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OZET

Baz1 etkin maddelerin ayn1 anda miktar tayini icin Spektrofotometrik ve Kromatografik Analiz
Yontemlerinin Gelistirilmesi

Antineoplastik ilaglar kanser tedavisinde, malign hiicrelerin biiyiimesini durdurma ya da
geriletme amactyla kullanilan farmakolojik ajanlardir.

Tez projemiz kapsaminda antineoplastik etki gsteren Sorafenib etkin maddesinin kantitatif analizlerine
olanak saglayan hem UV spektrofotometrik hem de kromatografik yontemler gelistirilecek ve
yontemler optimize edilecektir.

YBSK ile yapilan deneylerde kolon se¢iminde, Luna® C8;(2) Sum 4,6x50 mm kolonu kullanilmasina
karar verilmistir. Hareketli faz ve ¢6ziiciideki tampon ve asetonitril oranlari; pH 3,8 Amonyum Asetat
Tamponu:asetonitril (40:60; h/h) olarak belirlenmis; akis hizi da 1,0 mL/dk segilmistir ve absorbans
maksimasi olan 260 nm dalga boyunda calisilmasina karar verilmistir. Kolon sicakligi 30°C olarak
belirlenmistir.

Deney sartlar1 belirlendikten, kalibrasyon egrisinin ve ¢alisma denkleminin olusturulmasi i¢in 1,0 -
200,0 pg/mL c¢alisma araliginda 8 adet standart ¢ozeltisi kullanilmistir.Yontem icin hesaplanan
yakalama sinirinin 1,4 pg/mL, tayin alt sinirinin 4,5 pg/mL ve korelasyon katsayisinin 0,9998olmast,
gelistirilen yontemin duyarliligini ispatlamaktadir. Sorafenib i¢in hesaplanan %geri kazanim oranlari
Cizelge 3.5.’de goriildiigi gibi, % 97,3, % 98,0 ve % 95,4 oranlarinda bulunmustur.

Spektrofotometrik analizlerde ise dogrudan UV ve birinci tiirev spektrofotometrik yontemleri
kullanilmustir. Stok sorafenib ¢6zeltisi metanolde ¢6ziilmiis ve yine metanol igerisinde daha seyreltik
¢ozeltiler hazirlanmigtir. Calismada Beer-Lambert yasast g6z Oniinde bulundurularak absorbans
degerlerinin 0,8’i agsmamast hedeflenmis boylelikle 2-8 pg/mL araliginda caligilmasina karar
verilmistir. Dogrudan UV spektrofotometrik analiz i¢in kalibrasyon egrisinin ve ¢alisma denkleminin
olusturulmasi igin 2,0 - 8,0 pg/mL c¢alisma araliginda 7 adet standart ¢ozeltisi kullanilmigtir. Yontem
icin hesaplanan yakalama sinirinin 0,38 pg/mL, tayin alt sinirinin 1,1 pg/mL ve korelasyon katsayisinin
0,998 olmasi, gelistirilen yontemin duyarliligini ispatlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sorafenib; yiiksek basingl sivi kromatografi; miktar tayini; farmasotik preparatlar, dogrudan
UV spektrofotometri, birinci tiirev spektrofotometri.



SUMMARY

Development of Spectrophotometric and Chromatographic Analysis Methods for the
simultaneous quantification of some active substances.

Antineoplastic drugs are pharmacological agents used in cancer treatment to stop or regress the growth
of malignant cells. Sorafenib is a new antineoplastic drug that exerts its effect by inhibiting both cell
proliferation and angiogenesis in tumor cells and tumor feeding vessels.

Within the scope of our thesis project, both UV spectrophotometric and chromatographic methods that
allow quantitative analysis of the active substance Sorafenib, which has antineoplastic effects, will be
developed and the methods will be optimized.

In the column selection for the experiments carried out with YBSK, it was decided to use the Luna®
C8;(2) Sum 4.6x50 mm column. The ratios of buffer and acetonitrile as mobile phase and solvent were
determined as 40% pH 3.8 Ammonium Acetate Buffer and 60% acetonitrile; The flow rate was chosen
as 1.0 mL/min and it was decided to work at a wavelength of 260 nm, which is the absorbance
maximum. Column temperature was determined as 30°C.

After the experimental conditions were determined, 8 standard solutions in the working range of 1.0 -
200.0 pg/mL were used to create the calibration curve and working equation. The fact that the detection
limit calculated for the method is 1.4 pg/mL, the lower limit of detection is 4.5 ug/mL and the
correlation coefficient is 0.9998 prove the sensitivity of the developed method. The % recovery rates
calculated for Sorafenib were found to be 97.3%, 98.0% and 95.4%, as seen in Table 3.5.

Direct UV spectrophotometry and first derivative spectrophotometry methods were used in
spectrophotometric analyses. The stock sorafenib solution was dissolved in methanol and more dilute
solutions were prepared in methanol. Considering the Beer-Lambert law in the study, it was aimed for
the absorbance values not to exceed 0.8, so it was decided to work in the range of 2-8 pg/mL. 7 standard
solutions in the working range of 2.0 - 8.0 ug/mL were used to create the calibration curve and working
equation for direct UV spectrophotometric analysis. The fact that the detection limit calculated for the
method is 0.38 pg/mL, the lower limit of detection is 1.1 pg/mL and the correlation coefficient is 0.998
prove the sensitivity of the developed method.

Key Words: Sorafenib; high pressure liquid chromatography; quantification; pharmaceutical preparations, direct
UV spectrophotometry, first derivative spectrophotometry.
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ONSOZ

Yiiksek Lisans tezi kapsaminda, bir antineoplastik etkili etken madde olan sorafenibin tablet
formundaki preparatlarindan miktar tayini i¢in yiiksek basingl sivi kromatografik ve UV-VIS
spektrofotometrik yontemler gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelistirilen yontemlerin Tiirkiye

ilag piyasasina giren preparatlara uygulanmasi amaglanmustir.

Tez galigsmalarim sirasinda degerli katkilariyla ¢aligmalarima yon veren saym hocam Prof. Dr.
Nevin ERK’e; yiiksek lisans egitimim i¢in destek olan ve yaptigim c¢aligmalar boyunca
yardimlarini esirgemeyen Bil. Uzm. Kim. Soner BAY’ a, tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim siiresince tavsiyeleri, Ongoriileri ve destekleri i¢in Dr. Ecz. Betiil

Seyrekbasan’a tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca desteklerini esirgemeyen kizima ve aileme tesekkiirlerimi bir borg

bilirim.
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1. GIRIS
1.1 Giris ve Amag

Hiicrelerin normal olmayan hizla boliinmesi ve bir diger doku ve organlara yayilarak onlar
istila etmesiyle meydana gelen kapsamli bir hastalik grubuna kanser denir. 200’den fazla
kanser ¢esidi tamimlanmigtir. Hizla biiyiiyen kanser hiicreleri timér olusumuna neden olarak
viicudun igleyisini de bozar. Hiicrelerin hizli bir sekilde biiyiimesi nedeniyle olusan tiimorler
iyi huylu, kotli huylu ve prekanserdz (premalign) olarak tanimlanabilir (Medical Park Yayin

Kurulu, 21.01.2023, erisim tarihi: 20.11.2023)

Saglikli ve normal hiicreler yenilenmek i¢in boliinme yeteneklerini kullanir, bu sekilde 6li
hiicrelerin yerleri doldurulur ve doku hasarlari onarilir. Béliinme ve ¢ogalma aktiviteleri DNA
aracihigiyla kontrol edilmektedir ve diizen igerisindedir. Ancak DNA'nin bir nedenle tahrip
olmasi sonucu bazi hiicreler kontrol edilemez bir sekilde béliiniir ve ¢ogalir. Bu kontrol
edilemez boliinme ve gogalmaya maruz kalan hiicreler "kanserli hiicreler” olarak adlandirilir.
Bu tip hiicrelerin bir araya gelmesi ile "Timor"ler olusur. Viicudumuzdaki farkli doku ve
organlarda olusan tiimérler "iyi huylu-benign” ve "kotii huylu-malign" olarak siniflandirilir.
Malign tiimérler zamanla biiyiiyerek tiimorden etkilenmemis olan dokulara da zarar verirler
ve boylelikle kiside kanser seklinde tanimlanan hastaliklar goriiliir. Bazen kanserli hiicreler
var olduklar1 dokudan damar yolu ve lenf yolu vasitasiyla saglikli dokulara ulasarak kanserin
viicudun bagka boliimlerine de ulasmasina sebep olur. Bu durum "Metastaz" olarak
adlandirilir. (Medical Park Yayin Kurulu, 21.01.2023, erisim tarihi: 20.11.2023)

Yapisal nedenlerle birlikte kansere neden olan durumlar arasinda genetik faktor, cevresel
faktorler, yogun giines 1s1n1, sigara-alkol tiiketimi, kanserojen maddeye maruz kalma, kotii

beslenme ve stres yer alir.

Kanserin nedenleri su basliklar altinda toplanabilir:

. Genetik faktor

o Cevre ile iliskili faktorler

o Asiri sigara ve/veya alkol tiiketimi
o Giines 15181na fazla maruziyet

o Kanserojen maddeye maruz kalma
o Radyasyon

. Obezite

o Stres



o Hareket azlig1

. Hormon ilaglar1
. Bagisiklik sistemini baskilayan ilaglar
o Hava kirliligi

Kanser cesitleri ve sikliklar:

Kanser g¢esitleri, meydana geldikleri organ, bolge ve mikroskobik yapisina goére
gruplandirihirlar. Bilinen yaklasik yiiz ¢esit kanser tiirii olmasina ragmen bazilar1 daha fazla

ortaya ¢ikmaktadir. En gok ortaya ¢ikan kanser tiirleri asagida verilmistir:

o Akciger kanseri

. Meme kanseri

o Beyinde olusan tiimorler

o Agizda goriilen kanserler

. Kolon kanseri

J Yemek borusu kanseri

o Ciltte ortaya ¢ikan kanserler

o Rahim ve rahim agzinda goriilen kanserler
o Yumurtalikta goriilen kanserler

. Prostat dokusu kanserleri

o Testis bolgesinde goriilen kanserler

o Midede olusan kanserler

J Renal doku kanserleri

o Karaciger goriilen kanserler

o Pankreas dokusunda goriilen kanserler

. Idrar kesesi kanserleri

. Gairtlakta olusan kanserler

o Genizde ortaya ¢ikan kanserler olarak sayilabilir. (Memorial Tibbi Yaymn Kurulu 20

Eyliil 2023, erigim tarihi: 20.11.2023)

Kanser belirtileri:

Kanser, farkli bireylerde farkli birtakim belirtilerle tespit edilse de yaygin olarak asagidaki
belirtiler eslik eder;



Sebebi belli olmayan kilo kayb1
. Yiiksek ates
Stirekli halsizlik

o Siddetli agrilar

o Koltukalti, meme veya viicudun baska kisimlarinda ortaya ¢ikan sert ve hareketsiz
kitleler

o Ciltte, 6zellikle sigil ve benlerde goriilen degisiklikler

o Agiz ve dis etinde gozlenen yogun kanamalar

o Balgam ile birlikte kan gelmesi ve siirekli okstiriik

Adet dongiisti ile uyumsuz vajinal kanamalar

o Diskida kan gozlemesi ve diskilamanin uzun siirmesi gibi sikayetler

o Idrarda kan gozlenmesi ve idrara ¢ikma periyodunun farklilasmasi (Medical Park
Yayin Kurulu, 21.01.2023, erigim tarihi: 20.11.2023)

Kanserin tamsi ve tedavisi:

Belirtiler ortaya ¢iktiktan sonra kanserin tanilanmasi igin birkag tani y6ntemi mevcuttur.
Kanda yapilan testler, goriintilleme teknikleri (MRI, bilgisayarli tomografi vb.) ile yapilan
testler ve siiphelenilen dokudan alinan Ornegin patolojik incelenmesi bu yontemlerin

baslicalaridir.

Kanser tiirleri farkli mikroskobik yapilar ve yayilma hizlar sergilerler. Bu sebeple farkli
kanser tiirleri i¢in farkli tedaviler uygulanmalidir. Genellikle uygulanan tedavi yontemleri;
farkli ilaglarla gerceklestirilen kemoterapiler, radyoaktif 1sinlar ile gergeklestirilen radyoterapi
kiirleri, girisimsel cerrahi yontemleri ve hastalarin yasam kalitesini yilikseltmek amaciyla
uygulanan alternatif tip teknikleri olarak simiflandirilabilir. Uygulanan tedavi ydntemleri,
gelisen teknoloji ve yeni bilimsel ¢aligmalar dogrultusunda zamanla farklilasmakta ve pozitif
gelismeler kaydedilmektedir. Uygulanan tedavi yontemlerine ilaveten kanser hastalarinim
moral ve motivasyonun iyilestirilmesi de tedaviye yardimcisi olmaktadir. Hastalara verilecek
psikolojik destek uygulanan tedavinin etkisine katki saglamaktadir. (Medical Park Yayin
Kurulu, 21.01.2023, erisim tarihi: 20.11.2023)

Sorafenib, yeni bir antineoplastik ilag olarak, tiimorlii hiicrelerde ve timérlii hiicreleri
besleyen damarlar iizerinde etkisini, hem hiicre boliinmesini hem de yeni kan damarlarinin

gelismesini engelleyerek ederek gosterir. Bu etki, hem tiimérli hiicreler hem de vazkiiler



yatakta ‘serin / treonin ve tirozin reseptor kinazlart’ hedef alan bir multi-kinaz inhibitor olarak
faaliyet gostermesi ile gerceklesir.

Sorafenib, FDA tarafindan oncelikle olarak bobrek hiicrelerinde goriilen karsinoma, daha
sonra da HCC tedavisi i¢in onaylanmig, ve metastatik diferansiyel tiroid karsinomada

kullanilmak iizere de onay almstir.

1.2.  Sorafenib’in Fizikokimyasal Ozellikleri
1.2.1. Kimyasal Yap1 ve Molekiiler Yap1

Sorefenib’in Molekiiler Yapisi:

Kapal formiil: C»H16CIF3N4O3

Acik formiil: 4-[4-[[4-chloro-3-triflorometil)fenil]karbamoylamino]fenoksi]-N-metilpiridin-
2-karboksamid

Molekiil agirh@r: 464.8 g/mol

IUPAC isimlendirmesi: 4-[4-[[4-chloro-3-triflorometil)fenil]karbamoylamino]fenoksi]-N-
metilpiridin-2-karboksamid Gériiniig: Sorafenib beyazdan kirik beyaza kristal yapili toz
halindedir.

Saklanmasi: 25 °C (77 °F)’de, hava ge¢irmeyen ambalajlarda saklanmalidir.

Erime Noktasi: 205,6 °C

Coziiniirliik: Suda ¢6ziiniirligi 0.00171 mg/mL, DMSO’de ¢6ziiniirliigii 60 mg/mL’dir.
Log P: 3,8

pKa = Ongoriilen pKa degerleri 3,03 ve 11,55'tir.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C21H16ClF3N4O3

1.2.2. Sorafenib’in Farmakolojik Ozellikleri
1.2.2.1. Sorafenib’inFarmakodinamik Ozellikleri

Sorafenib’in ATC kodu: LOLXEOQ5’dir. Bu nedenle etkin maddenin farmako terapotik sinift;

antineoplastik ilaglar - protein kinaz inhibitorii seklinde belirtilebilir.

Etki mekanizmasinin agiklanmasi; In vitro Kosullar altinda sorafenib, tiimorli hiicrelerin
cogalmasini inhibe eden bir multikinaz inhibitoriidiir, T-hiicresine sahip olmayan farelerde
timorli neovaskiilarizasyonda azalma ve insan tiimor ksenograflarinin genis bir yelpazesinde
timorlerin gelismesini engellemektedir. Timorli hiicrelerde sorafenib, ‘(CRAF, BRAF,
V600E BRAF, c-KIT, ve FLT-3)’ ve tiimor vaskiilatiiriinde (CRAF, VEGFR-2, VEGFR-3 ve
PDGFR-#) bulunan hedeflerin aktivitelerini azaltmaktadir. (RX Media Pharma®, 2023;
RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

Bobrek kanseri tedavisinde Ocak 2007'de yayinlanan klinik arastirma sonuglari, plaseboyla
karsilastirildiginda sorafenib tedavisinin, 6nceki tedavinin basarisiz oldugu ilerlemis seffaf
hiicreli renal hiicreli karsinomu olan hastalarda progresyonsuz sagkalimi uzattigini gosterdi.

(RX Media Pharma®, 2023; RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

American  Society of  Clinical  Oncology  tarafindan 2007'de  diizenlenen
sempozyumda, sorafenibin hepatoseliiler karsinom vakalarinda etkinligini gosteren bir
SHARP ¢alismasina dair sonuglar sunulmus olup, birincil sonlanim noktas1 medyan, genel
sag kalim seklindeydi ve bu sonuglar plaseboya kiyasla sorafenib kullanan hastalarin %44'lik
bir iyilesme gosterdigine isaret etmekteydi. Sorfenib kullanimi ile hem medyan sag kalim
hem de hastaligin seyri ile ilgili 3 aylik iyilesme bulgular1 sunuldu; ancak semptomatik
progresyona kadar gecen siire arasinda anlamli bir fark yoktu. Hastalarin yagam kalitesine ait
olgtimlerde, sorafenibin toksisitesine dair ya da karaciger hastaliginin ilerlemesi ile ilgili
semptomlara baglanabilecek bir fark gézlenmemistir. Bu ¢alismanin sadece Child-Pugh Sinif
A (yani en hafif) sirozu olan hastalar1 icermesi dikkate sayandir. Tiim bu bulgular 15181nda,
Kasim 2007'de ileri hepatoseliiler karsinomun tedavisi i¢in sorafenib Food and Drug
Administration (FDA) onayt almigtir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigim tarihi:
20.11.2023)

Sorafenib ile doksorubisin bir arada kullanildigi random, ¢ift kor, bir faz IT ¢alismasinda, ileri
diizeyde hepatoseliiler karsinoma sahip hastalarda tek basina doksorubisin kullanimu ile

karsilastirildiginda ortalama progresyon siiresi 6nemli miktarda gecikmemistir. Ortalama


https://en.wikipedia.org/wiki/American_Society_of_Clinical_Oncology
https://en.wikipedia.org/wiki/Hepatocellular_carcinoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Overall_survival
https://en.wikipedia.org/wiki/Overall_survival
https://en.wikipedia.org/wiki/Cirrhosis#Grading
https://en.wikipedia.org/wiki/Cirrhosis#Grading
https://en.wikipedia.org/wiki/Doxorubicin

genel sag kalim ve progresyonsuz sag kalim siireleri, sorafenib ile birlikte doksorubisin
kullanan hastalarda, tek basina doksorubisin kullanan hastalara gére anlamli olarak daha
uzundu. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigim tarihi: 20.11.2023)

Avustralya'da bu, sorafenib'in “Pharmaceutical Benefits Scheme” (Farmas6tik Fayda
Programi) yer aldig1 tek endikasyondur, bundan dolay1 sorafenib devlet tarafindan sadece bu
kullanim amacina yonelik siibvanse edilmektedir. Avustralya’da resmi otorite olan TGA
(Therapeutic Goods Administration), sorafenibin bobrek hiicrelerinde gozlenen karsinom ile
birlikte hepatoseliiler karsinom i¢in kullanimina onay vermistir. (RX Media Pharma®, 2023;

RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

Sorafenib, FDA tarafindan 22 Kasim 2013 tarihinde, tiroid kanseri vakalarinda, radyoaktif
iyot tedavisine direngli, lokal olarak yeniden ortaya c¢ikan veya metastatik, ilerleyici
diferansiye tiroid karsinomunun (DTC) tedavisi i¢in de onaylanmistir. (RX Media Pharma®,

2023; RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

Faz Il karar ¢alismasi, progresyonsuz sag kalimda 6nemli bir iyilesme gosterdi, ancak genel
sag kalimda 6nemli bir iyilesme gostermedi. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erisim
tarihi: 20.11.2023)

1.2.2.2. Sorafenib’in Farmakokinetik Ozellikleri

Sorafenibin Emilimi: Tablet formundaki sorafenib uygulamasini takiben elde edilen bagil
biyoyararlanim, oral ¢ozeltiye kiyasla ortalama %38-49° diizeyindedir. Oral uygulamay1
yoluyla, sorafenibin plazmadaki maksimum seviyesine yaklasik 3 saat i¢erisinde ulasilir. Orta
seviyede yagl bir 6gin ile alindiginda ise elde edilen biyo yararlanim degeri ile a¢ karna
alindiginda elde edilen degerler arasinda anlamli fark gozlenmemistir. Ancak yag agisindan
zengin bir 6gtin ile alindiginda, sorafenib icin elde edilen biyo yararlanim degeri a¢ karna
alinmaya kiyasla %30 azalmistir. Coklu sorafenib dozlarinin uygulandigi yedi giin stirelik bir
caligma ise tekli doz uygulamaya kiyasla 2,5 - 7 kat fazla bir birikim ile sonuglanmistir.
Sorafenibin kararl1 hal plazma konsantrasyonlarina yedi giinde ulasilmistir ve ortalama
derisimlerinin tepe-vadi orani ikiden kiiglik olarak bulunmustur. Tiroid karsinoma, RHK ve
HSK hastalarina giinde iki kez 400 mg sorafenib verilmis ve kararli hal farmakokinetigi
degerlendirilmistir. Maruz kalmadaki degiskenlik tiim tiimér tiirleri i¢in fazla olmasina

ragmen, maksimum ortalama maruziyet tiroid kanserli deneklerde goriilmiistiir. Ancak tiroid


https://en.wikipedia.org/wiki/Progression-free_survival

kanseri sikayetine sahip dencklerde gozlenen EAA’daki artisa ait klinik anlam
¢ozlilememistir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigim tarihi: 20.11.2023)

Soreafenibin Dagilimi: Yapilan in vitro ¢aligmalarda sorafenibin insan plazma proteinlerine
baglanmasi %99,5 seviyesinde Olgiilmiistiir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erisim
tarihi: 20.11.2023)

Soreafenibin Biyotransformasyonu: Baglica karacigerde metabolize olan sorafenib
CYP3A4 enziminin onciliik ettigi bir oksidatif reaksiyon ile yikilir ve UGT1A9 enziminin
onciiliigiiyle de glukuronik aside yikilir. Sindirim sitemi igerisinde bakteri kaynakli glukuron
aktivitesi ile de sorafenib konjugatlari yikilabilir. Boylelikle konjuge olmayan sorafenib
tekrar emilmis olur. Sorafenib alinmasina eslik eden neomisin verilmesi bu siireci engeller ve
ortalama sorafenib biyoyararlanimi %54 oraninda diiser. Kararli haldeki sorafenib, plazmada
mevcut olan kendisi ve tiirevlerinin toplaminin yaklasik %70-85’ini olusturur. Sorafenibe ait
sekiz farkli metabolit tanimlanmus olup bunlardan besine plazmada rastlanmistir. Plazmada
yer alan esas metabolit, olup sorafenibe benzer bir in vitro potens gostermektedir. Piridin N-
oksit metaboliti kararli durumda metabolitlerin ortalama %9-16’sin1 olusturur. (RX Media
Pharma®, 2023; RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

Soreafenibin Eliminasyonu: Oral yolla alinan ¢ozelti formundaki 100 mg sorafenibin,
alimindan 14 giin sonra %96 oraninda viicuttan atildigi, bu miktarin %77’sinin gaita,
%19’unun ise idrar yolu vasitasiyla, glukuronize metabolitler seklinde oldugu tespit
edilmistir. Alinan sorafenib miktarinin %51°1 oranindaki metabolize olmamus sorafenib,
gaitada bulunmasina ragmen idrarda bulunmamaktadir. Bu durum, metabolize olmamus
sorafenibin atiliminin safra yolu ile de gergeklestigine isaret etmektedir. Sorafenibin atilim
yari-Omrii 25 ila 48 saat araligindadir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigim tarihi:
20.11.2023)

Hastalarda gozlenen karakteristik ozellikler:

Yaglilarda:

65 yas lizeri hastalarda yasa bagli doz ayarlamasina gerekli degildir.

Bobrek ve/veya karaciger fonksiyon bozukluguna sahip hastalarda:

Hafif, orta seviyede bobrek fonksiyon yetersizligi olan ya da diyaliz gerekli olmayan ancak
agir bobrek yetmezligi ¢eken hastalarda doz ayarlamasina gerek duyulmadigi gosterilmis

olmakla birlikte diyaliz tedavisi alan hastalarda sorafenib alimina dair bulgu mevcut degildir.



Bobrek fonksiyonlarinda bozukluk riski tasiyan hastalarda sorafenib alimi sonrasi sivi
dengesinin ve elektrolit diizeylerinin kontrol edilmesi dnerilmektedir.

‘Child-Pugh-A veya B’ seviyesinde karaciger fonksiyon yetersizligine sahip hastalar i¢in de
doz ayarlamasina gerek olmadig1 gosterilmistir ancak ‘Child-Pugh-C’ seviyesinde fonksiyon
yetersizligine sahip hastalara ait bulgu mevcut degildir. Siddetli karaciger yetmezligi olan
hastalarda, atilimin temel olarak karaciger yoluyla gergeklesmesinden dolayi, ilaca karsi
gosterilen sistemik maruziyet artabilir._(RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigim tarihi:
20.11.2023)

CYP3A4 gen tipleri:

CYP3A4 indiikleyicileri: 5 giin siireyle rifampisin uygulanmasini takiben tek doz sorafenib
uygulanmas1 sorafenibin EAA degerinde yaklasik %37°1lik bir diislise sebep olmustur.
‘CYP3A4’ aktivitesinde veya glukuronidasyonda artigsa sebep olabilecek diger indiikleyiciler
de (6rn. ‘Sar1 kantaron bitkisi ekstesi, Phenytoin, Carbamazepine, Phenobarbital ve
Dexamethasone), sorafenibin yikimini artirarak dolasimdaki sorafenib konsantrasyonlarinda
diistise sebep olabilirler. ‘CYP3A4 inhibitorleri:> Saglikli erkek deneklerde yapilan bir
caligmada etkili CYP3A4 inhibitorii olan ketokonazolun 7 giin, giinde bir sefer deneklere
uygulanmasit sonucu, deneklere verilen 50 miligram sorafenibin sonrast EAA degerinin
ortalamasini degistirmedigi gbézlenmistir. Bu ¢alisma sorafenib ve ‘CYP3A4’ inhibitérleri
arasinda klinik farmakokinetik bir etkilesim olmadigin1 gostermektedir. ‘CYP2B6, CYP2C8
ve CYP2C9’ substratlari: in vitro ortamda yapilan ¢aligmada ‘CYP2B6, CYP2C8 ve
CYP2C9’ sorafenib tarafindan benzer sekilde inhibe edilmistir. Buna ilaveten yapilan klinik
farmakokinetik ¢alismalarda 400 mg sorafenibin giinde iki doz alimina ilaveten siklofosfamid
(CYP2B6 substrati) veya paklitaksel (CYP2CS8 substrat1) uygulamasi klinik olarak anlamli
bir inhibisyon gostermemistir. Elde edilen veriler, sorafenibin 6nerilen dozu olan giinde iki
kez 400 mg aliminin ‘CYP2B6 veya CYP2CS8’in’ in vivo inhibitorii olmayabilecegine isaret
etmektedir. in vitro kosullarda Sorafenib ‘CYP2B6’y1 6 ve CYP2CS8’i’ ise 1-2 uM Ki
degerleri ile inhibe ettigi gosterilmistir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erigsim tarihi:
20.11.2023)

1.2.2.3. Sorafenib’in Kullanimi:

‘Interferon alfa ve interlokin-2’ tedavisine cevap alinamayan veya bu etken maddeleri iceren
tedavilerin yan etkiler sebebiyle uygulanamadigi durumlarda, metastatik renal hiicreli

karsinoma (MRHK) tedavisinde sorafenib kullanilmas: endikedir. Daha 6nceki tedevide



VEGF-TKI gibi hedefe yonelik bir tedavi uygulanmamus cerrahi ve radyoterapi gibi lokal
tedavi edilemeyen veya bu tedaviler sonrasi progresyon gdsteren, radyoaktif iyot tedavisine
direngli lokal relaps veya metastatik diferansiye tiroid kanserlerinde monoterapi olarak
progresyona kadar kullanimi endikedir. Progresyon sonrasinda kombinasyon veya
monoterapi olarak kullanimi uygun degildir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erisim
tarihi: 20.11.2023)

1.2.2.4. Sorafenib’in Yan Etkileri:

Sorafenib kullanimina eslik eden en o6nemli zararli ve istenmeyen etkiler, ‘miyokard
enfarktiisii/iskemisi’, gastrointestinal perforasyon, sorafenib kullanimimnin tetikledigi hepatit,
hemoraji, yiiksek tansiyon ve buna bagli ataklar olarak listelenebilir. Daha genis kapsamiyla
bu reaksiyonlar ishal, halsizlik, sackiran, ¢esitli enfeksiyonlar, el ve ayaklarda g6zlenen deri
reaksiyonlar1 ve dokiintiiler, kilo kayiplar1 ve istah kaybi, mide bulantisi, gastrointestinal ve
abdominal agri, yiiksek tansiyon ve hemoraji olarak tanimlanabilir. Yapilan klinik
caligmalarda veya ilacin piyasaya verilmesi sonrasinda kullanicilardan gelen geri doniisler ile
saptanan tiim istenmeyen etkiler, sistem-organ sinifi (MedDRA) ve siklik derecesine gore
listelenmistir. ) (RX Media Pharma®, 2023; RxList, erisim tarihi: 20.11.2023)

1.2.2.5. Sorafenib’in Kontrendikasyonlari:

Sorafenib, bu etken maddeye karsi ciddi asir1 duyarliligi oldugu tespit edilen hastalarda
kontrendikedir. Karboplatin ve paklitaksel ile kombine edilmis Sorafenib kullanimi, skuaméz
hiicreli akciger kanseri olan hastalarda kontrendikedir. (RX Media Pharma®, 2023; RxList,
erisim tarihi: 20.11.2023)

1.3.Sorafenib Tayini I¢cin Gelistirilmis Analiz Yontemleri:

Gabriela Wiergowska ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢caligmada, YBSK ters faz metodu, 40
°C sicaklikta bir oktadesil silika kolon (3 um gozenek ¢api, 50 mm kolon boyu ve 4,6 mm i¢
¢apa sahip) kullanilmigtir. 0,02 M ‘sodyum dihidrojen fosfat’ ve ‘asetonitrilden’ (35:65, h/h)
olusan izokratik hareketli faz, 0,45 um’luk bir filtreden siiziilerek kullanilmistir. Hareketli faz
1,5 mL/dakika akigla sisteme verilmis ve standart ve numune ¢6zeltilerinden 5 uL sisteme
enjekte edilmistir. Tespit dalga boyu 266 nm ve alikonma siiresi 2 dakikadir. Tespit dalga
boyunun seg¢imi, sorafenib'in (266 nm) UV spektrumundaki en uzun dalga boyundaki
absorpsiyon bandinin maksimum konumuna dayanmustir. Kromatografik yontem, (ICH)
Q2(R2) Kilavuzu, Tamim ve Metodoloji'ye gore numunelerin es zamanli analiziyle

dogrulanmis ve dogrulama parametreleri Ozgillik, dogrusallik ve Kkararlilik olarak



degerlendirilmistir. Dogrusallik regresyon verileri ve yanit faktorlerinden (pik alanlarin ve
analit konsantrasyonlarmm oranlar1) BSS (bagil standart sapma) belirlenmis ve
degerlendirilmigtir. Standart egriye ait korelasyon katsayisi 0,997 ve BSS %1,2 olarak
saptanmistir. Maksimum formda ¢oziiclilerden veya filtrelerden sorafenib etkilesimi

gbzlenmemistir.

Ismail Khan ve ark. (2016) tarafindan yapilan galismada, YBSK sistemi; bir pompa, on-line
vakumlu gaz giderici, otomatik numune alici, kolon firini, bir UV/VIS dedektor ile
donatilmigtir. Sorafenib ve paklitaksel analizi, kartus 6n koruyucu kolon RP18 (30 cm, 4,6
mm ve 10 um) ve Discovery HS C18 kolonu (25 cm, 4,6 mm ve 5 um) kullanilarak yapilmis
ve analitler 245 nm'de tespit edilmistir. Analiz 25°C kolon firin sicakliginda, izokratik olarak
(35:65, h/h) oraninda TFA (%0,025) ve Asetonitril karisimi kullanilarak, 1,0 ml/dakika akisla
ayrim saglanmustir. Piroksikam (0,1 mg/mL), Sorafenib ve paklitaksel tayini i¢in i¢ standart
olarak kullanilmistir ve enjeksiyon hacmi 50ul olarak belirlenmistir. Onerilen analiz
yonteminin, hem analitlerin hem de i¢ standardin tepe noktalar1 iyi ¢oziildiiglinden oldukca
secici ve spesifik oldugu gozlenmistir. Yontemin dogrusalligi, standart karisimlarin ve
eklenmis plazma numunelerinin kalibrasyon egrisinden belirlenmis ve kalibrasyon egrisinin
dogrusal oldugu saptanmistir. Yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik bazinda
degerlendirilmis olup giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik agisindan ara kesinlik

belirlenmistir.

Ahmed A. Abdelgalil ve ark. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada metanol iginde ¢6ziilmiis
sorafenib serbest bazinin UV absorpsiyon spektrumlar1 gosterilmektedir. Spektrumlar, 10 mm
eslestirilmis kuvars hiicreler ve Shimadzu UV-1601PC- c¢ift 1sik yollu UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak kaydedilmistir. Absorpsiyon spektrumlari, orta tarama hizi ve 2
nm yarik genigligi kullanilarak 200 ila 400 nm arasinda kaydedilmistir. Bulk olarak ve tablet
dozaj formlarinda sorafenib'in belirlenmesi i¢in bir UV-Spektrofotometrik yontem rapor
edilmistir. Bu yontemde, sorafenib 265 nm'de dogrudan absorbans yontemi ile tayin edilmis

ve asetonitril iginde molar absorptivitesi 5.254 olarak tespit edilmistir.

Miki Shimada ve ark. (2014), tarafindan yapilan ¢aligmada, kromatografik sistem (Agilent
1100), degazer initeli pompa, otomatik numune alict ve bir UV detektérden olusmustur.
Aymrim ‘inertsil ODS-3’ kolonda (2,1 mm i¢ ¢ap, 150 mm kolon boyu ve 5 pum pargacik
biiytikliigiine sahip) 20 mM amonyum asetat tamponu (pH 4,0)/asetonitril (30,0:70,0, h/h),
hareketli faz bilesimi ile saglanmus, akis hizt 200 pL/dk, tespit dalga boyu 265 nm ve analiz

stiresi 15 dakika olarak belirlenmistir. IS olarak tolnaftat kullanildiginda, sorafenib ve
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sorafenib N-oksidin bagil geri kazanimlarinin yaklagitk %100 oldugu, dogrusallik
degerlendirmesi i¢in en iyi agirliklandirma faktorii 1/(tepe alan orani) oldugu, alti standart
egrinin, 0.03-30 pg/mL'lik bir konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu, tiim lineer regresyon
cizgilerinin korelasyon katsayilari 0,998 ile 1,000 arasinda degismekte oldugu, tiim
konsantrasyonlarda, testler arasi kesinlik sorafenib i¢in %3,8'den ve sorafenib N-oksit i¢in
%9,3'ten diisiik oldugu, test i¢i ve testler arast dogrulugun, sorafenib i¢in -7,6 ile %5,8 ve

sorafenib N-oksit i¢in -%6,9 ile -3,3 arasinda degistigi gozlenmistir.

B. Blanchet ve ark. (2009) tarafindan, 10 kanser hastasindan ve ciddi bobrek veya karaciger
yetmezligi olan 10 hastadan alinan plazmada YBSK kullanilmistir. Hastanede yatan 30
hastadan ve 10 kanser hastasindan alinan plazmada ilaglara bagli higbir etkilesim olmaksizin
miitkemmel bir kromatografik 6zgiilliikk gozlenmistir. Dogrusallik degerlendirmesi i¢in Levene
istatistik testi, her konsantrasyon standardinin varyanslari arasinda 6énemli bir fark (P < 0.05)
gOstermistir. Varyans, konsantrasyonla orantili olarak biiyiidiigiinden, en iyi agirliklandirma
faktorii 1/(tepe alan orani) olarak, alti standart egri, 10.38 + 0.87 (CV = %8.4) ortalama egim
ve kesisme noktasi olarak 0.94 + 0.34 olan, 0.5-20 mg/L'lik bir konsantrasyon araliginda
dogrusal olarak ve ortalama korelasyon katsayist 0,997 + 0,002 olarak saptanmistir. Tiim
seviyelerde, testler arasi kesinlik sirasiyla %7 ve %10'dan diisiik olarak gdzlenmis, test i¢i ve
testler aras1 dogruluk sirasiyla -%2,7 ila %2 ve -%3,1 ila %4,0 araliginda belirlenmistir. TAS,
en disiik kalibrasyon standart degerine ayarlanmistir (0,5 mg/L, CV = %9,6). Test edilen bir
sonraki konsantrasyon olan 0,25 mg/L, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik ile
belirlenememistir. Sorafenib'in 0,5, 3 ve 20 mg/L'deki mutlak geri kazanimlar sirasiyla %68, 1
+ %6,1, %81,8 + %3,9 ve %87,6 + %5,5 olarak saptanmis ve internal standartin mutlak geri

kazanimi, kullanilan konsantrasyonda (5 mg/L) %87,9 + 4 oldugu gozlenmistir.

1.4.Tez Cahsmasinda Gergeklestirilen Yontemler
1.4.1. Kromatografik Yontemler
1.4.1.1. Kromatografik Yontemlerin Temel Ilkeleri

Kromatografik yontemler birden fazla karigsmayan fazlar arasindaki dagilim yardimiyla
bilesenlerin ayrilmasi prensibine dayanir. Kromatografik yontemlerde karismayan gaz, sivi
ve kati fazlarin farkli kombinasyonlar1 kullanilabilir. Burada birbirlerinden ayrilacak tiirlerin
farkli fazlarda farkli hizlarda hareket etmesi ayirimi saglar. Bu sayede birbirlerine yakin

fiziksel ya da kimyasal 6zellige sahip bilesenler de birbirlerinden ayrilabilmektedir.
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Dagilma Katsayisi:

Dagilma katsayisi, bilesenlerin hangisinin sistemden daha once ya da sonra ayrilacagi
hakkinda bilgi verir. Matematik diliyle ifade edildiginde, yiiksek K degerine sahip bilesen sabit
fazda daha yiiksek derisime sahip olacak, bundan dolay1 kromatografik kolonda daha yavas
yol alacaktir. Bu durumun tersi diisiiniildiigiinde daha kiigiik K degerine sahip bilesen ise
hareketli faz igerisinde daha yiiksek konsantrasyona sahip olacak ve kromatografik kolonu
daha once terk edecektir. Bilesenlerden kromatografik kolonu erken terk eden keskin bir pik
gbzlenmesine, geg terk eden ise yayvan pike sebep olur. Ancak karisim igindeki bilesenler,
sahip olduklar1 K degerlerinin farkli olmasiyla kromatografik kolondan farkli zamanlarda eliie

olurlar. Bu durum kromatografik ayrimin temelini teskil eder.
K=Cxs/Cxn

K: Dagilma katsayisi

Cxs: Sabit fazdaki konsantrasyon

Cxn: Hareketli fazdaki konsantrasyon (Yildiz ve ark., 1993, Bolim 21)

Kapasite Faktorii:
Incelenen bilesenin fazlar igerisinde bulunan mol sayilariin oramdir ve matematiksel ifadesi
asagidaki gibidir:

k= CsVs = KVg
Cwm VH Vh

Vs Kolonda bulunan sabit faz hacmi
Vu: Kolonda bulunan hareketli faz hacmi
Kapasite faktoriinii alikonma zamanlari ile de hesaplayabiliriz;

k’=tr—1o
fo

(Erdik ve ark.,2001, s:99; Yildiz ve ark., 1993, Boliim 21)
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Teorik Plaka Sayisi:

Piklerin kolondan ayrilma zamanlar1 uzadikca keskinliklerinin diigmektedir. Tayinde piklerin
olabildigince dik ve simetriye sahip olmasi beklenmektedir. Pikler ne kadar dik ve keskin ise
kolonun o kadar iyi ve etkin ¢alismaktadir, bu etkinlik, teorik plaka sayisi (N) olarak ifade

edilir ve asagidaki formiil ile hesaplanir;

N=16 [xR T
tw

tw: Pik taban genisgligi

Teorik tabaka sayisi, kolon uzunlugu (L) arttikga artmaktadir. Ama kolon uzunlugunin

artmasi, tayin siiresini uzatmaktadir.

Teorik tabaka sayisi (N) ile teorik tabaka yiiksekligi (H) arasinda matematiksel olarak ters bir

iligki s6z konusudur. Kolonun verimi i¢in H degeri olabildigince diisiik olmalidir.

H= L= 1[ty 2
N 16| &

(avesis.gazi.edu.tr, erisim tarihi: 22.11.2023) (Erdik ve ark., 2001, s:94-95; Y1ldiz ve ark.,
1993, Bolim 21)

1.4.1.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Omek giri
sistemi
Kolon
W ———
|
Pompa —t
—
16 il }
Mobil faz Veri sistemi

Dedektor

Atk

Sekil 1.1. Temel bilegenleri ile tipik bir YBSK Cihazi (Kalkir F (2022), erigim tarihi: 22.11.2023)

13



Bir karisimdaki maddelerin birbirlerinden ayrilarak, nitel ve nicel analizlerinin yapildig1 bir
analiz yontemidir. Bu yontemde genellikle silikadan imal edilmis, yiizeyinde farkli kimyasal
modifikasyon islemleri uygulanmis kati faz (sabit faz) igeren bir kolon ve kolondan yiiksek
basing yardimi ile gecirilen ve sivi bir faz (hareketli faz) icermektedir. Yontemde
birbirlerinden ayrilmasi beklenen molekiilleri igeren ¢ozelti hareketli faz ile birlestirilerek
kolona iletilir, bu bilesenlerden her biri sabit faz ile molekiiler etkilesime girer ancak etkilesim
seviyesi (alitkonma) her bir bilesen i¢in farkli olacaktir. Boylelikle farkli kimyasal 6zelliklere
sahip bilesenler kolon igerisinde farkli hizla ilerleyerek kolonu farkli zamanlarda terk ederler.
Birbirlerinden farkli kimyasal 6zelliklerine gdre ayrilan bu bilesenler kolondan hemen sonra
yer alan dedektdrde bir yanit olustururlar. Dedektor secimi analizi yapilan bilesene yanit
verme prensibine dayanir. Ornegin 151k absorplayabilen tiirler i¢in UV-Vis ya da DAD/PDA
detektor kullanilirken elektrokimyasal yanit olusturan bir analit ECD detektorde, floresan
ozellik gosteren bir analit de floresan detektorde analiz edilir. Polarize 15181 kiran analitler
refraktif indeks dedektorii (RID) ile analiz edilirken bilesenler sadece basit iyonlar ise detektor
olarak iletkenligi Glgen bir sistem de segilebilir. (dergipark.org., erisim tarihi: 23.11.2023)

YBSK cihazi ile yogun kosullar saglanarak farkli bilesenleri igeren 6rneklerin nitel ve nicel
analizleri yapilir, bu analizlerde referans/standart maddeler kullanilarak kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanir ve daha sonra analizi yapilacak molekiilii de i¢eren test numunesi ¢ozeltileri

hazirlanarak sisteme enjekte edilir. Daha sonra detektorde olusan yanitlar degerlendirilir.
Tipik bir YBSK cihazi;

- Hareketli faz igeren siseleri tasiyan bir rezervuar,

- Hareketli faz siselerden sisteme akisini saglayan pompa tnitesi,

- Referans ve numune ¢ozeltilerini sisteme aktaran bir oto drnekleyici sistem veya
enjektor Unitesi,

- Kromatografik ayirimin gerceklestigi bir analitik kolon ve bu kolonu sabit sicaklikta
tutan bir kolon firini,

- Analite duyarli dedektor/ler,

- Dedektorde iiretilen sinyallerin islenecegi ve elde edilen verilerin depolanacagi

yazilimi igeren bilgisayar sisteminden olusur.

Pompa: Pompanin ana gorevi hareketli fazlar yiiksek basingla sisteme gondermektir. Pompa
bu islemi sabit ya da degisken akis hizlari ile yapar. YBSK pompalari ¢ekebildigi hareketli faz
adedi ve bu fazlar karistirma yeteneklerine gore de izokratik (tek kanalli), ikili gradyen (gift

kanalli ve karistiricili) ve dortlii gradyen (dort kanalli karistiricilykaristiricisiz) retilir.
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Izokratik calismada hareketli faz bilesenleri belirli oranda énceden karistirilip hazirlanir,
gradyen c¢alismada ise mobil faz oranlar1 zaman igerisinde degistigi i¢in pompa bu oranlari
ayarlamakla da yiikiimliidiir. Bu yaklagsim o6zellikle farkli zaman araliklarinda ayirimda

farklilik istendiginde kullanilir. (acikders.ankara.edu.tr, erisim tarihi: 23.11.2023)

Ornekleyici: Ornekleyici ya da oto drnekleyici analit igeren ¢ozeltilerin akis sistemine dahil
olarak ayirmmin gerceklesecegi kolona iletilmesini saglar. Ornekleyici sistemi manuel
olabildigi gibi tamamen otomatize de olabilir. Manuel 6rnekleyici analit igeren ¢ozeltinin bir
siringa ve valf yardimiyla sisteme gonderilmesini saglar. Oto-ornekleyici ise bu islemleri
yazihmdan aldigi komutlar ile Kkendisi yapmaktadir. Bazi oto ornekleyicilerin analit
bilesenlerini iceren ¢dzeltileri 1sitma, sogutma, bu ¢ozeltileri reaktif ya da hareketli faz ile

seyreltme ve/vaya karistirma 6zellikleri vardir.

Kolon ve Kolon Firmi: Sabit faz1 muhafaza eden kolon, analit molekiillerinin farkli fiziksel
ve kimyasal ozellikleri yardimiyla birbirlerinden farkli siirelerde sistemi terk ederek ayirt
edilmelerini saglar. Kolonlar igerdikleri sabit fazdan bagimsiz olarak paslanmaz ¢elik, PEEK
ve camdan imal edilebilir, ancak ayirimin niteligi igerdigi dolgu maddesine baglidir. En yaygin
kolon dolgu malzemesi belirli ¢cap ve gdzenek biiyiikliigiine sahip silika partikiillerdir, bu
partikiiller iiretimlerinden sonra yiizeydeki hidroksi gruplari iizerinden farkli fonksiyonel
gruplarin baglamasi ile son hallerini alirlar. Kolon firini ise hem kolonu muhafaza etmek hem
de analiz boyunca kolon sicakligini sabit tutmak i¢in kullanilan bir birimdir. Kolon firinlari
blok 1siticili, bir rezistans ve fan ile ¢alisan ve peltier sistemi ile sicakligi ayarlayan sistemler

olarak tretilirler. (acikders.ankara.edu.tr, erisim tarihi: 23.11.2023)

Detektorler: Baslica detektor tipleri ve ¢aligma prensiplerine asagida ifade edilmistir.

UV detektor, kolondan ¢ikan hareketli faz ve analitleri igeren ¢6zeltinin igerisinden gegerek
absorbansin olgtldigii bir detektor tirtidiir. UV (veya VIS) 1s1ik 6l¢tim hiicresi igerisinden
gectikten sonra siddetinde bir azalmaya ugrayarak detektoriin sinyal yaniti olusturan
bilesenine ulasir. Prensip olarak spektrofotometre ile benzerlik gosterir.

Refraktif indeks detektdrii ise detektore ulasan tiim bilesenlerin toplam refraktif indisini 6lger.
Bundan dolay1 bu detektor en az hassas detektorlerden biri olarak degerlendirilir. Ayrica ¢evre
sicakligl, basing, akis hizinda gergeklesen degisikler de dedektoriin iirettigi sinyal {izerinde
etkilidir.

Fliloresans detektor ise oldukga hassas bir detektordiir ancak olusturdugu yanit dar bir derigim
araliginda dogrusaldir. Ayrica bu detektor flioresans 6zellige sahip olmayan analitler igin

kullanim kisitlamasina sahiptir. (acikders.ankara.edu.tr, erigsim tarihi: 23.11.2023)
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Ultra performansh sivi kromatografi (UPLC); teorisi ve calisma prensibi, igerdigi
departmanlar agisindan YBSK ile ¢ok biiyiik benzer 6zellikler gosterir ancak farkli boy ve
partikiil biiyiikliigiine sahip kolon, daha ileri seviyede pompa ve i¢ akis hattina sahiptir. UPLC
cihazlar1 kendilerine 6zel iiretilen kolonlardan dolayi ¢ok daha yiiksek basing altinda calisirlar,
bu ylizden pompa ve hatlari bu basingta ¢alisacak sekilde dizayn edilmistir. Nispeten daha kisa
ve kiiclik pargacik igeren kolonlar ile analiz siirelerinde ve diisiik ¢alisma akisi nedeniyle
kullanilan ¢6ziicii ve kimyasal madde miktarinda tasarruf saglarlar. (acikerisim.sakarya.edu.tr,
erigim tarihi: 23.11.2023)

1.4.1.2.1. YBSK Yonteminin Avantajlar

- Yeni nesil detektorlerin kullanilmasindan dolay1 duyarlilik fazladir.

- Tayin siiresi diger dolayl analizlere gore kisadir,

- Kullanici hatalart minimize edilmistir,

- Bir YBSK kolonu birden farkli molekiil tiirleri igin ayirim segenekleri sunabilir ve
uygun sekilde kullanildig1 ve saklandiginda yenisini edinmeye gerek duymaksizin defalarca

kullanilabilirler.

Gaz kromatografi ile kiyaslandiginda hareketli fazin sivi olmasi ve ayirima katki saglamasi
acisindan ve de daha diisiik sicakliklarda caligilmasi gerektiginden (yaygin sekilde kullanilan
asetonitril ve metanoliin kaynama sicakliklari sirasi ile 82 °C ve 64,7 °C’dir), avantajlar sunar.

(acikerisim.sakarya.edu.tr, erisim tarihi: 23.11.2023)

1.4.1.2.2. YBSK Yonteminin Dezavantajlar

- Nitel analiz i¢in tek basina yeterli olmayabilir,

- Tiim analitleri birbirlerinden ayirmak her zaman miimkiin olmayabilir,

- Disiik sicakliklarda gaz fazina gecen analitler i¢in uygun degildir,

- Ekipmanda yipranan pargalar oldugu i¢in bakim maliyetine ihtiya¢ duyar, bu durum
bazen analizi de olumsuz etkileyebilir,

- UPLC metoduna gore daha uzun analiz siireleri ve daha fazla kimyasal madde tiiketimi

s6z konusudur. (acikerisim.sakarya.edu.tr, erisim tarihi: 23.11.2023)
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1.4.2. Spektrofotometrik Yontem

Cozelti igerisindeki tiirlerin farkli oranlarda 151k absorplamasina dayanan bir yontemdir.
Teknik olarak 151k elektromanyetik bir radyasyon olarak tanimlanabilir ve bir frekans (v) veya
dalga boyuna (A) sahiptir.

Is1gin sahip oldugu kinetik enerji asagidaki formiil ile ifade edilir;
E = h.v veya E = h.c/ X burada;

h =6,626 x10?" erg x s

¢ = 3x10% cm/s (acikders.ankara.edu.tr, erisim tarihi: 23.11.2023)

1.4.2.1. Spektrofotometrik Yontemlerin Temel Prensipleri ve Beer-Lambert

Yasasi

Belirli bir dalga boyundaki 1s181n ¢6zelti igerisindeki bir tiir tarafindan absorplanmasi bu tiirtin
enerjiyi absorbe etme yetenegine sahip oldugunu gosterir, absorplanan 1gik miktar1 ise bu tiiriin
151k absorplama yetenegi, ¢ozelti igindeki bu tiiriin derigimi ve 151gm bu tiirle etkilesme
miktaria baglidir. Isigin ¢dzelti icerisindeki tiirler tarafindan absorplanan kisminin dalga

boyuna karsilik bir fonksiyon olarak grafige gegirilmesi ile de spektrum elde edilir.

UV ve goriiniir bolge spektrumunda dalgaboyuna karsilik absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesi ile elde edilen spektrumda absorbansin en yiiksek oldugu dalgaboyu degeri Amax
olarak adlandirilir ve bir girisim s6z konusu degilse analitik ¢aligmalar bu dalgaboyunda
gergeklestirilir. Benzer sekilde kizilotesi spektrumunda ise % gegirgenlik degerleri dalga
boyuna kars1 grafige gegirilir ancak absorpsiyonun en fazla oldugu dalgaboyunda gegirgenlik
mimimum bir deger alir.

Bu yaklagimla, 1518in absorplanmasi prensibine dayanarak spektrofotometre adi verilen
cihazlar gelistirilmistir. Bu cihazlarda 6l¢iim 151k absorplayan tiirler igeren g¢ozeltilerden
gegirilen 15181n baslangigtaki siddeti (10) ile ¢ozelti igerisinden gectikten sonraki siddeti (I)

arasindaki farkin 6l¢timii ve bu bilginin islenmesine dayanir. (Kilig ve ark., 2004, Bolim 24.)

Gegirgenlik (Transmittans):

% Gegirgenlik: T= I/lp seklinde ifade edilir,
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Spektrofotometrik caligmalar Beer ve Lambert tarafindan ifade edilen bazi prensipler
dogrultusunda yapilir ve bu prensipler Beer-Lambert- yasasi olarak adlandirilir. Bu yasa
absorbans ile derisim arasindaki iligkiyi aciklar. Beer-Lambert yasasi, asagidaki sekildedir:

A=logldl=axbxC

A: Olgiilen absorbans degeri

lo: Numuneye gonderilen 15181n siddeti

I: Ornekten gegerek detektdre ulasan 151810 siddeti
a: Absorpsiyon katsayist

b: Isigin 6rnek ¢ozeltisi boyunca aldigi yol, cm

C: Derisim (g/L veya M)

Absorpsiyon katsayisi ya da absortivite; bir atom, iyon veya molekiil i¢in 151k absorplanmasi
belirli bir dalga boyunda gergeklestirildiginde absorplanan 1s1k miktari ile derisim arasinda bir
ifade olusur ve burada sabit bir say1 gozlenir. Eger formiilde derisim degeri olarak molarite
kullaniliyorsa molar absorptivite adin1 alir ve ¢ ile ifade edilir. Dolayisi ile absorpsiyon

katsayis1 ve molar absorptivite arasinda asagidaki formiille ifade edilen bir iliski vardir.

e=aMA
MA.: lgili molekiiliin molekiiler agirligidir.

Beer-Lambert- yasasi, Olgiilen absorbans degerlerine karsilik konsantrasyonun grafige
gecirilmesi elde edilen bir dogru oldugunu, yani absorplanan 1sik miktarinin dogrudan
derigimle orantili oldugun ifade eder. Ancak bu dogrusal iliskiden sapmalar mevcuttur. Bu
sapmalarin gesitli sebepleri ve analize negatif (C) ya da pozitif (a) katkilar1 vardir. Sapmalar
baslica; 151k absorplayan tiiriin ¢oziiciiyle etkilesimi, ¢oziicli igerisinde zamanla bozunmasi ya
da diger tiirlerle reaksiyona girmesi gibi kimyasal sebeplerden kaynaklanabildigi gibi ¢6zelti
igerinde ¢oOziinmemis, asili parcaciklar bulunmasi, ¢oziiciiniin zamanla buharlagmasi
nedeniyle derisimin zamanla degismesi gibi fiziksel sebeplerden de kaynaklanabilir. Ayrica
absorbans ile derisim arasmndaki dogrusal iliski artan derigimle son bulmaktadir. Bu yiizden
spektrofotometrik calismada bu iliskinin dogrusal oldugu derisim araligim1 bulmak ve bu
aralikta calismak gerekmektedir. (Kilig ve ark., 2004, Boliim 24.)
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Sekil 1.2. Beer- Lambert yasasindan sapmalar.

1.4.2.2. (UV-VIS) Mor otesi ve Goriiniir Bolge Spektroskopi

UV-VIS bolge spektroskopisi, diger adiyla elektronik spektroskopi, elektronik gegis
spektrumlarinin gézlendigi, 200 -4 00 nm araligindaki UV boélge ve 400 -7 00 nm araligindaki
goriiniir bolgeyi ifade eder. Adindan da anlasilacagi lizere goriiniir bolgede absorpsiyon yapan
tiirler renklidir ve absorpladigi dalgaboyuna karsilik gelen renk bilesigin sahip oldugu rengin

tamamlayici rengindedir.

UV-VIS bolge spektroskopisinde, 1sik ile uyarilan elektronlar, 1s18in enerjisinin bir kismini
sogurarak bir elektronik seviyeden digerine gegerler. Bu davranis atomlar ve iyonlar i¢in
karakteristik ve belirli bir diizende gergeklesir ve bu sekilde elde edilen pikler keskindir ancak
molekiiller igin elektronik emilimin yani sira molekiilde gozlenen dénme ve titresme
hareketleri de 1sik emilmesine katkida bulunarak elde edilen piklerin keskinligi azalmasina
neden olur. Isik absorplanmasi nedeniyle olusan pik 151k absorplayan tiirde mevcut elektronun
bulundugu yoriingeyi terk ederek daha iist enerji seviyesindeki bir yoriingeye g¢ikmasi
nedeniyle olusmaktadir. Bu olay genellikle molekiiliin belirli bir fonksiyonel grubuna ait bir
davranistir ve bu fonksiyonel gruplar kromofor olarak adlandirilir. Ayn1 molekiilde birden
fazla kromofor grup var ise &lciilen absorpsiyon bu gruplarm her birinden kaynakli
absorpsiyon degerlerinin toplamina esit olacaktir, bu davranis toplanabilirlik kurah olarak
isimlendirilir. Bu kural birden fazla 1g1k absorplayan tiir igeren ¢ozeltiler i¢in de gecerlidir.
(Erdik ve ark., 2001, s:735-736)

19



1.4.2.3. UV-VIS Spektrofotometrenin Temel Bilesenleri

prizma / ) .

- doner disk
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1 =
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N O e
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ol
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Sekil 1.3. Temel bilesenleri ile ¢ift 151k yollu spektrofotometre cihazi (Clark, 2006, erigim tarihi:
23.11.2023).

Basit bir Spektrofotometre cihazi asagidaki bilesenleri icerir;

Isik kaynagi: UV-VIS bolge icin siirekli 1s51ma yapan kaynaklar kullanilmaktadir. UV bdlge
icin Hidrojen (Hz) ve Déteryum (D3) ve elektriksel bosalim lambalari yaygin olarak kullanilan
151k kaynaklaridir ve 180 - 380 nm arasinda 11k tiretme kabiliyetine sahiptirler. Ancak, UV-
VIS bélgenin tiimiinde (150-700 nm) is gorebilen Ksenon (Xe) ve Civa (Hg) buhar lambalari
da kullanilmaktadir. IR bolge (320-3000 nm) i¢in ise Tungsten (W) flaman lambasi kullanilir.
(biyokure.org, erisim tarihi: 23.11.2023)

Monokromatér: Prizma ve optik ag yardimi ile g¢oklu dalgaboyuna sahip 15181 tek
dalgaboyuna dondiirmek amaciyla dizayn edilmis diizeneklerdir. (biyokure.org, erisim tarihi:

23.11.2023)

Yarik (Slit): Monokromatorde elde edilen 151k tayfinda istenilen dalgaboyundaki 1si1gin
gecmesine izin verecek sekilde dizayn edilmis yariktir. Yarigin diizgiin ¢aligmasi elde edilen
spektrumun sekli, pikin yapist ve keskinligi ve ol¢iim duyarligi, sinyal/giiriiltii oran1 gibi

parametreleri dogrudan etkiler. (Clark, 2006, erisim tarihi: 23.11.2023).

Ayna: Cift 1s1n yollu (double beam) cihazlarda, monokromatérden gelip yariktan gecen 15181
esit siddette iki parcaya bolerek 1sik absorblayan tiirlere sahip numune/standart igeren
hiicreden ve ¢oziicii ya da kor igeren referans hiicreden ayni anda ge¢melerini saglayan

diizeneklerdir. (ince, 2012)
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Olciim Kiivetleri: Calisiimas: diisiiniilen bolgeye gore secilen, farkli maddelerden yapilmus,
151k yolu uzunlugu belirli ve sabit olan igerisine numune, standart, kor ¢ozeltileri konulan
kaplardir. Goriiniir bolgede calisilacak ise bu bolgedeki 15181n gegmesine izin veren cam kiivet
kullanimi yeterli olurken hem UV, hem goriiniir hem de IR bolgedeki 15181 gegiren kuvartz

hiicreler diger galismalar i¢in daha uygundur. (Ince, 2012)
Calisma Hiicresi: Numune ya da standart igeren kiivetlerin kondugu kisimdir. (Ince, 2012)

Referans hiicre: Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, analiz boyunca ¢6ziicii ya da 6rnek
korii igeren bir kiivet ikinci hiicrede tutularak dedektoriin buradan gelen absorbansi siirekli

dlciilen absorbanstan ¢ikarmasi saglanir. Bu hiicreye referans hiicresi adi verilir. (Ince, 2012)

Dedektor: Isin kaynagindan gelen 15181n baglangi¢ ve kiivet igerisinden gectikten sonraki
siddetini olgerek ¢ozeltinin ne kadar 15181 absorpladigint veya 1s18in ne kadarini gegirdigini

Olgen kisimdir.

Dedektorler tizerine gelen 1s18a karsi duyarli, 1518in yogunlugu ile orantili sinyal iiretme
yetenegine sahip ve kararli olmali, miimkiin oldugunca kisa siirede cevap olusturabilmelidir.

(Gilindiiz, 1990; Bolim 5)

1.4.2.4. Tiirev Spektrofotometri

Tiirev spektroskopi 151k absorplayan tiirlerin UV-Vis bolgede elde edilen spektrumlarinin bir
fonksiyon gibi diisiiniilerek tiirevlerinin alinmasi ilkesine dayanmaktadir. Bilindigi gibi bir
fonksiyonun tiirevi; "fonksiyon artiminin degisken artimina oraninin bagimsiz degisken artimi
degistigi ve sifira bir Limit olarak yaklastigi zamanki limitinden olusur” diye tarif edilir. Bu
ifade tirev spektrofotometrisinde orijinal spektrumlar bu mantikla olusturulan tiirev
spektrumlarinin kullanilmasina olanak saglar. Tiirev egrilerinin hazirlanmasi1 matematiksel
islemler gerektirdiginden bu islem cihaz yazilimi tizerinden ve bilgisayar destegi ile yapilir.
Orijinal spektrumu olusturan her bir noktadaki dogrusal davranisin tiirevinin hesaplanmasi ve

bulunan sonuglarin grafige gecirilmesi yani tlirev egrilerinin olusturulmasi olduk¢a zorlu bir

stirectir.
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Sekil 1.4. Tipik bir UV-Vis spektrum

Yukarida verilen grafik i¢in, matematiksel bir “A = f (A)” fonksiyonu yazilabilir, ki fonksiyon
as1l spektruma ait olan fonksiyondur. Daha sonra bu fonksiyonu ifade eden egrinin herhangi
bir noktasinda alinan teget egimi, fonksiyonun bu nokta icin olusan tiirevi olacagindan her
nokta icin elde edilen degerler tekrar grafige gecirildiginde fonksiyonun her noktasinda tiirev

alinmus olur ve elde edilen yeni spektrum birinci tiirev spektrumu adini alir. (Ince, 2012)

Absorbansin A degerlerine gore tiirevi alinirsa asagidaki gibidir:

A = axbxC (Beer-Lambert-Yasasi)

dA/dX=-C.b.da/d A (1. Derece i¢in elde edilen tiirev egrisi)

d?A /d?) = -C2.b%(da/dL)?— C.b.(d%a/d A?) (2. Derece igin elde edilen tiirev egrisi)
d®*A /d®L = -C.b.(d%/d 2®) + 3.C%b? (da/d)).(d%a/dA?) - C3.b3(da/d 1)®

(3. Derece i¢in elde edilen tiirev egrisi). ((Onur ve Yiicesoy, 1983)

1.4.2.4.1. Tiirev Spektroskopinin Avantajlar
Elde edilen tiirev egrileri, orijinal spektrumda zor gézlenen ya da gozlenemeyen farkliliklari
glin yiiziine ¢ikarir, boylelikle analizi yapilan madde ile ilgili kalitatif ve kantitatif yeni veriler

elde edilebilir.

Tiirev spektrumlar 6zgiin spektrumlara kiyasla daha karakteristiktirler ancakbu yontemle elde
edilen spektral verilerin bir béliimii indirgenir, Ornegin bir ¢dzeltinin spektrumunun tiirevi
alindik¢a veya tiirev derecesi artirildik¢a bazi karakteristik davraniglarin kayboldugu goriiliir.
Ancak bu bir dezavantaj degildir, ¢iinkii tiirev spektrumlari orijinal spektrumda goriilmeyen
yeni karakteristik maksima bolgeleri olugsmasina da neden olur, bu 6zellikle benzer bolgelerde
absorbans veren tiirleri igeren karisim ¢dzeltilerinin analizinde kolaylik saglanabilir. Bu da

yapilacak analiz islemlerinde bir iistiinliik saglar. (Ince, 2012; Uyguner, 2010)

22



2.  GEREC VE YONTEM

2.1. Piyasada Ticari Olarak Mevcut Olan Farmasotik Preparatlar

o “Nexavar® 200 mg Film Kapli Tablet” (Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. $ti.)
e “Sofexan® 200 mg Film Kapli Tablet” (Nobel ila¢ San. ve Tic. A.S.)

2.2. Tez Kapsamindaki Kullanilan Cihaz ve Geregler

-YBSK;

Cihaz: Dionex Ultimate Focused 3000, Diode Array Dedektor
Kolon: Phenomenex Luna® C8;(2) Sum 4,6x50 mm

Analitik Terazi: Sartorius MSU224S-000-DU/2013

pH metre: Seven Compact pH/lon S220

Ultrasonik ve Isitmali Su Banyosu: Ultrasonic LC 60 H
Manyetik Karigtirict: Wisestir Multi Hot plate
-Spektrofotometri;

Cihaz: Shimadzu UV 1601

Analitik Terazi: Sartorius MSU224S-000-DU/2013
Manyetik Karistiric: Wisestir Multi Hotplate

2.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler

-YBSK;
e Asetonitril (CH3CN) Sigma-Aldrich Catalog N0:34851
e Amonyum Asetat (NH.C,H30-) Sigma-Aldrich Catalog No: A7262
e Asetik Asit (NH4sOH) (Merck) Sigma-Aldrich Catalog N0:695092

-Spektrofotometri;
e Metanol (MeOH) Sigma-Aldrich Catalog No:34860

2.4. Tez Kapsaminda Kullamilan Standartlar ve Referans Maddeler

e Sorafenib Tosylate (200 mg) USP Reference Standard Catalog No:1615876
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2.5. YBSK Yontemi ile Sorafenib Miktar Tayini
2.5.1. Kromatografik Kosullarin Optimizasyonu

YBSK yontemi icin, yaklagim olarak sorafenib’in izoelektrik noktasi olan pH:3,8 i¢in uygun
tampon bilesenleri arastirilarak amonyum fosfat tamponu hazirlanmasina karar verilmistir.
Derisim olarak 0,02 M secilmistir. Ilk denemeler tampon ¢ozeltisi ve asetonitril (50:50; h/h)
karigiminin hareketli faz olarak kullanildigi C8 ve C18 kolonlarda gerceklestirilmis, analiz
siiresini kisaltmak ve ideal pik sekline ulasilabilmesi nedeni ile C8 kolon tercih edilmistir. Tlk

denemede elde edilen pik ve pike ait spektrum Sekil 3.1.’de verilmistir.

Daha sonra hareketli fazda pH: 3,8+0,05 olan amonyum asetat tampon: asetonitril (40:60; h/h)
kullanilmis olup izokratik metotla bir deneme daha yapilmis, alikonma zamaninda anlamli bir
diistis gozlenmistir. Elde edilen kromatogram ve sorafenib pikine ait spektrum Sekil 3.2.’de

verilmistir.

Son olarak hareketli faz oran1 amonyum asetat tamponu: asetonitril (30:70; h/h) olarak
denenmis ancak elde edilen kromatogramda sorafenib pikinin ¢dziicii pikine ¢cok yaklagsmasi
ve spektrumun bozulmaya baslamasindan dolay1r bu orandan vazgec¢ilmistir. Elde edilen

kromatogram ve sorafenib pikine ait spektrum Sekil 3.3.”’de verilmistir.

Tiim bu denemelerden sonra dedektor dalga boyu 260 nm olarak belirlenmis, akis hizi ise 1,0
mL/dk’dir. Kolon sicakligi 30°C’dir. Sorafenib Tosylate standardi hareketli faz icerisinde
coziilerek stok ¢ozelti hazirlanmig, daha sonra stok ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak dogrusal
olarak yanit veren derisim araligi belirlenmistir. Hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinde de
hareketli faz kullanilmistir, bu ¢dzeltiler YBSK viallerine 0,22 mikrometre naylon filtreden
stiziildikten sonra konulmustur. Cozeltiler, buzdolab1 igerinde ve karanlikta (5+1°C)

saklanmustir.

2.5.2. Deneysel Siirec¢
2.5.2.1. Kalibrasyon Grafigi icin Cozeltiler

Ticari preparat Nexavar 200 mg film tabletin 200 mg Sorafenib’e esdeger (274 mg) “Sorafenib
Tosilat” igermesinden hareketle, 50 mg Sorafenib’ e esdeger Sorafenib Tosilat (68,5 mg)* 100
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mL’lik balon jojeye alinmis, diliient olarak secilen 40:60 (h/h) tampon:asetonitril karigiminda
¢ozlinerek hacmine tamamlanmistir, elde edilen stok ¢6zeltinin derisimi 500 pg/mL olarak
hesaplanmustir.

*: MA Sorefanib: 464,825 g/mol, MA Sorefanib Tosilat: 637,03 g/mol

Daha sonra asagidaki tabloda verildigi gibi Sorafenib derisiminin 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve
200ug/mL oldugu sekiz adet standart ¢dzeltisi hazirlanmigtir.

Cizelge 2.1. Sorafenib Kalibrasyon Hazirlig1

No 1 2 3 4 5 6 7 8
Stoktan alinan, pL 100 | 100 | 500 | 1000 | 1000 | 2000 | 2000 | 4000
Final Hacim, mL 50 [25 |50 |50 25 20 10 10
Final Derisim, pg/mL | 1 2 5 10 20 50 100 | 200

Hazirlanan ¢ozeltiler 6ne siiriilen analiz kosullarinda sisteme enjekte edilmistir. Elde edilen
pik alanlari ilgili enjeksiyonlara karsilik gelen derisim degerlerine karsi grafige gecirilmis, bu

grafikten elde edilen dogru denklemi lizerinden hesaplamalar yapilmustir.

2.5.2.2. Tekrarlanabilirlik (Gii i¢i ve Giinler Aras1 Cahsmalar)
2.5.2.2.1. Giin i¢i Cahsmalar

50, 100 ve 150 pg/mL Sorafenib igeren ii¢ tane ¢ozelti hazirlanmig ve 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20
ve 24. saatlerdeki pik alanlar1 okunmustur. Elde edilen alanlar kalibrasyon egrisi
caligmasindan olusturulan denklemde yerine konarak hesaplamalar yapilmis ve sonuglar

Cizelge 3.3.de gosterilmistir.

2.5.2.2.2. Giinler Aras1 Calismalar

50, 100 ve 150 pg/mL Sorafenib igeren ii¢ tane iki tekrarli ¢6zelti hazirlanmig, bu ¢ozeltiler
25°C’de ve 5°C’de karanlikta bekletilerek baslangic (0. Giin) ile 5. Giin arasinda her giin, ayn1
saatte pik alanlar1 okunmustur. Elde edilen pik alanlari kalibrasyon egrisinden elde edilen

dogru denkleminde yerine konarak hesap yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.4.’de sunulmustur.
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2.5.2.2.3. % Geri Kazamim Calismalan

Geri kazanim ¢alismalart igin 6ncelikle diliient igerisinde bir plasebo ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Bu ¢ozelti, ticari preparat Nexavar® 200 mg Film Kapli Tablet icerinde bulunan yardimci
maddelerin ayn1 oranda tartilmasi ile elde edilmistir. Daha sonra plasebo ¢6zeltisi kullanilarak
80, 100 ve 120 ug/mL sorafenib igceren ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Elde edilen pik alanlart
kalibrasyon egrisinden elde edilen dogru denkleminde yerine konarak hesap yapilmis ve

sonuclar Cizelge 3.5.”de sunulmustur.

2.5.2.3. YBSK Yonteminin Ticari Farmasétik Preparatlara Uygulanmasi

2.5.2.3.1. Miktar Tayini:

Tablet basina 200 mg sorafenib iceren 20 adet tablet numunesi analitik terazide tartilarak
ortalama agirlik hesaplanmustir. Tartilan tabletler bir havan igerisinde ezilerek homojen bir toz
karisim elde edilmis ve bu homojen karigimdan bir tablet agirligina esdeger tablet tozu
tartilmig, 100 ml’lik balon jojeye konularak metanol il ve ultrasonik banyo, manyetik
karistirici yardimiyla ¢6ziinmesi saglanmigtir. (2000 pg/ml). Sonrasinda 1 ml bu ¢ozeltiden
alimarak 20 ml’lik balon jojeye konmus, hacmine yine hareketli faz karigimiyla
tamamlanmustir. (100 pg/ml sorafenib). YBSK cihazina enjekte edilen numuneye ait pik
alanlariin ortalamasi kalibrasyon egrisi ¢alismasindan elde edilen denklemde yerlerine

konarak numune igerisindeki sorafenib miktar1 bulunmus ve sonug¢ Cizelge 3.6.’da verilmistir.

2.5.2.4. Zorlanmis Bozulma Cahismalar:

Zorlanmig bozulma ¢alismalar i¢in orta konsantrasyondaki sorafenib ¢ozeltisi ¢esitli sartlar

altinda incelenmistir. Yapilan islemler asagida verilmistir.

2.5.2.4.1. Termal Bozunma

100 pg/ml Sorafenib igeren ¢ozeltiden 2 ml alinarak 50°C’de bir saat ve iki saat bekletilerek
sisteme enjekte edilmis ve pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde yerine

konarak gbzlenen derisimler hesaplanmistir. Bulunan sonuglar Cizelge 3.7.”de sunulmustur.
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2.5.2.4.2. Asit Bozunma

100 pg/mL Sorafenib igeren ¢ozeltiden 2 mL alinarak 1 mL 0,1 M HCI ¢ozeltisi eklenerek
¢oOzelti oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmis, 1. ve 2. saatte sisteme numune enjekte
edilmis ve pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde yerine konarak
derisimler ger¢eklesen seyrelme de hesaba katilarak hesaplanmustir. Bulunan sonuglar Cizelge

3.7.”de sunulmustur.
2.5.2.4.3. Alkali Bozunma

100 pg/mL Sorafenib iceren ¢ozeltiden 2 mL alinarak 1 mL 0,1 M NaOH c¢ozeltisi eklenerek
¢oOzelti oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmis, 1. ve 2. saatte sisteme numune enjekte
edilmis ve pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde yerine konarak
derisimler gerceklesen seyrelme de hesaba katilarak hesaplanmigtir. Bulunan sonuglar Cizelge

3.7.”de sunulmustur.

2.5.2.4.4. Oksidatif Bozunma

100 pg/mL Sorafenib igeren ¢ozeltiden 2 mL alinarak lizerine 1 mL %3 hidrojen peroksit
¢ozeltisi eklenmis, ¢ozelti oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmis, 1. ve 2. saatte sisteme
numune enjekte edilmis ve pik alanlar kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde yerine
konarak derisimler gerceklesen seyrelme de hesaba katilarak hesaplanmustir.  Bulunan

sonuclar Cizelge 3.7.”de sunulmustur.

2.6. Spektrofotometri ile Sorafenib MiktarTayini
2.6.1. Dogrudan UV Spektrofotometrik Analiz

2.6.1.1. Deneysel Kosullar

Spektrofotometrik yontem ile yapilmasi planlanan analiz i¢in oncelikle gesitli denemeler
yapilmis ve sonug olarak numune ve standart ¢ozeltilerinin metanol igerisinde hazirlanmasina
karar verilmigtir. Analitik donanim olarak Shimadzu UV 1601 model ¢ift 1s1k yollu
spektrofotometre kullanilmig ve hazirlanan ¢6zeltilerin UV bdlgede (200-400 nm)
spektrumlar1 alinmistir. Spektrumlar incelenmis ve 264 nm’de etkin maddenin absorbansinin

maksimum deger gosterdigi goriilmiistiir. Potensi belli olan Sorafenib tosilat standardir metanol
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igerisinde ¢dziilerek stok bir ¢ozelti hazirlanmis ve daha sonra yine metanol kullanilarak daha
seyreltik ¢ozeltiler hazirlanarak analitik olarak dogrusallik gosterecek derisim araliklari tespit
edilmistir. Bu aralikta hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri ile bir kalibrasyon egrisi
olusturulmus, en kiiciik kareler yontemi ile dogru denklemi olusturularak regresyon katsayisi
irdelenmistir. Hazirlanan tim ¢ozeltiler 0,22 um naylon filtrelerden siiziildiikten sonra tayin

edilmis ve tayin siiresince karanlik ve oda sicakliginda (20+1°C) saklanmustir.
2.6.1.2. Deneyin Yapihis
2.6.1.2.1. Kalibrasyon Grafigi ve Dogru Denklemi

Sorafenib etken maddesinin metanolde ¢6ziilerek hazirlanan stok ¢6zeltisinden yine metanol
ile seyreltilmesi ile 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 ug/mL derisimde yedi tane standart ¢dzelti hazirlanmis
ve bu ¢ozeltilerin 200-400 nm’deki spektrumlar kaydedilmistir. Elde edilen spektrumlardaki
absorbans maksimalarindaki degerler karsilik gelen konsantrasyonlara karsi grafik

olusturulmustur ve dogru denklemi olusturulmustur. (Sekil 3.5. ve 3.6.).

2.6.1.2.2. Tekrarlanabilirlik (Giin i¢i ve Giinler Aras1 Cahsmalar)
2.6.1.2.2.1. Giin I¢i Calismalar

Sorafenib etken maddesinin metanolde ¢oziilerek hazirlanan stok ¢ozeltinin yine metanol ile
seyreltilmesi ile 2, 5 ve 8 ug/mL derisimde ii¢ adet standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu
cozeltilerin 0 (baslangigta), 1, 3 ve 5. saatteki spektrumlar1 kaydedilmistir. Elde edilen
spektrumlardaki absorbans maksimalarindaki degerler kalibrasyon grafiginden elde edilen

denklemde yerine konarak hesaplanmis, bulunan sonuglar Cizelge 3.9.’da verilmistir.

2.6.1.2.2.2. Giinler Aras1 Calismalar

Sorafenib’in metanol ¢ozeltisinde ¢6ziilerek hazirlanan stok ¢6zeltinin yine metanol ile
seyreltilmesi ile 2, 5 ve 8 ug/mL derisimde li¢ adet standart ¢dzeltisi hazirlanmis ve bu
¢ozeltilerin 0 (baslangigta), 1, 2, 3, 4 ve 5. giindeki spektrumlar1 kaydedilmistir. Elde edilen
spektrumlardaki absorbans maksimalarindaki degerler kalibrasyon grafiginden elde edilen

denklemde yerine konarak hesaplanmis, bulunan sonuglar Cizelge 3.10.” da verilmistir.
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2.6.1.2.3. Spektrofotometrik Yontemin Ticari Farmasotik Preparatlara

Uygulanmasi

Ankara’da yerel bir eczaneden alinan ve tablet basina 200 mg sorafenib igeren 20 adet tablet
numunesi analitik terazide tartilarak tabletlerin ortalama agirligi hesaplanmigtir. Tartilan
tabletler bir havanda ezilerek homojen bir toz karigim elde edilmis ve bu homojen karisimdan
bir tablet agirligi kadar tablet tozu tartilmig, 100 ml’lik balon jojeye alinarak MeOH ile ve
ultrasonik banyo, magnetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Sonrasinda 1 ml bu
¢ozeltiden alimip 20 ml’ye yine metanol ile tamamlanmistir (100 pg/ml sorafenib). Final
seyreltme islemi igin 1 ml bu ¢6zeltiden alinarak 20 ml’lik balon jojeye eklenmis, metanol ile
tamamlanmigtir. Bes adet numune ¢ozeltisi hazirlanarak 200-400 nm arasinda spektrumlari
kaydedilmis ve absorbans maksimalarindan elde edilen degerler kalibrasyon grafiginden elde
edilen denklemde yerine konarak hesaplanmis, hesaplanan igerige dair sonuglar Cizelge

3.11.’de sunulmustur.

2.6.2. Birinci Tiirev UV Spektrofotometrik Yontem
2.6.2.1. Deneyin Yapihis1

2.6.2.1.1. Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi

Dogrudan UV Spektrofotometri yonteminde kaydedilen yedi adet standart ¢ozeltisine (2, 3, 4,
5, 6, 7 ve 8 ug/ml sorafenib) ait kayitli spektrumlar cihaz hafizasindan ¢agirilmis ve birinci
tirev egrileri olusturulmustur. Birinci tiirev spektrumlarinda pozitif ve negatif bolgede olusan
iki adet maksimadaki (259,7 ve 281,9 nm) absorbanslar kaydedilerek konsantrasyona karsi
grafik ¢izilmis ve bu grafikten faydalanilarak dogru denklemleri olusturulmustur. (Cizelge
3.12.ve 3.13)

2.6.2.1.2. Tekrarlanabilirlik Arastirllmasi (Giin - I¢i ve Giinler - Arasi
Calismalar)

Giin i¢i ve giinler aras1 deneyler i¢in olusturulan spektrumlar, dogrudan UV spektrofotometri
metodu ile, cihazda agilarak birinci tiirev egrileri hesaplatilmistir. Birinci tiirev egrilerinde
259,7 ve 281,9 nm’deki tiirev sinyalleri okunmustur. Okunan bu sinyaller konsantrasyon
degerlerine kars1 grafik olusturulmus ve giin ici ve giinler aras1 (Cizelge 3.14., 3.15., 3.16 ve
3.17) degerler hesaplanmustir.
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2.6.2.1.3. Birinci Tiirev Spektroskopisi Yonteminin Ticari Farmasotik

Preparatlara Uygulanmasi

Dogrudan UV Spektrofotometrik metotla “ticari farmasotik preparatlara uygulanmasi”
deneylerinden elde edilen spektrumlarin birinci tiirev egrileri ¢izdirilmis, pozitif ve negatif
bolgede olusan iki adet maksimadaki absorbanslar ayni sekilde elde edilen kalibrasyon grafigi
denkleminde yerine konarak (Cizelge 3.18. ve 3.19.) numune ¢ozeltilerindeki sorafenib

miktarlar1 hesaplanmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Sorafenib I¢eren Farmasotik Preparatlar Icin YBSK Analiz Verileri

3.1.1. Etkin Madde Spektrumlari
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Sekil 3.3. pH: 3,8+0,05 amonyum asetat tampon:asetonitril
mL/dak. akisla elde edilen kromatogram ve spektrum.

(30:70; h/h) hareketli faz oran1 ve 1,0
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3.1.2. Kalibrasyon Egrisi Denklemi Verileri Eldesi

Standart sorafenib ¢ozeltilerinin 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL derigsimlerindeki
cozeltilerinin 10 pL’lik enjeksiyonlar1 ile elde edilen, 260 nm’de kaydedilen
kromatogramlardan elde edilen pik alanlarina karsi ilgili ¢ozeltilerin derisimleri gecirilmis;
Sekil 3.4.’de verilen kalibrasyon grafigi, Cizelge 3.1.’de sunulan ¢alisma grafikleri denklem

verileri bulunmustur.

Sorafenib Kalibrasyon Grafigi -0,707578x+ 0,303193
160 R?=0,999829
140 e
120

100

0 50 100 150 200 250
Sekil 3.4. YBSK yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.1. Sorafenib etken maddesinin YBSK yontemi ile olusturulan kalibrasyon egrisi verileri (260
nm, n=7)

Calisma Araligi a b r SS YS TAS
(ug/mL) (hg/mL) | (ng/mL)
1,0 - 200,0 pg/mL | 0,707578 | 0,303193 | 0,9998 | 0,3195 | 1,4 4,5

a: Dogrunun egimi

b: Dogrunun y- eksenini kestigi nokta

r: Korelasyon katsayisi

SS: Kesimin noktasina ait standart sapma (%95 giiven araliginda)
YS: Yakalama Sinir1 (3SS/a)

TAS: TAyin alt sinir (10 SS/a)

32



3.1.3. Kesinlik

3.1.3.1. Metot Kesinligi:

Sistem kesinligi orta konsantrasyondaki standardin ardil 6 enjeksiyonu ile test edilmistir. Elde

edilen veriler ve hesaplanan bagil standart sapma degeri Cizelge 3.2. de sunulmustur.

Cizelge 3.2. YBSK yontemi ile sorafenib orta konsantrasyonunda hazirlanan standart ¢ozeltinin alt1
ardil enjeksiyonundan elde edilen alanlar ve hesaplanan standart sapma ve bagil standart sapma verileri

Sistem Kesinligi

Alan

o (O [~ (W N (-

100 pg/mL Sorafenib Standart

70,6319

70,6602

70,5023

70,2499

70,0005

69,823

ORT

70,3113

0,35

BSS

0,5

3.1.3.2. Giin - I¢i ve Giinler - Aras1 Cahsmalar

Onerilen metodun kesinligini belirlemek igin orta konsantrasyonun %350, %100 ve %150’sinde

sentetik ¢ozeltiler hazirlanmig, giin i¢i ¢alismalar 20°C” de ve karanlikta gerceklestirilmis,

glinler arasi ise 20°C” de ve 5°C’ de ve karanlikta bekletilen ¢ozeltiler ile yapilmustir. Elde

edilen deney sonuglar1 Cizelge 3.3. ve 3.4.°de belirtilmig olup BSS degerleri %2’nin altinda

bulunmustur.
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Cizelge 3.3. 20°C Karanlikta Yapilan Giin I¢i Calisma sonuglar

20°C Karanlkta Yapilan Giin ici Calisma
Sorafenib %50 Sorafenib %6100 Sorafenib % 150
Z%”;Ztn / Alan % Z%r;:{‘ / Alan % Zlasrggtn Alan %
0 36,5301 | 101,8 0 71,8668 | 100,3 0 106,7704 99,4
2 36,6197 | 102,1 2 71,1861 | 99,4 2 106,4434 99,1
4 36,4671 | 101,6 4 70,9208 | 99,0 4 105,6435 98,3
6 36,4795 | 101,7 6 70,3230 | 98,1 6 104,8583 97,6
8 36,5046 | 101,8 8 69,8529 | 97,5 8 104,5279 97,3
12 36,4571 | 101,6 12 70,0594 | 97,8 12 104,2402 97,0
16 36,3469 | 101,3 16 69,3237 96,8 16 105,9386 98,6
20 36,9506 | 103,0 20 69,3410 | 96,8 20 108,9185 101,4
24 37,1250 | 103,5 24 69,4409 | 96,9 24 108,784 101,3
ORT 102,4 ORT 98,0 ORT
SS 0,72 SS 1,26 SS
BSS 0,70 BSS 1,28 BSS
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Cizelge 3.4. 20°C ve 5°C Karanlikta Yapilan Giinler Arasi1 Caligma sonuglari

Giinler Arasi 20°C Karanhk % 50

Giinler Arasi 5°C Karanhk % 50

Numune %

Numune %

1.Giin 37,12497 103,5

1.Giin 36,40170 101,5

2.Giin 36,66720 102,2

2.Giin 36,56583 101,9

3.Giin 37,06417 103,3

3.Giin 37,34697 104,1

4.Giin 37,28147 103,9

4.Giin 37,13183 103,5

5.Giin 37,36573 104,2

5.Giin 37,07600 103,4

Ort 103,4
SS 0,8
BSS 0,7

Ort 102,9
SS 1,1
BSS 1,1

Giinler Arasi 20°C Karanhk % 100

Giinler Arasi 5°C Karanhik % 100

Numune % Numune %
1.Giin 69,44090 96,9 1.Giin 72,05983 100,6
2.Giin 70,77120 98,8 2.Giin 72,99177 101,9
3.Giin 70,86723 98,9 3.Giin 73,93580 103,2
4.Giin 71,48340 99,8 4.Giin 74,12893 103,5
5.Giin 71,49773 99,8 5.Giin 73,85603 103,1
Ort 98,8 Ort 102,4

SS 1,2 SS 1,2

BSS 1,2 BSS 1,2

Giinler Arasi 20°C Karanhk % 150

Giinler Arasi 5°C Karanhk % 150

Numune %

Numune %

1.Giin 108,78463 101,3

1.Giin 108,63570 101,1

2.Giin 109,36143 101,8

2.Giin 108,73217 101,2

3.Giin 110,20797 102,6

3.Giin 108,73217 101,2

4.Giin 110,22207 102,6

4.Giin 109,93960 102,3

5.Giin 109,66707 102,1

5.Giin 109,45220 101,9

Ort 102,1
SS 0,6
BSS 0,6

Ort 101,6
SS 05
BSS 0,5
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3.1.4. Dogruluk

Onerilen YBSK metodunun dogrulugu yapilan geri kazanim c¢alismalari ile degerlendirilmis

olup bu amagla hazirlanan plasebo ¢ozeltisi ile sorafenib orta konsantrasyonuna gore %80,

%100 ve %120 derisiminde sentetik ¢ozeltiler hazirlanarak analiz edilmistir. Veriler Cizelge

3.5.’de sunulmustur.

Cizelge 3.5. YBSK metodu ile elde edilen geri kazanim degerleri

Plasebo +Std (%080) - Sorafenib
Alan Hesazlg;];lf ons. % Geri Kazamim
1 55,823 77,878072 97,3
2 55,976 78,092199 97,6
3 55,607 77,575192 97,0
Ortalama 55,8 77,848488 97,3
% BSS 0,33 0,33 0,33
Plasebo +Std (26100) - Sorafenib
Alan Hesazllag?;lf - % Geri Kazamim
1 70,159 97,915558 97,9
2 70,420 98,279937 98,3
3 70,142 97,891937 97,9
Ortalama 70,2 98,029144 98,0
% BSS 0,22 0,22 0,22
Plasebo +Std (%0120) - Sorafenib
Alan Hesai)llla;:g;( ons. % Geri Kazamim
1 82,4162 115,046958 95,9
2 82,611 115,319649 96,1
3 81,048 113,134353 94,3
Ortalama 82,0 114,500320 95,4
% BSS 1,0 1,0 1,0
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3.1.5. Miktar Tayini Verileri

Cizelge 3.6. YBSK yontemiyle Nexavar ® 200 mg Film Tablet bilesiminde bulunan Sorafenib miktar

tayini analiz verileri

Sorafenib Standart Nexavar Sorafenib Icerigi
Tartim (mg) 68,5 Tartim (Mg) 572,3
Kons. (nmg/mL) 100,0 Kons. (umg/mL) 100,0
Alan Alan %
1 70,6319 1 70,280 100,0
2 70,66020 2 70,605 100,4
3 70,50230 3 70,337 100,0
4 70,24990 4 70,357 100,1
5 70,00050 5 70,220 99,9
6 69,82300 6 70,026 99,6
Ortalama 70,31 Ort 70,30 100,0
SS 0,35 SS 0,2 0,2
BSS 0,5 BSS 0,3 0,2
p: 0.05 icin G.A. 100,0 0,16

P: Hata (0.05)

G.A.: Giiven Aralig1 (Xort + t. SS /\n)

SS: Standart sapma

n: Deney sayisi

t = 1,98 (Serbestlik derecesi;n — 1 = 5 igin)

3.1.6. Hizlandirilmis Bozunma Cahismalar: Verileri

Cizelge 3.7. YBSK yontemiyle her birinde 100 pg/ml Sorafenib iceren ¢ozeltilerle olusturulan

hizlandirilmig degradasyon sonuglari.

Bozunma Sartlar Sicaklik (°C) Siire (Saat) Bozunma (%)
Termal Bozunma 50 1 +1,2
Asit Bozunma 25 1 -0,9
Alkali Bozunma 25 1 -0,3
Oksidatif Bozunma 25 1 -2,0
Termal Bozunma 50 2 -2,25
Asit Bozunma 25 2 -1,5
Alkali Bozunma 25 2 -2,2
Oksidatif Bozunma 25 2 -2,5
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3.2. Sorafenib Iceren Farmasotik Preparatlar I¢in  Dogrudan UV
Spektrofotometri ile Elde Edilen Analiz Verileri

3.2.1. Cahisma Verileri

1,457

1,133

1,000

0,500

0,000

=0,133

2043 250.0 300.0 350.0
nm.

Sekil 3.5. Metanol igerisinde hazirlanmis sorafenib ¢dzeltilerinin 200-400 nm araliginda elde edilen
dogrudan UV spektrumlari

y =0,10718x + 0,01820

Sorafenib Kalibrasyon Egrisi R?=0,99777

1,0000

0,9000 »
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000
0,2000
0,1000
0,0000

Sekil 3.6. Dogrudan UV Spektrofotometri verilerinden elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.8. Dogrudan UV Spektrofotometri ile sorafenib i¢in kalibrasyon egrisi verileri (264 nm, n=7)

Calisma  Araligi | a b R SS YS TAS
(ng/mL) (ng/mL) | (ug/mL)
2,0-8,0 pg/mL 0,107518 | +0,0182 | 0,998 | 0,01222 | 0,38 1,14

a: Dogrunun egimi

b: Dogrunun y- eksenini kestigi nokta

r: Korelasyon katsayisi

SS: Kesimin noktasina ait standart sapma (%95 giiven araliginda)
YS: Yakalama Sinir1 (3SS/a)
TAS: Tayin alt sinir (10 SS/a)

3.2.2. Kesinlik

3.2.2.1. Giin I¢i ve Giinler Arasi Deneyler

Dogrudan UV Spektorofometri yontemi ile deney kesinligini belirlemek amaciyla yapilan giin

ici deney verileri Cizelge 3.9.’da, giinler aras1 deney verileri ise Cizelge 3.10’da sunulmustur.

Cizelge 3.9. Dogrudan UV Spektrofotometri metodu ile Sorafenib etken maddesinin ti¢ farkli derisimi
icin elde edilen giin i¢i deneysel veriler

20°C Karanhik Dogrudan UV Deneyleri
Sorafenib %40 Sorafenib %6100 Sorafenib %160
Zaman / Saat | Abs % Zaman / Saat | Abs % | Zaman/Saat| Abs %

0 0,245 | 105,80 0 0,536 | 96,56 0 0,887 | 101,33
1. Sa 0,233 | 100,36 1. Sa 0,540 97,37 1.Sa 0,931 | 106,46
3. Sa. 0,248 | 107,36 3. Sa. 0,547 | 98,68 3. Sa. 0,932 | 106,57
5. Sa. 0,246 | 106,43 5. Sa. 0,511 91,96 5. Sa. 0,953 | 109,02
ORT 0,243 | 104,987 ORT 0,533 96,141 ORT 0,926 | 105,845

SS 0,007 | 3,150 SS 0,016 | 2,922 SS 0,028 | 3,237
BSS 2,776 | 3,000 BSS 2,935 3,039 BSS 2,998 | 3,058
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Cizelge 3.10. Dogrudan UV Spektrofotometri yontemi ile Sorafenib etken maddesinin ti¢ farkli derigimi
i¢in elde edilen giinler arasi deneysel veriler

Giinler Arasi 20°C Karanhk
Sorafenib % 40 Sorafenib % 100 Sorafenib % 160
Giin | Abs | % Giin | Abs | % Giin | Abs | %
1.Giin | 0,249|107,8 | 1.Giin [0,577]104,3 | 1.Giin | 0,892 101,9
2.Giin |0,235(101,3| 2.Giin | 0,530 95,4 | 2.Giin (0,834 | 95,1
3.Giin [0,217] 92,7 | 3.Giin 0,526 94,7 | 3.Giin | 0,820 93,6
4.Giin (0,227 97,3 | 4.Giin [ 0,514| 92,5 | 4.Giin | 0,844 | 96,3
5.Giin (0,231 99,3 | 5.Giin | 0,524 | 94,3 | 5.Giin | 0,868 | 99,1

Ort 99,7 | Ort 96,2 | Ort 97,2
S.D 55 | S.D 46 | SD 3,3
% BSS 56 | % BSS 4,8 |% BSS 3,4

3.2.3. Miktar Tayini Verileri

Cizelge 3.11. Dogrudan UV Spektrofotometri yontemi ile Nexavar® 200 mg film kapli tablet
bilesiminde bulunan Sorafenib miktar tayini analiz verileri

Dogrudan UV ile Sorafenib igerigi
Whn (mg) 205,6
Kons. (ug/ml) 100,000
Abs %
1 0,556 | 100,4
2 0,545 | 98,3
3 0,559 | 100,9
4 0,584 | 105,6
5 0,546 | 98,5
Ort 0,56 | 100,7
SS 2,9
BSS 2,6
P: 0,05 icin G.A. : 3,6 100,7+3,6

P: Hata (0,05)

G.A: Giiven Araligi (Xort +t.SS/ \n)
SS: Standart sapma

n: Deney sayisi

t = 2,776 (Serbestlik derecesi; n —1 =4 i¢in)
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3.3. Sorafenib Iceren Farmasotik Preparatlar I¢in Birinci Tiirev UV

Spektrofotometri ile Elde Edilen Analiz Bulgular:

3.3.1. Kalibrasyon Denklemi

8,483 T

5,910

5,000 |- —

Abs.

0,000

-5,000 | B

-6,852 L L
2004 250,0 300,0 350,0
nm

Sekil 3.7. Metanol igerisinde hazirlanan Sorafenib a) 2,0 ug/mL; b) 3,0 pg/mL; ¢) 4,0 ug/mL; d) 5,0
pg/mL; e) 6,0 pg/mL; f) 7,0 ug/mL; g) 8,0 ug/mL konsantrasyonlarina ait, 200-400 nm araligindaki
birinci tiirev UV spektrumlari

y =0,403571x + 0,001286

Sorafenib 1. Tiirev 259,7 nm Kalibrasyon Grafigi R2 = 0.998471

3,5000

-".
3,0000 ’
2,5000
2,0000 e
1,5000
1,0000
0,5000

0,0000

Sekil 3.8. Birinci Tiirev UV Spektrofotometri verilerinden 259,7 nm’de elde edilen kalibrasyon grafigi
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Sorafenib 1. Turev 281,9 nm Kalibrasyon Grafigi y = 0,506988x - 0,028798

R?=0,998844
4,5000

40000 | o
35000 | o
3,0000 e

2,5000
2,0000 .
1,5000 y S
1,0000 o

0,5000

0,0000

Sekil 3.9. Birinci Tiirev UV Spektrofotometri verilerinden 281,9 nm’de elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.12. Sorafenib etken maddesinin Birinci Tiirev UV Spektrofotometri ile 259,7 nm’de elde
edilen verilerle olugturulan kalibrasyon egrisi verileri (nN=7)

Calisma Araligi | a b r SS YS TAS
(ng/mL) (ug/mL) | (ng/mL)
2,0 -8,0 ug/mL 0,403571 | 0,001286 | 0,998 | 0,0381 | 0,311 0,942

Cizelge 3.13. Sorafenib etken maddesinin Birinci Tiirev UV Spektrofotometri ile 281,9 nm’de elde
edilen verilerle olusturulan kalibrasyon egrisi verileri (n=7)

Calisma Araligr | a b r SS YS TAS
(ug/mL) (ug/mL) | (ug/mL)
2,0-8,0 ug/mL 0,506988 | -0,028798 | 0,998 | 0,0415 | 0,270 0,819

a: Dogrunun egimi

b: Dogrunun y- eksenini kestigi nokta

r: Korelasyon katsayisi

SS: Kesimin noktasina ait standart sapma (%95 giiven araliginda)
YS: Yakalama Simr1 (3SS/a)

TAS: Tayin alt sinir (10 SS/a)

42




3.3.2. Kesinlik

3.3.2.1. Giin - I¢i Calismalar

Birinci tiirev UV spektrofotometri metodu ile deney kesinligini belirlemek i¢in elde edilen giin
ici deney sonuglar1 259,7 nm igin Cizelge 3.14.°de, 281,9 nm igin ise Cizelge 3.15.’de

verilmistir.

Cizelge 3.14. Birinci tiirev UV spektrofotometri metodu ile 259,7 nm’de sorafenib etken maddesinin
ti¢ farkli konsantrasyonu ile elde edilen giin i¢i deneysel veriler

20°C Karanlik 1. Tiirev 259,7 nm
Sorafenib %640 Sorafenib %6100 Sorafenib %6160
Zaman / Saat | Abs % Zaman / Saat | Abs % | Zaman/ Saat| Abs %

0 0,827 | 102,34 0 1,961 | 97,12 0 3,273 | 101,34
1.Sa 0,802 | 99,24 1. Sa 1,950 | 96,56 1. Sa 3,225| 99,84
3. Sa. 0,820 | 101,47 3. Sa. 1,959 | 97,04 3. Sa. 3,278 101,49
5. Sa. 0,837| 103,50 5. Sa. 1,964 | 97,27 5. Sa. 3,390 | 104,95
ORT 101,640 ORT 96,995 ORT 101,904

SS 1,799 SS 0,307 SS 2,163
BSS 1,770 BSS 0,317 BSS 2,122

Cizelge 3.15. Birinci tiirev UV spektrofotometri ile 281,9 nm’de sorafenib etken maddesinin ii¢ farkli
konsantrasyonu ile elde edilen giin i¢i deneysel veriler

20°C Karanlik 1. Tiirev 281,9 nm
Sorafenib %640 Sorafenib 96100 Sorafenib %6160
Zaman / Saat| Abs % Zaman / Abs % Zaman / Abs %
Saat Saat

0 0,996 | 101,10 0 2,443 | 97,50 0 4,065| 100,93
1. Sa 1,011 | 102,55 1. Sa 2,447 | 97,68 1. Sa 4,105| 101,92
3. Sa. 1,016 | 103,07 3. Sa. 2,455 | 97,97 3. Sa. 4,125| 102,41
5. Sa. 1,029 | 104,29 5. Sa. 2,448 | 97,72 5. Sa. 4,244 | 105,36
ORT 102,75 ORT 97,72 ORT 102,66

SS 1,32 SS 0,19 SS 1,90

BSS 1,29 BSS 0,20 BSS 1,85
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3.3.2.2. Giinler Arasi1 Deneyler

Cizelge 3.16. Birinci tiirev UV spektrofotometri ile 259,7 nm’de sorafenib etken maddesinin ii¢ farkl
konsantrasyonu ile elde edilen giinler aras1 deneysel veriler

20°C Karanlhk 1. Tiirev 259,7 nm

Sorafenib %640 Sorafenib %6100 Sorafenib %0160

Abs | % Abs | % Abs | %
1.Giin [0,860(106,4 | 1.Giin | 2,087 (103,4 | 1.Giin | 3,277 101,4
2.Giin | 0,809 100,0| 2.Giin |1,971| 97,6 | 2.Giin | 3,067 | 95,0
3.Giin [0,734| 90,8 | 3.Giin | 1,921 95,2 | 3.Giin |3,073| 95,1
4.Giin | 0,725 89,7 | 4.Giin 1,862 92,2 | 4.Giin | 3,114 96,4
5.Giin | 0,751 92,8 | 5.Giin [1,915| 94,8 | 5.Giin | 3,209 99,3

Ort 96,0 Ort 96,6 Ort 97,5
S.D 7,1 S.D 4,2 S.D 2,8
% BSS 7,4 | % BSS 4,4 | % BSS 2,9

Cizelge 3.17. Birinci tiirev UV spektrofotometri ile 281,9 nm’de sorafenib etken maddesinin {i¢ farkl
konsantrasyonu ile elde edilen giinler aras1 deneysel veriler

20°C Karanlik 1. Tiirev 281,9 nm

Sorafenib %640 Sorafenib %100 Sorafenib %6160

Abs | 9% Abs | 9% Abs | 9%
1.Giin [1,085(109,8 | 1.Giin | 2,629 |104,8 | 1.Giin |4,100|101,8
2.Giin |0,994]100,8 | 2.Giin | 2442 97,5 | 2.Giin | 3,822 | 94,9
3.Giin [ 0,926 | 94,2 | 3.Giin | 2436| 97,2 | 3.Giin | 3,825| 95,0
4.Giin (0,938 95,3 | 4.Giin | 2366 | 94,5 | 4.Giin |3,913| 97,2
5.Giin | 0,963 | 97,8 | 5.Giin | 2423 96,7 | 5.Giin | 4,027 |100,0

Ort 99,6 Ort 98,1 Oort 97,8
S.D 6,3 S.D 3,9 S.D 3,0
% BSS 6,3 | % BSS 4,0 |% BSS 3,1
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3.3.3. Miktar Tayini Verileri

Cizelge 3.18. Birinci Tiirev UV Spektrofotometri yontemi ile 259,7 nm’de Nexavar® 200 mg film tablet
bilesiminde bulunan Sorafenib miktar tayini analiz verileri

Sorafenib ig:erigi 259,7 nm
Whn (mg) 205,6
Kons. (mg/ml) 0,097
Numune
Abs %
1 1,955 | 96,8
2 1,947 | 96,4
3 1,965 | 97,3
4 1,987 | 98,4
5 1,974 | 978
Ort 1,97 97,3
SS
BSS
p:0,05 icin GA
Sonu¢ % 97,3+0,9 %

P: Hata (0,05)

G.A.: Giiven Aralig1 (Xort £ t.SS /\n)

SS: Standart sapma

n: Deney sayist

t = 2,776 (Serbestlik derecesi; n—1 =4 igin)
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Cizelge 3.19. Birinci Tiirev UV Spektrofotometri yontemi ile 281,9 nm’de Nexavar® 200 mg film tablet
bilesiminde bulunan Sorafenib miktar tayini analiz verileri

Sorafenib ig:erigi 281,9 nm
Whn (mg) 205,6
Kons. (mg/ml) 0,097
Numune
Abs %
1 2,477 | 98,9
2 2,457 | 98,1
3 2,468 | 98,5
4 2,493 | 99,5
5 2,462 | 98,3
Ort 2,47
SS
BSS
p:0,05 icin GA
Sonu¢ % 98,6+0,6 %

P: Hata (0,05)

G.A.: Giiven Aralig1 (Xort £ t.SS An)

SS: Standart sapma

n: Deney sayisi

t = 2,776 (Serbestlik derecesi; n—-1 =4 igin)
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4. TARTISMA

Yiiksek lisans caligmalarinda kullanilmak tizere, “Nexavar ® 100 mg Film Kapli Tablet”
farmasétik preparatta bulunan antineoplastik etkili Sorafenib etken maddesinin analizi i¢in
spektrofotometrik ve kromatografik metotlar gelistirilmesi hedeflenmistir.

Sorafenib etken maddesine ait referans, Amerikan Farmakopesi (USP)’nden tedarik edilmistir
(https://store.usp.org/product/1615876).  YBSK analizleri i¢in Avrupa Farmakopesi ve
Amerikan Farmakopesi tampon ¢ozelti regetelerinden faydalanilmis, daha 6nce yapilan az
sayida calisma incelenerek, asidik bolgede hazirlanan tamponlar denenmistir. Tampon
pH’sina karar verildikten sonra, Tampon:Asetonitril (50:50 h/h) karisimi ile YBSK analizi
gelistirme agsamasina gegilmistir. Spektrofotometrik analizlere baslarken, kolay ve kararli bir
¢oziicli olmasi, spektrumunun temiz olmasi agisindan ideal bir ¢oziicli olan metanol segilmis
ve metanolde ¢oziinen etken madde ¢6zeltisinin spektrumu alinmustir (Sekil 3.1.). Edinilen
absorbans degerleri, ¢alismalarin yapilacagi dalga boylarinin belirlenmesini saglamstir.
Caligmalar YBSK yontemi ile baglamis, tampon ve asetonitril karisimindan olusan hareketli
fazlar denenmistir. Kolaylik saglamasi ag¢isindan numune ve standart ¢ozeltilerinin
hazirlanmasi i¢in de hareketli faz seg¢ilmistir. Tampon se¢imi gergeklestirilirken farkli
tamponlar denenmis, fakat ¢alisilan dalga boylarinda pik vermemesi ve hazirlama, kullanim
kolayligindan dolayr amonyum asetat tamponu kullanilmasina karar verilmistir.

Kolon se¢imi yapilirken en yaygin kolon tiirii olan ve analitin ayrimi i¢in uygun olan Cg ve
Cas kolonlar denenmis olup ve Sekil 3.2.’de goriildiigii gibi, sorafenib piki i¢in analiz siiresinin
diisiik olmasini ve uygun asimetri faktorii ve teorik plaka sayisi saglayan, Luna® C8;(2) Sum
4,6x50 mm kolonu kullanilmasina karar verilmistir.

Kolon ve tampon seg¢imini takiben hareketli faz oraninin belirlenmesi igin farkli oranlarda
karisimlar denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda 40:60 (h/h) karisim oraninda ve
absorbans maksimasi olan 260 nm dalga boyunda c¢alisilmasina karar verilmistir.

Kolon, dalga boyu ve tampon se¢imi tamamlandiktan, analiz zamaninin kisalmasi igin
ayarlamalar yapilmistir. Kolon sicakligit 30°C olarak belirlenmistir. Hareketli faz ve
¢oziiclideki tampon, asetonitril oranlari; pH 3,8 Amonyum Asetat Tamponu:asetonitril (40:60;
h/h) olarak belirlenmis; akig hiz1 da 1,0 mL/dk segilmistir.

Deney sartlart belirlendikten sonra ise kalibrasyon standartlar1 i¢in dogrusal aralik tespit
edilmeye calisilmig, hem hassasiyet sinirlarin1 zorlayan kiigiik derigimlerde hem de oldukga
yiiksek konsantrasyona sahip 15 adet ¢ozelti olusturulmus, dogrusalligi saglayan ve oldukga

genis derisim araligina sahip 1,0 - 200,0 pg/mL calisma araliginda 8 farkli konsantrasyon ile
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calisilmasina karar verilmistir. Bdylelikle valide edilen metot ¢ok fazla diliisyon
gerektirmeyen ya da ¢ok diisiik derisimlerde calismaya izin verebilen bir hale getirilmistir.
Calisma grafigi sonuglar1 Cizelge 2.1.’de verilmistir. Metot i¢in hesaplanan yakalama sinirinin
1,4 pg/mL, tayin alt simirinin 4,5 pg/mL ve korelasyon katsayisinin 0,9998 olmasi, gelistirilen
yontemin duyarliligini ispatlamaktadir. Sorafenib i¢in hesaplanan %geri kazanim oranlar
Cizelge 3.5.”de goriildigi gibi, % 97,3, % 98,0 ve % 95,4 oranlarinda bulunmustur.
Gergeklestirilen zorlanmig/hizlandirilmig bounma ¢aligsmalart igin literatiirdeki regetelerden
faydalanilmig, bu amagla sorafenib ¢ozeltisi 1sisal, asidik, bazik ve fotokimyasal ve oksidatif
stres sartlarinda incelenmistir

YBSK calismalariin  ardindan dogrudan UV  spektrofotometri ve birinci tiirev
spektrofotometri yontemlerinin arastirilmasina baglanmustir. Stok sorafenib ¢ozeltisi metanol
icerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve tiim seyreltme islemleri de metanol ile gergeklestirilmistir.
Deney sartlariin olusturulmasi ve ¢alisma araliginin belirlenmesinde Beer-Lambert yasasi ve
kisitlamalar1 da dikkate alinarak elde edilecek absorbans degerlerinin 0,8’i asmamasi
amaglanmis, boylelikle 2-8 pg/mL araliginda calisilmasina karar verilmistir.

Deney sartlarina karar verildikten sonra, dogrudan UV spektrofotometrik yontem gerekli
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanarak, 2,0 - 8,0 pg/mL g¢alisma araliginda 7 adet standart
¢ozeltisi hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigine ait istatistiksel veriler Cizelge 3.8.’de
sunulmustur. Dogrudan UV Spektrofotometrik yontem i¢in hesaplanan YS 0,38 ug/mL, TAS
ise 1,1 pg/mL ve korelasyon katsayisinin 0,998 olarak bulunmus olup elde edilen bulgular
gelistirilen yontemin duyarli ve dogrusal yanit {ireten bir yontem oldugunu ispatlamaktadir.
Daha sonra cihaz yazilimi vasitasiyla bu yontemle olusturulan tiim spektrumlarin birinci
dereceden tiirev spektrumlari alinmis, incelenen tiirev spektrumlarinda maksimum
absorbanslari belirlenmistir. Bu amacla 259,7 ile 281,9 nm’deki degerler kullanilarak yeni
calisma grafikleri ve dogru denklemleri olusturulmustur. Bu grafiklere ait veriler sirasiyla
Sekil 3.8. ve 3.9.°da verilmistir. Elde edilen yeni denkleme ait veriler ve korelasyon
katsayisinin 1°e yakinligi, bu yontemin de duyarli ve dogrusal alternatif bir yontem oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gelistirilen kromatografik ve spektrofotometrik yontemler, Nexavar®'® mg Film Kapli Tablet

adli preparatin miktar tayini i¢in basariyla kullanilmustir.

Gere¢ ve Yontem kisminda (Bolim 2.) anilan kromatografik kosullar preparatlara
uygulandiginda, hesaplamalar sonucunda preparatlarda bulunan Sorafenib miktar1 %95 giiven
araliginda (p:0,05) %100,0 + 0,16 oraninda (200,0 = 0,32 mg/tablet) bulunmustur. Yine ayni
boliimde bahsedilen spektrofotometrik kosullar preparatlara uygulandiginda; dogrudan UV
spektrofotometrik yontem ile Sorafenib miktar tayini 100,7+3,6 oraninda (201,4 + 7,2
mg/tablet) hesaplanmistir. Birinci tiirev UV spektrofotometrik yontem ile elde edilen sonuglar
ise; 259,7 nm i¢i p:0,05 giiven araliginda 194,6 + 1,8 mg/tablet olarak ve 281,9 nm i¢in p:0,05
giiven araliginda 197,2 = 1,2 mg / tablet olarak bulunmustur.

Tablet muhteviyatinda yer alan yardimer maddelerin ve ¢ekirdek film kaplama materyalinin

icerdigi maddelerin 6nerilen higbir yontemi etkilemedigi gdzlenmistir.

Elde edilen veriler 1s181nda ve giin i¢i ve glinler arasi ¢alismalarin da istatistiksel olarak anlamli
sonuglar tretmesi neticesinde, gelistirilen kromatografik yontem ve alternatif olarak
spektrofotometrik yontemlerin ticari bir preparat olan “Nexavar® 100 mg Film Kapli Tablet”
isimli preparatta, Sorafenib etken madde miktarinin tayini igin kolay, hizli, ucuz ve pratik bir
yontem olarak kullanilabilecegi dne siiriilmektedir. Oldukga kisa analiz siiresi, ucuz ve yaygin
bir analtik kolona sahip olmasi, hareketli faz bilesenlerinin temin edilmesi ve hazirlanmasinin
ucuz ve pratik olmas1 da YBSK yontemi i¢in avantaj saglamaktadir. Benzer sekilde one
stiriilen spektrofotometrik yontem de hizli, ucuz, dauyarl ve kolay bir yontem olarak dikkat

cekici bir avantaja sahiptir.

Yukarida belirtilen sebepler dogrultusunda gelistirilen analitik yontemlerin tiim kalite giivence
ve Ar-Ge laboratuvarlarinda kolaylikla ve zahmetsiz bir sekilde uygulanabilecegi

diistintilmektedir.
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