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LOSEMI TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI iILACLARIN iYONLASMA
SABITLERININ SU- ORGANIK COZUCU IKiLI KARISIMLARINDA
SPEKTROSKOPIK VE YPSK YONTEMLER iLE BELIRLENMESIi VE BU
ILACLARIN YPSK YONTEMLE ES ZAMANLI TAYINi

Pinar Canitez
HITIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
SUBAT 2012
OZET

Bu caligmada, kanser hastaliklar1 arasinda 6nemli bir yere sahip olan ve yurdumuzda
da siklikla goriilen 16semi hastaliginin tedavisinde kullanilan doksorubisin,
vinkristin, tioguanin ve daunorubisinin iyonlagsma sabitleri su ve su-organik ¢oziicii
karisimlarinda ters faz sivi kromatografik ve spektroskopik yontemler ile tayin
edilmistir. Spektrofotometrik metot, ndtral ve iyonik tiirlerin farkli absorbans
ozelliklerine sahip olmasi prensibine dayanir. Bunun i¢in belli bir dalga boyu
araliginda kaydedilen absorbans verilerinden yararlanilir. Bu kriterler saglandiginda
elde edilen sonuglarin kesinligi olduke¢a iyidir. Buna ilave olarak, iyonlasma sabitleri
iyonlar arasi etkilesimler olmaksizin dogrudan Olgiilebilir. HPLC ile iyonlasma
sabitlerinin tayini, giliniimiizde sivi kromatografik ydntemle ayrilmalari istenen
bilesiklerin ayrrmalarmin optimizasyonunda ilk asamadir.lyonlagsma sabitlerinin
hesaplanmasinda gerekli grafikler yan1 sira bu amag¢ i¢in gelistirilmis bilgisayar
programlarindan yararlanilmistir. HPLC yontemlerinde elde edilen veriler ile

ayirmanin optimizasyonu saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC), Iyonlasma

sabitleri, daunorubisin, doksorubisin, 6- tioguanin, vinkristin.



DETERMINATION OF DISSOCIATION CONSTANTS OF SOME DRUGS,
USED IN THE TREATMENT OF LEUKEMIA, BY SPECTROSCOPIC AND
HPLC METHODS AND OPTIMIZATION OF METHOD FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF THESE DRUGS BY HPLC

Pmar CANITEZ
HITIT UNIVERSITY
INSTITUTEOF SCIENCE AND TECHNOLOGY
FEBRUARY 2012
ABSTRACT

In this study, the ionizationconstants of doxorubicin, vincristine, daunorubicine and
tioguanin used in the treatment of the leukemia which has important place among the
cancer diseases and often seen in our country were determined reverse-phase liquid
chromatographic and spectroscopic methods in water and water-organic solvent
mixtures. Spectrophotometric method is based on the principle that neutral and ionic
species have different spectra. If this criteria is met, the precision of results will be
good enough. Moreover, the dissociation constants can be measured directly without
inter-ionic effects having to be considered. Determination of ionization constants by
HPLC is the first step of optimization of a liquid chromatographic method. For
calculation of ionization constants, graphics and computer programs developed for
this purpose were used. Optimization of seperation was set up by the data obtained
from HPLC methods.

Keywords: Antineoplastic drugs, HPLC, ionization constants, UV
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1.GIRIS

Bu ongoriilen calismada incelenmek tizere kanser tedavisinde kullanilan ilaglardan
dort tanesi segilmistir.Calismanin temel amaci, yurdumuzda goriilen kanser
hastaliklar1 arasinda onemli bir yere sahip olan l6semi tedavisinde yer alan
doksorubisin, vinkristin, tioguanin ve daunorubisinin iyonlagma sabitlerini su ve su-
organik ¢oziicii karisimlarinda ters faz sivi kromatografik (YPSK) ve spektroskopik
yontemler ile tayin edilmesidir. pKidegerleri tayin edilen bu maddelerin, YPSK
yontemi ile bir arada tayinleri i¢cinde yeni bir metot gelistirilmistir.Giinlimiizde ters
faz siv1 kromatografi giderek 6nem kazanan teknikler arasindadir. Bu yontemde
ayirmanin optimizasyonunda maddelerin iyonlagsma sabitlerinin bilinmesi gereklidir.
Su-organik ¢oziicii karigimlarinda YPSK veya spektroskopik yontemle iyonlagma
sabiti tayini, elektrot kalibrasyonunun yapilabilmesi, bu amagcla gelistirilmis cesitli
grafik programlarin mevcut olmasi, hatta bu hesaplamalarda kullanilacak bilgisayar
programlarinin gelistirilmis olmas1 nedeniyle tercih edilmektedir. Bu konu ile ilgili
kaynaklar incelendiginde 16semi tedavisinde kullanilan bu etken maddelerin su
organik ¢oziicli karisimlarindaki pK, degerleri ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmadig:
anlagilmaktadir. Bu calisma ile 16semi tedavisinde kullanilan bu ilaglarin pK,
sabitleri genig bir aralikta tayin edilmistir. Ayrica bu bilesiklerin YPSK yontemi ile

analizlerinde optimum kosul belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kanser

Normal hiicrelerin olgunlasma, ¢ogalma 6zelliklerinde ve diger fonksiyonlarindaki
biitiinliiglin ve programlanmasinin kaybolmasi ile beliren bir hastaliktir. Cocukluk
cagindaki kanser vakalarinin % 35’ini 16semiler olusturur ve birinci siradadir.

Kanser sebebi neye bagli olursa olsun, esas olarak, hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilasmasini idare eden kontrol sistemindeki bir bozukluk nedeniyle hiicrelerin
basibos bir sekilde cogalmasi, ¢evre dokulara invazyon gdstermesi ve de uzak-yakin
organlarda metastaz (yayilma) yapmasi ile karakterize olan bir hiicreler hastaligidir
(Yillar, 2006).

Kan Kanseri

Kan hiicrelerinin 6zellikle akyuvarlarin (viicudu mikroplara kars1 korur) normalin
tizerinde ¢ogalmasi ile kendini gosteren kanser tiiridiir. Yiiksek sayidaki
olgunlagmamis hiicrelerin normal ilik hiicrelerinin yerini almasi ile iliklerde hasar
meydana gelir. Boylece kan pihtilagmasinda rol oynayan plateletler ve savunmada rol
oynayan lokositlerin sayisi azalmaya baglar. Bu da 16semi hastalarinda
zedelenmelerin ve kanamalarin yogun goriilmesine hastalarin kolay enfeksiyon
kapmasina neden olur. Bir bagka tanimla; damarlarimizda dolagan kanin yapim yeri
olan kemik iliginin normal olmayan, kok hiicrelerinin dogurdugu blast isimli kok
hiicrelerce istila edilerek kan yapiminin duraklamasidir. Bir hastalik grubu olarak
adlandirilan 16seminin diger adi kan kanseridir. Ciinkii bu hastaliklar, viicuttaki tiim
biiyliik kemiklerin i¢ kismimi ddseyen ve kan yapimini saglayan kemik iliginde
gelisir. Diger kanser tiirleri ile benzer etkiler gosterir.

Loseminin kemik iligiyle iliskisi

Kan hiicrelerinin ana yapim yeri kemik iligidir. Buradaki ana hiicrelerden ¢ogalirlar.
Kok hiicrelerdeki bir bozulma sonucu blast isimli kok hiicreler kan dolasimiyla
yayilirlar. Kemik iliginde tretilen blastlar normal kan hiicreleririnin {iretilmesine
engel olur ama normal kan hiicrelerinin yaptig1 islevi yapamazlar.

Losemi tipleri

Losemi bir hastalik grubu oldugu icin bircok farkli tipi vardir. Fakat biitiin
l6semilerin ortak 6zelligi viicudu mikroplara karsi savunan lokositlerin (akyuvarlar)

kontrol edilemeyecek diizeyde ¢ogalmasidir. Bu Iokositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi



sonucu bunlar viicudu savunamayacak hale gelir ve eritrosit(alyuvarlar)ve trombosit
gibi diger kan hiicrelerinin gorevini aksatmasina yol agar. Normalde 1mm? kanda bes
milyon alyuvar ve dort bin ila on bir bin arasinda l6kosit bulunur. Losemide ise
16kosit(akyuvar) sayisi 1mm? kanda bir milyona kadar ¢ikabilir. Losemi tipleri hangi
akyuvar tiirii agir1 miktarda ¢ogaliyor ve kanserlesme gosteriyorsa hastalik o akyuvar
adi ile tamimlanir. Mesela lenfosit (ya da lenfositik) 16semisi, akyuvarlarin bir ¢esiti
olan ve lenf sistemindeki lenf hiicrelerini etkiler. Diger tip ise myeloid 16semi
denilen, myeloblastlarin (olgunlasmamis kan hiicreleri) asir1 ¢ogalmasidir (Anonim,
2010). Losemi:

1.) Akut lenfositik (Ienfoblastik) 16semi (ALL)

2.) Akut miyelojendz (miyeloid) 16semi (AML)

3.) Kronik lenfositik 16semi (KLL)

4.) Kronik miyelojendz 16semi (KML)

olarak adlandirilan 4 farkli tip kan kanseri i¢in kullanilan genel kavramdir.

Her 16semi tipinde hastanin nasil etkilendigini ve nasil tedavi edilecegini bilmek
gereklidir. Bu 4 degisik 16semi tipinde ortak olan kemik iligindeki bir hiicreden
baslamalaridir. Hiicre degisime ugrar ve bir ¢esit 16semi hiicresi haline gelir.

Kemik iligi kemiklerde kan hiicreleri ve lenfositlerin yapildig: siingerimsi merkezdir.
Kan hiicreleri kok hiicreler olarak baslar. Kemik iliginde yapilan degisik tipteki
hiicreler, kirmiz1 kiireler, plateletler, lenfositler ve diger birgok beyaz kiire tipidir. Bu
hiicreler olustuktan sonra kemik iligini terk eder ve kana karisirlar.

Kemik iligi tek bir organda iki organ olarak gorev yapar. Birincisi kan yapan
organdir. Burasi miyelojenéz l6seminin basladigi yerdir. Ikincisi lenfosit yapan
organdir ve immiin sistemin bir parcasidir. Burasi da lenfositik 16seminin bagladigi
yerdir.Lenfositleri olusturan kemik iligi hiicresinde kanseréz degisim meydana
gelirse, 16semi lenfositik veya lenfoblastik olarak isimlendirilir. Normalde kirmizi
kiireler, bazi tiir beyaz kiireler ve plateletleri olugturan kemik iligi hiicresinde hiicre
degisikligi olursa 16semi miyelojendz veya miyeloid olarak adlandirilir. Hastalarin
hastaliga yakalanmalari ve tedavileri her l6semi tipinde farklilik gosterir. Akut
lenfositik 16semi ve akut miyelojeniz 16semi, lenfoblastlar veya miyeloblastlar olarak
bilinen geng¢ hiicrelerden meydana gelmektedir. Bu hiicreler bazen blast olarak

adlandirilir.Tedavi edilmeyen akut 16semiler hizli ilerler. Kronik 16semilerde blast



hiicreleri ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur. Kronik lenfositik 16semi ve kronik
miyelojendz 16semi akut 16semilere gore genellikle yavas ilerler.

Akut lenfositik 16semi

Lenfosit, lenfoblast olarak adlandirilan olgunlagsmamis kan hiicrelerinin déniisiimii
ile olusur. Lenfoblastlar bu kanser tiirlinde ¢ok fazla artmistir. Bunlar lenf
diigtimlerinde birikir ve sislige yol agar.Bu losemi ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen
l6semidir (Anonim, 2010).

Akut myeloid losemi

Olgunlasmamig kan hiicresi olan myeloblastlarin asir1  ¢ogalmast ile
karakterizedir.Bu hiicrelerin kemik iliginde c¢ogalmasi sonucu kan hiicreleri
iiretilemez yada az fretilir.Bu hiicreler iiretilmezse enfeksiyonlar artar kansizlik
gelisir (Anonim, 2010).

Kronik lenfositik 16semi

Olgun lenfositler gibi goriilmelerine ragmen viicudu savunmaktan acizdirler.Bu
hiicreler kemik iliginde ¢ok fazla tiretilir.Fakat koruyucu rolleri yoktur.Eriskinlerde
goriiliir yavas yavas gelisir ve ilerler.Hasta yillarca yasayabilir.Ellili yaslardan sonra
goriilme siklig1 artar. Hastalik yavas seyreder (Anonim, 2010).

Kronik myeloid l6semi

KLL(kronik lenfositik 16semi) gibi olgun goriilen fakat gérevini gerceklestiremeyen
hiicrelerin anormal artis1 vardir. Biitiin normal hiicreler bitene kadar bu hiicre artisi
siirer.Eriskin c¢agindaki 16semilerin % 25-60’1n1 olusturur.En ¢ok 25-60 yaslarinda
goriiliir. Erkeklerde daha sik goriiliir (Anonim, 2010).

Loseminin nedenleri

Tam olarak kanitlanmis olmasa da genetik bozulmalara yol acan giinliik hayatta
karsilastigimiz kimyasal maddeler, gidalardaki katki maddeleri, kullanilan ilaglar,
radyasyonla karsilasma Oykiisii,zehirli gazlar suglanan faktorler arasindadir.
Ozellikle kronik lenfositik 16semide ik faktdriiniin énemli oldugu saptanmistir.
Beyaz irkta fazla, sar1 irkta az goriilmektedir (Anonim, 2010).

Loseminin tanisi

Losemi tanisinda ilk yapilacak islem kan sayimidir. Siklikla parmak ucundan bazen
damardan alinan kandaki hiicre sayilar1 6zel yontemlerle saptanir. Ayrica bir damla

kan lam denen camlara yayilip boyanarak mikrosapla incelenir. Uzman bir doktor bu



kan hiicrelerini inceleyerek belli bir sonug ¢ikartilabilirse de esas tan1 kemik iligi
incelenmesi ile konur. Kemik iligini alma islemi kisa ve zararsiz bir olaydir. Agr
olmasii 6nlemek i¢in yapildigr bolge 6zel ilaglarla uyusturulur ve hasta uyutulur.
Hasta yiiziikoyun yatirilir, kalga bdlgesi uygun maddelerle temizlenir ve
mikroplardan arindirilir, uyusturulur. Daha sonra 6zel bir igne ile kal¢a kemiginden
cok az miktar kemik iligi emilir ve aynen kan gibi cam ilizerine yayilir, boyanir ve
mikroskoptan incelenir. Bu incelemede hem I6seminin olup olmadigr hem de tipi
belirlenir.

Losemi tedavisi

Hastaligin tedavisi miimkiindiir. Ancak mutlak olarak anne, baba, ¢ocuk ile doktor,
hemsire, psiko-sosyal ekibin isbirligi sarttir. Tedavide ¢esitli yontemler:

1.) Kemoterapi ( ilag tedavisi)

2.) Radyoterapi (151n tedavisi )

3.) Destekleme tedavisi

4.) Kemik iligi naklidir.

fla¢ dis1 tedavi(Radyoterapi)

Isin tedavisi 2-3 hafta slirer. Artik hasta normal yagama doner. Bazi ilaglart siirekli
agizdan uygularken digerlerini aylik ziyaretlerde hastanede alir. Bu donem 2-3 yil
slirer ve sonugta her sey yoluna girerse sifaya ulasir.Ancak her sey bu kadar diizenli
gitmez ve uyuyan losemi blastlar1 bazen kemik iliginde bazen beyinde bazen
yumurtalikta yeniden uyanir. Buna relops (tekrarlama) donem denir. O zaman
kemoterapi yaninda kemik iligi nakli gibi baska yontemlere de yonelmek gerekir.
Kemoterapi ile birlikte uygulandiginda tedavinin bagari sansi artacaktir. Son yillarin
en biiyiik kesfi basit olarak saglam bir kisiden aliman kemik iliginin iyice tedavi
edilmis hastaya verilerek onun hasta kemik iliginin yerini almasini saglamaktir.
Boylece artik kemik iliginde losemik blastlara yer kalmaz ve hasta sifaya kavusur.
Kemik iligi nakli i¢in Oncelikle bir verici bulunmalidir. Bu verici ideal olarak
kardestir. Ancak doku uygunlugu testi yapilir. Uygun verici bulunur.

Ideal sartlarda risk grubuna bagl olarak c¢ocuk caginda kemoterapi ile iyilesme
oranlar1 %85 ile %60 arasinda degisir. Fakat ne yazik ki bazen hastalik tamamen
iyilestikten sonrada tekrarlayabilir. Ozellikle hastaligin ilk 3 yilda tekrarlama riski

fazladir. Eger hastalik tekrarlar ise tekrar kemoterapi ilaglarina baslanir. Bir yanda da



secilmis hastalarda kemik iligi nakli i¢cin uygun dondr ve merkez aranir. Eger
kemoterapi ile kemik iliginde tam iyilesme saglanir ve uygun dondr varsa hasta
kemik iligi nakli tartigilir.

Kemoterapi ( Ilag tedavisi )

Losemi tedavisinde kullanilan ilaglar kemoterapi olarak adlandirilir.Bu tedavide
amac¢ remisyon denen kemik iliginde mikroskop ile goriilen 16semi hiicrelerin
temizlenmesidir. Kemoterapi sirasinda birg¢ok ilag¢ birlikte kullanilir. Bu ilaglar tiim
diinyada kullanilan ve etkinligi ispatlanmis ilaglardir. Kemoterapi ilaglar1 etkinlik ve
yan etkileri ¢ok yakin olan ilaglardir. Bu ylizden kemoterapi alirken doktorun izni
olmadan bagka ilag veya ilag benzeri madde kullanilmamalidir. Hastanin yasina,
viicut agirhigina,viicut yiizey alanina, 16semi tipine,risk gurubuna gore ilaglar
degisir.Damar yolu sorunu ciddi boyutlarinda olan hastalara izin alinarak kateter
uygulanabilir. Kemoterapi ilaglarin ¢ogu bobreklerden atildigr igin tedavi sirasinda
bol sivi almak gerekir. Kemoterapi ilaglari hizli ¢ogalan hiicrelerde 6liime yol
acarlar. Kanser hiicrelerinin yan1 sira kil kokleri, sindirim sistemini kaplayan
hiicrelerde ilaclara ¢ok duyarlidir (Anonim, 2007).

Tedavinin uygun bir merkezde yapilmasi, temiz ve steril ortamin saglanmasi, iyi ve
dengeli beslenme ve psikolojik destekler tedavinin basarili olmasinda ¢ok
onemlidir.Dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta temiz ve hijyenik bir ortam
saglanmasidir. Ornegin, temiz iyi pisirilmis katki maddesi igermeyen organik
besinlerle beslenme, kalabalik ortamlardan kagmmma, hastalik bulastirabilecek
kisilerle temasin engellenmesi, ag1z ve viicut temizligi, hijyenik ortamdir.

Beslenme ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir. Kemoterapinin yan etkileri nedeniyle
agizdan beslenme bozulmaktadir. Ayrica mide bagirsak sistemini koruyan mukoza
hiicreleri de yok olmaktadir. Agiz yaralar yiiziinden hasta yeteri kadar beslenemez
ise Ozel sivilar yardimi ile damardan beslenmeye gecilir. Losemi hastasinin yedigi
her sey mutlaka ¢ok temiz olmalidir. Miimkiin oldugunca pastanelerde satilan
0zellikle kremal1 tirlinlerden kaginmak gerekir. Pastorize paket siitler kullanilmalidir.
Tedavi sirasinda sebzeler ¢ig yerine pismis veya komposto tarzinda tiiketilmelidir.
Kemoterapi sirasinda eksili ve baharath yiyeceklerden uzak durulmalidir. Gidalar
evde pisirilerek hazirlanmalidir. Verilen ilaglar kemik zayiflastirict etkisi oldugu icin

hastalara kola gibi gazli i¢ecekler yasaklanir. Giinliik en az 250 gr yogurt veya siit
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tiiketilmeleri onerilir. Mevsim dis1 sebze ve meyvelerden kaginilmalidir. Kuru incir,
kuru kayisi, findik, ceviz i¢i gibi iyi B vitamini kaynaklar1 ve antioksidanlar

yararlidir (Anonim,2007).

Losemi tedavisinde kullanilan ilaclar

Antineoplastik ilaclar

Kanser sagaltiminda kullanilan maddelere antineoplastik ilaglar ve bu maddeler ile
yapilan tedaviye de kanser kemoterapisi denir. Antineoplastik ilaglarin biiyiik bir
kisminin emniyet aralig1r dar oldugundan toksisite kaygilar1 nedeni ile olabildigince
kiiclik dozlarda verilmeleri gerekir. Boyle bir durumda doz kisitlayicr toksik etkileri
engelleyerek daha yiikksekdozda ilag kullanilmasi ig¢in ¢esitli yOntemler
gelistirilmistir. Ornegin, ilag tiimdriin yerlesmis oldugu bdlgeye lokal olarak yiiksek
konsantrasyonda verilebilir. Ya da ilacin antineoplastik etkinligini azaltmadan
toksisitesini azaltan bir antidotla birlikte verilebilir (folinik asit). Antineoplastik
ilaglarin hemen hepsi giiclii teratojenik ilaclardir. Deformiteli bebek dogmasina ya da
diisiiklere neden olur. Ozellikle alkilleyici ilaglar karsinojenik etkiye sahiptir.
Kullanimlarim1 izleyen bir ka¢ yil i¢inde sekonder kanserlere neden olduklar
gosterilmistir (Gacar, 2009). Antineoplastik ilaclar kendi aralarinda gruplara
ayrilirlar:Bunlar

Alkilleyici ilaglar

Antimetabolitler

Bitkisel kaynakli ilaglar

Antibiyotikler

Hormonlar

Cesitli ilaclardir.



Calismada Kullanilan Maddelerin Farmokolojik ve Farmokinetik Ozellikler

Daunorubisin

Formiil

OH

NH>

Sekil 2.1.Daunorubisinin kimyasal formiilii
Kapali formiil
C27H29NO10
Sistematik Adi
(8S,10S)-8-acetyl-10-[(2S,4S,5S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyl-oxan-2-yl)]oxy-
6,8,11-trihydroxy-1-methoxy-9,10-dihydro-7H-tetracene-5,12-dione.
Farmokolojik Ozellikleri

Daunorubisin gii¢lii bir antilésemik ajandir.Etki mekanizmasi DNA’ya baglanma ve
niikleik asit sentezini inhibe etme kapasitesinden kaynaklanir.Daunorubisin ayrica
hafif bir antibakteryel aktivite de gosterir.Hiicre kiiltiirleri {izerinde yapilan
caligmalar,maddenin hiicreyesiiratle gectigini ve yogun olarak perinukleder
kromatinde toplandigin1  gostermistir.Niikleikasit ~sentezinin,mitotik aktivitenin
siratle  inhibe oldugukromozomlarda bir sapma gorildiigi de rapor
edilmistir.Daunorubisin farede deneysel olarak olusturulan hem kat1 hem de askitik
tiimorlerin biliylimesini inhibe etmekte ve hayvanlarin yasam siiresini genis olglide
uzatmaktadir.Radyoaktif hale getirilen atomlarla isaretlenmis, daunorubisin
kullanilarak yapilan farmokinetik arastirmalarda intravendéz uygulamay1 takiben

siiratli bir plasma klirensi saptanmistir.Bu siiratli diisiisten sonra uzun bir siire
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plazma konsantrasyonlari1 sabit kalmaktadir. Daunorubisin 6zellikle niikleik asitten
yana zengin dokulara stiratle baglanir ve bu dokulardan dolasima verilir.Florometrik
metolarla yapilan tayinlere gore 7 giinliik bir siirede verilen dozun yaklasik % 15°1
idrarla itrah edilir.Eliminasyon biiyiik 6l¢iide safra ile olur. Karaciger fonksiyonunun
bozuk olmasi itrahin yavaglamasina ve sonug¢ olarak antibiyotigin plasma ve
dokularda birikmesine yol acar.

Farmokokinetik Ozellikleri

Daunorubisin en yiiksek diizeyde dalakta,bobreklerde,akcigerde ve kalpte eriserek
viicut dokularma yaygm bi¢imde dagilmaktadir. ila¢ hiicrelerin icine girmekte ve
hiicre elemanlarina 6zellikle de niikleik asitlere baglanmaktadir. Daunorubisinin kan-
beyin engelini gecebildigine iliskin herhangi bir kanit bulunmamaktadir. Ancak ilacin
plasentayr gectigi goriilmektedir.Ilag,esas olarak,sitoplazmik aldo-keto rediiktaz
tarafindan karacigerde ve diger dokularda hizla ve yaygin bir sekilde metabolize
edilmektedir.

Doksorubisin ( Adriamisin)

Formiil

HiC NH,
OH

Sekil 2.2.Doksorubisinin ( adriamisin) kimyasal formiili

Kapali Formiilii:

C27H29NO1;

Sistematik Adi:
(8S,10S)-10-(4-amino-5-hydroxy-6-methyl-tetrahyfro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11—
trinydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracene-5,12-dione
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Farmokolojik Ozellikleri

Doksorubisin,Streptomyces peucetius tlirlerinden caesius tarafindan {iretilen
sitotoksik antrasiklin grubundan antibiyotik bir ilagtir. Doksorubisin, anti-infektif
Ozelliklere sahip olmasma ragmen,sitotoksisitesi anti-infektif ajan olarak
kullanilmasini engellemektedir.

Doksorubisin,.Ayrica doksorubisin topoizomeraz II ile etkilesime girerek enzimi
inhibe eder ve DNA’nin tamir etme mekanizmasini engeller. DNA’ya baglanma ve
topoizomeraz II inhibisyonu DNA ve RNA sentezini inhibe ederek,DNA’nin
parcalanmasina yol agar.Doksorubisin ayrica demir ile gii¢lii bir sekilde selat
olusturup DNA’ya ve hiicre membranlarina baglanabilir ve DNA’y1 ve hiicre
membranlarini kolayca parcalayabilen serbest radikaller {iretebilir.

Farmokokinetik Ozellikler

Doksorubisin hidrokloriir, gastrointestinol yoldan absorbe edilmez ve sadece
parenteral yolla uygulanir.Dokular1 asir1 tahris ettiginden dolay1 intravendz olarak
uygulanmalidir. Doksorubisin, karaciger ve diger dokularda metabolize olur. En
onemli metaboliti antineoplastik aktiviteye sahip doksorubisinoldiir.

Vinkristin

Formiil

Sekil 2.3. Vinkristinin kimyasal formiilii

Kapali Formiilii

Ca6Hs6N1O10

Sistematik Adi
Methyl(1R,9R,10S,11R,12R,19R)-11-(acetyloxy)
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Farmokolojik Ozellikleri

Vinkristinin etki mekanizmasi tam bilinmemektedir.ig seklindeki mitotik cismin
mikrotiibiiler proteinlerine baglanarak uygun sekilde polimerize olmalarini engeller
ve metafazin durmasina neden olur.Yiiksek konsantrasyonlarda ilacin niikleik asit ve
protein sentezine kompleks etkileri de vardir. Vinkristin immiino supresif etki
gosterir.

Farmokokinetik Ozellikleri:

Vinkristinin oral yoldan emilimi iyi degildir.Terminal faz yar1 émrii 15-155 saat
arasindadir.Dolayisiyla ilacin haftada birden daha sik doze etmek gereksizdir.

Vinkristinin baglica atilma yolu safradir.

S
JIH
N
o
HEN)\H N

Sekil 2.4.6-Tioguanin kimyasal formiilii

6-Tioguanin

Formiil

Kapali Formiilii

CsHsNsS

Sistematik Adi

2-amino-7H-purine-6-thiol

Farmokolojik Ozellikler

Kalsiyum folinat 5-formil tetrahidrofolik asidin kalsiyum tuzudur.Folinikasidin etkin

bir metabolitidir.Sitotoksik tedavide niikleik asit sentezinde Onemli bir
koenzimdir.Kalsiyum folinar folat antagonistlerinin Ornegin,metotreksatin etkisine
kars1 ¢ikarak bunlarin toksisitesini ortadan kaldirir.

Farmokokinetik Ozellikleri

Adale i¢i uygulamayr takiben sistemik yararlanim damar i¢i uygulama sonucu

meydana gelen ile aynidir.Folinik asidin dagilim hacmi bilinmemektedir.Ana
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maddenin doruk serum diizeyleri i.v. uygulamadan 10 dakika sonra olusur.Etkin
olmayan metabolitlerin %80-90’1 idrarla ve %5-8’i fegesle atilir.

Su-Organik Coéziicii Karisimlarinda pK, Tayini

Su-organik ¢oOziicii karigimlari, suda c¢oziinmeyen bilesiklerin asitlik ve bazlik
sabitlerinin tayinlerinde tercihli olarak kullanilmaktadir. Bu ortamlarin sivi
kromatografik ve kapiler elektroforetik ayirmalarda kullanilmasi ve bilesiklerin
ayirmadaki davraniglarinda iyonlasma sabitlerinin etkin olmasindan dolay1 su-
organik ¢6ziici karisimlarindaki iyonlasma sabitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Iyonlasma sabitlerinin tayininde alternatif yontemler kullanilmaktadir. Bunlar:

1) Potansiyometrik yontemler

2) Spektroskopik yontemler

3) Sivi kromatografik yontemler

4) Elektroforetik yontemlerdir.

Spektroskopik Yontemler

Iyonlasma sabitleri spektrofotometrik dlciimler ile de tayin edilebilir (Polster ve
Lachmann, 1989). Bunun i¢in belli bir dalga boyu araliginda kaydedilen absorbans

verilerinden yararlanilir. Bu tayinde asagidaki baginti esas alinmaktadir:

pK, = pH +log —':“’bs a

= Ao 2.1)
Bu bagintida Am molekiiler formun, A, iyonlasmus tiirlerin absorbans degerlerini
ifade etmektedir. Absorbans pH a kars1 grafige gegirilerek veya log ((A-A’)/(A”’-A))
pH ya kars1 grafiklenerek kesim noktasindan pK, degerleri bulunabilir. (Sekil 2.5.)
Spektrofotometrik yontemin avantaj ve dezavantajlari sunlardir:

1)Ydntemin dogrulugu ve kesinligi yeterlidir.

2) 10°-10°M derisim caligma i¢in uygundur.

3) Calisilan bilesikler saf olmalidir.

4) Yapida en az bir tane kromofor grubun bulunmasi ve bunun absorbans
ozelliklerinin yeterli olmas1 gereklidir.

Notral ve iyonlagmis formlarin spektral 6zelliklerinin yeterince farkli olmasi gerekir.
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Sekil 2.5. Spektroskopik bir ¢aligmada (a) A - A/nm ve (b) log absorbans fark: - pH
grafikleri(A’: molekiiler tiirin absorbansi; A’’: iyonik tiirlin absorbansi)

Spektroskopik yontemle tayinde giiniimiizde DAD sistemleri kullanilmakta ve bu
sistemler LC-DAD ve CE-DAD olarak ayirma yontemleri ile kombine olarak
kullanilmaktadir (Beltran ve ark., 2003). Absorbanstaki en biiylik degisme, pH’ nin
pKj civarinda oldugu kosulda gozlenir. Bu yaklasimla suda az ¢oziinen ilaglarin pK,
degerleri tayin edilebilmektedir (Akay ve ark., 2002). Bu amagcla gelistirilmis
bilgisayar programlari, pH ile dalga boyu ve absorbans arasindaki iliskiyi temel alir
(Ando ve Heimbach, 1997; Allen ve ark., 1998; Mitchell ve ark., 1999).
Spektroskopik yontemle elde edilen veriler, potansiyometrik yontemle elde edilen
verilerle uyumludur.

Swvi Kromatografik Yontemle pK, Tayini

Yontem, ozellikle sivi kromatografik ayirmada yararlanilan organik c¢oziicti—su
karigimlarima uygulanabilmektedir. Calisilan bilesiklerin alikonma davraniglar ile
hareketli faz pH’s1 arasindaki iliskilerden yararlanilarak iyonlagsma sabitleri tayin
edilir. Kapasite faktoriinin pH ile degisimi, sigmoidal davramis gosterir. Bu
sigmoidalin orta noktasindaki pH degeri, o bilesigin ¢alisilan ortamdaki iyonlagma

sabitini verir (Poole ve Poole, 1997; Hardcastle ve Jano, 1998). Ayrica asidik veya
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bazik bilesiklerin pKj, sabitlerinin tayininde ortamin iyonik siddetini de dikkate
alarak hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlari da gelistirilmistir.

Bu yontem ile caligmanin bazi avantajlar1 vardir:

1) Bilesigin saf olmas1 gerekmez.

2) ppm ve ppb diizeyinde analit ile ¢aligma imkani1 saglar.

3) Calisilan ortam su-organik ¢oziicti ikili karigimudir.

4) Bu ortamlardaki pH standardizasyonunun bilinmesi gereklidir.

Kromatografide Horvath — Melander — Molnar Bagintilar:

Kromatografik ayirma, ¢oziinen (S) ile ODS gibi hidrokarbon ligand (L) arasinda
olusan kompleksin davranisiyla gerceklesir (Horvath et al., 1977). Bu denge
asagidaki bagint1 ile ifade edilir:

S+L«<SL (2.2)
Bu dengeye ait denge sabiti 2.3 esitligi ile verilir:
K _ Ist] (2.3)

S]]
Zay1f bir monoprotik asit (HA) hareketli fazda kismen iyonlagir.
HA A +HT (2.4)

Buna 6zgii denge sabiti, Ka, -asagidaki bagint1 ile ifade edilir.

K, = [eLla) Eglmiﬁ_ 2 (2.5)

Bu bagintida [H " ]m , [A‘ ]m ve [HA]m tiirlerin hareketli fazdaki derisimleridir.

Bir kromatografik ayirmada zayif asitin sabit faz ile etkilesmesi ve buna 6zgii denge
sabiti, K| ya, asagidaki esitlikler ile ifade edilir.

HA+L <> LHA (2.6)

__[LHA]
R TN [E)

Burada [LHA]; ve [L]solusan kompleks ve sabit gazin derisimlerini gostermektedir.

(2.7)

Olusan anyonik tiir ile kolondaki etkilesim ve buna 6zgii denge sabiti su sekilde

verilir.
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A +L< LA (2.8)
_ ]
L e m[L]s (2.9)

Bir ¢6ziinenin alikonmasi kapasite faktorii ile ifade edilir. ¢ verilen bir kolonda sabit
faz ve hareketli fazin hacim oranlaridir ve sabittir.

[LHA], +[LA"]
[HA], +]A7],

k=¢ 2.10)

Bu son bagint1 2.3, 2.5, 2.7 bagmtilarindan yararlanilarak asagidaki sekilde ifade
edilebilir.

Ka
I<LHA [L]S + KLA* [L]S H +m
k=¢ -~
1 “a
+ m
|H i |m
(2.11)
Molekiiler formun kapasite faktorii ve iyonlasan formun kapasite faktorii sirasiyla
Ko = ¢[L]s KinaVek ;= ¢[L]s KLA— (2.12)
olarak verilebilir. Bu bagintilar genel esitlikte (2.10) yerine yazilirsa son denklem
elde edilir.
Ka,
. |(0+k,1 _H+_m (2 13)
= < .
14+ ¢+
H +

Bu baginti, hareketli faz pH s1 ve kapasite faktorlerini kullanarak zayif asitin

iyonlagma sabiti hesaplanabilir.



16

pH; PKa

Sekil 2.6. Zayif asidik bilesiklerde k-pH arasindaki iliski

Zayif monoprotik bir bazin hareketli fazda iyonlasma dengesi i¢in verilen esitlik elde

edilir.

BH" <>B+H"

(2.14)

Monoprotik zayif bazlar icin verilen denklem ve esitlikler diizenlenirse yandaki

bagint1 elde edilir. Burada k, nétral ve k; protonlanmis bazin kapasite faktorleridir.

k =

!

1+

.H+.

m

K

am

(2.15)
—
rFa
. ]
/
;o e—e——— —
J'] -
i §
oo ]
i~
- -
/.’!
- ,"‘:‘f
A
. .
I
F
;
/
] | = = %

Sekil 2.7. Zayif bazik bilesiklerde k-pH arasindaki iliski
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Benzer olarak verilen esitlikler amfolit bilesikler igin diizenlenirse yandaki esitlik

elde edilir. Burada ko, k.1 ve Kkj sirasiyla nétr, anyonik ve katyonik tiirlere ait kapasite

faktorleridir.
K, H*
Ko +K., H 1J +k, [K k
k — m a2,
1 Kal’“ lH i Jm
+roo gt
H)L o Ke, (2.16)
|9 [ T ]

B

L PKa, PR o
2 A S 9 7 8 5
B4 B 6 4 5
hr cwe gz 5 5 s 7
pw 2 2 5 5
o] i) o I '
z 3 a ] & 7 !
PHm

Sekil 2.8. Amfoterik bilesiklerde k-pH arasindaki iligki
Kromatografi
Kimyasal bir karisimi olusturan farkli yapidaki maddelerin birbiri ile karigmayan,
hareketli bir faz ile (gaz veya sivi) sabit bir faz (kat1 veya sivi) arasindaki partisyon
(dagilim) dengelerine dayanarak ayrilmasini ve ayni1 zamanda bu maddelerin kalitatif
ve kantitatif analizini saglayarak genis kullanim alani bulan bir ayirma yontemidir

(Yenilmez, 2006). Yiizlerce maddenin karisimi bile kromatografi yontemiyle analiz
edilebilir.
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~ - e
1 2 3
Karigim kolona ~ Ayrilma Ayrilma bitmistir.
yiiklenir. baglar Maddeler dedektore

ayr1 olarak gider

Sekil 2.9.Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi
Kromatografik ayirmada 6rnek, gaz, sivi veya siiper kritik bir akiskan olan hareketli
faz ile sistemde taginir. Hareketli faz kat1 bir yiizeyde ya da kolonda sabitlestirilmis
hareketli faz ile karigmayan bir sabit faz icerisinden gegirilir. Bu iki fazin se¢imi,
ornek bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasini hedefler.
Omek igerisindeki bilesenler ile sabit faz arasinda bazi fiziksel ve kimyasal
etkilesimler olur. Ornegin kolon boyunca hareket etmesi sabit faz ve hareketli faz
arasindaki kimyasal ve fiziksel dengeleri dagilimina baglidir. Bunlar ¢oziiniirliik,
elektron ¢ifti alici-verici etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumu
gibi olaylardir (Hamilton, 1982; Bidlingmeyer,1992). Iyonik etkilesimler,
Iyonlar arasinda kolombik kuvvetler,
Iyon-indirgenmis iyon etkilesimleri,
Dipol-dipol etkilegimleri,
Dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri,
Notral atom ya da molekiiller aras1 kuvvetlerdir.
Dipol-dipol etkilesimleri, dipol-indirgenmis dipol etkilesimleri ve nétral atom ya da
molekiiller aras1 kuvvetler Van der Waals kuvvetleri olarak da tanimlanmaktadir.
Ayrica en iyi kosullarin saglanabilmesi i¢in, sabit faz yapisi, hareketli faz bilesimi ve
sicakligin dagilima etkisi ayarlanabilir.
Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi
Kromatografi, bir karisimda bulunan bilesenlerin  birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapildig1 yontemlerin
genel adidir. Bu yontemlerde calisma diizenegi temel olarak iki bilesenden olusur. Bu

bilesenlere sabit faz ve hareketli faz ya da hareketli faz adi verilir. Hareketli fazin
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icerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait dolgu maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle,
bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, érnekteki farkli bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur.
Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru, farkli hizlarda ilerledikleri igin,
birbirinden ayrilmis vaziyette sabit faz1 farkli zamanlarda terk ederler. Bu sekilde sabit
fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri uygun bir bi¢imde Ol¢iiliir ve zamana kars1 y-
ekseninde isaretlenerek “kromatogram’ denilen grafikler elde edilir.

Sivi kromatografik teknikler icinde ters- faz sivi kromatografisi en yaygin
kullanilanidir. Sabit faz polaritesi, hareketli faz polaritesinden daha diisiiktiir. Bu
kromatografi tiirii, apolar sabit fazda tutunmalar1 farkli olan tiirlerin ayiriminda
kullanilir. Kimyasal olarak bagl alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters
faz sivi kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil
silan) en fazla kullanilan sabit fazdir. Ayrica C8 ve daha kisa alkil zincirleri,
siklohekzil ve fenil baglanmis sabit fazlar da kullanilmaktadir. Ters-faz
kromatografisinde hareketli fazlar genellikle su veya sulu tampon ¢ozeltileri ile suyla

karigabilen organik ¢oziicii karigimlarindan olugmaktadir.

YPSK’ nin diger kromatografi tiirlerinden iistiinliikleri sunlardir:

YPSK kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik daha
yiiksektir.

Nitel ve nicel analiz amaglari i¢in kullanilabilir.

Analiz siiresi oldukc¢a kisadir.

Duyarlik ¢ok yiiksektir. 10 pg’lik bir 6rnek bile, floresans veya elektron yakalama
dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

Normal ve Ters Faz Dolgulari

Hareketli ve sabit fazlarn polarliklart s6z konusu oldugu zaman, dagilma
kromatografisi ikiye ayrilir. Eskiden sivi-sivi kromatografisinde sabit faz olarak silikaya
veya alliminaya baglanmis su, trietilen glikol gibi oldukga polar, hareketli faz olarak da
heksan, i-propil eter gibi daha az polar olan maddeler kullanilirdi. Gegmis galigmalara
bir hiirmetin ifadesi olarak, giinlimiizde bunlara normal faz kromatografisi
denilmektedir. Ancak, giliniimiizde daha cok ters-farz kromatografisi kullanilmaktadir.
Ters-faz kromatografisinde sabit faz polar olmayan bir hidrokarbon, hareketli faz ise su,
metanol, asetonitril, alkilamin, gibi polar maddedir. Normal faz kromatografisin
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depolarliklart A>B>C olan ii¢ maddeden once C eliie olur. Onu B ve A takip eder.
Ciinkii, polarlig1 daha az olan C, polarligi az olan hareketli fazda, polarligi ¢cok olan
sabit faza gore, daha ¢ok ¢Oziiniir ve dolayisiyla kolondan daha kisa zamanda ¢ikar.
Ters-faz kromatografisindeyse, normal faz kromatografisindekinin tam tersi olur.
Polarlig1 en yiiksek olan A maddesi ilk dnce eliie olur. Ciinkii ¢oziicii polardir (Giindiiz,
2007).

Ilag analizlerinde genel olarak ters-faz sivi kromatografisi normal faz sivi
kromatografisine gore tercih edilir. Bunun nedeni, ilaglarin genellikle daha apolar
yapida olmalari, ters-faz s1vi kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin
daha kolay olmasi, hareketli faz bilesiminde kullanilan organik ¢oziiciilerin daha
ucuz olmasi ve sulu tampon ¢ozeltilerinin oraninin yiiksek tutulmasidir.

Swvi Kromatografi Cihazlari

Modern sivi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu 1,7
ile 10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun siv1 akis hizlar1 elde edebilmek igin,
yiizlerce atm’lik pompa basinglarma gerek vardir. Bu yliksek basinglarin bir sonucu
olarak YPSK i¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi sistemleri dikkate
alindiginda, daha ince is¢ilik gerektirir ve sonugta daha pahalidir. Sekil 2.10°da tipik bir
yiikksek performansli sivi kromatografi cihazinin ¢esitli kisimlar1 gematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.10.Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik

gortiniisii(PerkinElmer Corporation, Norwalk, CT)
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Kromatografide Temel Kavramlar

Bir kromatografik sisteminde verilerin yorumlanmasinda esas alinan kromatogramdir.
Kromatogram; tayini yapilan 6rnegin her bir bileseni i¢in belirli zamanlarda derisim
degerine karsi elde edilen cevabin uygun bir detektor ile saptanmasiyla elde edilmis
pikleri gosteren grafiktir. Sekil 2.11°de iki bilesenli bir 6rnege ait kromatogram ve

kromatografik gosterimler belirtilmistir.

tr

R

\ 4

mAU

Alan numunenin miktari

ile orantilidir.

Zaman

Enjeksiyon

Sekil 2.11. Sivi kromatografide bir kromatogram
Bir kromatogramin yorumlanmasinda kullanilan baglica parametreler sunlardir:
1. Alikonma zamani, tg
2. Kapasite faktorti, k
3. Segicilik, a
4. Etkin tabaka sayisi, N
5. Ayirma giicti, R
1. Alikonma zamani ve kapasite faktorii: Kromatografide bir pik, alikonma zamanu, tg,
ile tamimlanir. Kromatografik karsilagtirmalarda alikonma zamani yerine kapasite
faktoriinden, k, yararlanilir. Kapasite faktort, asagidaki baginti ile hesaplanir.
k==l (2.17)

t0

Burada tg bilesene, to,, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. k
degerinin biiylik olusu, bilesenin sabit fazda iyi tutuldugu icin kolon boyunca yavas
ilerledigini; K degerinin kiiciilk olmasi, bilesenin hareketli faza ilgisinin fazla
olmasindan dolay1 kolon boyunca hizli ilerledigini gosterir. YPSK ayirmalarinda k,

miimkiin oldugunca 1-10 arasinda tutulmalidir. k cok kiiclikse, bilesik, ¢oziicii
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pikinden ayrilamaz; k ¢ok biiylirse ayirma islemi ¢ok zaman alir. k degerlerinin bu
aralikta olmasi, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile saglanir.
Kapasite faktorii uygulanan yonteme, her maddenin kendi fiziksel ve kimyasal
yapisina bagl olarak farkliliklar gosterir ve 0Ozgiil bir degerdir. Kromatografik
parametrelerin optimizasyonunda dikkat edilmesi gereken en dnemli parametrelerden
biridir.

2. Segicilik (a): Secicilik, esas olarak kullanilan sabit fazin 6zelligine bagl olarak
degisiklik gosterse de hareketli faz bilesimi de, seciciligi kismen etkileyen
faktorlerden biridir. Seciciligin matematiksel ifadesi Esitlik 2.18’de gosterilmistir.
Burada kolonda daha uzun siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriiniin kolonda
daha kisa siire tutunan maddeye ait kapasite faktoriine oranlanmasi ile hesaplanir. Bu

tanima gore secicilik daima 1°den biiytiktiir.

Ky _ o, — g, (2.18)
kl tR _tRO

1

o =

3. Teorik Tabaka Sayist (N): Kolonun en 6nemli parametresidir. Kolondan ¢ikan
pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir. N’nin
sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina
ornegin, akis hizi, sicaklik, kolon kalitesi, dolumun tek bicimliligi gibi cesitli
faktorlere de baglhdir. Tavsiye edilen deger N > 2000°dir.

Bir kromatografik ayirmada etkin tabaka sayisi, asagidaki baginti ile belirlenir.

2
N = 5,54[\;"‘ ] (2.19)

0,5
Burada;
N :Teorik tabaka say1si

tr :Bilesene ait alikonma zamani

Wy :Pikin yar yliksekligindeki pik genisligidir.

4.Ayirma Giicii (Rs): Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin
ortak etkisi ayirma giicli (rezoliisyon) kavramiyla ifade edilir. Ayirma giiciiniin
hesaplanmasinda, kapasite faktorii, tabaka sayist ve segicilik kullanilmaktadir.
Birbirini takip eden iki pik i¢in R degeri 1,5 iken tam ayirim olmakta, R=1,325 iken

maddelerden biri digeri i¢ine %0,3 oraninda girmis durumda, R=1 iken, maddelerden
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biri digeri i¢ine % 4 oraninda girmis durumda ve R=0,75’de ayirim olmamaktadir.

Ayirma giicli i¢in gelistirilen baginti, asagida verilmistir.

t,—t
R=1,18XM (2.20)
Wo,s + WPO,S

Burada;

Rs :Pik ¢ifti icin ayirma giicii,

t1 :Birinci pikin alikonma zamant, s,

) :Ikinci pikin alitkonma zaman, s,

Wos :Birinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligi,

Whos :ikinci pikin zaman ekseninde yar1 genisligidir.

Sinyal o
’ Rs=0.50 Rg¢=0.75

7 Rg=1.00 Rg=1.50

Zaman

Sekil 2.12. Ayirma giicii (Rs) degerinin piklerin birbirinden ayrilmasina etkisi
Dedektorler
Sivi kromatografik yontemlerin gelismesinde yasanan en biiyiik giicliiklerden biri
ideal dedektor bulabilmektedir. Bir dedektdrde bulunmasi gerekli Onemli
karakteristikler;
Duyarlilik,
Genis bir dogrusal ¢alisma aralig,
Iyi bir kararlilik ve tekrarlanabilirlik,
Universal ve akis hizindan bagimsiz kiigiik cevap zaman,
Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme,
Numuneyi tahrip etmeme,

Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacim,



24

Ucuzluk ve kolay kullanimdir.

S1v1 kromatografide kullanilan dedektorler 2 baslik altinda toplanabilir.

a) Yigin Ozellikli Dedektorler: Bunlar analit tarafindan degistirilen y18in
ozelliklerine cevap verirler. Hareketli fazin kirma indisi, dielektrik sabiti, yogunlugu
gibi 6zelliklerinin degisimi sonucu dl¢iim yapilir.

b) Analit Ozellikli Dedektorler: UV absarbansi, floresans siddeti, vb. analitin sahip
oldugu ama hareketli fazin sahip olmadigr oOzelliklere cevap verirler. Bu
Ozelliklerdeki degisimler dl¢iilerek sonug elde edilir.

Bu ¢alismada UV/Goriiniir Bolge Diode Array Dedektorii kullanildigindan, sadece
bu dedektorden bahsedilecektir.

Ultraviyole-Gériiniir Bolge Dedektirii

Absorbans Olcen dedektorler olup YPSK’de kullanilan dedektdrlerin yaklasik % 60°

mi1 olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi gecerlidir. DAD dedektoriin en biiyiik
avantaji; spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda calismak veya dalga
boyunu zamana kars1 programlamak oldugu sdylenebilir.

Hareketli faz, UV/VIS fotometre ya da spektrofotometrenin bulundugu Z seklindeki
kiigiik bir akis hiicresinden gegirilir. Kolon dig1 bant genislemesini en aza indirmek
i¢in, bu gibi hiicrelerin hacimleri miimkiin oldugunca diisiik tutulmaktadir. Hacimler
1-10 pL ve hiicre uzunlugu 2-10 mm arasinda smirlandirilmistir. Bu tip hiicreler,
yaklasik 600 psi’den biiyiik basinglarda calismazlar. Bunun sonucu olarak, bir basing
diisiirme diizenegi genellikle gereklidir.

Hiicreden gecen analit, bir miktar UV 1smmin1 absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur Bu sinyal, analit derisimi ile
orantilidir. Tek bir dalga boyunda c¢alisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir
monokromatdr ile ¢esitli dalga boylarini secerek calisan dedektorler de vardir. Tek
dalga boyunda calisan dedektorlerde 151k kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 151ma
yapan Hg lambasi, ¢esitli dalga boylarimi Olgebilen dedektorlerde ise doteryum
lambas1 kullanilir. Dalga boyunun her bir bilesene gore ayarlanabilmesi nedeni ile
secimli bir dedektdr tiirii olan UV-goriiniir bolge dedektdr sisteminde segilen
coziiclilerin UV-1sinlarim1 absorbladigi dalga boylarina dikkat edilmeli ve secilen
calisma dalga boyu ¢oziiciiniin absorbsiyon yaptigir dalga boyu degerinden yiiksek

olmalidir. Bu durum ozellikle diisiik dalga boylarinda absorpsiyon yapan ornekler
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icin son derece Onemlidir. Ayrica elue edicinin pH degerinin UV-goriiniir bolge
spektrumunu etkileyecegi de géz oniinde bulundurulmalidir.

En giiclii ultraviyole spektrofotometrik dedektorler diyod-dizili cihazlardir. Bu
cihazlar, spektrumun tamami igin gerekli olan verileri yaklasik bir saniyede
toplayabilmektedir. Boylece, her bir kromatografik pik i¢in spektral veriler, analit
kolondan ¢ikarken toplanip saklanabilir. Tiirlerin teshisine ve kantitatif tayin i¢in
sartlarin se¢imine yardimci olan bu spektrum sekli, iic boyutlu grafik olarak
verilebilmektedir.

Ideal UV dedektoriin karakteristikleri sunlardir:

Orneklerin UV- goriiniir bolgede absorbsiyon yapmasi gerekir.

Hareketli faz akis hiz1 ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.

Band genisletme etkisi kiigtiktiir.

Cok giivenilirdir.

Ornek ¢ozeltiyi bozmaz.

Ters-Faz Sivi Kromatografide pH ve Segicilik

Ters-faz s1v1 kromatografi metoduyla analizi yapilan maddelerin ¢ogu, karboksilik
asit, siilfonik asit veya amino gruplari gibi, iyonlasabilen gruplara sahiptir.
Maddelerin alikonma zamani, biiylik Ol¢iide fonksiyonel gruplarin iyonlagsmasina
baghdir. Ayni analitin iyonlagmis ve ndtral seklinin alikonma zamani arasinda
yaklasik 30 kat farklilik olabilmektedir. Iyonlasma derecesi hareketli fazin pH’siyla
belirlenir. Eger 1y1 bir kromatografik secicilik ve tekrarlanabilir alikonma isteniyorsa,
iyonlasma derecesini etkileyen faktorleri anlamak gereklidir. Bu faktorlerden en
onemlilerine asagida deginilmistir.

Iyonlasma ve pH

Iyonlasan analitlerin alikonmasi iyonlasma derecesine baghdir. Ters-faz sivi
kromatografide, analitin iyonlasmamis tiirli, iyonlagmis tliriinden daha yiiksek
alikonma zamanina sahiptir. Eger analit birden fazla iyonlasma basamagina sahipse;
daha ytiksek iyonlagsma derecesi basamaginda, daha diigiik alikonma zamani gosterir.
Analitin iyonlagma derecesi, ¢ozeltinin pH’sina ve iyonlasma basamaklarindaki pK
degerine baghdir. Ters-faz sivi kromatografide iyonlagmis tiir daima diisiik alikonma
zamanina sahiptir. Bu yiizden, bazik tiirler i¢in, asidik ortamda, asidik tiirler i¢in ise

bazik ortamda alikonma en diistiktlir. Diger yandan, yliksek alikonma zamani analit
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noétral formdayken de gozlenir. Analitlerin kapasite faktorleri ve iyonlagma dereceleri
arasindaki baginti,

k=K,+ki.d /1+d (2.21)
olarak verilmektedir. Burada k, analitin kapasite faktoriinii, ko ve k; protonlanmis ve
noétral formun kapasite faktoriinii, d ise deprotonasyon derecesini ifade eder. d;

d = 10PHPK (2.22)
olarak ifade edilir. Bu esitlikte pH, hareketli fazin pH degeri ve pKj bilesigin
iyonlasma basamagmna ait pK degeridir. iki degerlikli bilesikler i¢in esitlik benzer
sekilde yazilabilir. Asit, baz veya zwitter iyon i¢in esitlik,

k = (ko + kq.d1 + Ko.d1.dp) / (1+d;+d1.dy) (2.23)
olarak yazilabilir. Calisilan bilesiklerin hareketli fazdaki pK degerlerinin dogru
olarak bilinmesi, alitkonmanin belirlenmesi agisindan olduk¢a dnemlidir. Bilesigin
pKy’smmin = 2 pH biriminde, yapr yaklasik % 99 iyonlasmis veya molekiiler
formdadir. Bu pH araliginin disinda alikonma pH degisimi ile fazla degismez.
Bundan dolay1 pH kontrolii tekrarlanabilir alikonma zamanlarinin elde edilmesinde
oldukc¢a 6nemlidir.

Hareketli Fazda pH Standardizasyonu

Kromatografik ayirmada hareketli faz pH’si, iyonlasabilen bilesiklerin
ayrilmalarinda 6nemli bir faktordiir. Bilindigi gibi kapasite faktorii, ¢oziinenin notral
ve iyonik formlarinin kapasite faktorlerinin hareketli fazda bu formlarmm mol
kesirlerine gore agirlikli ortalamasidir.

S1v1 kromatografide kullanilan hareketli fazlarin pH’s1, 6nceleri sulu ¢ozeltinin pH’s1
olarak alinmistir. Oysa YPSK calismalarinda su hicbir sekilde tek basina hareketli
faz olarak kullanilamaz. Tampon ¢ozelti halinde veya bir organik modifiyer ile
birlikte kullanilir. Bundan dolayr organik modifiyer ilavesi ile pH degisimini g6z
Oniine almak gerekir (Roses ve ark., 1996; Augiar de ve ark., 1997). YPSK hareketli
fazinda organik modifiyer olarak genellikle asetonitril ve metanol tercih edilir. Bu
ortamlarda pH standardizasyonu ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (Barbosa ve ark.,
1999; Barbosa ve Sanz-Nebot, 1995; Covington ve ark., 1985). Sulu faz pH’simin
Olctimii ¢ok daha kolaydir, ancak su organik ¢o6ziicii karigiminda elektrolitin
iyonlagmasi se¢imli solvasyona ¢ok bagimlidir ve ¢oziinene gore degisir. Bu nedenle

YPSK hareketli fazina ve su ortamina ait pK, degerleri farklidir.
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(Bosch ve ark., 1998). Organik ¢6ziicii-su karigimlarinda ortamin dielektrik sabitinin
azalmasi nedeniyle aktivite katsayilar1 dikkate alinmaktadir. pH’nin sudaki pH yerine
hareketli fazdaki degerinin kullanilmasi, ¢oziinenin tutulmasi ile pH arasindaki
iligkiye ¢ok daha iyi uyum gostermektedir.

Su-organik ¢oziicii karigimlarinda elektrot kalibrasyonu igin referans deger pH
standart ¢ozeltisi (RVS) olarak 0,05 mol/kg potasyum hidrojen fitalat (KHP) ¢ozeltisi
kullanilmaktadir (Rondinini ve ark., 1987). Asetonitril-su ortaminda (% 70’e kadar)
potasyum hidrojen fitalat tamponu i¢in ¢esitli sicakliklarda standart pH degerleri
belirlenmistir ve degerler Cizelge 2.1°de verilmistir (Rondinini ve Nese, 1987).

Cizelge 2.1. Asetonitril-su karisiminda 0,05 M KHP i¢in pHs degerleri

t,°C Asetonitrilin agirlik¢a yiizdesi, % w/w ve mol kesri, x
50,0226 |15;0,0719 |30;0,1583 |50; 0,3050 |70; 0,5059

15 4,163 4,533 5,001 5,456 6,159

25 4,166 4,533 5,000 5,461 6,194

40 4,178 4,542 5,008 5,475 6,236

Asetonitril-su ve metanol-su gibi ¢oziicii karigimlarinda standart referans tampon
¢ozeltilerinin bu ortamlara ait pH degerleri, pHs, bilindigi i¢in bu karisgimlarda pH
6l¢timleri pH’ nin tanimina uygun olarak asagidaki bagint1 dikkate alinarak yapilir.
pHy =pHg + ﬁ

(2.24)
Burada pHy, X ¢6zeltisinin pH degeri, pHs, referans standart ¢ozeltinin pH degeri, Es
ve Ey sirasiyla referans standart ¢ozeltinin ve X ¢ozeltisinin e.m.k degerleri ve g,
Nerst sabitidir (g = (In10)RT/F).
Hareketli fazin pH’s1, alikonmanin anlasilmasinda son derece dnemlidir. Hareketli
faz pH’s1, ¢oziinenlerin iyonlagsma derecesini, durgun faz ve hareketli faz katkilarinin
davraniglarin1 etkiledigi i¢in seciciligin optimizasyonunda dikkate alinmalidir.
Hareketli fazin pH optimizasyonu, ¢6ziicli bilesiminin optimizasyonundan ¢ok daha
komplikedir. Zira pH’ nin de8ismesi ile sadece iyonlasan ¢oziinen yapilarin segicilik
ve alikonma ozellikleri degismez, ayn1 zamanda pik genisligi ve pik simetrisi de
degisir. Bu nedenle ayirmanin hesabinda pik simetrisinin de gbz Oniine alinmasi

gerekir.
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2.1. KAYNAK ARASTIRMASI

Yang (2007); fare kaninda daunorabisinin LC-MS ydntemi ile tayini i¢in metot
gelistirmistir. Analiz i¢in, ¢esitli asetonitril-su-formik asit karisimlar1 kullanilarak
gradient eliisyon yapilmistir. Thermofinnigan Beta Basic Phenyl (3 pmX5 cmX2,1
mm) kolonu kullanilmistir. Akis hizi 0,4 ml/dk, kolon sicakligi 35 °C, enjeksiyon
hacmi ise 15 pl’dir. 0,25 ng/ml-100 ng/ml derisim araliginda kalibrasyon grafigi
c¢izilmis, geri kazanma degeri % 93,2 olarak bulunmustur.

Madsen ve arkadaslar1 (2010); insan kaninda sitozin arabinozid, daunorabisin ve
etoposidin es zamanli analizi i¢in yontem gelistirmislerdir. Hareketli faz olarak
cesitli asetonitril-KH,PO4 (pH= 2) karigimlart kullanilarak gradient eliisyon
yapilmustir. Akis hizi 1 ml/dk, kolon sicakligr 30 OC, érnek hacmi ise 50 pl*dir.

Abd ve arkadaslar1 (2009); farelerin dokularinda ve plazmalarinda doksorubisin
tayini i¢in YPSK ydntemi gelistirmislerdir. Luna'“kolonu (150X4,6 mm, C8, 5 mm)
kullanilmistir. Oda sicakliginda g¢esitli asetonitril-heptansiilfonik asit (pH=4)
karisimlar1 kullanilarak gradient eliisyon yapilmistir.

Zhao ve arkadaslar1 (1999); doksorubisinin analizi i¢in mikro ¢apli kolon kullanarak
YPSK metodu gelistirmiglerdir. CiglLuna mikro ¢apli kolon kullanilmigtir. Mobil faz
bilesimi; su-asetonitril-asetik asit (80:19:1 v/v/v pH=3) kullanilmistir. Akis hiz1 0,1
ml/dk’ dir. Gozlenebilme siir1 0,02 ng bulunmugtur. Kalibrasyon araligi 0,01-0,1
ug/ml araliginda ¢izilmistir. Bagil standart sapma giin iginde % 4, giin arasinda ise %
3,2 olarak bulunmustur.

Buehler ve arkadaslar1 (1999); insan plazmasinda doksorubisinin tayini i¢in yontem
gelistirmislerdir. Prodigy ODS kolonu kullanilmistir. Hareketli faz bilesimi 0,28 M
format tamponu pH=3,55-aseton-propanol karisimi (60:32:8 v/v/v) kullanilmistir.
Akis hiz1 1,1 ml/dk’dir. Kalibrasyon araligi 1 ng/ml-100 ng/ml’dir. Kalibrasyon
grafiginin r’ degeri 0,9973, egim ise 0,02545 olarak bulunmustur.

Erb ve arkadaglar1 (2003); kilcak kanda tioguanin ve merkaptopiirinin YPSK ile
tayini i¢in yontem gelistirmiglerdir. Niikleosil 120, C18 (3 pmX70 mmX3 mm)
kolonu kullanilmistir. Akis hiz1 0,5 ml/dk, enjeksiyon hacmi ise 25 pl’dir. Hareketli
faz bilesimi sodyum dihidrojen fosfat (0,01 M) ve % 2.4 asetonitril karisimu;
hareketli fazin pH’s1 ise fosforik asit ile 2,7’ ye ayarlanmistir. Tioguaninin tayin sinir1

0,5 nmol/mL olarak bulunmustur.



29

Zakrzewski (2009); tioguaninin belirlenmesi i¢in ters faz sivi kromatografisinde
tayini i¢in yontem gelistirmislerdir. C18 kolonu kullanilmistir. Hareketli faz olarak
asetonitril-su-sodyum azit ¢ozeltisi (% 1,5, pH=6,5) 16:34:50 v/v/v karigimi
kullanilmistir. Akis hizi 0,5 ml/dk’dir. Kalibrasyon grafigi 8-100 nM derisim
araliginda ¢izilmis, r° degeri ise 0,9988 olarak bulunmustur. Bagil standart sapma
%42,3, geri doniisiim ise % 96 olarak bulunmustur.

Chen ve arkadaglar1 (2011); vinkristinin tayini i¢cin YPSK’de yontem
gelistirmiglerdir. Dikma Dimonsil C18 kolonu (200 mmX4,6 mm) kullanilmstir.
Hareketli faz bilesimi 0,02 M sodyum dihidrojen fosfat-metanol (36:64 v/v pH=4,7)
karigimi kullanilmistir. Akis hizi 1 ml/dk’dir. Kalibrasyon araligt 0,05 -5 pg/ml’dir.
Giin i¢i % 93,48-107,74, giin aras1 % 92,61-96,58 olarak bulunmustur.

Tassin ve arkadaslar1 (1997), YPSK ile insan hiicrelerinde vinkristin, adramisin ve
verapamilin es zamanli tayini i¢in yontem gelistimislerdir. RP 18 Hibar LiChrocant
kolonu (250X4,6 mm, 7 pm) kullanilmigtir. Hareketli faz olarak 0,2 M potasyum
dihidrojen fosfat, ortofosforik asit (650 ml) ve asetonitril (350 ml) karigim
kullanilmuistir.

2.2. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimde  bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin spektroskopik ve YPSK yontemiyle
tayininde ve bu bilesikler i¢in ayirmanin optimizasyonunda kullanilan cihazlar ve
kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

2.2.1. Kullamilan Cihazlar

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi Cihazt

Caligilan bilesiklerin s1vi kromatografik davraniglarinin incelenmesinde ve iyonlasma
sabitlerinin tayininde, Shimadzu marka YPSK cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, sistem
kontrol tinitesi (CBM 20A), pompa (LC20 AD), dedektér (SPDM 20A Foto Diyod
Dizi), kolon firmi (CTO 20 AC) ve gaz giderme linitesi (DGU 20 A) bulunmaktadir.
Calismada kolon firin1 kullanilarak gesitli sicakliklarda ¢alisilmistir. Optimum kosul
25°C olarak tespit edilmistir.

Calismada, Synergy Max-RP (5 um, 150 mm x 4,6 mm ID), C-12, Symmetry Shield
C-8 (5 um, 150 mm x 3,9 mm ID) ve X Terra C-18 (5 um, 250 mm X 4,6 mm ID)
kolonlar1 kullanilmigtir. Ayirma X Terra C-18 kolonda gerceklestirilmistir. Bu kolon
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bazik bilesikler i¢in siklikla kullanilan pH araligi 1-12 olan, end-capped yeni kusak
bir kolondur.
pH / Iyon Metre

Spektrofotometrik titrasyonlarda ve YPSKhareketli fazinin pH 6lgiimlerinde Metleer
Toledo MA 235 pH/ iyon analiz cihazi kullanilmistir. Hanna HI 1332 Ag/AgCl
kombine cam elektrottan yararlanilmistir. pH 6lgiimlerinde sabit sicaklik su banyosu
(HETO CBN 8-30 ve HETO HMT 200 sicaklik kontrol iinitesi) kullanilarak, 25°C +
0,1°C sicaklikta, calisilmustir.

UV Spektrofotometresi

Spektroskopik titrasyonlar, Perkin Elmer Lambda 25 model cihaz kullanilarak
gerceklestirilmistir.

2.2.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya YPSK safliktadir. Bu
tezde ¢aligilan bilesikler Cizelge 2.2’ de verilmistir.

Cizelge 2.2.Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

Bilesik Adi Kapal Formiil ve Maksimum
Mol Kiitlesi Absorbans Yaptigi
Dalga Boyu
Vinkristin CasHssN4O19 Uv@ 276nm
824,96 g/mol
6-Tioguanin CsHsNsS Uv@ 350nm
167,19 g/mol
Ca7H29NO10.HCI UV@ 254 nm
Daunorubisin HCI 563,99g/mol
Co7H29NO;1.HCI. Uv@ 254 nm
Doksorubisin HCI 579,98 g/mol

Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve ozellikleri, Cizelge 2.3’de

verilmistir.



Cizelge 2.3.Calismada kullanilan kimyasal maddeler
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Ad1

Kullanim amaci

Aciklama

Sodyum hidroksit

Hareketli faz pH’sinin

ayarlanmasinda

Merck, analitik

saflikta

Urasil

Kolonda tutunmayan tiiriin kolonu

terk etme zamanini belirlemede

Merck, analitik
saflikta

Potasyum hidrojen pH metre i¢in kalibrasyon ¢6zeltisi Merck
fitalat (Referans Deger
Standardi)
Asetonitril Su ile ikili karigimlar halinde Merck , YPSK
calisilan ortam safliginda

Hidroklorik asit

Hiicre kalibrasyonu, baz ¢6zeltisinin

ayarlanmasinda

Merck, analitik
saflikta

Potasyum hidroksit

Titrant

Merck, ayarli
¢oOzelti (Titrisol)

Potasyum kloriir

Iyonik siddet ayarlayici

Merck, analitik

saflikta

Fosforik asit

Hareketli faz pH’sinin

ayarlanmasinda kullanilmisgtir.

Merck, analitik
saflikta

2.2.3. Kullamilan Cozeltiler

2.2.3.1. Spektroskopik Titrasyonlar

Su Ortami

30 mL’lik stok ortam i¢in 27 mL saf su alinmis, tizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden

ilave edilmistir.

%10 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisimi

30 mL’lik stok ortam i¢in 24 mL saf su alinmus, tizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden

ve 3 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril-su

ikili karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
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%20 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisimi

30 mL’lik stok ortam i¢in 21 mL saf su alinmus, lizerine 3 mL 1 M KCI ¢6zeltisinden
ve 6 mL asetonitril ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su
ikili karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
Iyonik Siddet Ayarlayict

Her bir ortamda iyonik siddeti ayarlamak iizere KCIl kullanilmistir. Bu amagla
yukarida hazirlanigi belirtilen ¢oziicii karistmina 0,1 M derisimi saglayacak sekilde 1
M’lik KCI ¢6zeltisinden ilave edilmistir.

Asit Cozeltisi

1 M standart hidroklorik asit (Titrisol) ¢dzeltisi, ortamin organik modifiyer yiizdesine
uygun olarak 0,1 M’a seyreltilmistir.

Baz Cozeltisi

1 M standart KOH (Titrisol) ¢ozeltisi, calisilan organik modifiyer-su iKkili
karisiminda 0,025 M olacak sekilde seyreltilerek, asit ¢ozeltisi ile ayarlanmig ve
titrant olarak kullanilmistir.

Potasyum Asit Fitalat Cozeltisi

2x10° M KHP ¢ozeltisi ¢alisilan ortama uygun sekilde hazirlanmis ve KOH ayarinda
kullanilmastir.

Ilac Cozeltileri

Calismada kullanilan tiim ilag ¢ozeltileri, yaklasik 1x10™ M olacak sekilde calisilan
ortamda hazirlanmistir.

2.2.3.2. Kromatografik Calismalar

Calisilan Bilesiklerin YPSK Aywiminda Kullanilan Cozeltileri

Calisilan bilesiklerin her birinden 0,0050 g, 10 mL asetonitrilde ¢oziilerek 500
ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmislerdir. Her bir stok
cozeltiden 100 ppm olacak sekilde hareketli faz ile seyreltmeler yapilmis ve
hazirlanan caligma ¢ozeltilerinden 20 pL sivi kromatografi cihazina enjekte
edilmigstir. Her bir bilesik i¢in liger kez enjeksiyon yapilarak ortalama alikonma
zamanlar1 belirlenmistir.

%45 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisimi

1 Litrelik stok hareketli fazin hazirlanmasinda 450 mL asetonitril alinmis ve lizerine

650 mL su ilave edilmistir. Hareketli faza 20 mM derisimde olacak sekilde
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H3PO4(%85 (a/a); 98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde
asetonitril bulunduran su- asetonitril karistminda hazirlanmis NaOH’den (1 M),
istenilen pH’ye getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

%50 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisimi

1 Litrelik stok hareketli fazin hazirlanmasinda 500 mL asetonitril alinmis ve lizerine
500 mL su ilave edilmistir. Hareketli faza 20 mM derisimde olacak sekilde H3PO,
(%85 (a/a); 98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde
asetonitril bulunduran su-asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M),
istenilen pH’ye getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

%55 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karisimi

1 Litrelik stok hareketli fazin hazirlanmasinda 550 mL asetonitril alinmis ve {lizerine
450 mL su ilave edilmistir. Hareketli faza 20 mM derisimde olacak sekilde H3PO,4
(%85 (a/a); 98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde
asetonitril bulunduran su- asetonitril karisiminda hazirlanmig NaOH’den (1 M),
istenilen pH’ye getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

%60 (v/v) Asetonitril -Su Ikili Karigimi

1 Litrelik stok hareketli fazin hazirlanmasinda 600 mL asetonitril alinmis ve iizerine
400 mL su ilave edilmistir. Hareketli faza 20 mM derisimde olacak sekilde H3PO,
(%85 (a/a); 98 g/mol; 1,685 g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde
asetonitril bulunduran su-asetonitril karigiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M),
istenilen pH’ye getirmek i¢in ilaveler yapilmistir.

Urasil Cozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil ¢ozeltisi,
derisimi %0,01 (a/h) olacak sekilde suda hazirlanmistir. Urasilin hazirlanan bu
cozeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire 6zgili t, alikonma
zamani belirlenmistir. Calisma dalga boyu 254 nm’dir.

Potasyum Hidrojen Fitalat Cozeltisi

CsHa(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. 2
saat 110°C’da kurutulmustur. 0,05 molal derisimde hazirlanmis ve calisilan ortamlara
0zgii pH referans degerleri kullanilmistir.

Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklari giin hazirlanmislardir.
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2.2.4. Yontem

2.2.4.1. Spektroskopik Titrasyonlar

Spektroskopik ¢alismalarda;

Potasyum asit fitalat ¢ozeltisi kullanilarak KOH ¢ozeltisinin ayari,

HCI ¢ozeltisinin ayarli baz ile titrasyonu ve bdylece elektrodun Eo ve egim
degerlerinin hesaplanmasi

1,0x10° M’hk Calisilan bilesigin su, %10 (v/v), % 20 (v/v) asetonitril-su ikili
karisiminda hazirlanan ¢ozeltilerinin titrasyonu,

Titrasyonla ilgili verilerin degerlendirilmesi ve STAR programi ile pK; degerinin
tayini, (Aragtirma bulgularinda verilmistir) yapilmistir.

Bilesiklerin protonasyon sabitlerinin spektroskopik yontemle tayininde su, % 10
(V/Vv) ve % 20 (v/v) asetonitril-su ikili karigiminda ¢alisilmistir. Bu ortamlarda iyonik
siddeti ayarlamak tizere KCl kullanilmistir. KCI derisimi 0,1 M olacak sekilde
ayarlanmugtir. Calisilan ortamlarda kullanilan ¢oziiciikarisiminda, 6nce KHP ¢ozeltisi
ile KOH derisimi ayarlanmis ve bu ayarl baz ile asit ¢ozeltisi titre edilmistir. Bu
titrasyonlar ile, mV degerlerinden pH degerlerine gecebilmek icin E, standart
potansiyeli belirlenmistir. Bu amagla kuvvetli asitlere 6zgii Gran fonksiyonu
kullanilmistir.

Bilesiklerin protonlanmis 1,0x10™° M’lik ¢ozeltilerinden 30 mL, ¢ift cidarh hiicreye
konulmus ve cesitli pH’ larda spektrum taramalari alinmistir. Spektrumlar tek tek

kaydedilmis ve STAR programi ile pK, degerleri hesaplanmustir.
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2.2.4.2. YPSK Yonteminin Optimizasyonu

YPSK sistemine bilesikleri enjekte etmeden Once, sistemin dengelenmesi ve
kanallarda bulunan havanin giderilmesi amaciyla hazirlanan hareketli faz kanallardan
gecirilir. Boylece kolon sartlandirilir ve sistem basinct uygun hale getirilir.
Gelistirilecek yontem i¢in en iyi ayirimin saglanmasi amaciyla optimum
kromatografik kosullar saptanmistir. Bu amagcla vinkristin, doksorubisin, ve
daunorubisinin ters-faz sivi kromatografisiyle ayiriminda; sabit faz se¢imi, hareketli
faz organik diizenleyici orani (asetonitril orani; % 45, 50, 55, 60 (v/v), hareketli fazin
pH secimi (3,0-11,00 aras1), ve hareketli fazin akis hizinin (1,0; 1,5 ml/dk) etkileri

incelenmistir.



36

3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Calsilan Bilesiklerin ACD-Lab ve SPARC Program ile Hesaplanan
Iyonlasma Sabitleri

Calisilan bilesiklerin pK, degerlerinin hesaplanmasinda ACD Lab (ACD/pKa)
(Sherrod, 2003) ve SPARC programi kullanilarak molekiiliin yapisina bagl olarak
beklenen degerler hesaplanmistir. Bu hesap programi, substitue gruplarin etkisini de
inceleyerek olasi iyonlagsma formlarin1 vermektedir. Ancak bilindigi gibi elde edilen
veriler su ortami i¢indir.

6-Tioguanin I¢in Iyonlasma Sabiti

6-Tioguanin i¢in iyonlagma semast Sekil 3.1°de iki asamali olarak verilmistir.6-
Tioguaninin SPARC programi ile hesaplanan pK, degerleri 2,45 ve 8,87 olarak
verilmistir. ACD Lab degeri ise 2,93 tiir.

- -
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Sekil 3.1. Protonlanmig6-Tioguaninin iyonlasma semasi
Vinkristin Icin Iyonlasma Sabiti
Vinkristin i¢in iyonlasma semasi Sekil 3.2°’de {i¢ asamali olarak verilmistir.
Vinkristinin SPARC programu ile hesaplanan pK, degerleri 2,59, 6,70 ve 8,42 olarak
verilmistir. ACD Lab degeri ise 5,84 ve 7,59’ dur.



37

Sekil 3.2. Protonlanmis vinkristinin iyonlagma semasi
Daunorubisin Icin Iyonlasma Sabiti

Daunorubisin i¢in iyonlagsma semast Sekil 3.3’de iki asamali olarak verilmistir.

Daunorubisinin SPARC programi ile hesaplanan pK, degerleri 7,36 ve 9,48 olarak
verilmistir. ACD Lab degeri ise 7,15 ve 8,68’dir.
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Sekil 3.3. Protonlanmis daunorubusin iyonlagma semast
Doksorubisinin Icin Iyonlagma Sabiti
Doksorubisin i¢in iyonlagma semast Sekil 3.4’de tek asamali olarak verilmistir.
Doksorubisinin SPARC programi ile hesaplanan pK, degerleri 7,36 ve 9,48 olarak
verilmigtir. ACD Lab degeri ise 7,15 ve 8,68 dir

Sekil 3.4. Protonlanmis doksorubusinin iyonlasma semasi
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3.2. Tlaclarin Spektroskopik Yontemle Iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Su Ortaminda Titrasyonlar

Vinkristin, doksorubisin, daunorubisin ve 6-tioguanininsu ortaminda spektroskopik
titrasyonlar1 yapilarak pKgdegerleri hesaplanmustir. Kalibrasyon igin 2x10° M
potasyum asit fitalat ¢ozeltisi su ortaminda hazirlanarak 0,025 M KOH ile titre
edilerek ayarlanmistir. Ayarlit KOH ¢ozeltisi ile HCI (30 mL) ¢ozeltisi (0,1 M KCl)
titre edilerek Eq ve egim degerleri hesaplanmistir. Bu deney ti¢ kez tekrar edilerek ti¢
deneyin ortalamasi alimmistir. Asagida, 6rnek olarak KOH-HCI titrasyonu igin
cizilen pH- mV grafigi verilmistir. Bu grafikten goriilecegi lizere egim 58,82; Eg ise
407,03’ dir.
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Sekil 3.5. Su ortaminda HCI-KOH titrasyonu i¢in ¢izilen pH-potansiyel grafigi
Spektrofotometrik yontemde bilesikler pH 3-11 arasi titre edilmis ve yaklasik 25 (0,3
pH birimi aralig1 ile) spektrum taramasi alinmistir.

Verilerin degerlendirilmesinde STAR (Beltran vd., 1993) programi kullanilmistir. Bu
program, her bir spektrum ve dalga boyu icin deneysel ve hesaplanan absorbans
degerleri arasinda minimum farki elde edene kadar, Gauss-Newton algoritmasin

kullanarak, iyonlagma sabitlerini hesaplar. Kullanilan denklem asagida verilmistir:



40

ns nw

Uabs = ZX (A ijexp — Aijcalc)” (3.1)
i=1j=1

Burada ns ve nw sirasiyla spektrum ve dalga boyunun sayisini, A jjexp V€ A ijcalc,
spektrum 1’ deki j dalga boyu icin deneysel ve hesaplanan absorbans degerlerini
gosterir. Hesaplanan absorbans degerleri {ic basamakla elde edilir: Program 6nce
tahmin edilen iyonlagma sabiti ve deneysel sartlara gore her bir spektrum igin kiitle
denkliklerini ¢ozer. Sonra ¢oklu lineer regresyon prosediirii, her bir bilinmeyen tiiriin
molar absorbansini tayin eder ve son olarak da absorbans degerleri, tahmin edilen
tiirlerin derisimi ve ilgili olan molar absorbanslardan tekrar hesaplanir.

Vinkristin i¢in STAR programi ile acilan grafigi Sekil 3.6’ daverilmistir.

¢ d

&;::1:—// Dalga boyu {nm)

1 A A A
2300 2538 277 6 3014 3252 3490

Sekil 3.6. Su ortaminda vinkristin i¢in elde edilen STAR grafigi
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6-tioguanin i¢in STAR programiu ile agilan grafigi Sekil 3.7’ de verilmistir.

Sekil 3.7. Su ortaminda 6-tioguanin icin elde edilen STAR grafigi

Daunorubisin i¢in STAR programu ile acilan grafigi Sekil 3.8”de verilmistir.
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Sekil 3.8. Su ortaminda daunorubisin i¢in elde edilen STAR grafigi
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Doksorubisin i¢in STAR programu ile agilan grafik Sekil 3.9°da verilmistir.

Absorbans

4 3.0000

{ 2.0000

{ 1.0000

0.0000

Dalga Boyu [nm)

2100 3070 4040 5010 S9B0 6950
Sekil 3.9. Su ortaminda doksorubisin i¢in elde edilen STAR grafigi

% 10 ACN-su (v/v) Karisiminda Titrasyonlar

Vinkristin, doksorubisin, daunorubisin ve 6-tioguaninin% 10 (v/v) su-asetonitril ikili
karisimlarinda  spektroskopik titrasyonlart yapilarak su-asetonitril karigiminda
pKadegerleri hesaplanmustir. Kalibrasyon igin 2x10°M potasyum asit fitalat ¢ozeltisi
% 10 ACN-su ortaminda hazirlanarak 0,025 M KOH ile titre edilerek ayarlanmistir.
Ayarli KOH ¢ozeltisi ile HC1 (30 mL) ¢ozeltisi (0,1 M KCI) titre edilerek Eq ve egim
degerleri hesaplanmistir. Bu deney ii¢ kez tekrar edilerek ii¢c deneyin ortalamasi
alinmistir. Asagida, 6rnek olarak KOH-HCI titrasyonu i¢in ¢izilen pH- mV grafigi

verilmistir. Bu grafikten goriilecegi tizere egim 59,43; Egpise 413,09’ dir.
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260 -

240 -
y #-59,426x + 413,09
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Sekil 3.10. % 10ACN-su (v/v) ortaminda HCI-KOH titrasyonu i¢in ¢izilen pH-
potansiyel grafigi
STAR programu ile ¢izilen grafikler sirasi ile asagida verilmistir.

Absorbans

4 0.5000

4 0.2500

0.0000

Dralga Boyu (nm)

240 2496 2752 3008 3264 3520

Sekil 3.11. % 10 ACN-su (v/v) ortaminda vinkristin i¢in elde edilen STAR grafigi
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l‘,. | 0.5000
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Sekil 3.14. %10 ACN-su (v/v) ortaminda doksorubisin i¢inelde edilen STAR grafigi
% 20 ACN-su (v/v) Karisiminda Titrasyonlar

Vinkristin, doksorubisin, daunorubisin ve 6-tioguaninin% 20 (v/v) su-asetonitril ikili
karisimlarinda  spektroskopik titrasyonlari yapilarak su-asetonitril karisiminda
pKdegerleri hesaplanmustir. Kalibrasyon igin 2x10™ M potasyum asit fitalat ¢ozeltisi
% 20 ACN-su ortaminda hazirlanarak 0,025 M KOH ile titre edilerek ayarlanmistir.
Ayarli KOH ¢ozeltisi ile HCI (30 mL) ¢ozeltisi (0,1 M KCI) titre edilerek Eq ve egim
degerleri hesaplanmistir. Bu deney ii¢ kez tekrar edilerek {i¢ deneyin ortalamasi
alimmustir. Asagida, ornek olarak KOH-HCI titrasyonu i¢in ¢izilen pH- mV grafigi
verilmistir. Bu grafikten goriilecegi lizere egim 59,144; Eg ise 412,24’ dir.
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Sekil 3.15. % 20 ACN-su ortaminda HCI-KOH titrasyonu igin ¢izilen
pH-potansiyel grafigi
STAR programu ile ¢izilen grafikler sirasi ile agagida verilmistir.

Absorbans

4 0.7500

4 0.5000

4 0.2500

.» 0.0000

Dalga Boyu (nm)

200.0 240.0 280.0 320.0 360.0 400.0

Sekil 3.16. % 20 ACN-su (v/v) ortaminda vinkristin i¢in elde edilen STAR grafigi
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Absorbans

{ 1.0000

4 0.5000

0.0000

2200 3150 4100 5050 6000 _ 6950

Sekil 3.19. % 20 ACN-su (v/v) ortaminda doksorubisin i¢in elde edilen

STAR grafigi
3.3. YPSK Yéntemiyle iyonlasma Sabitlerinin Tayini
Bu béliimde vinkristin, doksorubisin ve daunorubisin su-asetonitril ikili karisimlari
kullanilarak gerceklestirilen sivi kromatografik ¢alismalarinda hareketli fazin
pH’sina karsi kapasite faktorlerinin grafikleri asagida verilmistir. 6-tioguanin
kolonda tutunmadigi i¢in pK, tayini YPSK metodu ile gerceklestirilememistir.
Bilesiklerin iyonlagsma sabitlerinin tayininde NLREG programi kullanilmistir
(Sherrod, 2003). Calisilan bilesiklerin NLREG grafikleri, % 45, % 50, % 55 ve % 60
(v/v) asetonitiril-su karisimda elde edilmistir. Calismada kolonun da pH sinirlamasi
g0z Oniine alinarak pH 3,0-12,0 aralig1 se¢ilmistir.
Calisilan Bilesiklerin % 45(vIV) Asetonitril - Su Ikili Karisiminda YPSK Yontemi Ile
Tayini
Vinkristin, doksorubisin ve daunorubisin igin % 45 (v/v) su-asetonitril ikili
karisimlarinda pH 3,0-12,0 araliginda elde edilen grafikler sirastyla Sekil 3.20, Sekil
3.21, Sekil 3.22, ve Sekil 3.23’de verilmektedir.
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1.6

0.8

0.0

3 4 5 6 7
Sekil 3.20. Vinkristinin % 45 (v/v) ACN-H,0 ortaminda elde edilen 1. iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi

2
6.4 12 8.0 88 96 104 11.2

Sekil 3.21. Vinkristinin % 45 (v/v) ACN-H,0 ortaminda elde edilen 2. iyonlagma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.22. Doksorubisinin % 45 (v/v) ACN-H;O ortaminda elde edilen  iyonlagma

basamagina ait NLREG grafigi

|
10

12

Sekil 3.23. Daunorubisinin % 45 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlagsma

basamagina ait NLREG grafigi

Calisilan Bilesiklerin % 50(vIV) Asetonitril - Su Ikili Karisiminda YPSK Yontemi Ile

Tayini

Vinkristin, daunorubisinve doksorubisin i¢in % 50 (v/v) su-asetonitril ikili

karisimlarinda pH 3,0-12,0 araliginda elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 3.24, Sekil

3.25, Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de verilmektedir.
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Sekil 3.24. Vinkristinin % 50 (v/v) ACN-H,0O ortaminda elde edilen 1. iyonlagma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.25. Vinkristinin % 50 (v/v) ACN-H,0 ortaminda elde edilen 2. iyonlagma
basamagina ait NLREG grafigi
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1.2

0.0 i i I |
4 6 8 10 12

Sekil 3.26. Daunorubisinin % 50 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi

06

0.0 | | T
4 6 8 10 12

Sekil 3.27. Doksorubisinin % 50 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlagma
basamagina ait NLREG grafigi

Calisilan Bilesiklerin % 55(vIv) Asetonitril - Su Ikili Karisiminda YPSK Yontemi Ile
Tayini

Vinkristin, daunorubisinve doksorubisin i¢in % 55 (v/v) su-asetonitril ikili
karisimlarinda pH 3,0-12,0 araliginda elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 3.28, Sekil
3.29, Sekil 3.30 ve Sekil 3.31°de verilmektedir.



53

06
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0.0
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Sekil 3.28. Vinkristinin % 55 (v/v) ACN-H,0 ortaminda elde edilen 1. iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi

0
6 7 8 9 10

Sekil 3.29. Vinkristinin % 55 (v/v) ACN-H,0O ortaminda elde edilen 2. iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.30. Daunorubisinin % 55 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.31. Doksorubisinin % 55 (v/v) ACN-H,0 ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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Calisilan Bilesiklerin % 60 (vIv) Asetonitril - Su Ikili Karisiminda YPSK Yontemi Ile
Tayini

Vinkristin, daunorubisinve doksorubisin i¢in % 60 (v/v) su-asetonitril ikili
karisimlarinda pH 3,0-12,0 araliginda elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 3.32, Sekil
3.33, Sekil 3.34 ve Sekil 3.35°de verilmektedir.

0.3

'03 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T I T

Sekil 3.32. Vinkristinin % 60 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen 1. iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi

Sekil 3.33. Vinkristinin % 60 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen 2. iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.34. Daunorubisinin % 60 (v/v) ACN-H,O ortaminda elde edilen iyonlasma
basamagina ait NLREG grafigi
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Sekil 3.35. Doksorubisinin % 60 (v/v) ACN-H,0O ortaminda elde edilen iyonlagma
basamagina ait NLREG grafigi

3.4. Doksorubisin, Daunorubisin ve Vinkristin icin Gelistirilen YPSK-DAD

Yontemine Ait Analiz Bulgular
3.4.1. YPSK Sisteminin Optimizasyonu

Calisilan ilaglarin YPSK yontemiyle analizi i¢in en uygun kromatografik kosullarin
belirlenmesinde, oncelikle sabit faz 6zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik capi, silika

tiri agisindan degerlendirilmistir. Daha sonra hareketli faz organik diizenleyicisinin
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secimi, hareketli faz organik ¢6ziicii tiirliniin ve oraninin etkisi ve akis hizinin etkileri
incelenmistir. 6-tioguanin kolonla yeterli etkilesime girmedigi i¢in degerlendirilmeye
alinmamustir.

Sabit Faz Se¢imi

Gelistirilen yontemde YPSK ile analiz i¢in dort farkli sabit faz (kolon) denenmistir.
Kolon se¢imi sirasinda hareketli faz tampon ¢ozeltisi olarak fosforik asit (pH 9,5),
hareketli faz olarak asetonitril:su, 50:50 (v/v) oranlarinda karistirilarak kullanilmistir.
Kolon sicakligi 30°C, hareketli faz akis hiz1 1,5 ml/dk olarak belirlenmistir.
Daunorubisin, doksorubisinin ve vinkristinin yukarida verilen sartlarla kullanilan
kolonlar sirasiyla Synergy Max-RP (5 um, 150 mm x 4,6 mm ID), Symmetry Shield
C-8 (5 um, 150 mm x 3,9 mm ID), YMC Pack ODS-AM (5 um, 150 mm x 4,6 mm)
ve X Terra C-18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm ID) dir. Bu bilesikler i¢in elde edilen
alikonma zamanlari, pik sekilleri ve kuyruklanma faktorleri dikkate alinarak X Terra
C-18 kolon tercih edilmistir. Bu kolonda silanol gruplari polar kapatilmis olup bazik
bilesikler i¢in 6zellikle kullanilmaktadir.

Hareketli Fazin Belirlenmesi

Hareketli faz bilesiminin belirlenmesinde hareketli faz organik ¢6ziicii oraninin
etkisi, hareketli fazin pH’s1, akis hiz1 ve kolon sicakliginin etkileri incelenmistir.
Hareketli Fazin Organik Coziicii Yiizdesinin Belirlenmesi

Iyi bir ayirim igin en uygun asetonitril oraninin saptanmasi amactyla hareketli faz
¢oziicli igerigi hacimce % 45, 50, 55 ve 60 olacak sekilde degistirilmistir. Hareketli
faz oranmin incelenmesi ¢aligmalarinda, 20 mM, H3PO4 (pH=9,5) igeren hareketli
faz (1,5 ml/dk) 30°C kolon sicakliginda kullanilmistir.Hareketli fazin doksorubisin,

daunorubisin ve vinkristinin alikonmasindaki etkileri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisilan bilesiklerin ¢esitli ACN-H,O ortamlar i¢in kromatografik

verileri
%45 %050 %55 %60
Bilesik ad1
tr k a tr k o tr k a tr k o
Doksorubisin | 2,302 | 0,422 2,069 | 0,289 1,871 | 0,159 1,940 | 0,174
Daunorubisin 3,190 0,970 | 2,299 2,669 0,663 | 2,294 | 2,212 | 0,371 | 2,333 | 2,306 | 0,395 | 2,270
Vinkristin 9,923 5,129 | 5,288 | 6,308 2,932 | 4,422 | 4,581 | 1,838 | 4,954 | 3,799 | 1,296 | 3,281

Doksorubisin, daunorubisin ve vinkristinin karisimlarinin ayr1 ayri analizlerinde
toplam analiz siiresi gbz Oniine alinarak % 50 (v/v) ACN-su karigimi ¢aligmalarda
hareketli faz olarak kullanilmistir.

Hareketli Faz pH’s1, Akis Hizt ve Kolon Sicakliginin Belirlenmesi

Bu calismanin ilk asamasinda bilesiklerin pKjdegerlerinin belirlenmesi bize pik
sekillerinin en diizgiin ve ayrimin en net oldugu pH’nin seg¢ilmesi i¢in yardimci
olmustur. Diger kosullar sabit tutulup (% 50 ACN, 20 mM H3POg4; 1,5 ml/dk)
hareketli faz pH’s1 8,0 8,5, 9,0 ve 9,5 degerlerine ayarlanmistir. Pik simetrileri
incelenerek pik sekillerinin en diizgiin ve alikonma zamanlariin uygun oldugu pH
degeri 9,5 olarak secilmistir. Bu pH degerinde calisilan bilesikler icin, etkin tabaka
sayis1, ayirma giicili ve kuyruklanma faktorii degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calisilan bilesiklerin ¢esitli ACN-H,O ortamlar i¢in kromatografik

verileri
Bilesik Ad1 Kolon Ayirma Giicti | Kuyruklanma
Etkinligi (N) (Rs) Faktorii
Doksorubisin 2473 3,310 1,362
Daunorabisin 3120 3,135 1,237
Vinkristin 5009 10,209 1,056

Doksorubisin, daunorubisin ve vinkristinin karigimlarinin analizinde kullanilan
hareketli faz akis hizinin ayirima etkisinin incelenmesi amaciyla, asetonitril ve 20

mM H3PO, (50 :50 v/v ; pH =9,5) igeren hareketli faz, 30°C kolon sicakliginda farkli
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akis hizlarinda YPSK sistemine verilmistir. Sistemin basinci da gbz Oniine alinarak
akis hiz1 1,0 ve 1,5ml/dk olarak degistirilmistir. Hareketli faz, YPSK sistemine 1,0
ml/dk akis hizi ile verildiginde alikonma siirelerinin uzun oldugu saptanmustir.
Calisilan bilesiklerin  belirlenen optimum kosullarinda sicakligin  bilesiklerin
alikonmasma etkisi incelenmistir. Bu amagla kolon sicakligi 25°C’den 30°C’ye
cikarilmistir. Beklendigi gibi sicaklifin artmasi bilesiklerin alikonma siirelerini
azaltmistir. Analiz siiresi kisaldigindan dolayr 30°C ¢alisma sicaklifn olarak
belirlenmistir.

Bu sartlar gbze alinarak optimum akis hiz1 1,5 ml/dk olarak secilmis ve asetonitril
oraninin degistirilmesiyle uygun kromatografik kosullar belirlenmistir. Sekil 3.36’da

bu kosullarda elde edilen kromatogram verilmistir.

AL
18.HEdract 27 6nm 4nm (1.00)
1Ch1-254nm 4nm (1.00) DOX

1257 DAL

10.0
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.25- L B | LA B B B L L R T 1 T 1 T T T LA L B
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——

Sekil 3.36.Doksorubisin (2 pg/ml), daunorubisin (2 pg/ml) ve vinkristin (8ug/ml)
analizi i¢in elde edilen kromatogram. (50:50 (v/v) ACN-su; 20 mM
HsPO, pH=9,50; akis hiz1 1,5 ml/dk, kolon sicakligi 30°C).

Goriintiileme 254ve 276 nm’de yapilmustir.
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4. SONUC
4.1. Tlaclarin pK Degerlerinin Spektroskopik ve YPSK Yontemi ile Tayini

Bu c¢aligmada, daunorubisin, 6-tioguanin, doksorubisin ve vinkristinin iyonlagsma
sabitleri, spektroskopik yontemle tayin edilmistir. Spektroskopik metot, ¢oziintirliigi
cok diisiik olan maddelerin pK, tayini i¢in ideal bir yontemdir ve bu yontem ile
bilesiklerin su ortamlarinda pK, tayinleri yapilabilmistir. Coziicii etkisini
inceleyebilmek amaci ile % 10 ve % 20 (v/v) ACN-su ikili karigimlarinda da
calistlmistir. Verilerin degerlendirilmesinde STAR programi kullanilmistir. Her bir
bilesik icin 3 titrasyon yapilmis olup degerler standart sapmalariyla birlikte Cizelge
4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Su, % 10 ve % 20 ACN-su (v/v) karisimina ait spektroskopik titrasyon

verileri
Bilesikler Su ortami1 % 10 ACN —su % 20 ACN-su
Vinkristin 5,951 (0,091) 5,801 (0,052) 5,677 (0,097)
8,307 (0,066) | 8,181 (0,012) 8,098 (0,086)
Daunorubisin | 7,477(0,035) 7,277 (0,073) 7,161 (0,053)
9,678(0,027) 9,556 (0,059) 9,436 (0,088)
Doksorubisin | 7,835 (0,066) 7,740 (0,075) 7,567 (0,064)
10,035 (0,013) | 9,931 (0,030) 9,693 (0,025)
6-Tioguanin | 3,021 (0,09) 2,905 (0,050) 2,801 (0,050)
8,270 (0,010) 8,076 (0,020) 7,945 (0,020)

Bu tez ¢alismasinda, daunorubisin, doksorubisin ve vinkristinin iyonlasma sabitleri
% 45, % 50, % 55 ve % 60 (v/v) asetonitril-su ikili karisimlarinda sivi kromatografi
yontemi ile tayin edilmistir. Tayin edilen pK, degerleri, hareketli fazin pH degerini
belirlemede oldukc¢a onemlidir. Bilesiklerin alikonmalari, kapasite faktori (k)—pH
grafikleri ile degerlendirilmistir. Beklenildigi gibi sigmoidal davranis gozlenmis ve
pKa degerlerinin hesaplanmasinda NLREG programi kullanilmigtir. Calisilan
bilesiklerin tayin edilen pKyve asidik-bazik ortamda program ile hesaplanan kapasite

faktorii degerleri standart sapmalariyla birlikte Cizelge 4.2°de verilmistir.



Cizelge 4.2. Daunorubisin, doksorubisin ve vinkristinin iyonlagma sabiti degerleri
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Bilesikler % 60 ACN-su %55 ACN-su %50 ACN-su % 45 ACN-su
PKaken" ks PKa Ken'ks PKaksn ke PKaken ks
Vinkristin 4,997(0,08) 0,051(0,01) 0,307(0,013) | 5179(0,05) -0,092(0.01) 0.454(0,01) | 5.337(0,08) 0.230(0,015) 0,905(0,029) | 5,583(0,099) 0,40(0,023) 1,367(0,059)

7,825(0,09) 0,266(0,05) 1,575(0,035)

8,059(0,08) 0,480(0,04) 1,897(0,033)

8,189(0,094) 0,784(0,099) 3,500(0,082)

8,274(0,080) 2,552(0,112) 5,786(0,080)

Daunorubisin

9,203(0,044) 0,082(0,001) 0,570(0,001)

9,417(0,065) 0,156(0,001) 0,557(0,013)

9,540(0,077) 0,273(0,013) 1,05(0,031)

9,645(0,084) 0,435(0,021) 2,075(0,095)

Doksorubisin

9,200 (0,074) -0,016(0,001) 0,273 (0,01)

9,438(0,065) 0,035(0,001) 0,270(0,001)

9,491(0,086) 0,102(0,001) 0,450(0,015)

9,339(0,057) 0,169(0,007) 0,745(0,019)
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