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Ozet:Ters faz sivi kromatografi (RPLC) yéntemi, merkezi kompozit dizayn (CCD)
kullanilarak kapesitabinin analizi i¢in gelistirilmis ve valide edilmistir. Metot li¢
faktorle (mobil faz organik modifiyer derisimi, mobil faz pH’s1 ve kolon sicaklig1)
Minitab programi kullanilarak optimize edilmistir. Optimum kromatografik
kosullar, Derringer’in istenebilirlik fonksiyonu kullanilarak belirlenmistir. CCD'nin
yardimiyla tayin edilen ayirmanin optimum kosullar1: (1) Mobil faz: asetonitril-su
ikili karisimi orani 40:60 (%h/h), (2) kolon sicakligi 32°C ve mobil fazin pH's1
7,5'dur. Calisma, YMC triart C18 (150x4,6 mm 1.D, 3um) kolonda ve 1 mL/dakika
akis hizinda gercgeklestirilmistir. Gelistirilen sivi kromatografik yontemin ICH
parametrelerine gore validasyonu gerceklestirilmistir.

Development and Validation of a RPLC Method for the Determination of Capecitabine

using Central Composite Design
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Abstract:A reversed phase liquid chromatographic (RPLC) method was developed
and validated for analysis of capecitabine using central composite design
(CCD).The method was optimized using Minitab software with three factors
(mobile phase organic modifier concentration, pH of the mobile phase and column
temperature). The optimum chromatographic conditions were determined using
Derringer's desirability function. The optimum conditions of separation (optimum
values of significant factors) determined with the aid of CCD were: (1) mobile
phase: The acetonitrile:water binary mixture ratio is 40:60 (%, v/v), (2) column
temperature 32°C and (3) pH of the mobile phase is 7.5. The study was carried out
on a YMC triart C18(150x4.6 mm I.D, 3um) column and at a flow rate of 1
mL/min.The validation of the developed liquid chromatographic method according
to ICH parameters was performed.

1. Giris

sik tercih edilen ilaglardandir. Bu ilaclar, DNA, RNA,
proteinler ve diger temel hiicre bilesenlerinin sentez

Kanser hiicre biliylimesini ve gelismesini saglayan
normal genlerin, regiilasyon bozuklugu veya
diizenleyici mekanizmalardan sapmasi ile ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Kanserin ilagla tedavisi
kemoterapi olarak adlandirilir. Kanser, organizmada
yer alan herhangi bir hiicrenin farklilasarak, asir1 ve
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu olusan
hastalik oldugu i¢in, neoplastik hastaliklar sinifina
girmektedir. Neoplastik hastaliklarin tedavisinde,
antineoplastik ila¢lar kullanilir. Antineoplastik ilaglar,
hiicre béliinmesini ve dolayisiyla, ¢ogalmasini inhibe
ederler fakat, kanser hiicresine Kkarsi olan
selektiflikleri azdir. Kendi igerisinde 6 alt gruba
ayrilan antineoplastikler icerisinde, antimetabolitler
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basamaklarinda substrat veya koenzim olarak rol
oynayan dogal metabolitlerin analoglaridir [1-3]. Bir
antimetabolit bilesik olan pirimidin antimetaboliti
kapesitabin, kanser hiicresinde pirimidin sentezini
durdurur ve hiicrede DNA sentezi i¢in gerekli yapi
taslarindan birinin eksilmesine yol agar (Sekil 1).
Ayrica bu bilesik,5- Fluorourasil'in analogudur. Basta
meme ve kolorektal kanser olmak iizere tiimor
dokusunun biiylimesini de yavaslatir [3,4].

Ters faz sivi kromatografi (RPLC) dogrulugu, kesinligi
ve spesifikligi gibi bircok avantajlardan dolay1 basta
ilac analizleri olmak {lizere, bir¢ok alanda tercih
edilen bir yontemdir. Bu yontemde, farkli deneysel
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kosullara gore, segilen sabit fazla analitin giiclii
etkilesimi daha uzun alikonmaya sebep olurken, sabit
fazla analitin zayif etkilesimi kisa alikonma zamanina
sebep olmaktadir [5]. RPLC metot gelistirmede,
makul bir zamanda tayin edilen bilesiklerin yeterli
ayrimi amaglanmaktadir. Bu durumu saglamak icin,
bilesiklerin alikonma zamamni (tr) ve kapasite faktori
degerleri belli kurallara gore kontrol altina alinmaya
calisilir [6]. Bilesiklerin bu degerleri {izerine etkisi
oldugu bilinen deneysel degiskenlerin optimize
edilmesi bazi yaklasimlarla gercgeklestirilebilir [5,7].

Genellikle, yapilan sivi kromatografik calismalarda
optimum ayirma kosullarim1 tayin etmek igin,
bilesiklerin tr degerleri lizerine etkisi oldugu bilinen
parametrelerin  incelenmesi temeline dayanan
deneme-yanilma yaklasimi tercih edilir. Ancak, bu
yaklasimin asir1 zaman kaybi ve maliyete sebep
olmasi1 yaninda, ¢alisilan bilesiklerin birbirinden
ayrilmasin1  saglayan sivi kromatografik kosula
ulasilamamasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu gibi
sorunlari1 asmak i¢in, giliniimiizde, belirli bir
istatistiksel  temele dayanan, birden fazla
parametrenin ayni anda incelenmesine imkan
saglayan daha sistematik yaklasimlar olan deneysel
tasarim metotlarinin kullanimi giderek
yayginlasmaktadir [8-10].
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Sekil 1. Calisilan bilesiklerin kimyasal
Kapesitabin, (B) rivastigmin (I.S)

yapist:  (A)

Deneysel tasarim metotlarindan birisi olan merkezi
kompozit dizayn (CCD), secilen deneysel degiskenler
ve bu degiskenlere karsi elde edilen cevap degerleri
arasindaki iliskiyi yorumlamak icin ¢ok kullanish bir
yontemdir [9]. CCD bu iliskiyi secilen deneysel
degiskenlerle belirlenen bolge igerisinde, 2.
dereceden bir denklem ile ifade eder:

b, + byx; + byx, + byxs
+D13%,%; + bi3x X35 + by3xyXs
+by1x2 + byyx3 + byyx3

y= 1

Esitlik 1’de b, kesim degerini; x,, x,, x; secilen
degiskenlerin temel etkilerini; x; x,, x; x5, X, x5Secilen
degiskenlerin birbirleriyle etkilesimlerini; x?, x2, x2
‘de esitligin star noktalarini ifade etmektedir [11,12].
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Bu denklem araciligiyla, secilen deneysel
degiskenlerin cevap olarak belirlenen deger lizerine
etkisi olup olmadig), varsa, ne diizeyde etkisi oldugu
belirlenebildiginden, CCD metodu siv1 kromatografik
ayirmanin optimizasyon c¢alismalarinda ¢ok tercih
edilmektedir.

Pirimidin fonksiyonel grubu tasiyan
antimetabolitlerden kapesitabin icin gercgeklestirilen
literatiir taramasinda, bilesigin pKa tayini [13],
kararhilik ¢alismalar1 [14-16], biyolojik sivilarda,
dokularda ve tablet tayiniyle ilgili [17-21] ¢alismalar
bulunmustur. Bilesigin sivi kromatografik tayini i¢in
deneysel tasarim metodu kullanilarak yontem
gelistirmeyle alakal higbir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismalarin tamaminda deneme-
yanilma kullanilmis, herhangi bir optimizasyon
calismasina rastlanmamistir. Bunun ig¢in, bu
calismada CCD metodu kullanilarak, kapesitabin ve i¢
standart (I.S) olarak secilen rivastigminin alikonma
davranislariyla, analitlerin alikonmalarina en ¢ok
etkisi oldugu bilinen mobil faz organik modifiyer
derisimi, mobil faz pH’st ve kolon sicakligl
parametreleri  arasindaki iliskinin  belirlenip,
mimkiin olan en iyi sivi kromatografik ayirma
kosulunun belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bu
calismada gelistirilen optimum ayirma kosullarinin,

ICH parametrelerine gore validasyonu
gerceklestirilmis ve kapesitabinin insan idrarindan
geri kazanimina yonelik calismada
gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kapesitabin (analit), rivastigmin (I.S), urasil (kolonda
tutunmayan bilesik) ve asetonitril (mobil fazda
organik modifiyer) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Amonyum kloriir ve amonyak (mobil fazda
tampon bilesimi), potasyum hidrojen fitalat (elektrot
kalibrasyonunda referans standart madde) Merck

firmasindan saglanmistir. Deneylerde kullanilan
biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC
safliktadir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davramslari-
nin incelenmesinde, Shimadzu marka yiiksek
performansli sivi kromatografi cihaz kullanilmistir.
Sistemde, pompa (LC-20AD), UV-Visible dedektor
(SPD-20A), kolon firin1 (CTO-20A) ve gaz giderme
tinitesi (DGU-20A3) bulunmaktadir. HPLC mobil
fazinin pH o6lgtimlerinde, Mettler Toledo MA 235 pH/
iyon analiz cihazi ve Mettler Toledo InLab 413
Ag/AgCl kombine cam elektrot kullanilmistir. [UPAC’
1n tavsiye ettigi gibi, asetonitril-su ikili karisimlarinda
elektrot kalibrasyonu icin potasyum hidrojen fitalat,
referans standart madde olarak se¢ilmistir. Mobil faz
pH’sinin ayarlanmasi esnasinda, sicakllk 25°C+
0,1°C’de sabit tutulmustur.Deneysel c¢alismalarda
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kullanilan ultra saf su Millipore Direct Q3-UV (Merck)
saflastirma sistemiyle elde edilmistir. Tiim RPLC
calismalar, YMC Triart C18 kolonda (150 mm X 4,6
mm, 3um) gerceklestirilmistir.

2.3. Yontem

Calismada CCD ile belirlenen hacimce % 24,887, %
30, % 37,5, % 45 ve % 50,113 asetonitril iceren
asetonitril-su ikili karisimi mobil fazlar
hazirlanmistir. pH 6,477-11,523 araliginda
hazirlanan her bir mobil faza 30 mM derisimde
olacak sekilde kati NH4Cl ilave edilmistir. Bu ortama
su-asetonitril oranim1 bozmayacak sekilde derisik
amonyak ilave edilerek, mobil fazin pH’s1 ¢alismada
etkisi  incelenmek istenen pH  degerlerine
getirilmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida
degaze edildikten sonra kullanilmistir. Calisilan her
bir mobil fazda kapesitabin ve rivastigmin (1.S)’in tr
degerleri li¢ tekrarli enjeksiyonlarin ortalamasi
olarak kullanilmistir. Calisilan bilesiklerin kapasite
faktori (k) degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in gerekli
to degerleri, urasil c¢ozeltisinin 3  tekrarh
enjeksiyonlarinin ortalamasi olarak kullanmilmstir.
Calisma boyunca akis hizi, 1 mL/dakika’da sabit
tutulmustur. Kapesitabin ve rivastigmin (I.S) tayini
icin UV dedektér sirasiyla 240 ve 210 nm'ye
ayarlanmistir.

2.4. Calisilan bilesiklerin ¢ozeltileri

Kromatografik ¢alismada kapesitabin 200 pg/mL ve
rivastigmin 50 pg/mL olacak sekilde mobil fazda
¢ozilerek hazirlanmistir. Sonrasinda kapesitabin i¢in
50 pg/mL olacak sekilde ara stok hazirlanmistir. Sivi
kromatografi cihazina analitler 20 pL enjekte
edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, giinlik hazirlanmis
ve +4°C'de muhafaza edilmistir.

2.5. idrar numune ¢alismasi

Saglikli bir insandan alinmis idrar numunesi 1:20
oraninda seyreltilmistir. Seyreltilmis idrardan 2 mL
alinmis, lizerine 3 mL asetonitril eklenerek numune
icerisindeki proteinler c¢oktiiriilmistiir. Boylelikle
proteinlerin bozucu etki olusturmasi énlenmistir. Bu
5 mL’lik idrar tizerine kapesitabinin farkli derisimleri,
rivastigminden (1.S) 2,5 ppm’de sabit kalacak sekilde
¢ozeltiye eklenerek karisim 10 mL'ye
tamamlanmistir. Bu 10 mL’lik karisim 0,45 pm’lik
filtreden gecirilmistir. Filtreden gegirilen cozelti

yiksek performansh sivi kromatografi cihazina
enjekte edilmistir.

3. Bulgular

3.1. Kapesitabin ve rivastigmin icin RPLC

ayirmasinin optimizasyonu

Calisilan bilesiklerin optimum ayirma kosullarini
tayin etmek icin, CCD metodu ile secilen bagimsiz
parametrelerin sinirlarinin  belirlenmesine gerek
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duyulur. Bu nedenle, ilk olarak deneysel degiskenler
olarak secilen parametrelerin, alt ve list seviyelerinin
belirlenmesi gereklidir. Bu ¢alismada, bilesiklerin k
degerlerine etkisi oldugu bilinen mobil fazdaki
asetonitril derisimi, pH’s1 ve kolon sicaklig1 ¢alisilacak
parametreler olarak secilmistir. Bu parametrelerin
calisma aralig1 belirlenirken, kapesitabin (pKa:9,360)
[22] wve rivastigminin (pKa:9,019) (LS) [23]
protonasyon sabitlerinden (pKa) ve az sayida o6n
denemeden yararlanilmistir. Parametre seviyelerinin
seciminde, k degerlerinin 0,5 ile 5 araliginda olmasi;
mobil faz pH'larinin bilesiklerin iyonik ve molekiiler
formlarinin  oldugu pH degerlerini igermesi
amaglanmistir.  Kolon sicakligt  parametresinin
seviyelerinin de viicut sicakligl olan 37°C’yi icine
almasi amaglanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calisilan bilesikler icin segilen parametrelerin alt,
orta, list ve alfa (a) seviyeleri

Batimsiz Alt Orta Ust
parafnetreler (-a) nokta nokta nokta (+a)
() (0) (+)

(x4)

asetonitril 24,887 30,000 37,500 45000 50,113
(%,h/h)
(x,) mobil faz

ot 6477 7,500 9,000 10,500 11,523
(X3);‘é;’kl‘k 31,591 35000 40,000 45000 48409

Secilen U¢ bagimsiz parametre igin olusturulan
merkezi kompozit dizayn, merkez noktasinda yapilan
6 tekrarla birlikte toplamda 20 farkli deney
gerektirmektedir. Merkezi kompozit dizaynda
calisilan bu her kosulda kapesitabin ve rivastigminin
alikonma zamamnm degerlerinden bilesiklerin k
degerleri hesaplanmistir. Bu k degerlerini kullanarak,
bilesikler icin deneysel tasarimda cevap degerleri
olarak belirlenen logk ve secicilik degerleri
(o)hesaplanmistir. (Tablo 2).

Tablo 2’de merkezi kompozit tasarimda belirlenen
deney kosullari, incelenecek parametrelerin ana
etkilerine ve parametrelerin birbirleriyle etkilesim-
lerine gore elde edilen logk ve o degerlerini
gostermektedir. Bu deneylerin sonuglarindan hangi
parametrenin ve/veya parametre etkilesimlerinin
cevap olarak secilen degerlere etkisinin olup
olmadigici yada varsa ne Olciide etkiledigini
belirlemek icin elde edilen tiim cevap degerlerine
gore MINITAB 17 programiyla ¢oklu regresyon
analizi yapilmistir. Bunun sonucunda, logk ve «
degerine gore elde edilen esitlikler, parametre veya
etkilesimlerin 6nemini belirten p degerleriyle birlikte
Tablo 3’de verilmistir.

ANOVA tablosunda 0,05’den kii¢lik p-degeri, % 95
gliven seviyesinde, ait oldugu katsayinin cevap
degerine etkisinin 6nemli oldugunu ifade etmektedir.
Ayrica, ANOVA tablosundaki model uygunsuzlugu
(lack of fit, LOF), CCD ile gelistirilen matematiksel
modelin cevap olarak belirlenen degerleri tahmin
edebilme yetisindeki hatay: ifade etmektedir. Eger,
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LOF degeri 0,05’den biiyiikse, matematiksel modelin
cevap degerlerini tahmin edebilme yetisindeki hata
o6nemsizdir.

Tablo 2. Kodlanmis parametre seviyeleri ve bu seviyelerde
elde edilen logk ve o degerleri

logk a (secicilik)
DnyNo x; — x, x5 Kapesitabin Rivastigmin O(KRivaS‘t:g:i"/

apesitabin
1 - 0,472 0,673 1,587
2 + - -0,133 0,312 2,790
3 - + -0,245 1,180 26,612
4 + + - -0,563 0,601 14,565
5 - - + 0,421 0,603 1,519
6 + - + -0,200 0,250 2,824
7 - + + -0,184 1,166 22,434
8 + + + -0,618 0,591 16,186
9 - 0 0 0,492 1,204 5,144
10 +o 0 0 -0,317 0,404 5,266
11 0 -a 0 0,137 0,111 0,943
12 0 +o 0 -0,779 0,824 40,064
13 0 0 -a 0,037 0,790 5,657
14 0 0 +o -0,036 0,736 5,910
15 0 0 0 0,023 0,763 5,503
16 0 0 0 0,011 0,763 5,657
17 0 0 0 0,018 0,765 5,583
18 0 0 0 0,023 0,765 5,520
19 0 0 0 0,024 0,765 4,974
20 0 0 0 0,021 0,773 5,642

Tablo 3’de kapesitabin ve rivastigminin logk

degerleri icin verilen regresyon sonuglarina gore;
parametrelerin ana etkilerinden, kapesitabin igin
sicakligin 6nemsiz oldugu; rivastigmin i¢in Tig
parametreninde 6nemli oldugu goriilmektedir.
Ayrica, parametrelerin ana etkilerinin yaninda,
birbirleriyle ikili etkilesimleri de incelendiginde
kapesitabin i¢cin ACN*ACN; ACN*t°C ve pH*teC
degerlerinin o6nemsiz, digerlerinin 6nemli oldugu
gorilmektedir. Rivastigmin  icin  bu  ikili
etkilesimlerden toC*t°C ve ACN*tcC degerlerinin

onemsiz, diger etkilerin ise Onemli oldugu
gorilmektedir.
Parametrelerin iki bilesigin secicilik (a) cevap

degerleri lizerine etkilerinin belirlenmesi icin yapilan

ana etkilerin (ACN ve t°C) ve ikili etkilesimlerin
o6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Yapilan regresyon analizi sonuglarinin
parametrelerin her iki cevap degeri iizerindeki
etkisini degerlendirerek, optimum ayirma kosulunu
yorumlamadaki zorluklar nedeniyle, istenebilirlik
fonksiyonundan faydalanilmistir. Bu fonksiyonda, ilk
basta her bir cevap degeri icin istenen hedefler
belirlenmistir (Tablo 4).

Kapesitabin icin hedef logk degeri 0,079 olarak,
bilesigin kapasite faktorii degerini 1,2 yapan k
degerinden belirlenmistir. Rivastigmin icin logk
degeri 0,380 olarak, kapesitabin piki ile rivastigmin
pikinin arasindaki a degerini 1,15 yapan k
degerinden belirlenmistir. Daha sonra bu hedefler
dogrultusunda, tasarimdaki tim noktalar
istenebilirlik skalasindaki 0 ile 1 arasindaki degerlere
déniistiiriilmiistiir (Tablo 5). istenebilirlik skalasina
cevrilen degerler (d;,gxve d,, ,), geometrik ortalama
formiili kullanilarak tek bir cevap degerine
dontistiirilmistar.

D = (@ xdx ...d"™) [owtws ) 2
Esitlik 2’de,d; degeri her deneyin cevap degerinin
istenebilirlik fonksiyonuna doniistiiriilmiis halini; w;
cevaplarin agirliklarini;; n cevap sayisin1 ifade
etmektedir.

Tablo 5’deki Dy,,s; degerlerini kullanarak, ayirmanin
en iyi oldugu optimum ayirma kosullari, 3D yiizey
yanit diagramlarina gore belirlenmistir (Sekil 2).
Sekil 2’de verilen 3D yiizey diyagramlarida dikkate
alinarak yapilan degerlendirme neticesinde, optimum
RPLC ayirma kosullari, 40 (%v/v) asetonitril-su ikili
karisimi, mobil faz pH’ s1 7,5 ve kolon sicakligi 32°C
olarak belirlenmistir. Belirlenen bu optimum ayirma
kosullarinda elde edilen kromatogram, Sekil 3’de
verilmistir. Optimum ayirma kosulunda hesaplanan

regresyon analizine gore, mobil faz pH’sinin ve sivi  kromatografik  parametreler, Tablo 6'da
pH*pH veACN*pH ikili etkilesimlerinin énemli; diger verilmistir.
Tablo 3. Calisilan bilesiklerin logk ve o degerleri icin regresyon analizi sonuclari
Katsayilar Katsayilar Katsayilar
Faktor etkileri kapesitabin P rivastigmin P Rivastigmin/Kapesitabin P
logk a
sabit 0,029 0,058 0,764 0,000 5,472 0,000
ACN -0,245 0,000 -0,235 0,000 -1,141 0,071
pH -0,272 0,000 0,212 0,000 10,022 0,000
teC -0,017 0,081 -0,018 0,000 -0,159 0,785
ACN*ACN 0,011 0,221 0,014 0,000 -0,042 0,941
pH*pH -0,133 0,000 -0,105 0,000 5,367 0,000
toC* toC -0,019 0,050 -0,001 0,603 0,163 0,773
ACN* pH 0,060 0,000 -0,055 0,000 -2,600 0,005
ACN*teC -0,016 0,189 0,002 0,376 0,738 0,341
pH * toC 0,015 0,217 0,014 0,000 -0,315 0,678
LOF 0,073 0,661 0,050

108
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Tablo 4. Cevaplarin optimizasyonu icin belirlenen kriterler

Bilesik Cevap Amag Alt seviye Ust seviye Hedef Agirlik
K tabi logk Hedef -0,779 0,472 0,079 1
apesttabin Ay Hedef 0,943 40,064 1,150 1
Rivastigmin logk Hedef 0,111 1,204 0,380 1
Tablo 5. Cevap degerlerinin istenebilirlik skalasina gore karsiliklari
diogk diogk dg
Dny N X o9 o9 2t Dhepsi
ny Ro Xl X2 3 kapesitabin rivastigmin Rivastigmin/ kapesitabin hepst
1 - - - 0,031 0,691 0,000 0,000
2 + - - 0,801 0,613 0,989 0,786
3 - + - 0,663 0,029 0,362 0,191
4 + + - 0,268 0,790 0,592 0,500
5 - - + 0,108 0,777 0,000 0,000
6 + - + 0,686 0,428 0,943 0,652
7 - + + 0,697 0,045 0,425 0,237
8 + + + 0,225 0,798 0,579 0,470
9 -a 0 0 0,048 0,006 0,841 0,062
10 +a 0 0 0,503 0,914 0,939 0,756
11 0 -a 0 0917 0,000 0,930 0,000
12 0 +a 0 0,000 0,495 0,066 0,000
13 0 0 -a 0,917 0,535 0,869 0,753
14 0 0 +0 0,849 0,614 0,882 0,772
15 0 0 0 0,947 0,572 0,887 0,783
dwm: Seciciligin istenebilirligi, djg : logk degerinin istenebilirligi; Dyeps;: tim cevap degerlerinin toplam istenebilirligi.
07e 07s o7s
dhepsi o dhepsi R o
0Z5 .t.’g =1 025 025
0 "’ N en o0 oo
6 % E1] E1] n
pH 10 12
Sekil 2. Calisilan bilesikler icin ¢izilen 3D yiizey diyagramlari
m’
400
1 1
3004
200
100-] 2 k
0]
i
0.0 s 10 15 20 2’5 3.0 35 40 45 5.0 55 " min

Sekil 3. Standart karisimin optimum kosulda elde edilen kromatogrami 1) kapesitabin(185 pug/mL), 2) rivastigmin(L.S)(50
ug/mL)

Tablo 6. Calisilan bilesikler i¢cin optimum ayirma kosullarina gore elde edilen alikonma zaman, segicilik ve ayirma giicii
degerleri

1
Bilesikler tr k a (a—1/a  ky/ky+1 (Z)\/ﬁ R
Kapesitabin 3,021 1,105
Rivastigmin 5,400 2,763 2,500 0,600 0,734 18,971 8,358
Urasil (to) 1,435
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3.2. Gelistirilen metodun validasyonu

Gelistirilen yontemin gegerliliginin kanitlanmasi
amaciyla, ICH validasyon parametrelerine gore
gelistirilen yontem test edilmistir. Bu amagla,
validasyon calismalarinda; dogrusallik, duyarhlik,
kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik parametre-
leri incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri yapil-
mistir.

Calismada metot validasyonu ¢alismasi igin i¢
standart metodu uygulanmistir. Bunun igin
rivastigmin i¢ standart olarak secilmistir. Rivastigmin
kapesitabin gibi bazik fonksiyonel grup tasiyan bir
bilesiktir. Belirlenen optimum ayirma kosullarinda
kapesitabinin alikonma zamanina yakin bir degerde
pik vermis ve kapesitabinden ayrilmistir. Bunun igin
rivastigmin i¢ standart olarak bu ¢alismada tercih
edilmistir.

3.2.1. Kalibrasyon dogrusu ve duyarlihk

Kapesitabinin yiiksek performans sivi kromatografisi
ile analizi yonteminde dogrusal araligin belirlenmesi
icin 2. boélimde anlatilan idrar numunesine 2 pg/mL
ile 12 pg/mL aralginda farkh derisimlerde
kapesitabin ve 2,5 pg/mL derisimde sabit tutulan ig
standart rivastigmin eklenerek kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusu, kapesitabinin
her bir derisim degeri icin elde edilen pik alaninin
I.S1in pik alanina oraninin, kapesitabin derisimi
degerine karsi isaretlenmesiyle olusturulmustur.
Gelistirilen yontem kapesitabinicin 2 pg/mL ile 12
pg/mL arasinda dogrusal oldugu belirlenmigtir.
Kapesitabin analizi i¢in hesaplanan kalibrasyon
verileri, Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. Kapesitabinin analizine ait kalibrasyon fonksiyonu
ozellikleri

Regresyon Denklemi” y =0,539x-0,059

Egimin Standart Hatasi 0,010
Kesimin Standart Hatasi 0,074
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999

Kalibrasyon Arahgi (ug/mL) 2,000-12,000
Teshis Sinir (ug/mL) 0,490
Tayin Alt Simir1 (ug/mL) 1,484

*y = bx + a; x: pg/mkL biriminde derisim; y : Kapesitabin/L.S alan
orani degerleri

3.2.2. Sistem uygunluk testi sonuclari

Sistem uygunluk testleri (SST), gelistirilen RPLC
yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek igin
uygulanan testlerdir. Bu testler, tekrarlanan
enjeksiyonlar i¢in pik alami ve tr degerlerinin bagil
standart sapmast (% BSS), secicilik (o), kuyruklanma
faktori (TF), alikonma zamani (tr), teorik tabaka
sayist (N), ayirma giicli (Rs) ve kapasite faktori (k),
parametrelerin degerlendirilmesinden olusmaktadir.
Bu test uygulamasinda kapesitabin i¢in 6 pg/mlL,
rivastigmin i¢in 2,5 pg/mL derisimlerde hazirlanan
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cozeltiler sisteme 5 tekrarl olarak enjekte edilmis ve

verilerin  ortalamasi1  alinarak, = kromatografik
parametreler hesaplanmistir. Elde edilen veriler,
Tablo 8'de verilmistir. Sistem kararlilik

parametrelerine gore gergeklestirilen degerlendir-
mede, gelistirilen RPLC yontemin rutin analizler i¢in
uygun oldugu gorilmektedir.

Tablo 8. Kapesitabin ve rivastigmin i¢in sistem uygunluk
parametreleri

Param.  Kapesitabin Rivastigmin (IS) g:g;ir]lzrrl
tr 3,176 5,450
TF 1,023 1,217 0,95-1,20
k 2,710 3,837 >1
Rs 11,507 >2
N 6605 12173 >2000
o 2,478 >1
RSD (tr) 0,094 0,090 <1
RSD(alan) 0,040 0,018 <1

3.2.3. Kesinlik sonuglari

Kapesitabin tayini icin kesinlik ¢alismalari i¢in giin ici
ve giinler arasi testleri uygulanmistir. Giin ici
calismalar1 iki farkli derisim diizeyinde ve bes
bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni giin igerisinde;
giinler arasi c¢alismalar ise iki farkh derisim
dizeyinde bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ti¢ ayri
giinde yapilmistir. Bu testler sonucunda elde edilmis
veriler, Tablo 9’da verilmistir.

3.2.4. Geri kazanim sonug¢lar

Gelistirilen RPLC yo6nteminin dogrulugunu ve idrar
numunesi icerisinde bulunan proteinlerin yonteme
bir etkisinin olup olmadigini belirlemek igin,
kapesitabinin idrar numunesinden geri kazanim
deneyleri gerceklestirilmistir. Normal sartlarda,
saglikl bir insanda viicuda alinmadikga, bu bilesikler
bulunmaz. Kapesitabin ve rivastigminin bulunmadig
idrara ait kromatogram, Sekil 4'de verilmistir.

Th e

Sekil 4. Kapesitabin ve rivastigmin (1.S) bulunmayan idrar
kromatogrami

Bu c¢alismada, idrara Kkapesitabin ¢6zeltisinden
4pug/mL ve 8 pg/mL;rivastigmin (L1.S) ¢ozeltisinden
idrarda 2,5 pg/mL derisimde olacak sekilde katki
yapilmistir. Bu islem birbirinden bagimsiz 3 kez ayri
ayr1 yapimstir.
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Tablo 9. Kapesitabinin analiz yontemine ait giin ici ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk analizi bulgulari

Teorik Derisim Giin i¢i derisim % BSS Giinler arasi % BSS
(ng/mL) ortalamasi (ug/mL) derisim ortalamasi (ug/mL)
Kapesitabin 4 3974 0,540 3,931 0,782
10 10,077 0,080 9,957 0,280
Tablo 10. insan idrarinda kapesitabinin RPLC analizi icin geri kazamim sonuclari
o Te(.)r}k Ortalama bulunan derisim Geri kazamm (%) BSS
Bilesik Derisim N (konsantrasyon ort.(ng/mL) (yiizde ort. * giiven aralig) SS (%)
(ug/mL) * gliven aralif1) Y 8 5 0
Kapesitabin 4 3 3,971+0,013 99,269+ 0,256 0,103 0,731
p 8 3 8,094 + 0,012 101,175+0,899 0,050 0,124
i’
30
25
20
15 (1
'ID-S
" )
o} VA
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 min

Sekil 5. Kapesitabin ve rivastigmin (L.S) ile katkilandirilmis idrar numunesi; 1) kapesitabin (8 ug/mL) 2) rivastigmin (L.S) (2,5

pg/mlL)

Yapilan analiz sonucunda okunan pik alan orani
degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konularak,
idrar numunelerinin icerdigi kapesitabin miktari
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, Tablo 10’da
verilmistir. Kapesitabin ve rivastigmin (1.S) ile
katkilandirilmis idrar numunesinin analizi sonucu
elde edilmis kromatogram, Sekil 5’de verilmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu ¢alisma, kapesitabinin RPLC y6ntemiyle tayini icin
yapilan optimizasyon ¢alismasinda merkezi kompozit
dizayn metodu kullanilarak gerceklestirilen ilk
calismadir. Farkli kromatografik davranisa sahip olan
bilesiklerin, es zamanl kromatografik tayininde
mimkiin olan en iyi sivi kromatografik ayirma
kosulu, Derringer’in istenebilirlik fonksiyonuyla
belirlenmistir. Bu fonksiyon sayesinde CCD’den elde
edilen veriler, 3D ylizey yanit diyagramlariyla
degerlendirilerek tek bir ayirma kosuluna karar
verilmistir.  Gelistirilen RPLC yo6ntemin ICH
parametrelerine gore gerceklestirilen calisma verileri
yontemin rutin uygulamalar icin uygun oldugunu
gOstermistir.

Tesekkiir

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanlig1 4581-
D2-16 nolu proje ile desteklenmistir. Calismamizi
maddi olarak destekleyen Siileyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Birimi Baskanligina tesekkiir ederiz.
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