tablo 2-1’de verilmsltir. HPLC’de kullanilacak ¢dziiciiniin kaynama
noktas1 fazla yiiksek olmamalidir, viskozitesi diisilk olmalidir, kullanilan dedektdrle

uyumlu olmalidir ve toksisitesi diisiik olmalidir.

Tablo 2-1: HPLC’de kullanilan bazi ¢ozeltiler ve 6zellikleri

Cozucu Kaynama Viskozite (cp) | Polarite (p') Kirllma indisi
Noktasi (°C)
Hekzan 69 0,31 0,1 1,376
Diklorometan 40 0,44 3,1 1,424
Etil asetat 77 0,43 44 1,372
Kloroform 61 0,57 4,1 1,446
Tetrahidrofuran 66 0,55 4,0 1,407
Asetonitril 82 0,38 5,8 1,344
Metanol 65 0,55 51 1,328

Su 100 1,00 10,2 1,333
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HPLC’de eliient olarak genellikle iki ya da daha fazla ¢oziiciiden olusan bir
karisim kullanilir. Bu karisimlarda da siklikla belli oranlarda zayif ¢oziicii olarak su ve
kuvvetli ¢oziicii olarak da tetrahidrofuran, metanol ve asetonitril gibi organik ¢6ziiciiler
kullanilir.

Bazi ¢ok bilesenli numunelerde, analiz boyunca aynmi ¢0Oziicii bilesimi
kullanildiginda bazi eliisyon problemleri ortaya ¢ikabilir. Bazi bilesenler kolondan ¢ok
cabuk, bazilar1 ise ¢ok ge¢ cikabilir. Bu sorun, analiz boyunca eliient bilesiminin bir
¢Oziicii programlamasi ile degistirilmesi ile ¢ozilebilir. S1ivi kromatografide bu sekilde
yapilan eliisyonlara gradient eliisyon, analiz boyunca sabit bilesimli bir eliientin

kullanilmasiyla yapilan eliisyona ise izokratik eliisyon denir (14).

2.1.5.4. Pompa

HPLC’de ileri-geri hareket eden pistonlu yiiksek basing pompalart kullanilir. Bu
sekilde calisan ii¢ tip pompa vardir, bunlar; silindir yollu pompalar, siringa benzeri
pompalar, pnématik pompalardir. Bu tip pomplar ile 8000 psi basinca ¢ikilabilir ve 0.2-
10 ml/dak akis araliginda caligabilir. S1v1 faz ¢ok sikistirilabilen bir faz olmadigi igin
ani basing artmalarinda cihazin herhangi bir yerinden sivi kagagi sorunu olabilir. Bu
sorunda genellikle cihaz ile metod olustururken girilen bir basing st limit degeri ile
¢Oziiliir. Cihaz bu basincin istiine ¢ikilmasi durumunda otomatik olarak sivi aksini

keser (14).

2.1.5.5. Kolon
HPLC’de kolon olarak g¢esitli biiyiikliik ve gaplarda, cam veya paslanmaz
celikten yapilmis ve iginde uygun bir sabit faz bulunan malzemeler kullanilir. HPLC

cihazlarinda kullanilan ii¢ temel kolon tipi vardir (Tablo2-2).

Tablo 2-2: HPLC’de kullanilan temel kolon cesitleri

Kolon Yarigapi (mm) Numune miktari (mg) = Akig Hizi (ml dak_l)
Mikro analitik 1-2 0,01 0,1

Standart analitik 3-5 0,1 1
Preperatif 5-20 10,0 10,0

Kolon iglerinde bulunan dolgu malzemelerinin yarigaplar ise 3-20 pm arasinda

olabilmektedir. Kolon dolgu malzemesini olusturan taneciklerin yaricapt ne kadar
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kiiglik olursa teorik tabaka yiiksekligi 0 kadar az olur ve kolonun verimliligi de o kadar
fazla olur. Ancak ¢ok kiiciik taneciklerin kullanilmasi durumunda da kolonda olusan
geri basing artabilir. Bu nedenle optimum kosullar1 saglayan dolgu malzemeleri
secilmelidir. Ayrica kolon dolgu malzemeleri, kolona doldurulmadan 6nce, 6lgekli bir
elek sisteminden gegirilmeli ve belirli bir araliktaki tanecikler kolona doldurulmalidir.
Boylece kolon gegirgenligi arttirilir ve daha diisiik basinglarla galisabilir. Yine, tanecik
sekillerinin diizenli olmas1 da kolon gegirgenligini arttirir.

HPLC sistemlerinde genellikle, kullanilan ana kolonun on tarafina daha kisa
boyutta, fakat ana kolonla ayn1 malzemeyle dolgulu, emniyet kolonu adi verilen bir
kolon baglanir. Emniyet kolonlar1 ana kolonlara gére daha ucuzdur ve ana kolonu
olabilecek yiiksek derisim ve Kirliliklerden korur. Kirlendiginde ¢ok daha rahat
degistirilebilir (14).

2.1.5.6. Dedektor

HPLC’de kullanilan floresans dedektorleri, florometre ve spektroflorometrelerde
kullanilan dedektorlerin aynidir. En basit floresans dedektorlerinde, uyarict olarak civa
lambasi, 1sinlar1 siizmek i¢in de bir veya birkag filtre kulanilir. Daha iyi1 cihazlarda
uyarici olarak ksenon ark lambasi ve bir greyting monokromatdrii bulunur. Gelecekte
bu alanda belki de ayarlanabilir lazerler kullanilacaktir ve boylece daha secici ve hassas
Olgmeler yapmak miimkiin olacaktir. Floresans metodunun baslica avantaji, her hangi
bir absorbans metodundan en az 10 defa daha hassas olmasidir. Bu avantaj sivi
kromatografisinde daha da ileri gider. Ciinkii, sivi kromatografisi metoduyla ayrilan
dogal maddeler, farmasotik maddeler, kriminal maddeler, klinik maddeler, petrol
tirtinleri oldugundan bunlarin biiyiik bir kismi siddetli floresanstir. Floresan olmayan

maddeler de, dansil kloriirle muamele edilerek floresan hale getirilir (13).

2.1.6. Sistem Uygunluk Testi

Sistem uygunluk testi genelde tiim analitik sistemin (cihaz, reaktif, kolon ve
analist dahil) istenilen uygulamaya uygun oldugundan emin olmak i¢in laboratuvarlar
tarafindan kullanilir. Sistem uygunluk testinin genel amaci kromatografik uygunluk
(6rnegin: kuyruklanma faktoriinii test ederek, kritik pik ¢iftlerinin kolon etkinligi ve

rezoliisyonunu test ederek) ve istikrarli sistem performansindan (Ornegin: test
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standartlarinin tekrar enjeksiyonuyla) emin olmak ic¢in kromatografik sonuglari
izlemektir.

USP’ye gore sistem uygunluk testleri gaz ve sivi kromatografisi metodlarinin
ayrilmaz bir pargasidir. Bunlar analizin yapilabilmesi i¢in kromatografik sistemin
rezollisyon ve tekrarlanabilirliginin yeterli oldugunu dogrulamak i¢in kullanilir. Testler
cihaz, elektronik, analitik islemler ve analiz edilecek Ornekler ayrilmaz bir biitiinii
olusturur ve boyle degerlendirilir.

Tipik kromatografik metodlar i¢in beklenen limitleri detaylandiran sayisiz
kaynaklar vardir. FDA’in su anki kilavuzunda “Analitik metodlarin validasyonu”

asagidaki kabul limitleri baslangig kriteri olarak 6nerilmistir (Tablo 2-3) (15).

Tablo 2-3: FDA kilavuzu sistem uygunluk testi icin baslangi¢ kabul Kkriterleri.

Parametre Limit

Kapasite Faktorii k>>2
Enjeksiyon kesinligi RSD <%l ,n>5
Rezoliisyon Rs>2
Kuyruklanma faktorii T<2

Teorik plaka sayisi N >2000

Kapasite faktorii, rezoliisyon ve teorik plaka sayisindan bolim
2.1.5.2.°de bahsedilmistir.

Enjeksiyon kesinligi, RSD (rdlatif standart sapma) olarak ifade edilir ve
kromatografik sistemin performansini gosterir. Bu, numunelerin analizleri
sirasinda pompanin, kolonun ve c¢evresel kosullarin degerlendirilmesidir.
Numune hazirligi ve iiretim degiskenleri bu parametreler ile degerlendirilemez.

Kuyruklanma faktoriinii asagidaki formiille hesaplayabiliriz. Pikteki
kuyruklanma arttikga miktar tayininin dogrulugu azalir.

T=W0.05

2F
Wx0,05 = Pik yiiksekliginin 20°de 1’indekipik genisligi
f = Pikin maksimumdan dik olarak indirilen dikme ile pik yiiksekliginin 20’de

1’inde pikin kenarina kadar olan mesafe.
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2.1.7. Analiz Yontemleri

2.1.7.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Marfil F. ile arkadaslar1 plazmada ve letrozol ile onun metaboliti olan CGP 44
645’1 idrarda tayini i¢in sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Ayirma ODS
Hypersil C18 kolonda asetonitril-fosfat tamponu pH:7 mobil fazi kullanilarak 1.5
mL/dak akista gerceklestirilmistir. Miktar tayini i¢in fluorimetrik dedektor kullanildi.
Uyarilma ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 230 ve 295 nm’dir. Letrozoliin plazma ve
idrarda tayin sinir1 (LOQ) sirasiyla 1.40nmol/L (0.4ng/L) ve 2.80 nmol/L’dir (16).

J. Rodriguez ve arkadaglari letrozol, citalopram ve onlarin metabolitlerini
idrarda es zamanli tayinini floresans dedektorlii yiiksek performansh sivi kromatografisi
ile tayini i¢in yiiksek kesinlik ve dogrulukta bir yontem gelistirmislerdir. Ayrim
Kromasil C18 (150mmx4.6mm ) kolonda gergeklestirilmis ve mobil faz olarak (65:35);
pH:3 fosfat tamponu ve asetonitril kullanilmistir. Analitler 295 nm‘de uyarilmadan
sonra 230 nm’de dedekte edildi. Letrozol ve metaboliti i¢in dogrusallik araligr 1.0-1000
ng/mL ve sitalopram ve metabolitleri i¢in 2.5-1000 ng/mL olarak bulunmustur (17).

Letrozol tabletlerinin stabilite analizleri igin yiiksek-performansli sivi
kromatografisi yontemi M. Mathrusri ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis ve valide
edilmistir. Ters faz kromatografisi ile Lichrocart/Lichrosphere 100 C-18
(250mmx4.5mm, 5um) kolon ile metanol: tetrabiitil amonyum hidrojen fosfat (80:20
VIV) mobil faz olarak 1 mL/dak akista 240 nm’de UV dedeksiyon ile
gerceklestirilmistir. Dogrusallik 0.5-150 pg/mL konsantrasyon araliginda (R?=0.9998),
regresyon denklemi y=102582x+43185 olarak g6zlemlendi (18).

Afshin Zarghi ve arkadaslari, letrozoliin insan plazmasindaki analizi i¢in kolay,
hizl1 ve hassas bir HPLC metodu gelistirmis ve valide etmistir. Ayirma monolitik silika
kolonda asetonitril-fosfat tamponu kullanilarak basarilmistir. Miktar tayini i¢in uyarilma
ve emisyon dalga boylari 230 ve 295 nm’de floresans dedektor kullanilmistir. Terapotik
ilag izleme igin 0.5 ng/mL tayin sinirinda ( LOQ ) letrozolii plazmadan analizini
gerceklestirmistir (19).

Nita Mondal ve arkadaslari, nanopartikiiller ve orta salinimli letrozol farmasotik
preparatlarinda analizi i¢in sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Ayrica Cg

kolonda, (50:30:20 h/h/h) deiyonize su, asetonitril ve metanol karisimi ile saglanmustir.
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240 nm’de UV dedeksiyon ile 1-50 pg/mL dogrusal araliginda analiz ger¢eklestirimistir
(20).

Pallavi ve arkadaglari ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi metodunu
letrozoliin bulk ve dozaj formlarinda tayini i¢in gelistirmistir. Ayrim kromasil ODS Cig
kolonda (250mmx4.6mm,5u) mobil faz karigimi tampon ve methanol (85:15, h/h)
kullanarak 1.0 mL/dak. akista gergeklestirilmistir. Tayin 230 nm’de gergeklestirilmistir.
Alikonma zamani 3.443+0.08 dakika olarak bulundu. Letrozoliin kalibrasyon egrisi 20-
120 pg/mL araliginda dogrusaldir (21).

Moussa ve arkadaslar1 letrozoliin bulk ve farmasotik preparatlarda tayini icin
kolay, dogru ve kesin spektroflorimetrik ve kromatografik metodlar gelistirmis ve
valide etmistir. Spektroflorimetrik metod letrozolii 587nm’de uyarildiktan sonra
239nm’de metanolde dl¢limiine dayanmaktadir. Ters faz HPLC yonteminde mobil faz
olarak asetonitril:su:methanol (50:35:15, h/h/h) ile 1.5mL/dak. Akista Cig kolonda
gelistirildi. Bulk ve farmasdtik preparatta letrozol UV dedektor ile 239 nm’de dedekte
edildi. Metod ICH kilavuzuna gore valide edildi (22).

Ranganathan ve arkadaslarinin ¢alismasinin amaci letrozoliin bulk ve tablet
dozaj formlarinda bozunma iiriinleri varliginda tayini i¢in stabilite gosteren bir sivi
kromatografisi yontemi gelistirmek ve ilgili bilesikle olas1 kararli kosullar1 saptamaktir.
Tayin su, asetonitril, ve fosfat tampon (pH:5.8;0,1M), (70:20:10, h/h/h) kullanilarak
izokratik mobil faz kullanilarak gergeklestirildi. Kolon olarak Intersil ODS 3 kolon,
1,0mL/dak. akista 230nm’de UV dedeksiyon ile gerceklestirildi. Letrozoliin alikonma
siiresi 9,454 dak. olarak bulundu. Metod 600-1400 pg/mL (r? =0,9997) konsantrasyon
araliginda dogrusal bulundu (23).

Narataj ve arkadaglar1 kararlilik gdsteren HPLC metodunu letrozoliin tabletlerde
tayini i¢in gelistirmis ve valide etmistir. Zodiac SIL 120-CisH kolon, su ve asetonitril
(30:70) oraninda mobil fazi 1mL/dak. akista 230nm’de UV dedeksiyonu ile
gergeklestirmistir. Metod 0,0115-1,278 pg/mL araliginda dogrusaldir (24).
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2.1.7.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Mondal N. ve arkadaslar1 yeni bir aromataz inhibitorii olan letrozoliitham ham
madde ve tabletlerde tayini i¢in basit, hassas, dogru bir UV spekrofotometrik bir metod
gelistirmistir. 238 nm maksimum absorpsiyonda dogrusallik 2-20 ug/mL konsantrasyon
araliginda bulunmustur (25).

Sasmita Kumari Acharjya ve arkadaslar1 letrozoliin farmasétik preparatlarda
tayini i¢in ultraviyole ( UV ) birinci tiirev, ikinci tiirev ve egri alt1 alan spektrometrik
metodlarimi  gelistirmistir. UV-spektrofotometri igin standart ¢ozeltiler 240 nm’de
Olgiilmistir.  Kalibrasyon  egrisi  dA/dA  degerlerinin ~ 0.25-20.0  pg/mi
konsantrasyonlardaki letrozole karsi gizilerek olusturulmustur (26).

Ganesh ve ark., Kkolay, hassas, spektrofotometrik metod UV bdlgesinde
letrozoliin bulk ve tablet dozaj formlar1 igin gelistirilmistir. Letrozoliin standart
¢ozeltileri 240 nm’de, belirgin molar absobtivite 3.3016x10*L/mol/cm ile maksimum
absorbans gosterir. Beers kanununa 1-10pg/mL araliginda regresyon ile, egim ve kesim
noktasi sirastyla 0.9998-0.016 olarak bulunmustur. Sonug olarak yiizde geri kazanim
100.63tiir (27).

Mareck U. ve arkadaslar1 letrozol ile tedavi goren metastasik kadin gogis
kanseri hastalarinin idrarini toplamis ve letrozoliin metabolitlerini tayin yontemi
gelistirmek i¢in analiz etmistir. Analiz gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi
(GC/MS) ve letrozoliin metabolite (bis-4-siyanofenilmetanol) dayanmaktadir (28).

Snehal ve arkadaslari hizli ve basit bir sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometrisi yontemini metformin ve letrozoliin insan plazmasinda eszamanl tayini
icin bir metod gelistirmis ve valide etmistir. Kolon olarak Hypurity C18 kolon, 5SmM
amonyum format ve asetonitril (20:80) oraninda kullanilmistir. LOQ metformin ve

letrozol i¢in sirasiyla 5.0 ng/mL ve 0.5 ng/mL olarak bulunmustur (29).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi 2014-2015 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Analitik Kimya arastirma laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler Ve Cozeltiler
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Metod gelistirme ve validasyon c¢alismalari sirasinda referans standart

kullanilmistir (Tablo 3-1). Referans standartin Analiz Sertifikas1 Ek-1’de verilmistir.

Tablo 3-1:Referans standart

Standart Uretici — Lot no Kullanim Amaci

Letrozol Natco Pharma Limited Analit

Metod gelistirme ve validasyon calismalar1 sirasinda Kullanilan kimyasallar

Tablo 3-2’de belirtilmistir.

Tablo 3-2: Kimyasallar

Kimyasallar Marka

Metanol (HPLC safliginda) Sigma-Aldrich

Sodyum fosfat dibazik dihidrat (Analitik saflikta) Riedel-de Haen

Asetonitril (HPLC safliginda) VWR

Ortofosforik asit (%85 ag/ag) (analitik saflikta) Ferak Berlin

Ultra saf su Elga Purelab Option
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3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Mobil Faz Cozeltisi

Mobil faz olarak asetonitril, metanol, farkli konsantrasyonlar da fosfat tamponu
cozeltileri farkli oranlarda denenmis en uygun ayirim asetonitril-fosfat tamponu
karisimindan elde edilmistir. Mobil faz ¢ozeltisi olarak asetonitril-80mM fosfat
tamponu (pH:7) (50:50, h/h ) karigimi kullanildi. Mobil faz slizme sisteminden
stizlilerek analize hazir hale getirildi.

80 mM Fosfat tamponunun hazirlanmasi

14.29 NA2HPO4.2H20 tartilip 1L saf suda ¢oziildii. Ortofosforik asit (%85
ag/ag) alinarak ile pH 9 bulundu. pH 7’ye diisiirmek i¢in 5M ortofosforik asit ¢ozeltisi
hazirlandi.

5 M Fosforik asit ¢cozeltisinin hazirlanmasi

Ortofosforik asitten ( %85 ag/ag ) 84.7 mL alinarak 250 mL’lik balon jojede saf

su ile hacmine tamamlandi.

3.1.2.2. Letrozol Cozeltileri

Ana Stok cozelti:

1 mg letrozol olarak tartildiktan sonra 10 mL’lik bir balonjojede metanolde
¢oziilerek hacmine tamamlandi (0.1mg/mL, LTZ-DS1).

Stok ¢ozeltiden metanol ile 1pg/mL’lik (LTZ-DS2) ara stok hazirlandi. Daha
sonra 0.05-0.70pg/mL aralifinda standart ¢ozeltiler asetonitril ile hazirlandi.
Kalibrasyon standartlarinin ve kalite kontrol drneklerinin hazirlanis1 Tablo 3-3 ve 3-

4°de verilmistir.
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Tablo 3-3: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanisi

Standart | Analit Konsantrasyon | Konsantrasyonu | Final Hacim

Adi (ng/mL) ve Hacmi Metanol

ST1 LTZ 0,05 250uL LTZ-DS2 | 5mL
(lpg/mL)

ST2 LTZ 0,1 500puL LTZ-DS2 | 5mL
(1pg/mL)

ST3 LTZ 0,3 1500uL LTZ- | 5SmL
DS2 (1pg/mL)

ST4 LTZ 0,5 2500uL LTZ- | 5mL
DS2 (1pg/mL)

ST5 LTZ 0,7 3500uL LTZ- | 5SmL
DS2 (1pg/mL)

Kalibrasyon egrisi standarlar1 hazirlandiktan sonra diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda se¢ilen noktalarda kalite kontrol 6rnekleri hazirlanmistir (Tablo 3-

4).

Tablo 3-4: Kalite kontrol numunelerinin hazirlamsi

Standart | Analit Konsantrasyon | DS Final Hacim

Adi (ng/mL) Konsantrasyonu | Metanol
ve Hacmi

KK1 LTZ 0,05 250uL LTZ-DS2 | 5mL
(lug/mL)

KK2 LTZ 0,2 1000pL LTZ- | 5mL
DS2 (1pg/mL)

KK3 LTZ 0,4 2000uL LTZ- | 5SmL
DS2 (1pg/mL)

KK4 LTZ 0,7 3500uL LTZ- | 5mL
DS2 (1pg/mL)
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3.2. Aletler ve Gerecler
Shimadzu (Kyoto, Japonya) LC 20 serisi HPLC sistemi analitik c¢alismalarda

kullanilmistir (Tablo3-5).

Tablo 3-5:Ekipmanlar

HPLC-DD Sistemi Marka - Model

Pompa Shimadzu LC-20AT
Otoornekleyici SIL-20HT

Dedektor Shimadzu RF-10A XL
Kolon Finm Shimadzu CTO-10AS VP
Degazer DGU-20A5

Analitik Kolon

Intersil ODS, 5 um, 250 x 4,6 mm, C18

Yazilim LC Solution

Sistem Kontrol Unitesi (Shimadzu SCL-20A VP)

Validasyon caligmasi sirasinda kullanilan destek ekipmanlar Tablo 3-6’da

belirtilmistir.

Tablo 3-6:Destek ekipmanlar

Destek Ekipmanlar Marka - Model
Spektrofluorimetre Shimadzu RE-1501
1 em’lik kuartz kiivetler QS 1000 10 X10 X 45 mm

Ultra saf su cihazi Elga Purelab Option
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Ultrasonik banyo

Elma Ultrasonics LC 30 H

pH metre

WTW pH Meter pH 526

Otomatik pipetler

Eppendorf 100-1000 pL ve 10-100 pL

Pipet Uclar Eppendorf 1000uL ve 100 pL
Otoornekleyici Vialleri Isolab
Vial Kapaklari Isolab
Girdap karistirici Tetra

Analitik Terazi

Denver Instrument

Mobil Faz Filtresi

Millipor, 0,45 um

Enjektor

Hamilton, diiz uglu, 50 uL

PTFE Filtre 0,45 pm

Macherey-Nagel

3.3. Analizin Gerceklestirilmesi

Enstriimantal Sartlar :

a.

b.

LC 10 serisi HPLC sisteminin bilgisayar1 gii¢ diigmesine basilarak acilir.
HPLC kisimlari sirasiyla agilir.

Floresans dedektoriiniin gii¢ diigmesine basilarak acilir ve 1-2 dakika

baglant1 saglanana kadar beklenir.
Ardindan masaiistiinden LC Solution ikonuna basilarak yazilim agilir.

3.1.2.1°¢ uygun olarak hazirlanan mobil faz ¢ozeltisi sistemin kanallarina

yerlestirilir.

Kullanilan hatlar Auto Purge secilerek purge islemi yapilir.
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g. Purge islemi bittikten sonra akis 0.1 mL/dak olarak ayarlanir ve kolon

baglantisina kadar mobil faz gegcmesi saglanir.
h. Akis kademeli bir sekilde artirilir. Final akis 0.7 mL/dak olacaktir.
I. Analiz siiresi 14 dakikadir.
j.  Kolon sicaklign 25°C’dur
k. Enjeksiyon hacmi 20 pL’ye ayarlanmistir.
|.  Dedektor Tablo 3-7°deki verilere gore ayarlanmustir.

m. Letrozol i¢in hazirlanan metod se¢ilmistir.

Tablo 3-7: Molekiile ait 6zel dedektor parametreleri

Molekiil Ad1 Eksitaston Dalga Boyu Emisyon Dalga Boyu

Letrozol 256 nm 585nm

3.4. Sistem Uygunluk Verileri
Sistem uygunluk testi verileri Tablo 3-8’de verilmistir ve uygun degerler elde

edilmistir.

Tablo 3-8: Letrozoliin i¢in sistem uygunluk parametreleri

Svmmary(Uompound)

<2 Detector A»>
ID#] Compound Name: Latrozole

Title Ret. Time Arza Heisht Cone. K Tailinz Factor [Theoratical Plates]
0031tz teall_41ed 5991 139063 11477 0.030 1113 1.120 7830.733
01tz kall 41ed 5933 428128 25201 0.100 111 1.134 T700.118
031tz kall 4led 5980 1085040 3808 0.288 2218 1134 T760.786
g3tz kall_4led 5977 1733137 104200 0458 2218 1133 7660233
0.7tz kall 41ed 5970 2527196 143730 0.704 2216 1.140 7752800
Averags o8l 120252 70701 0330 2220 1132 T740.945
YRED 0086 80328 80.118 83087 0.125 0651 0.837
Maximum 5991 2527196 143730 0.704 2123 1.140 7830.733
Minimum 5970 180063 11477 0.050 2216 1.120 T660.238
Standard Deviation 0.009 0g3077 36645 0274 0.003 0.007 64.780
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3.5. Letrozoliin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Analizi

3.5.1. Dedektor Dalga Boyu Se¢imi

Letrozoliin gosterdigi maksimum uyarilma ve emisyon dalga boylar
spektrofluorimetri yontemiyle belirlendi. Uyarilma dalga boyu 256 nm emisyon dalga
boyu ise 586 nm olarak bulundu (Sekil 3-1).

Sekil 3-1: Letrozoliin spektroflorometrede 0.1 pg/mL konsantrasyonda alinms spektrumu

3.5.2. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 1 pg/mL konsantrasyondaki letrozol
¢ozeltisinden 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 0.7 pg/mL konsantrasyonlarinda 5 mL’lik
balon jojelerde hazirlandi, 15 saniye vortekslendi. Dogrusal konsantrasyon araligi

alinmistir.

20 pL enjeksiyon yapilarak alanlar hesaplandi. Elde edilen pik alanlarindan

kalibrasyon egrisi hazirlandi.
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3.6. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Gegerli kilma yani validasyon, metodun ilgili performans kriterlerine
uygunlugunun saptanmasi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir
gecerlilik calismasidir. Tek bir laboratuvar veya pek cok laboratuvarin katildigi

laboratuvarlar arasi ¢alisma ile gerceklestirilebilir (30).

llac uygulamalar1 igin Uluslararass Harmonizasyon Konferansi (ICH,
International Conference Harmonization Q2(R1) kilavuza goére validasyon yapildi.
(312).

3.6.1. Spesifiklik ve secicilik

Analitik yontemin analiti diger bilesenlerden ayirabildiginin dl¢iistidiir. Bunun
icin etken maddenin i¢inde bulundugu matriks bilesenlerinden ayrilabildiginin
gosterilmesi gerekir. Etken madde i¢in pik saflig1 testi yapilarak analit pikinin tamamen
analite ait oldugunun gosterilmesidir. Bu yontem diyode array-UV spektrumlar ve kiitle
de gecerlidir.

3.6.2. Dogrusallik

Analitik seyreltmelerde azalan konsantrasyonlarda dedektor cevabinin dogrusal
olmasi arastirilir. Analitin degisen konsantrasyonlar: ile elde edilen verilerden olusan
egrinin regresyon analizi yapilir. Korelasyon katsayisi, y (ordinat)-kesim noktasi,
egrinin egimi hesaplanarak egri denklemi elde edilir. Analitik ¢aligmalarda minimum 5

noktadan dogrusallik gosterilmeli ve korelasyon katsayisi 0.99.. dan biiyiik olmalidir.

3.6.3. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk, gercek deger ile analiz edilen degerin birbirine yakinligim
gostermektedir. Dogrulugu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler vardir.

a) Analitin bilinen konsantrasyonlarda ¢6zeltilerinin analizi ile belirlenir.

b) Bagska bir belirlenmis metod ile analiz yapilir.

Analitin diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonlardaki 3 Ornek analiz edilerek
miktar tayini yapilir ve dogruluk hesaplanir.

Kesinlik ise belirlenen kosullar altinda ayni 6rneklerin analiz sonuglarmin
birbirine yakinliginin ifadesidir. Analizin en az 3 farkli konsantrasyonunda diisiik orta
ve yiiksek konsantrasyonda en az 3 Ornek analiz edilerek relatif standart sapma

(varyasyon sabiti, cv) hesaplanir.
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3.6.4. Dedeksiyon ve Miktar Tayini Limiti

Dedeksiyon limiti tayin edilebilen en diisiik diizeydir. Farkli yollarla
belirlenebilir.

a) Sinyal/giiriiltii orani: dedeksiyon limiti i¢in sinyal/giiriiltii oran1 3’den
biiyiik kabul edilebilirdir.

b) Cevap ve egrinin standart sapmasina bagli olarak da hesaplanabilir.

LOD =36/S

o: Cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

o regresyon egrisinin y kesim noktasinin standart sapmasi cevabin standart
sapmasi olarak kullanilabilir (32).

En diisiik analiz edilebilen miktardir. Farkli yontemlerle tayin edilebilir.

a) Sinyal/giiriiltii orani: en diisiik tayin limiti i¢in S/N oran1 10’dan biiyiik

olmalidir.
b) Ya da kalibrasyon egrisinin egiminden hesaplanir.
LOQ=10xc/S

o: Cevabin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi.

3.6.5. Validasyon Serisinin Hazirlanmasi

Validasyon serisi bos, kalibrasyon egrisi ve kalite kontrol 6rnekleri olarak
hazirlandi. Bos viallere mobil faz karisimi, kalibrasyon egrisi i¢in konsantrasyonlar,
0.05, 0.10, 0.30, 0.50, 0.70 pg/mL, kalite kontrol o6rnekleri ise 0.05, 0.20, 0.40, 0.70
ug/mL olarak secildi. Validasyon serisi; Bos, Kalibrasyon standartlar1 (ST1-ST5) Bos,
Kalite kontrol 6rnekleri ( KK1, KK2, KK3, KK4, her birinden 6 6rnek) bos ve tekrar
standart kalibrasyon standartlar1 seklindedir.

Bu seri 2 kez hazirlanarak analizi yapilmis daha sonra 2. seri tekrar analiz

edilmigtir. Elde edilen verilerden validasyon parametreleri hesaplanmaigtir.
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4.1. Letrozoliin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Metod Gelistirme

Letrozol i¢in en uygun dedeksiyon dalgaboyu; 256 nm uyarilma ve 585 nm

emisyon olarak bulunduktan sonra en uygun kosullar belirlenmistir. Yontem Cig analitik

kolonda (intersil ODS, 5 pm, 250x4.6mm); asetonitril-S0mM fosforik asit ¢dzeltisi
(pH:7), (50:50,h/h) hareketli fazi1 ile 0.7 mL/dak akis hizinda fluorimetrik dedektor ile

gelistirilmistir. 0.3 pg/mL letrozol c¢ozeltisine ait bir kromatogram Sekil 4-1°de

verilmigtir.

mV
Detector AEx:256nm ,Em:585nm

60+
50+
40+
30+
20+
10+

o

A.Press.(Status|

_bar
%—74.0
f—73A0
;72.0
;71.0
f—7vo
;69.0
;68.0
f—em
;66.0
;65.0

[64.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 10.0

Sekil 4-1: 0.3 pg/mL letrozole ait 6rnek kromatogram

4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Segicilik

T F63.0

Yontemin segiciliginin sinanmasi igin plaseboya ait kromatogramlar (Sekil 4-2,

4-3) verilmistir. Mobil faz ve plasebo kromatogramlarinda analitin alikonma zamaninda

herhangi bir girisim goriilmemistir. Plasebonun icinde;

Koloidal

susuz silika,

mikrokristalize seliiloz, laktoz monohidrat, magnezyum stearat, misir nigastasi, Sodyum

karboksimetil nisastasi, hidroksipropil metilseliiloz, polietilen glikol 8000, talk,

titanyum dioksit (E171), sar1 demir oksit (E172), etanol, saf su vardir.
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Sekil 4-2: Mobil faz enjeksiyonuna ait bir kromatogram
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Sekil 4-3: Plasebo ¢ozeltisinin Kromatogrami

4.2.2. Dogrusallik

Letrozol ¢ozeltileri 0.05-0.70 pg/mL araliginda 5 farkli konsantrasyonda 6’sar
ornek hazirlandi ve ortalama pik yiiksekligine karsi grafige gecirildi. Validasyon
serilerinde 2’ser adet kalibrasyon standartlar1 hazirlanmis ve analiz edilmistir. Elde
edilen verilerden ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 4-4’de verilmistir. Kalibrasyon egrileri
korelasyon katsayilart 0.999 mertebesinde kabul edilebilir sinirlardadir (Tablo 4-1).
Kalibrasyon egrisi konsantrasyon degerlerinin dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-

2’de verilmistir. Egri degerleri dogru ve kesin olarak bulunmustur.



c00D0D+

150000

J0000=

Dedektor cevab

500007

T T T
0,00 0,20 0,40

Konsantrasyon

Sekil 4-4: Kalibrasyon egrisi
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Tablo 4-1: Validasyon serlerinden elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari

Validasyon Seri no Korelasyon Katsayisi Dogru Denklemi

VAL 1.1 0.99984 y=223827.0x+56.36
VAL 1.2 0.99919 y=220157.2x-628.36
VAL 2.1 0.99951 y=211067.0x-1163.81
VAL 2.2 0.99928 y=208847.4x-335.16
VAL 3.1 0.99912 y=207441.0x+2245.91
VAL 3.2 0.99985 y=196005.6x+77.83




Tablo 4-2: Kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik hesaplamalari
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Numune | Konsantrasyon | Ortalama | %Ort Sapma(SD) | %CV

ST1 0.05 0.0496 99.20 0.0022 44171
ST 0.10 0.0992 99.17 0.0033 3.2780
ST3 0.30 0.2952 98.39 0.0068 2.2920
ST4 0,50 0.4970 99.40 0.0114 2.2871
ST5 0.70 0.6893 98.48 0.0204 2.9541

4.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Dogruluk ve kesinlik hesaplamalari Boliim 3.6’ya gore yapildi. Diisiik orta ve

yiiksek konsantrasyonlarda secilen kalite kontrol Ornekleri giin i¢i ve gilinler arasi

dogruluk ve kesinlik degerleri Tablo 4-3, 4-4, 4-5 ve 4-6’da verilmistir. Bulunan

degerlere gore yontemin dogrulugu ve kesinligi uygun bulunmustur. Bu degerlerle

yontemin tekrarlanabilir olduguda goriilmektedir.

Tablo 4-3: Birinci validasyon serisinin giin i¢i hesaplamalari

Numune | Konsantrasyon | Ortalama %0rt | Sapma(SD) | %CV
KK1 0.05 0.0487 97.33 0.0008 1.6777
KK2 0.20 0.1978 98.92 0.0034 1.7339
KK3 0.40 0.3905 97.63 0.0021 0.5310
KK4 0.70 0.6722 96.02 0.0050 0.7374




Tablo 4-4: ikinci validasyon serisinin giin i¢ci hesaplamalari
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Numune | Konsantrasyon | Ortalama %0rt | Sapma(SD) | %CV
KK1 0.05 00525 | 10500 | 00006 | 1.0433
KK2 0.20 0.2000 | 10000 | 00035 | 1.7607
KK3 0.40 03990 | 99.75 0.0062 | 15531
KK4 0.70 06962 | 9945 0.0089 | 1.2829
Tablo 4-5: Uciincii validasyon serisinin giin ici hesaplamalar
Numune | Konsantrasyon | Ortalama | %Ort Sapma(SD) | %CV n
KK1 0,05 0.0410 82.00 0.0008 1.9915 6
KK2 0.20 0.1893 94.67 0.0071 3.7743 6
KK3 0.40 0.4250 106.25 0.0231 5.4339 6
KK4 0.70 0.6988 99.83 0.0023 0.3315 6
Tablo 4-6: Validasyon serisinin giinler aras1 hesaplamalar
Numune | Konsantrasyon | Ortalama | %Ort Sapma(SD) | %CV n
KK1 0.05 0.0482 99 64 0.0047 9.6810 18
KK2 0.20 0.1957 97.86 0.0067 3.4108 18
KK3 0.40 0.4023 100.58 0.0178 4.4350 18
KK4 0.70 0.6891 98.44 0.0136 1.9714 18
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4.2.4. Dedeksiyon ve Miktar Tayini limiti
Bolim 3.6.4’de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD ve LOQ degerleri
letrozol i¢in sirasiyla 0.014-0.042 pg/mL olarak bulunmustur. 0.05ug/mL letrozol

¢ozeltisine ait bir kromatogram Sekil 4-5’de verilmistir.

mVv _bar
ll,Detector AEx256nm,Em:585nm

APress.(Statusfy
~74.0
10 B
F73.0
[72.0
[71.0
£70.0
[69.0
[68.0
[67.0
[66.0

1+ ;65.0

0+ F64.0

— -63.0

Sekil 4-5: 0.05 pg/mL letrozol enjeksiyonuna ait bir kromatogram

4.3. Farmasotik Preparatlarin Hazirlanmasi

10 adet letrozol igeren tablet ( Femera™) toz haline getirilip bir tablet
agirhiginda 6 tartim almarak 100 mL’lik balon jojede hacmine metanol ile tamamlandi
(25ug/mL). Bu ¢ozeltiden 0.25ug/mL’lik ¢bzelti hazirlanir. Kromatografik analizi
yapilir (Sekil 4-6). Farmasotik preparat analizlerinden geri kazanim %98.8 olarak

bulunmustur.

bar

mV
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110 L74.0
1007 :
F73.0

90
F72.0
80 r
F71.0
70 F
F70.0
60 F
[69.0

50 r
£68.0
40 r
£67.0

304 [
[66.0

20 r
£65.0

104 r
£64.0

04 —- :
T T T T T T 1630

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 min

Sekil 4-6: 0.025 pg/mL tablet enjeksiyonuna ait bir kromatogram
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5. TARTISMA

Letrozol, non steroidal aromataz inhibitoriidiir. Meme kanserinin tedavisinde en
yaygin kullanilan ilaglardan biridir. Letrozol iceren farmasotik preparatlarin analizi
kalite kontrol agisindan 6nemlidir. Bu nedenle kolay, segici ve hassas bir analiz yontemi
gelistirilmistir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi-floresans dedektorii sistemi
kullanilarak letrozoliin farmasotik preparattan analizi gergeklestirilmistir.

Letrozol dogal floresans Ozellige sahiptir. Molekiiliinde n—n* ge¢isini
kolaylastiracak konjuge 7 baglarinin olmasi ve elektron verici azot ve ikili-ii¢lii baglarin
bulunmasi floresansi artirmaktadir. Letrozol de yapisi itibariyle triazal grubu-konjuge
nitril gruplar1 ve benzen halkalar1 bulunmaktadir. Bunlar da letrozoliin floresans 6zellik
gostermesini saglamaktadir.

Letrozoliin uyarilma dalga boyu 256 nm, emisyon dalga boyu ise 585 nm olarak
bulunmustur (Tablo-3.7).

Iyonizasyon floresans siddetini degistirebilmektedir . Letrozoliin pKa’s1 2.17 dir.
Mobil faz pH’si 7°de en uygun kromatografik sonu¢ bulunmustur. pKa’ya yakin
pH’lerde c¢alisildiginda Henderson-Hasselbalch esitliginde iyonlasmayan denge
olmalidir. Iyonlasma olmamasi i¢in ndtr pH’de uygun sonug bulunmasi dogaldur.

Letrozol polar yapida bir bilesiktir. C18 apolar kolonda polar mobil faz ile
alikonma saglanmustir.

Sistem uygunlugu testi yapildiginda tiim parametrelerin uygun oldugu
gorilmistiir. Tablo 3-8 de elde edilen veriler goriilmektedir. Kabul limitleri ise Tablo 2-
3 de verilmistir.

Kalibrasyon egrisi 0.05-0.70 pg/mL konsantrasyonlar1 araliginda secilmistir.
Hesaplanan LOD ve LOQ degeri 0.014-0.042 pg/mL dir.

Secilen kalibrasyon konsantrasyonlar1 en yiiksek ve en diisiik deger alinip orta
konsantrasyon belirlenerek kalite kontrol o6rnekleri olusturulmustur. Validasyon
serilerinden elde edilen korelasyon katsayilar1 0.999 mertebesinde ve analitik agidan
kabul edilebilir degerlerdir. Kalibrasyon standartlarinin dogruluk ve kesinlik degerleri
%CV kabul smir1 5’in altinda ve standart sapma 2’nin altindadir. Bu sonugclarla
yontemin dogruluk ve kesinligi uygun goriilmektedir (Tablo 4-2,4-4). Giin i¢i ve gilinler
arasi tekrarlanabilirlik degerleri de (Tablo 4-3, 4-4, 4-5, 4-6) uygun bulunmustur.
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Yontem tabletlere uygulanmis ve geri kazanim % 98.8 bulunmustur. Bulunan
geri kazanim degerleri kabul limitleri i¢indedir.

Letrozoliin farmasétik preparatlardan analizi ¢esitli yontemler ile yapilmistir. Bu
konuda yapilmis ¢ok sayida calisma yoktur.

Mathrusri ve arkadaglari (18) HPLC-UV sistemi ile yaptiklari analizlerde
letrozoliin farmasotik preparatlardan analizi i¢in gelistirdikleri yontemde 0.5 LOQ
degerini bulmusturlar. Pallavi ve arkadaslar1 (21) 20-120 ug/mL degerleri aralifinda
HPLC-UV metodu gelistirmislerdir.

UV Spektrofotometrik analizlerde ise minumum tayin siir1 2 ve 0,25 pg/mL
bulunmustur (25,26). Bu ¢alismada gelistirilen ve valide edilen yontemde minumum
tayin siir1 0.05 pg/mL olarak kalibrasyon egrisinde alinmistir. Kalibrasyon egrisinden
hesaplanan degerler ise daha diisliktiir. LOD = 0.014 pg/mL LOQ = 0.042 pg/mL dir.
Literatiirde gelistirilen yontemlere gore daha diisiik Konsantrasyonlarda analiz
gelistirilen ve valide edilen bu yontemle miimkiindiir.

Gelistirilen ve valide edilen yontem ile letrozoliin farmasotik preparatlardan
analizi dogru, hassas, segici ve Ozgiin bir sekilde kolaylikla yapilabilmektedir. Bu
yontem diisiik konsantrasyonlara inebilme acisindan biyolojik materyele de

uygulanabilecegi diistiniilmektedir.
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