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2002

Bu ¢alismada mitomisin C’ nin farmasétik flakonlarinda miktar tayini
i¢in siirekli akis enjeksiyon analizi yontemi tarif edilmektedir. Tasiyic1 ¢ozelti
olarak Britton-Robinson tampon sistemi kullamlmistir ve akis hizi 1.0
mL/dk’> dir. Mitomisin C sinyalleri UV-spektrofotometrik detektor
kullanilarak 363 nm’ de kaydedilmistir. Miktar tayini icin pik alam ve pik
yiiksekligi sinyalleri kullamilmistir. Yontemin kesinligi ve dogrusallign bu
sinyallerle gosterilmistir. Sinyal/giiriiltii oram1 3 kriterine goére ydntemin
saptama sinir1 olarak 1.93x10° M ve tayin sinir1 olarak 6.45x10° M degerleri
hesaplanmistir. Yontemin uygulanmas: ile elde edilen sonuglar standart
yontemler olan UV-spektrofotometrik ve yiiksek performansh sivi
kromatografik yontemlerin sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Pik alani
sinyalleri ile standart yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli
olmadigr bulunmustur. Bu c¢aliymada gelistirilen siirekli akis enjeksiyon

analizinin kesin, dogru, duyarh ve ucuz bir yéntem oldugu séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Mitomisin C, Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi,
Validasyon, Flakon



ABSTRACT
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A YALIDATED METHOD FOR THE DETERMINATION OF
MITOMYCIN C BY FLOW-INJECTION ANALYSIS
AND ITS APPLICATION TO FLACONS

ARIN GUL DAL

Anadolu University
Institute of Health Sciences
Department of Analytical Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dilek Dogrukol-Ak
2002

A flow injection analysis (FIA) method is described for the
determination of mitomycin C in the pharmaceutical flacons in this study.
Britton-Robinson buffer at pH 7.0 was used as carrier solvent at 1.0 mL/min
of flow rate. Mitomycin C signals were detected at 363 nm using UV-
spectrophotometric detector. Peak area and peak height signals were used
for quantification of mitomycin C and the precision and linearity of the FIA
were shown with these signals. The detection limit and determination limit of
the method according to criteria of signal to noise 3 were 1.93x10° M and
6.45x10® M, respectively. The results obtained with the application of the
method were compared to those of high performance liquid chromatography
and UV spectrophotometry as standard methods. It was found that the
difference of the standard methods and FIA was not statistically significant
by using peak area response of FIA. It can be concluded that FIA developed

with this study is a precise, accurate, sensitive and cheap method.

Keywords: Mitomycin C, Flow-injection analysis, Validation, Flacon.



iii

TESEKKUR

Ozgiir ve laik bir Tiirkiye’ de bilimsel aragtirma olanagim bize kazandiran
yiice 6nderimiz Mustafa Kemal ATATURK e,

Bugiinlere gelmemde en biiyiik pay sahibi olan, destekleriyle her zaman
yamimda olduklarim hissettigim sevgili annem Nuray DAL ve babam Ahmet
DAL’ a,

Bilgi ve tecriibesiyle ¢alismalarimin her asamasinda beni yonlendiren
degerli hocam Eczacilik Temel Bilimler Bo6liimii Bagkani Prof.Dr.Muzaffer
TUNCEL’ e,

Tezim siiresince beni sabirla yoOnlendiren, hosgorii ve destegini
esirgemeyen degerli hocam Dog¢.Dr.Dilek DOGRUKOL-AK’ a,

~ Ilgi ve destekleriyle her zaman yammda olan Analitik Kimya Anabilim
Dalr’ ndaki degerli hocalarim Yrd.Dog¢.Dr.Géksel ALTIOKKA ve Dog.Dr.Zeki
ATKOSAR’ a ve sevgili ¢calisma arkadaglarima,
Ve sevgili kardeslerim Ozden ve Ozgiin Esin DAL’ a,

En igten tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET .ottt sss s sssessssessss s s bes b sssses e nas s sesbesssssssassesnessass i
ABSTRACT ... cictieiertieresnressesesseestestrssstesesssssessrsnsssesssssenssseesasseseass i
TESEKKUR.....coovirrrrrernieieresiseesrsessesssssssensssesssssessssssssssessssessssasssssseses iii
ICINDEKILER.......ceeietereereretseerenssees s ssasssse e sessesesasassessssssesssssens iv
SEKILLER DIZINIL.....coiirereeieieteeecniente e ssssss e e sssssssnsassenans vi
CIZELGELER DIZINL.....cooeveroiietieeeretreetenesserese s esesessssessenassesens vii
1. GIRIS VE AMAQC......coeereccteieiernessstessssssse s sesessssssessssssesasassens 1
2. LITERATUR ARASTIRMASL.....coemremirernrerreerereenesssssssssessesseseees 2
2.1. Mitomisin C’ nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri............... 2
2.2. Mitomisin C’ nin Stabilitesi........ceeveeeerrerrerrreeceecrersesreeneennennes 2
2.3. Mitomisin C’ nin Farmakolojik Ozellikleri..........cccevreurunn.. 3
2.4. Mitomisin C Tayini ile flgili Calismalar...........cccccovrrerrmneen. 4
3. DENEYSEL BOLUM....covuctiereerrmnecinirsiscressecssessasessessssssesasesasses 8
3.1. Kimyasal Maddeler........ccccocercrernirneenercrnnnreeeceeeneenresennrenennne 8
3.2, ALCHIET....cccieieiiiecercenieinteee et e s ee s nesae b an s 8
3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmast.........cocoeveverveecrecneesvennnne 9
3.4. Yontemin Farmasétik Preparatlara Uygulanisi...................... 10
4. SONUCLAR VE TARTISMA........ocoeieinriieteeeresreseseseeseesesesnenes 11
4.1. Stirekli Akis Enjeksiyon Analizi.......ccccceervvvevercensienveennennen. 11
4.1.1. Siirekli Akig Enjeksiyon Analizi Optimizasyonu........ 11
4.1.2. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Kesinligi............ 13
4.1.3. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Dogrusalligi....... 14

4.1.4. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Saptama

ve Tayin SINI..oiiiiiiiiciee e 16

iv



4.1.5. Siirekli Akig Enjeksiyon Analizi ile Mitomisin C
Igeren Flakonlarda Miktar Tayini........cccccvuererecrerenncn. 16
4.2. Mitomisin C’ nin UV Spektrofotometrik Yoéntemle Analizi.. 17
4.3, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile

Flakonlarda Mitomisin C TayiNi........ccceeuererceereiresesnererocsenses 18
4.4, Flakon I¢erisindeki Mitomisin C Miktar Tayini

Sonuglarinin Kargilagtirllmasti.......cevveeeeveeneecrenveniecrennenseennens 22
4.5. Sonug ve Degerlendirme.........ccceveiveinveirerieriinceceninneeseennen. 23
KAYNAKLAR.......ocoietrteintecreetensesesstasnesessssseseessessssesessasesseesens 24



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.1. Mitomisin C’ nin kiniyasal yapiSl........ccceeeeeereeeinnnereresienens

Sekil 4.1.1.1. Standart mitomisin C (1.0x10® M) ¢6zeltisinin

200-500 nm araligindaki UV speKtrumu........ccveveeveevnvininereeseerereeseennne

Sekil 4.1.1.2. Akis hizinin mitomisin C sinyallerine etkisi......................

Sekil 4.1.2.1. Standart mitomisin C (1.0x10” M) ¢6zeltisinin 1 mL/dk

akis huzinda ve 363 nm’ deki sinyallerinin tekraredilebilirligi.................

Sekil 4.1.3.1. Mitomisin C’ nin 2x10°-1x10"> M derisim araligindaki
¢Ozeltilerinin 1 mL/dk akis hizinda ve 363 nm’ deki sinyalleri...............

Sekil 4.3.1. Standart mitomisin C (5.86x10°M) ¢ézeltisinin

IS varliginda Kromatogrami..........ccccceeveeeeenvereerenrieenirenevesceseesesesceeeeens

Sekil 4.3.2. Mitomisin C’ nin flakon ¢6zeltisinin (5.86x10°M)

IS varliginda kromatogrami...........ccceeeeereneereeeerineeinteecreesresseseeeeeseens

vi



CiZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1.2.1. Mitomisin C’ nin giini¢i ve giinlerarasi
tekraredilebilirlik SONUGIATL........covvverririirienirtecr e 14

Cizelge 4.1.3.1. 1 mL/dk akis uzinda, 363 nm’ de, 2x10°-1x10° M
derigim arahiginda mitomisin C’ nin pik alan: sinyallerinin dogrusallig1.. 15

Cizelge 4.1.3.2. 1 mL/dk akis lnzinda, 363 nm’de, 2x10%-1x10"° M derisim

vii

araliginda mitomisin C’nin pik yiiksekligi sinyallerinin dogrusalligi...... 15

Cizelge 4.1.5.1. Pik alanlarina gére mitomisin C’ nin flakonlardaki

miktar tayini degerlendirmeleri.........cocvvveereeerienenieenecninverereenreeeeneenns 16

Cizelge 4.1.5.2 Pik yiiksekliklerine gére mitomisin C’ nin

flakonlardaki miktar tayini degerlendirmeleri........cccccovveverceevuennnnne sessenes 17

Cizeige 4.2.1. UV-spektrofotometrik yéntemle flakonlarda

MItOMISIN C tAYIN...cereerrtireeerterieeertererrreeesitertesesseestesesessessessesssensessenns 18

Cizelge 4.3.1. Mitomisin C ve IS (4-aminoasetofenon) i¢in

kromatografik VEIIIET .......cccceeeriienrieerircriciesireeeeeriesecsinseeesessesnnensessenas 19

Cizelge 4.3.2. YPSK ile flakonlardaki mitomisin C tayini...................... 20

Cizelge 4.4.1. Surekli akis enjeksiyon analizi ile

UV-spektrofotometri yonteminin kargilagtirilmast.........coceereeeereeveennnnee. 22

Cizelge 4.4.2. Siirekli akis enjeksiyon analizi ile yiiksek

performansli sivi kromatografi yénteminin karsilastinnlmasi................... 22
1C yiuSEKOGRETIM KURULY

DOKTMANTASYOR

MERKEZS



1. GIRIS VE AMAC

Mitomisin C, klinik kemoterapide 6zellikle gogiis, mide, prostat ve kolon
kanserlerinin tedavisinde yaygin kullanilan antineoplastik antibiyotik bir ilagtir.
Antikanser aktivitenin kimyasal ya da enzimatik olarak indirgendikten sonra,
DNA’ ya kovalent baglanmasi ile ortaya ¢iktig1 bilinmektedir [1-4].

Mitomisin C’ nin biyolojik sivilardaki miktar tayini igin ¢ogunlukla sivi
kromatografik yontemler kullamilmigtir. Bu yontemlerde genellikle UV-g6riiniir
alan, diferansiyel puls polarografik, kulometrik ve voltametrik detektérler
kullanilmis ve serum ve idrardaki miktar tayini uygulamalar1 gosterilmigtir [5-8].

Siirekli akig enjeksiyon analizi, detektoriin 6niinden akan tastyici ¢ozeltiye
numunenin enjeksiyonu ile, numunenin sistemde siiriiklenmesi sirasinda karsilik
gelen sinyallerinin kaydedilmesini temel alan bir yontemdir ve analitik kimyanimn
¢ok 6nemli bir metodolojik uygulamasidir. Onemi, basit bir kimyasal islem, ucuz
cihaz, fazla el becerisi gerektirmeyen ¢aligma kosullar1 ve iyi kalitede sonuglar
elde edebilme olanagindan kaynaklanmaktadir. Farmasotik preparatlardaki etken
madde miktarim tayin etmek i¢in siirekli akis enjeksiyon sistemlerinin kullanim
cabuk gerceklestirilen islemlerle oldukca iyi kalitedeki sonuglar elde edilmesine
olanak saglar [9-11].

Bu ¢aligmanin amaci, mitomisin C’ nin stirekli akig enjeksiyon analizi ile
farmasétik flakonlarinda miktar tayini igin ¢abuk sonu¢ alinabilen, kesin, dogru,
duyarl1 ve ucuz bir yontem gelistirmektir. Flakonlarda mitomisin C miktar tayini
sonuglari, UV-spektrofotometrik ve yiiksek performansli sivi kromatografik
yontemlerle elde edilen sonuglarla kargilagtirilarak yontemin dogrulugu ve

kesinligi incelenmigtir. Bulunan sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI
2.1. Mitomisin C’ nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Mitomisin C kimyasal olarak [laS-(lax, 8B, 8ax, 8ba)]-6-amino-8-
[[(amino karbonil) oksi] metil]-1, 1a, 2, 8, 8a, 8b-hegza hidro-8a-metoksi-5-metil
azirino [2’,3’:3,4]pirolo[1,2-a]-indol-4,7-dion seklinde adlandirilir. CysH;gN4Os
kapali formiiline sahiptir [12]. A¢ik kimyasal formiilii Sekil 2.1.1° de

goriilmektedir.

Sekil.2.1.1. Mitomisin C’ nin kimyasal yapis1

Mitomisin C’ nin molekiil agirhigi 334.33°tlir. Mavi-lacivert kristaller
halindedir. 360 °C’ nin iizerinde erir. pK, degeri 3.2’ dir. Suda, metanolde,

asetonda kolay, benzen, karbontetrakloriir ve eterde zor ¢6ziiniir [12].
2.2, Mitomisin C’ nin Stabilitesi

Mitomisin C’ nin asidik ¢6zeltilerde stabilite problemi nedeniyle
miktarinda azalma olur [13]. Baz literatiirlerde mitomisin C’ nin %5 glikoz igeren
enjeksiyonluk preparatimin, % 0.9 NaCl igeren preparatina oranla daha az stabil
oldugu belirtilmistir [14,15].

Chen ve arkadaglan [16] yaptiklar1 bir ¢calismada mitomisin C’ nin 1 pg’
m1 5.0 mL 20 mmol sodyumfosfat tamponunda ¢6zerek pH 3.0-10.0 aralifinda ve
farkl: siirelerde 20 °C’ de saklayarak stabilitesini incelemislerdir. pH 7.0’ de 24,

72, 168 saatlik siirelerde mitomisin C miktarindaki kayip sirastyla %3, %5 ve %8



olarak bulunmustur. Fakat bu kayiplar pH 3.0’ te sirasiyla %43, %50 ve %73; pH
10.0° da ise %13, %22 ve %31 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak mitomisin C’
nin bazik ve 6zellikle asidik ¢ézeltilerinde stabil olmadigini bulmuglardir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda mitomisin C’ nin pH 5-8 aralii disindaki zay:if
stabilitesini g6z 6niinde bulundurularak deneyler nétral pH’ ta gergeklestirilmistir

[3,4].
2.3. Mitomisin C’ nin Farmakolojik Ozellikleri

Mitomisin C ilk defa 1958° de S.Wakiki ve arkadaslan tarafindan
Streptomyces caespitosus’ dan izole edilen ve biyorediiktif alkilleyici 6zellikte
olan antineoplastik bir antibiyotiktir [17].

Mitomisin C’ nin antineoplastik aktivitesi enzimatik ya da kimyasal
indiiktif aktivasyondan sonra DNA’ ya kovalent baglanmasina dayanir. Bu
indiiktif aktivasyon, kinon grubunun indirgenmesi ve aziridin halkasinin agilmasi
ile ilgili kompleks bir islemdir [4].

Mitomisin C’ nin farmakokinetik ozellikleri incelendiginde intravensz
enjeksiyondan sonra kandan 17 dakika sonra kayboldugu gériilmektedir. Biiyiik
oranda pargalanir fakat kan-beyin bariyerini asamaz. Tamamen olmamakla
birlikte biiyiik Slgiide karacigerde metabolize olur. Normal doz takip edildiginde,
bir dozun % 10’ u degismeden idrarla atilir. Diigiik miktarlarda feceste ve safrada
goriiliir. Artan dozlarda metabolik yollar doygunluga erisir ve daha fazla
miktardaki ilag degismeden idrarla atilir [18].

Antikanser ve antiproliferatif &zelligi nedeniyle mitomisin C’ nin, gégiis
ve prostat kanserlerinde, hepatik metastazlarin tedavisinde kemoterapétik amagla
genis kullanimi vardir. Mesanenin yiizey kanserlerinde tedavi i¢in ilk tercih edilen
ilagtir. Mide ve pankreasin diger tedavi sekillerine yanit vermeyen
adenokarsinomlarinda teskin edici tedavi igin kullamlir. Oftalmolojide,
trabekulektomi ve glokom hastaliklarinda tedaviye yardimci ajan olarak

kullanilmaktadir [1].



Mitomisin C’ nin kinon grubunun indirgenmesi sonucunda {i¢ ana
metabolit iiretilir. Bunlar 2,7-diaminomitosen [2,7-DM] ve stereoizomer yapilari
olan 1,2-cis-1-hidroksi-2,7-diamino mitosen ve 1,2-trans-1-hidroksi-2,7-diamino
mitosen’ dir [19]. Metabolitlerin olusumu, ilag aktivasyonu sirasinda kinon
methid ara tiriiniiniin meydana gelmesine baglidir. Kinon methid yapisi, 2,7-DM’
yi liretebilecek niikleofilik karakteri ve cis- ve trans-hidro’yu verecek elektrofilik
karakteri tizerinde tasir [20]. Uretilen temel metabolitlerin oranlari in vitro
inkubasyonda pH’ a oldukg¢a bagimlidir; in vivo kosullarda ise, oksijen gerilimi,
enzimoloji, serbest radikalleri yok eden enzimlerin ve scavengerlarin (serbest
radikallere baglanarak reaksiyona giren maddeler) diizeyi gibi diger bir ¢ok
faktoriin oranlan etkiledigi bildirilmektedir [21].

5-Florourasil, doksorubisin, vinblastin, bleomisin, vinkristin ve sisplatin
gibi diger antineoplastik ilaglarla birlikte kemoterapide kullanimi bulunmaktadir
[3]. Ancak mitomisin C’ nin klinik olarak yararlilig1, ciddi kemik iligi supresyonu

basta olmak iizere yan etkileri nedeniyle sinirlidir [18,22].
2.4. Mitomisin C Tayini ile Ilgili Calismalar

Xiong ve ark. [1], mitomisin C’ nin tayini i¢in antiglokom ilaglar olan
alfagan ve timolol varliinda bir kromatografik yontem gelistirmislerdir. Ters faz
Cis kolon ve su:metanol:trifloroasetikasit (65:35:0.01, v/v)’ ten olusan mobil faz
sistemi kullamlarak yapilan ayirmalarda mitomisin C 10 - 1000 pg araliginda 360
nm’ de tayin edilmistir. Y6ntem glokom hastalarinin Tenon ve trabekulum
dokularindaki mitomisin C tayini igin uygulanmis ve validasyonu go6sterilmisgtir.
Elde edilen sonuglarin mitomisin C tayini igin segici ve duyarlt oldugu
bildirilmektedir.

Barbhaiya ve ark. [2], plazma ve idrarda mitomisin C tayini i¢in normal-
faz yiiksek performansli sivi kromatografik bir yontem gelistirmislerdir.
Yontemde mitomisin C’ nin plazma ve idrardan etilasetat:2-propanol:kloroform
(70:15:15) la ekstraksiyonu tarif edilmektedir. Miktar tayini, porfiromisin i¢
standardi varliinda pik yiiksekligi orani kullamilarak yapilmigtir. Gelistirilen



yontemin mitomisin C’ nin kdpeklerdeki farmakokinetik verilerini elde etmek
amactyla uygulandig1 bildirilmistir.

Marin ve ark. [3], mitomisin C’ yi tek bagina ve 5-florourasil ve sisplatin
varlifinda tayin etmek igin asili civa damla elektrodunun g¢aligma elektrodu
oldugu siyirma voltametrisi teknigini kullanmiglardir. Mitomisin C, diger ilaglarin
varlifinda kisa birikme zamanlarinda mikromolar diizeyin altindaki derigimlerde
tayin edilmistir. Birikme iglemi mitomisin C’ nin indirgenme potansiyelinde
yapildig: takdirde, indirgenmis mitomisin C elektroda kuvvetli bir sekilde adsorbe
olarak mitomisin C-modifiye elektrodun hazirlanmasina olanak vermistir ve bu
elektrot ylizeyinden mitomisin C’ yi voltametri ile tayin etmek iizere tasiyici
elektrolite aktarmak miimkiin olmustur. Transfer siyirma voltametri (TSV) isimli
bu prosediiriin, girisimleri azaltmaya yardimci oldugu ve idrardaki mitomisin C’
nin tek bagina ya da diger ilaglarla dogrudan tayini igin uygulanabilir oldugu
gosterilmigtir. Tayinin ¢ok ¢abuk yapilabilir oldugu ve TSV analizinden 6nce
idrar numunelerinde 6n islem gerektirmedigi belirtilmigtir.

Marin ve ark. [4], aym1 yil mitomisin C ile yaptiklart bir bagka voltametrik
calismada transfer siyirma voltametri yonteminin tanitilmasina ve uygulanmasina
yonelik detayh bir ¢alisma tarif etmektedirler. Yéntemin uygulamasi igin
mitomisin C’ nin 5-florourasil ve sisplatin varliginda idrardaki tayini yapilmugtir.
Yontemin dogrusalliginin 3-70 ng/mL derisim aralifinda, saptama limitinin ise 3
ng/mL oldugu bildirilmektedir.

Chen ve ark. [16], tavsan okular dokusunda mitomisin C tayini igin bir
yliksek performansli sivi kromatografi y6ntemi tarif etmektedirler. Optimum
kosullarin izokratik sistemde 1 mL/dk akis hiz1 ve 20 mM sodyum fosfat tamponu
(pH:7.0):metanol (70:30)’ den olusan mobil faz sistemi oldugu belirlenmistir.
Yontemin saptama limiti conjunctive ve sciera igin 0.02 pg/g ve akdz humor igin
0.02 pg/mL olarak bulunmustur.

Joseph ve ark. [17], plazmadaki mitomisin C i¢in yiiksek performansl sivi
kromatografik analiz yontemi gelistirmiglerdir. Tayin, temel olarak asetonitril ile
plazma proteinlerinin ¢ktiiriilmesi, siipernatanin liyofilizasyonu ve ODS 5 um
kolonda 0.01 M NaH,PO, tamponu (pH:6.5)-metanol (70:30, v/v) kullanarak ters

faz kromatografik kosullarda aymirmalarin saglanmast basamaklarindan



olusmaktadir. Porfiromisin i¢ standart olarak kullanilmis ve UV deteksiyon 365
nm’ de yaptlmistir, Tayin simrt 5 pg/L ve saptama smn | pg/mL’ dir. Geri
kazamimin %100 ve derigim araliginin 1-500 pg/mL oldugu bildirilmektedir.

Cummings ve ark. [21], mitomisin C ve metabolitleri olan 2,7-
diaminomitosen, 1,2-cis-1- hidroksi-2,7-diaminomitosen(cis-hidro) ve 1,2-trans-1-
hidroksi-2,7-diaminomitosen(trans-hidro)’ in tiimér dokusunda tayini igin yiiksek
performansli sivi kromatografik yontem tarif etmektedirler. Metil mitomisin
(porfiromisin)’ in i¢ standart olarak kullamldifi bu ydntemde metabolitlerin
ayrilmas1 i¢in pH ve tamponun iyonik siddetinin kritik faktérler oldugu
bildirilmektedir. Ayirmalarin ODS-2 kolonda, 40 °C kolon sicakliginda, 1 mL/dk
akis luzinda ve 18 mM sodyum fosfat (pH:5.8)-metanol (74:26) hareketli faz
sistemi kullanilarak saglandigi belirtilmektedir. Tiimor dokularinda sivi-sivi
eksfraksiyon prosediirii tarif edilmektedir. 450 pg mitomisin C ile intra-tiimoral
muamele edilmis meme karsinomunun analizi igin s6z konusu yoéntem
uygulandiginda ‘metabolit’ piklerinin saptandig: bildirilmektedir.

Song ve Au [22], insan plazmasinda mitomisin C tayini igin yiiksek
performansli s1v1 kromatografi yontemi tarif etmektedirler. Numuneler, mitomisin
C ekstraksiyonu yapilmaksizin kromatografik sisteme dogrudan enjekte edilmistir.
Sabit fazin, silikon kaph silikaya kovalent bagli hidrofilik ve hidrofobik
fonksiyonel gruplardan olustugu belirtilmektedir. Hareketli faz olarak %100 su
kullanilmistir. 365 nm’ de yapilan deteksiyonda mitomisin C’ nin 5. dakikada
ayrildif1 ve analizin toplam siiresinin 6 dakika oldugu bildirilmektedir. Plazma
icerisindeki standart egrinin 20-5000 ng/mL derigim aralifinda dogrusal oldugu
belirlenmistir. Yontemin validasyonu gosterilmisgtir.

Van Bennekom ve Tjaden [23], insan kan plazmasi ve idrarinda mitomisin
C tayini igin diferansiyel puls polarografi yontemi kullanmiglardir. Tayin
siirinin, 6n islem yapilmamig numunelerde 200 ng/mL, Amberlite XAP-2 ile
izole edildigi zaman 25 ng/mL oldugu bildirilmektedir. Yontem farmakokinetik
deneyler i¢in uygulanmigtir; mitomisin C’ nin metabolitlerinin idrar veya

plazmada g6zlenmedigi gésterilmigtir.




Li ve ark. [24], insan akéz humor ve serumunda mitomisin C’ nin tayini
icin yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi tarif etmektedirler. 4-
aminoasetofenon i¢ standart olarak kullanilmigtir. 50 mm C,g ters faz kolona akéz
humorun dogrudan enjeksiyonu yapilmis ve aynlma yeterli duyarlik ve ayinm
giicil ile gosterilmigtir. Yontemin serum numunelerindeki mitomisin C tayini igin
150-250 mm analitik kolonlar ile ve YPSK’ ye enjeksiyondan 6nce kat1 faz
ekstraksiyonu yapildiktan sonra uygulanabilir oldugu gosterilmigtir. Yontemin
validasyonu gosterilmistir. Dogrusal aralifin ak6z humorda 6.25-50 ng/mL ve
serumda 10-50 ng/mL oldugu bildirilmektedir.

Yamazoe ve ark. [25], mitomisin C, karboplatin ve epirubisin HCI’ in
birlikte tayinini ger¢eklestirmislerdir. Bu tayin, intra-arterial enjeksiyonluk bir
Lipiodol emiilsiyonda ve bu emiilsiyonun ilag salimm testi ortaminda yapilmigtr.
Hareketli faz olarak 0.01 M fosfat tamponu (pH:3.0)-asetonitrilli bir gradient
sistem kullamlmigtir. Bu ¢aligmada mitomisin C’ nin pK, degeri 3.2 olarak
bildirilmektedir. Mitomisin C’ nin saptama siniri emiilsiyonda 0.1 pg/mL, ilag
salimim ortaminda ise 0.02 pg/mL olarak bulunmustur.



3. DENEYSEL BOLUM
3.1. Kimyasal Maddeler

Standart Mitomisin C Sigma (St.Louis, MO) ’dan temin edilmigtir. Asetik
asit, fosforik asit, borik asit, etanol, metanol, N,N-dimetilformamit ve i¢ standart
(IS) olarak kullanilan 4-aminoasetofenon Merck (Darmstadt, Almanya)’ ten temin
edilmigtir ve analitik 6lgtilerde saftir. Deneyler sirasinda kullamlan bidistile su

laboratuvarimizda tiimii pyrex camdan yapilmig cihazlarda iiretilmigtir.

3.2. Aletler

Spektrofotometrik deneyler sirasinda Shimadzu marka UV-2401 PC
spektrofotometre kullanilmagtir.

Stirekli akis enjeksiyon analizinde, LC 6A marka sivi kromatograf ve
pompa, SPD-10A marka UV detektorle yapilan deneylerde elde edilen verilerin
iglenmesi CR-7A marka integratér ile gergeklestirilmigtir (hepsi Shimadzu,
Japonya). Numune enjeksiyonlar1 Rheodyne (Cotati, ABD) marka enjeksiyon
tablasina 22 gauge enjektor ucu ile yapilmstir.

Yiiksek performansli s1vi kromatografi deneyleri, hepsi Shimadzu olan LC
10AT Liquid Chromatograph, LCV-10AL VP gradient donanimli pompa, SPD-
M10A diode array detektér , CBM-10A communication bus module , 20 pL
hacimli loop cihazlar ile yapilmig, Pentium 75 igletim sistemli Accura marka
bilgisayar baglantili Class LC10A programi altinda ¢aligsan veri isletim sisteminde
degerlendirilmistir. 365 nm dalga boyunda g¢aligilmigtir. Ayirma ve miktar tayini
islemlerinde, Luna 3p tanecik ¢apinda, oktadesil silan (C;s) kolon materyali iceren
100 x 4.60 mm Phenomenex marka kolon kullamilmistir. Akis iz1 0.8 mL/dk’ dir.

Tiim ¢ozeltilerdeki ¢oziinmiis gazlar1 uzaklastirmak igin B-220 (Branson,
ABD) model ultrasonik banyo kullamlmistir. Cozeltilerin pH’ lar1 Elekromag
MS822 model pH metre ile 6lglilmiistiir.



3.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Mitomisin C’ nin standart ¢6zeltisinin hazirlanmasi igin bir flakon igerigi
25 ml pH s1 7.0 olan Britton Robinson (BR) tamponunda ¢dziilmiistiir. Standart
flakon igeriginin 2 mg Mitomisin C ve 48 mg NaCl igerdigi bildirilmektedir. Bu
sekilde hazirlanan ¢6zeltinin derigimi 2.4x10* M’ dir. Daha sonraki seyreltmeler
yine BR tamponu ile yapilmistir. Cozeltiler hazirlandiktan sonra iginde ¢oziinmiis
olabilecek gazlar1 uzaklastirmak i¢in ultrasonik banyoda tutulmugtur.

Siirekli akig enjeksiyon analizinde tagiyici ¢ozelti olarak kullanilan BR
tamponunun hazirlanmas: i¢in 0.04 M CH3COOH, 0.04 M H3PO,; ve 0.04 M
H;BO;3 ¢ozeltileri hazirlanip kanstinldiktan sonra NaOH’ la pH 7.0’ ye
ayarlanmustir.

Mitomisin C” nin UV spektrumu igin 1x10 M’ Ik ¢ézeltisi kullamlmgtir.
Spektrofotometrik dlgtimler i¢in hazirlanan BR pH 7.0 tamponu igerisindeki son
derisimler 9.6x10°, 1.44x107, 1.92x107, 2.40x107, 2.88x107 ve 3.36x10"> M’dur.
Bu ¢ozeltilerin absorbanslar1 0.2-0.8 araligindadir. 200-800 nm dalga boyu
araliginda, kuartz kiivetler kullanilarak tarama yapilmustir. Kor olarak aym BR
tamponu kullanilmustir.

Stirekli akig enjeksiyon analizi deneyleri igin 6nce 2.4x10* M’ lik stoktan
hareketle 1x10™ M’ ik yeni stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen pik alanlan
dogrultusunda 2, 4, 6, 8x10° ve 1x10° M’ hk ¢ozeltiler kalibrasyon seti
olugturmak tizere belirlenmistir. Tekraredilebilirlik ¢aligmalarinda 1x10° M’ lik
mitomisin C ¢6zeltisi kullanilmistr.

Yiiksek performansh sivi kromatografisi deneyleri i¢in standart mitomisin
C ¢ozeltisi 10 mL N,N-dimetilformamid (DMF) igerisinde hazirlanmigtir. Bu stok
¢Ozeltinin derigimi 5.98x10* M’ dir. Gerekli seyreltmeler bu ¢ézeltiden BR
tamponu ile yapilmisgtir.

Kromatografik yontemde kullanilan hareketli faz 10 mM fosfat tamponu
(pH:7.0)-metanol (75:25, v/v)’ den olusmaktadir. IS, etanolde ¢6ziilerek 4.37x107
M’ lik ¢6zeltisi hazirlanmigtir. YPSK’ ye son derisimi 4.28x10" M olacak sekilde

seyreltildikten sonra enjekte edilmistir.
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3.4. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulamg:

Mitomisin C’ nin farmasétik preparati, Kyowa Hakko Kogyo (Tokyo,
Japonya) firmasin iiretimi olan Mitomycin-C® adli flakon olup 2 mg Mitomisin
C icerdigi bildirilmektedir. Yerel eczanelerden saglanan flakon iizerine 10 mL
DMF ilave edilerek stok numune ¢6zeltisi hazirlanmigtir [26].

Siirekli akis enjeksiyon analizi ve UV-spektrofotometrik yéntemde
standart mitomisin C igin tarif edildigi sekilde BR igerisinde seyreltilen numune
¢ozeltisinin 363 nm’ de yamt sinyalleri ve absorbans degerleri oOlgiilerek
kalibrasyon esitliklerinde ¢6ziildiikten sonra flakon igindeki mitomisin C miktarn
hesaplanmigtir.

~ Yiiksek performansh sivi kromatografik deneylerde numune cozeltisine i¢
standart eklendikten ve hareketli faz ile uygun sekilde seyreltildikten sonra kolona
uygulanmigtir. Numune ¢ozeltisine karsiik gelen yanit pikler, pik alan oranina
karsilik gelen kromatografik kalibrasyon esitliginde ¢6ziildiikten sonra flakondaki

mitomisin C miktari hesaplanmstir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi

4.1.1. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi Optimizasyonu

Mitomisin C’ nin pH 7.0’ de ve 20 °C’ de bir hafta siireyle dayamkl
oldugu bilinmektedir [23]. Bu nedenle, pH 7.0 olan Britton-Robinson tampon
sistemi (BR) ¢6ziicii olarak secilmistir ve deneyler siiresince tiim seyreltme
islemleri BR ile yapilmstir.

Stirekli akig enjeksiyon analizi sinyalleri UV detektér ile algilandigi igin
¢alisma dalga boyunu belirlemek gereklidir. Bu amagla, deneysel kisimda tarif
edilen sekilde hazirlanan standart mitomisin C ¢ozeltisi kullanilarak 200-800 nm
dalga boyu araliginda mitomisin C’ nin UV spektrumu kaydedilmigtir. Mitomisin
C’ nin 1x10° M’ ik ¢ozeltisinin spektrumu Sekil 4.1.1.1.’de goriilmektedir.

0.600 . . i

0.4001 -

0.200]

0.000f , rel :
200.0 300.0 400.0 500.0
wavelength (nm.)

Sekil 4.1.1.1. Standart mitomisin C ( 1.0x10° M) ¢6zeltisinin 200-500 nm
araligindaki UV spektrumu.
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Belirtilen kosullarda mitomisin C’ nin en yiiksek absorbans verdigi dalga
boyu 363 nm olarak gézlenmis ve siirekli akig enjeksiyon analizi deneylerinde
kullanilacak dalgaboyu degeri olarak 363 nm se¢ilmistir.

Siirekli akig enjeksiyon analizinde en uygun pik sinyallerinin elde edildigi
akig izt degerinin belirlenmesi 6nemlidir. Akig hizinin piklere olan etkisi 0.1-2.5
mL/dk akis hiz1 araliginda incelenmistir. Diigtik akis hizlarinda bityiik pik alanlari
ve keskin olmayan pikler belirmigtir. Yiiksek akis hizlarinda ise pikler simetrik
seklini kaybetmis ve pik alanlar1 oldukga diislik bulunmugtur.

Belirtilen akig hizi araliginda elde edilen pik alami ve pik yiiksekligi
degerleri akis hizina kars1 grafige gecirildiginde Sekil 4.1.1.2. elde edilmistir.

300000 ~
£
& 200000+
<
£
o
100000
(o} T T 1
0 1 2 3

Akig Hizt (ml/dk)

30000 E

200004

Pik Yiksekli§i

100004

Akig Hizi (ml/dk)

Sekil 4.1.1.2. Akis hizinin mitomisin C sinyallerine etkisi pik alan (a) ve

pik yiiksekligi (b).
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Sekil 4.1.1.2.° de gorildigii gibi akis lmz1 1.4 mL/dk’ ya kadar
artirilldiginda  pik yiiksekligi ayni sekilde artmakta buna karsibk pik alam
azalmakta, ancak bu degerden yiiksek akis hizlarinda ise hemen hemen sabit
kalmaktadir. Pik alaninin tersi ile akis hiz1 arasinda

1/Pik Alan1 = 4.086x10° Akis Hiz + 4.57x10°° , r = 0.9603

esitligine uyan dogrusal bir iliski bulunmugtur.

Akis hizinin incelenmesinde elde edilen tiim veriler goz Oniinde
bulundurularak optimum kosullar1 saglayan akis hiz1 degerinin 1mL/dk olduguna

karar verilmistir.
4.1.2. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Kesinligi
Yontemin kesinliginin incelenmesi amaciyla mitomisin C’ nin 1x10° M

derisimli ¢ozeltisi ile 8 ayn enjeksiyonla ve birbirini takip eden 3 giinde siirekli

akis enjeksiyon sinyalleri kaydedilmistir.

UL
Sekil 4.1.2.1. Standart mitomisin C (1.0x10° M) ¢6zeltisinin 1.0 mL/dk
akis hizinda ve 363 nm’ deki sinyallerinin tekraredilebilirligi.

Pik alanlan1 ve pik yiikseklikleri olarak elde edilen sinyaller istatistiksel

olarak degerlendirilmigtir. Sonuglar Cizelge 4.1.2.1.” de verilmektedir.
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Cizelge 4.1.2.1. Mitomisin C’ nin giini¢i ve giinleraras: tekraredilebilirlik

sonuglari.
Gilni¢i kesinlik Giinlerarast kesinlik
1.giin 2.giin 3.giin
(n=8) (n=8) (n=8) (n=24)

Alan Yiikseklik Alan Yiikseklik Alan Yiikseklik Alan Yiikseklik

Ortalama 142806 32975 142013 32755 142735 32933 142518 32888
Standart
sapma 860 564 1475 623 1080 562 1173 566

% Bagil
standart 0.602 1.710 1.038 1.902 0.756 1.707 0.823 1.722

sapma

Cizelge 4.12.1° den de goriildigli gibi, pik alami sinyallerinin
tekraredilebilirliginin degerlendirilmesi ile % 1 dolayinda % bagil standart sapma
bulunmugtur. Pik yiiksekligi sinyallerinin ise % 2’ den az % bag1l standart sapma
degerlerini veren yiiksek tekraredilebilirlik sonuglar elde edilmistir.

4.1.3. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizinin Dogrusalhg:

Mitomisin C’ nin 2x10°-1x10° M derisim arah@inda bes ayr ¢ozeltisi
deneysel bélimde anlatildigi sekilde hazirlanmig ve yontemin dogrusallifini
incelemek amaciyla siirekli akis sistemine enjekte edilmigtir. Giinigi ve
glinleraras tekraredilebilirligi g6stermek i¢in belirtilen konsantrasyon araliginda,
i ayn set ¢ozelti hazirlanarak birbirini takip eden 3 giinde pik sinyalleri
kaydedilmistir. Elde edilen sinyaller Sekil 4.1.3.1.” de gériilmektedir.

Sekil 4.1.3.1. Mitomisin C’ nin 2x10%-1x10"° M derisim arahgindaki ¢6zelti-
lerinin 1 mL/dk akis hizinda ve 363 nm’ deki sinyalleri.




15

Dogrusallik deney sonuglar ise Cizelge 4.1.3.1.” de pik alanlarina ve

Cizelge 4.1.3.2.” de pik yiiksekliklerine gore olmak tizere sunulmaktadir.

Cizelge 4.1.3.1. 1.0 mL/dk akis hizinda, 363 nm’ de ve 2x105-1x10° M derisim
aralifinda mitomisin C’ nin pik alani sinyallerinin dogrusalligi.

Giinigi Giinlerarasi
1.giin (n=5) 2.gtin (n=5) 3.giin(n=5) Tiim glinler (n=15)
Egim, a 1.40x10"° 1.39x10"° 1.41x10% 1.40x10"
Kesim, b 783 1000 232 672
Korelasyon katsayisi, r r=0.9998 r=0.9997 r=0.9997 r=0.9998
Regresyon denkleminin
standart sapmast, + Sr 1.75x10° 1.99x10° 2.15x10° 3.55x10°
Egimin % bagl
standart sapmast 1.97 2.26 241 2.31
Gilven Aralig1 (p<0.05) =+ 2.64x10® +3.01x10° +3.23x108 + 1.47x10°

Cizelge 4.1.3.2. 1.0 mL/dk akis hizinda, 363 nm’ de ve 2x10°-1x10> M derisim
araliginda mitomisin C’ nin pik yiiksekligi sinyallerinin dogrusalligi.

Giinigi Giinlerarasi
1.giin (n=5) 2.giin (n=5) 3.gin (n=5)  Tiim giinler (n=15)
Egim, a 3.27x10° 3.17x10° 3.21x10° 3.22x10°
Kesim, b 265 855 572 564
Korelasyon katsayist, r r=0.9988 r=0.9985 r=0.9996 r=0.9993
Regresyon denkleminin
standart sapmast, + Sr 1.01x10° 1.1x10° 5.22x10% 1.64x10°
Egimin % bagil
standart sapmasi 4.87 5.45 2.56 4.65
Gitven Aralig1 (p<0.05) = 1.52x10° +1.65x10° +7.86x10° + 6.88x107

Pik alanlarina ve pik yiiksekliklerine gore yapilan istatistiksel
hesaplamalarda mitomisin C’ nin flakonlarindaki miktar tayinine izin verecek

6lgiide, oldukga iyi korelasyon katsayili kalibrasyon esitlikleri elde edilmistir.
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4.1.4. Siirekli Akis Enjcksiyon Analizinin Saptama ve Tayin S

Mitomisin C’ nin siirekli akis analizi yontemiyle saptama sinir1 (Limit of
detection, LOD) degerinin belirlenmesi amaciyla sinyal/gtiriiltii = 3 (S/N=3) i¢in
pik yiiksekligi sinyali dikkate alinarak hesaplamalar yapilmustir. Tayin smirinimn
(Limit of quantification, LOQ) belirlenmesi igin ise sinyal/giiriilti = 10 (S/N=10)
esitlifine gére pik yiiksekligi sinyali dikkate alinmigtir. Belirtilen kosullarda
yontemin saptama siniri 1.93x10® M ve tayin s 6.45x10® M olarak

hesaplanmustir.

4.1.5. Siirekli Akis Enjeksiyon Analizi ile Mitomisin C I¢eren Flakonlarda
Miktar Tayini

Burada gelistirilen yontem daha sonra Mitomisin C’ nin farmasétik
preparat: olan flakonlarindaki (Mitomycin-C®, 2 mg Mitomisin C ve 48 mg NaCl
iceren) miktar tayini i¢in uygulanmistir.

Siirekli akis enjeksiyon analizi uygulamalarn igin flakon ¢ozeltisi, standart
¢ozeltiyle ayn1 olacak sekilde hazirlanmigtir. Flakon igerigi 25 mL BR igerisinde
¢ozillerek hazirlanan stoktan hareketle son derigimi 1x10° M olan yeni stok
hazirlanmigtir. Standart ¢dzeltinin kalibrasyon setinin orta degerine denk gelecek
sekilde hazirlanan 6 yeni ¢ozeltiyle enjeksiyonlar yapilmigtir. Okunan pik alan ve
yiikseklikleri kalibrasyon denkleminde géziilerek ¢ozeltilerin igerdigi mitomisin C
miktarlar1 hesaplanmigtir. Yapilan istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.1.5.1.
ve Cizelge 4.1.5.2.” de sunulmaktadir.

Cizelge 4.1.5.1. Pik alanlarina gore mitomisin C’ nin flakonlardaki miktar tayini
degerlendirmeleri.

Bulunan Mitomisin C(mg) % Mitomisin C

2.08 103.90
2.07 103.55
2.08 104.05
2.06 103.05
2.03 101.60
2.00 100.13

Ortalama 2.05 102.71

Standart Sapma 0.03 1.54

% Bagl Standart Sapma 1.50 1.50

Gliven Arahg (p=0.05) 0.02 1.24
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Cizelge 4.1.5.2. Pik yiiksekliklerine gore mitomisin C’ nin flakonlardaki miktar
tayini degerlendirmeleri.

Bulunan Mitomisin C(mg) % Mitomisin C
2.13 106.60
2,12 106.00
2.06 103.08
2.07 103.55
2.10 105.00
2.14 107.45
Ortalama 2.11 105.40
Standart Sapma 0.03 1.56
% Bagil Standart Sapma 1.48 1.48
Gilven Arahg (p=0.05) 0.02 1.25

Cizelge 4.1.5.1. ve 4.1.5.2. den goriildiigii gibi % bagil standart sapma
degerleri % 2 nin altinda olan ve flakonlarda pik alam sinyallerine gére % 102,
pik yiiksekligine gére % 105 oraninda mitomisin C igerigi bulunmustur.

USP XXIV’ te mitomisin C’ nin enjeksiyonluk preparatlarinda % 90-120
aralifinda etken madde igermesi gerektigi belirtilmektedir [26]. Burada elde

edilen sonuglar igerik gereklerini saglamaktadir.
4.2. Mitomisin C’ nin UV Spektrofotometrik Yontemle Analizi

Spektrofotometri, ilag igerisindeki etken madde tayininde yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir [27-34]. Stirekli akis enjeksiyon analizi ile yapilan
flakon igerisindeki mitomisin C tayini sonuglarimin dogrulugunu ve kesinligini
karsilagtirmak i¢in UV spektrofotometrik yontemin kullamilabilecegi kosullar
aragtirilmigtir.

Spektrofotometrik y6ntemin uygulanmast igin Mitomisin C’ nin BR
tamponu i¢erisinde hazirlanmis olan ¢6zeltisi kullanilmigtir. Maddenin spektrumu
200-800 nm dalga boyu araliginda kuartz kuvetler kullamilarak kaydedilmisgtir.
Kor olarak BR tamponu kullanilmigtir. Mitomisin C’ nin iki ayn dalga boyunda
216 nm ve 363 nm’ de maksimum absorbans verdigi bulunmustur. 250 nm
altindaki dalga boyu degerlerinde absorbans veren maddelerin girisim etkisi artifx
icin 363 nm ¢alisma dalga boyu olarak secilmistir. Yapilan pek ¢ok ¢alismada da
300-365 nm kullanildig: bilinmektedir [1,17,22].

Kalibrasyon egrisini hazirlamak ve kalibrasyon esitliinin belirlenmesi

icin 9.6x10°, 1.44x10°, 1.92x10°, 2.40x10°, 2.88x10° ve 3.36x10° M’ lk
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standart mitomisin C ¢ozeltileri hazirlanarak 363 nm’ deki absorbans degerleri
okunmugtur. Belirtilen derisimler ile karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirildiginde

A=19560.C M)+ 0.018, r=0.9997

esitligi elde edilmistir. Korelasyon katsayisi yiiksek dogrusal kalibrasyon
egrisi ile mitomisin C igeren flakonlarda miktar tayininin yapilabilecegine karar
verilmistir.

Flakon numunesi deneysel kisimda tarif edildigi sekilde kalibrasyon
dogrusunun orta noktasmna kars1 gelecek derisimde hazirlanarak 363 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okunmustur. Bulunan numune absorbanslan
kalibrasyon esitliginde ¢oziildiikten sonra mitomisin C igerigi hesaplanmuigtir.

Spektrofotometrik ydntemle elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.1.° de
sunulmaktadir.

Cizelge 4.2.1. UV-spektrofotometrik yontemle flakonlarda mitomisin C

tayini.
Bulunan Mitomisin C (mg) % Mitomisin C
2.09 104.65
2,01 100.65
2.07 103.55
2.01 100.90
2.00 100.40
Ortalama 2.04 102.03
Standart sapma 0.04 1.94
% Bagl standart sapma 1.90 1.90
Giiven aralig: (p<0.05) 0.03 1.70

Cizelgeden de goriildiigii gibi flakonlardaki ortalama mitomisin C miktar
% 102 bulunmusgtur ve yontemin % bagil standart sapmasi1 % 2’ nin altindadir.

4.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Flakonlarda Mitomisin C
Tayini

Li ve arkadaslarimin tarif ettii yontem [24] temel alinarak deneysel
kisimda tarif edildigi sekilde uygulanan yiiksek performansh sivi kromatografisi
yénteminde 5.86x10° M mitomisin C ¢ézeltisi i¢in elde edilen kromatogram Sekil
4.3.1." de verilmektedir. Bu yontem, mitomisin C igeren flakon seklindeki

farmas6tik preparattaki stirekli akis enjeksiyon analizi ile bulunan sonuglari



karsilagtirmak amaciyla uygulanmigtir. Fosfat tamponu (pH 7.0)-metanol (70:30,
v/v) hareketli faz sisteminin, fosfat tamponu derisimi degisik olmakla birlikte, bir
¢ok c¢aligmada kullanildig1 goriilmiistiir {16,17,21]. Kullanilan 10 mM fosfat
tamponu (pH 7.0)-metanol (70:30, v/v) hareketli faz sisteminde i¢ standart olarak
kullanilan 4-aminoasetofenon 4.6 dk dolayinda, mitomisin C ise 5.1 dk dolayinda
keskin pikler vererek ayrilmigtir. Validasyonu ayrntih bir sekilde Li ve
arkadagslan tarafindan gosterilmis olan bu ydntemin kesinligini kontrol etmek

amaciyla yapilan ¢aligmada elde edilen veriler Cizelge 4.3.1.’de sunulmaktadir.

Cizelge 4.3.1. Mitomisin C ve IS (4-aminoasetofenon) i¢in kromatografik veriler.

IS’ nin Mitomisin Alan Alan Pik Alan Normalize
Alikonma C’ nin {aIs) (Mitomisin Oram Pik Alam
Zamani Alikonma )] Orani
Zamani
4.677 5.199 22840 75113 3.28 2.96
4.585 5.063 23103 75393 3.26 2.96
4.530 4.977 22449 70767 3.15 2.86
4.585 5.058 23606 72394 3.06 2.78
4.595 5.070 23382 75630 3.23 293
4.656 5.129 24178 76552 3.17 2.87
Ortalama 4.605 5.082 23260 74308 3.19 2.89
Standart 0.0535 0.0748 605 2228 0.082 0.069
sapma
% Bagil ;
Standart 1.16 147 2.60 2.99 2.56 2.39
Sapma

Cizelge 4.3.1.’de pik alan oram degerleri mitomisin C i¢in elde edilen pik
alanlarinin i¢ standart i¢in elde edilen pik alanlarina boliinmesi ile hesaplanmustir.
Normalize pik alami oranlan ise, alanlarin alikonma zamanlarina boliindiikten
sonra pik alan oraninda oldugu gibi oranlanmasi ile hesaplanmustir.

Cizelge 4.3.1. de goriildiigii gibi standart mitomisin C ¢&zeltisinin, i¢
standart varlifinda 6 defa analizi sonucunda pik alan orani ve normalize pik alan:
oran1 seklinde yapilan degerlendirmede % bagil standart sapma degerleri bu
y6ntemin kullanilmasina izin verecek sekilde diisiik bulunmugtur.

5.92x107-5.86x10° M derisim araliginda farkl derisimlerdeki standart

mitomisin C ¢0zeltileri ile yapilan ¢alismada derisim ile pik alani orant ve
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normalize pik alam oram arasindaki dogrusallik iligkisi aragtirtlmistir. Belirtilen
derigim aralifinda derisim ile pik alan orani arasinda

Pik Alan Oram = 1.31x10°® + 504738.62 Derisim (M); r =0.9998
ve derigim ile normalize pik alani orani arasinda

Normalize Pik Alan Oram = -2.75x107 + 462415.54 Derisim (M);

r=0.9998
esitlikleri elde edilmigtir.

Yiiksek performansh sivi kromatografisi yontemi ile derigim ile i¢ standart
varlifinda alan oranlart arasindaki dogrusal iligki yiiksek korelasyon katsayili
esitlikler ile gosterildikten sonra flakon seklindeki mitomisin C i¢eren farmasétik
preparattaki miktar tayini iglemine gegilmistir. Bunun i¢in, 2 mg mitomisin C
icerdigi bildirilen flakon igine 10 mL DMF ilave edilerek mitomisin C’ nin
numune stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden uygun sekilde yapilan
seyreltme iglemlerinden sonra i¢ standart eklenerek kromatografik analiz
gergeklestirilmigtir. Numune mitomisin C ¢6zeltisi i¢in elde edilen kromatogram

Sekil 4.3.2.” de ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.3.2.’de goriilmektedir.

izelge 4.3.2. YPSK ile flakonlardaki mitomisin C tayini.

Bulunan Mitomisin C (mg) % Mitomisin C

2.07 103.62
2.09 104.66
2.07 103.69
2.03 101.40
2.02 100.96
1.98 99.18

Ortalama 2.04 102.25

Standart Sapma 0.04 2.07

% Bagl Standart Sapma 1.99 2.03

Cizelge 4.3.2.°de goriildiigii gibi yliksek performansli sivi kromatografisi
yontemi ile mitomisin C igceren flakonda yapilan analiz sonucunda preparatin
ortalama % 102 mitomisin C igerdigi bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen

bagil standart sapma degerleri % 2’ dir.



wAbs
10

- Mitomisin C

0 2 4 6 8
min

Sekil 4.3.1. Standart Mitomisin C (5.86x10°M) ¢ozeltisinin IS varliginda
kromatogrami

mAbs
10

Mitomisin C

0 2 4 6 8
min

Sekil 4.3.2. Mitomisin C’ nin flakon ¢6zeltisinin (5.86x10°°M) IS varhginda

kromatogrami

21
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44. Flakon I¢erisindcki Mitomisin C Miktar Tayini Sonuglarmn

Karsilastiriimasi

Siirekli akis enjeksiyon analizi, standart yontemler olarak uygulanan UV-
spektrofotometri ve yiiksek performansli sivi kromatografisi ydntemleri
uygulanarak elde edilen flakon analizi sonuglar1 GraphPad Prism version 3.0 veri
isletim programi kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir. Siirekli akig
enjeksiyon analizinin pik alam ve pik yliksekligi seklinde elde edilen sinyal
yanitlarinin standart yontemlerle ayn ayrt degerlendirildiginde bulunan istatiksel

veriler Cizelge 4.4.1. ve Cizelge 4.4.2.” de verilmektedir.

Cizelge 4.4.1. Siirekli akis enjeksiyon analizi ile UV-spektrofotometri ySnteminin
karsilastiriimasi.

Siirekli akis enjeksiyon analizi (n=6) Uv-
Alan Yiikseklik Spektrofotometri (n=5)

Ortalama 2.05 2.11 2.04
Standart sapma 0.03 0.03 0.04
% Bagil standart
sapma 1.50 1.48 1.90
t-testi (p<0.05) 0.653 3.204 Tablo tgqs = 2.57
F testi (p<0.05) 1.578 1.545 Tablo Foos = 5.05

Cizelge 4.4.2. Siirekli akis enjeksiyon analizi ile yiiksek performansh sivi
kromatografi yonteminin kargilastirilmasi.

Stirekli akis enjeksiyon analizi (n=6) Yiiksek Performansh
Alan Yiikseklik S1v1 Kromatografi
(n=6)

Ortalama 2.05 2.11 2.04
Standart sapma 0.03 0.03 0.041
% Bagil standart
sapma 1.50 1.48 1.99
t-testi (p<0.05) 0.524 3.084 Tablo tg05 =2.57
F testi (p<0.05) 1,751 1.715 Tablo Fy s = 5.05

Cizelge 4.4.1. ve Cizelge 4.4.2.° de goriildiigt gibi t-testi uygulandiginda
pik yiiksekligi sinyalleri ile bulunan mitomisin C miktarinin yiiksek performansh
stv1 kromatografik ve UV-spektrofotometrik analiz ile bulunan miktar arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmektedir. Pik alani sinyalleri ile
bulunan mitomisin C miktarlar1 ile standart yontemlerle elde edilen miktarlar
arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi bulunmustur.

Stirekli akis enjeksiyon analizi yOntemi ile standart yéntemlerin

kesinlikleri arasindaki fark F- testi uygulanarak % 95 6nem diizeyinde
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incelenmigtir.  Yontemlerin  kesinlikleri agisindan  farky, pik yiiksekligi
sinyallerinin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar diginda istatistiksel olarak
Onemli olmadig: bulunmustur.

Ikiden fazla seri ya da yontemin varyanslarinin karsilastiriimasi amaciyla
kullanilan varyans analizi (ANOVA) testi, elde edilen verilerin degerlendirilmesi
icin uygulanmigtir. ANOVA testinde de pik yiiksekligi ile standart yontemler
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (F3,14 = 6.157, p<0.05). Pik
alan ile standart yontemler arasindaki fark ise istatistiksel olarak 6nemli degildir

(F2,14 = 0.219, p<0.05).
4.5. Sonug ve Degerlendirme

Stirekli akis enjeksiyon analizi, son yillarda basitligi, izl olusu, az
miktarda numune gerektirmesi ve ucuz olmast gibi nedenlerle analitik kimyada
6nem kazanmus bir yontemdir. Diger yontemlerle karsilagtinildiginda kolay
otomasyonu, duyarlilifi, yiiksek tekrar edilebilirlifi ve kisa analiz siiresi
saglamasi nedenleriyle daha ¢ok tercih edilen bir yéntem olmustur.

Bu galigmada, stirekli akis enjeksiyon analizi gegerli yontemler olan UV-
spektrofotometri ve YPSK yodntemleriyle karsilastinnlmigtir. Yontemler arasindaki
farkin istatistiksel olarak onemsiz oldugu % 95 giivenle soylenebilir. Her ii¢
yontemle de elde edilen % mitomisin C miktarlar1 USP XXIV’ te [26] belirtilen
igerik kosullarin1 saglamaktadir.

Burada Onerilen yontem basit, hizli, ucuz ve kesindir. Bu nedenle

mitomisin C’ nin laboratuvarlardaki rutin analizi i¢in Gnerilebilir.
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