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OZET

Yilmaz EM. Regorafenibin plazmada tayini ig¢in yeni bir yiiksek performansh sivi
kromatografisi yontemi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik

Kimya ABD. Doktora Tezi. istanbul 2019.

Regorafenib ileri lokal metastatik kolorektal kanser, metastatik gastrointestinal
stromal tiimdér (GIST) ve hepatoseliiler kanser (HCC) tedavisinde etkili olan bir oral

multikinaz inhibitoridir.

Bu ¢aligmada, regorafenibin sigan plazmasinda tayini i¢in hizli, dogru ve hassas
bir ultraviole (UV) dedeksiyonlu ters faz yiiksek performansl sivi kromatografisi (RP-
HPLC) yontemi gelistirildi. Plazma proteinlerinin ¢oktiiriillmesi ve regorafenibin
plazmadan ekstraksiyonu igin basit, tek asamali ¢Oktiirme yontemi ile metanol
kullanarak gergeklestirildi. HPLC ile analizi i¢in C18 kolon segildi. Mobil faz sistemi
olarak (80:20, v/v) MeOH-su karisimi1 uygun bulundu. Dedektér 258 nm dalgaboyuna
ayarland. I¢ standart olarak nilotinib ilag maddesi kullanild1. Regorafenibin pik alanlar
i¢ standardin pik alanlarina oranlanarak, konsantrasyona karsi pik alanlari oranlari
grafige dokiildii ve maddenin sulu ¢6zelti ve plazmada 5-500 ng/mL araliginda dogrusal
Olgli egrileri elde edildi. Maddenin sulu ¢ozeltide gbzlenebilme smnir1 (LOD) ve tayin
smirt (LOQ) degerleri sirasiyla 1,23 ng/mL ve 3,73 ng/mL; plazmada LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 1,55 ng/mL ve 4,70 ng/mL bulundu. Plazmada %93,82 geri kazanim
elde edildi. Ilag 10 adet saglikli Sprague Dawley tiirii erkek siganlara 5 mg/kg olacak
sekilde uygulandi. Hayvanlardan alinan plazma Orneklerinde ilacin tayini
gerceklestirildi ve regorafenibin plazma konsantrasyon-zaman grafigi elde edilerek
farmakokinetik parametreleri Cmax: 364,41 ng/mL, tmax : 4 saat, t12: 11,8 saat, AUC o4s):
5654,39 ng.saat/mL ve AUC0-): 6015,62 ng.saat/mL olarak hesaplandi. Gelistirdigimiz
yontem kolay, hassas, secici ve tekrarlanabilir olup regorafenibin biyolojik sivilarda

tayini ve klinik laboratuvarlarinda rutin analizlerinde basar1 ile kullanilabilir.

Anahtar  Kelimeler: Regorafenib, HPLC-UV, sican plazmasi, validasyon,
farmakokinetik ¢alisma
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ABSTRACT

Yimaz EM. A new high performance liquid chromatography method for the
determination of regorafenib in plasma. Istanbul University, Institute of Health Science,
Analytical Chemistry Department. PhD Thesis. Istanbul 2019.

Regorafenib is an oral multikinase inhibitor which is effective in the treatment
of advanced local metastatic colorectal cancer, metastatic gastrointestinal stromal tumor
(GIST) and hepatocellular cancer (HCC).

In this study, a rapid, accurate and precise reverse phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC) method with ultraviolet (UV) detection was developed for
the determination of regorafenib in rat plasma. A simple, one-step precipitation method
was developed for protein precipitation and methanol was used for extraction of
regorafenib from plasma. A C18 column was selected for HPLC analysis. MeOH-water
mixture (80:20, v/v) was found suitable as mobile phase system. The detector was set to
a wavelength of 258 nm. The nilotinib drug substance was used as the internal standard.
The peak areas of the regorafenib were divided to the peak areas of the internal
standard, and these ratio of peak values were plotted against the concentration and
linear calibration curves in the aqueous solution and plasma were obtained. The
linearity of regorafenib in both standard solutions and plasma was 5-500 ng / mL. The
limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) values of the drug in
aqueous solution were 1.23 ng / mL and 3.73 ng / mL, respectively; LOD and LOQ
values in plasma were 1.55 ng / mL and 4.70 ng / mL, respectively. 93.82% recovery
was obtained in plasma. The drug was administered to 10 healthy Sprague Dawley male
rats at a dose of 5 mg / kg. Determination of the drug was performed in plasma samples
of animals and the plasma concentration-time graph of regorafenib was obtained. Their
pharmacokinetic parameters were Cmax: 364.41 ng / mL, tmax: 4 hour, ti2: 11.8 hour,
AUC0.48): 5654.39 ng.hour / mL and AUC (0-): 6015.62 ng.hour / mL. The developed
method is easy, sensitive, selective and repeatable and can be used in clinic laboratories

and for the determination of regorafenib in biological fluids.

Key Words: Regorafenib, HPLC-UV, rat plasma, validation, pharmacokinetic study.



1. GIRIS VE AMAC

Sindirim sisteminin bir boliimiinii olusturan kalin bagirsak, kolon ve rektum
olarak adlandirilan iki kisimdan olusur. Bu bolgelerden kolon olarak adlandirilan kismi
kalin bagirsagin biiyiik bir boliimiine denk gelirken rektum kismi ise aniisten dnceki

yaklasik 10 cm’lik kisimdir (1).

Yemeklerle alinan sindirilmis besinler ince bagirsaktan kalin bagirsaga gegerler
ve burada su ile besin maddeleri emilerek kan yoluyla viicuda alinmasi saglanir. Diger

kisim ise rektuma dogru gider ve nihayetinde diski seklinde viicuttan atilir (1).

Kanser gelisimi sadece kolonda yani kalin bagirsak kisminda olursa kolon
kanseri olarak adlandirilir. Eger kanser olusumu rektum kisminda goriilerse rektum
kanseri olarak isimlendirilir. Dolayisi ile genel olarak hem kolon kanseri hem de rektum
kanseri birlikte kolorektal kanser olarak isimlendirilir. Diinya'da her yi1l 1 milyondan
fazla bireyde kolorektal kanser gelismektedir. Hastaliga 6zgili olan mortalite ya da 6liim

orani yaklasik %33 civarindadir (1).

Tim kanserlerin yaklasik %15'ini olusturmaktadir ve hastalarin yaklasik beste

birinde tan1 asamasinda metastaz vardir (2).

Kolorektal kanser gelistikten sonra bu hiicreler bazen kalin bagirsak disina
(kolon + rektum) yayilabilir. Boyle bir yayilma durumunda oncelikle kanser hiicreleri
kalin bagirsaga yakin olan lenf diigiimlerine yerlesirler. Kanser hiicreleri bu sekilde lenf
diigiimlerine eristiklerinde baska lenf diiglimlerine yayilabilecekleri gibi diger organlara
da yayilabilirler. Baska bir ifade ile metastaz yapabilirler. Kolorektal kanser

hiicrelerinin ¢ogunlukla karacigere metastaz yaptigi bilinmektedir (1).

Kanser hiicresi esas koken aldigi dokudan baska bir dokuya yayilmasi
durumunda yeni dokuda olusan tiimor hiicreleri ilk dokudaki hiicrelerin 6zelligini
gosterirler ve ayn1 sekilde isimlendirilirler. Ornegin, karacigere yayilmis veya metastaz
yapmis olan kolorektal kanser hiicreleri, aslinda karaciger dokusuna yerlesmis olan

kalin bagwrsak kanser hiicreleridir. Bu durumda hastalik karaciger kanseri degil



“metastatik kolon kanseri” ya da metastatik kolorektal kanser olarak adlandirilir. Ayrica
karacigere metastaz yapmis olan bu kanser hiicrelerinin tedavisi karaciger kanseri olarak

degil kolorektal kanseri dikkate alinarak yapilir (1).

Gastrointestinal stromal tiimdr (GIST)'ler, gastrointestinal sistemin en sik
goriilen mezenkimal tiimdrleri olup tiim gastrointestinal sistem tiimdrlerinin %1'den
azin1  olusturmaktadir. GIST'ler, gastrointestinal sistemin herhangi bir yerinde
bulunabilirler, ancak en sik mide (%50-60) olmak {izere sirasiyla ince bagirsak (%30-
35), kolon ve rektumda (%5) goriiliirler. GIST'ler her yasta goriilebilmektedir ve
ortalama tan1 yas1 63 olarak saptanmustir. GIST'lerin esas tedavisi cerrahi olup,
metastatik ve lokal ileri GIST'lerin tedavisinde tirozin kinaz inhibitorleri
kullanilmaktadir ve bunlar hem hastaliksiz sag kalim hem de genel sag kalimi anlamli

olarak uzatmaktadirlar (3).

Hepatoselliiler kanser (HCC) en sik goriilen primer karaciger kanseridir. HCC
Diinya'da 5. swrada goriilme sikhiginda ve 2. sirada en Olimciil kanser tiirii olarak
bulunmaktadir. Tiim kanserlerin %5't HCC olup, %901 siroz zemininde gelismektedir.
Diinya'da en sik kronik viral hepatit zemininde gelisen siroz vakalarinda olusmakta
olup, alkolik ve nonalkolik yagl karaciger hastalig1 ise giderek artan sebepler arasinda
yer almaktadir. Diinya'da artan obezite nedeni ile HCC'de beklenmeyen bir artis
izlenmektedir. Bes yillik sag kalimi ortalama %11 olup, sag kalimi altta yatan siroz
evresi ve HCC evresine bagh olarak degismektedir. Kiiratif tedavisi karaciger nakli

veya bir kisminin alinmasi olup tiimore erken evrede tani konulmasina baghdir (4).

Regorafenib bir oral multikinaz inhibitoriidiir. Ilag etkisini vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii reseptorii (VEGFR-1-2 ve 3), trombosit kaynakli biliylime faktorii
reseptorii (PDGFR alfa-beta ve TIE2) ve onkojenik kinazlar c-KIT, REF ve BRAF gibi
anjiyogenezi ve tiimor biiylimesini tesvik eden tirozin kinazlar1 inhibe ederek gosterir.
Regorafenib ileri lokal metastatik kolorektal kanser, metastatik gastrointestinal stromal
tiimdr (GIST) ve hepatoseliiler kanser tedavisinde endikedir. ABD’de FDA tarafindan
metastatik kolorektal kanser tedavisi i¢in Eyliil 2012°de, gastrointestinal stromal timdr
(GIST) tedavisi i¢in Subat 2013’te ve hepatoseliiler kanser tedavisi i¢in Nisan 2017°de

onaylanmistir (5).



Regorafenib ila¢ etken maddesinin analizi ile ilgili bildigimiz kadariyla
farmakopelerde herhangi bir kayit yoktur. Yapilan literatiir ¢alismalarinda regorafenibin
biyolojik sivilarda tayini i¢in sadece bir adet yiiksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC) -Ultraviyole-goriiniir bolge (UV-vizibl) ve ¢ok az sayida HPLC-tandem kiitle
spektrometrisi (MS/MS) yontemleri kayithdir. Bildirilen HPLC-UV  yonteminde
plazmadan geri kazanim diisiik bulunmus ve nispeten zaman alic1 kat1 faz ekstraksiyonu
metodu kullanmilmistir. Bu nedenle bu ilag maddesinin biyolojik sivilardaki tayini igin

dogru, segici, hassas, kolay ve giivenilir yeni yontemlere ihtiya¢ vardir.

Bu c¢alismada, regorafenibin sigan plazmasinda tayini igin hassas, dogru,
glivenilir ve secici bir UV dedeksiyonlu RP-HPLC analiz yonteminin gelistirilmesi ve
validasyonu amaglanmstir. Gelistirilen yontem Sprague Dawley tiirii erkek siganlara
basar1 ile uygulanmis ve farmakokinetik ¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu yontem rutin
ilag laboratuvarlarinda ve biyolojik sivilarda regorafenib tayininde basar1 ile

kullanilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Regorafenib Monohidrat

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
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Sekil 2-1 : Regorafenib monohidratin kimyasal formiilii

Regorafenib monohidratin kimyasal adi IUPAC’a gore 4-[4-[[4-kloro-3-
(triflorometil)fenil]karbamoilamino]-3-florofenoksi]-N-metilpiridin-2-karboksamid;
hidrat’tir (Sekil 2-1). Kapali formiilii C1HisCiF4sN4O3 olan regorafenibin molekiil
agirhgr 482,82 g/mol, monohidrat olarak 500,835 g/mol’diir (6). Regorafenib
monohidrat, dimetilformamid ve dimetilsiilfoksitte ¢ok iyi (30 mg/mL), etanol
(14mg/mL), metanol, asetonitril, ve etil asetatta ise orta derecede ¢6ziinen, suda hemen
hemen hi¢ ¢6ziinmeyen (<1 mg/mL) kirik beyaz renkte toz halinde bir bilesiktir (7,8,9).
pK1’i 2,02 ve pKy’si yaklasik 10,52 dir (10). Erime derecesi 204-206°C ve kaynama
derecesi 513,4 °C’dir. Yogunlugu 1,5 g/cm®tiir. Kirtlma indisi 1,616°dr (11).
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Sekil 2-2: Regorafenib monohidratin metanolde 200-400 nm aralhi@inda UV spektrumu



2.1.2. Farmakolojisi

2.1.2.1. Farmakodinamik etkiler

Regorafenib, tiimor anjiyojenezinde (VEGFRI, -2, -3, TIE2), onkogenezde
(KIT, RET, RAF-1, BRAF) ve tiimor mikro ortamina dahil olan kinazlar dahil, birden
fazla protein kinazimi gii¢lii sekilde bloke eden oral bir anti-tiimor ajanidir. Klinik
olmayan ¢alismalarda regorafenib, hem anti-anjiyojenik hem de anti-proliferatif
etkilerin aracilik ettigi varsayilan in vivo timor modellerinin genis bir yelpazesinde
anti-timor aktivitesini gostermistir. Ek olarak, regorafenib in vivo olarak meme kanseri
modellerinde anti-metastatik etkiler gostermistir. Baslica insan metabolitleri M-2 (N-
oksit) ve M-5 (N-oksit ve desmetil), in vitro ve in vivo modellerde regorafenib igin

benzer etkiler gostermistir (12).

2.1.2.2. Farmakokinetik
[lacin plazma konsantrasyonlarmdaki degisimlerini igine alan farmakokinetik

parametreleri olarak absorpsiyon, eliminasyon, dagilim ve metabolizma incelenir.
Absorpsiyon

Hastalara verilen tek bir 160 mg dozu takiben en yiiksek plazma konsantrasyonu
(Cmax) = 2,5 pg/mL; en yiiksek plazma konsantrasyonuna ulasma zamani (Tmax) = 4
saat; plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan (AUC) = 70,4 pg*h/mL;
Cmax, kararli durum = 3,9 pg/mL; AUC, kararli durum = 58,3 pg*h/mL; tabletlerin bir

oral ¢ozeltiye kiyasla ortalama nispi biyoyararlanimi %69 ila %83 arasindadir (10).
Eliminasyon

Literatiir ¢alismalar1 regorafenib ve plazmada metaboliti M-2 i¢in ortalama
eliminasyon yari 6mrii oral uygulamayi takiben farkli ¢aligmalarda 20 ila 30 saat
arasinda degistigini gostermektedir. Metabolit M-5 i¢in ortalama eliminasyon yar1 6mrii

yaklasik 60 saattir (40 ila 100 saat arasindadir) (12).

Radyoaktif dozun yaklasik %901t uygulamadan sonraki 12 giin i¢inde geri
kazanilmistir, digkida dozun yaklasik %71'i (ana bilesik olarak %47, metabolitler olarak
%24) ve idrarda glukuronitler olarak atilan dozun yaklasik %19'u geri kazanilmistir.

Glukuronidlerin idrarla atilimi sabit durum kosullarinda %10'un altina diismiistiir.



Digskida bulunan ana bilesik, emilmeyen ilagtan, glukuronidlerin intestinal

bozunmasindan veya metabolit M-2'nin indirgenmesinden elde edilebilir (12).

Regorafenib ve ana farmakolojik olarak aktif metabolitleri M-2 (N-oksit) ve M-
5 (N-oksit ve N-desmetil) konsantrasyonu, diisiik yagl (hafif) bir kahvaltinin ardindan
en yiiksek seviyededir. Regorafenibe maruz kalma, yiiksek yagl bir kahvalti ile
uygulandiginda %48, diisik yaglhh bir kahvalti ile uygulandiginda perhiz ile
karsilastirildigida %36 artmustir. Metabolit M-2 ve M-5'in maruziyetleri, regorafenibin
aclik durumuna kiyasla diisiik yaglh bir kahvalti ile verildiginde daha yiiksek, ac¢lik ile
karsilastirildiginda yiiksek yagh bir yemekle verildiginde daha diisiik bulunmustur (12).

Dagilim

Regorafenib ve ayrica ana dolagim metabolitleri i¢in plazma konsantrasyon-
zaman profilleri, 24 saatlik dozaj araligi boyunca ¢oklu tepe noktalar1 gostermistir ve
enterohepatik dolasim ile iliskilendirilebilir. Regorafenibin insan plazma proteinlerine

in vitro protein baglanmasi yiiksektir (% 99,5) (12).
Metabolizma

Regorafenib, oOncelikle karacigerde, CYP3A4'in aracilik ettigi oksidatif
metabolizmanmn yani sira UGT1A9'un aracilik ettigi glukuronidasyon ile metabolize
edilir. Plazmada, iki ana ve alt1 kii¢iik regorafenib metaboliti tanimlanmustir. insan
plazmasindaki regorafenibin dolasimdaki ana metabolitleri, farmakolojik olarak aktif
olan ve kararl halde regorafenib ile benzer konsantrasyonlara sahip olan M-2 (N-oKksit)
ve M-5'tir (N-oksit ve N-desmetil). M-2 ve M-5'in in vitro protein baglanmasi
regorafenibden daha yiiksektir (sirasiyla % 99.8 ve % 99.95) (12).

2.1.2.3. Dogrusallik

Regorafenibin kararli halde sistemik maruziyeti, 60 mg'lik dozlara kadar orantili
bir sekilde artar ve 60 mg'den biiyiik dozlarda daha az orantilidir. Regorafenibin diizenli
kullanimu siiresince birikmesi, eliminasyon yar1 dmrii ve dozaj siklig1 ile tutarli olan

plazma konsantrasyonlarinda yaklasik 2 kat artigla sonuglanir.

Kararli durumda 160 mg regorafenibin agizdan tatbik edilmesinden sonra, ilacin
ortalama pik plazma seviyesi yaklasik olarak 3,9 mg/L (8,1 mikromolar) tespit
edilmistir (12).



2.1.2.4. Yan etkiler

En sik goriilen reaksiyonlar uzun siireli yorgunluk, diyare, istah azalmasi, el-
ayak derisi reaksiyonu, hipertansiyon, mukozit, disfoni (ses degisikligi veya kisikligr),
enfeksiyon, ates ve bulanti, kilo kaybi, gastrointestinal ve karmn agrisidir. Ciddi ve bazen

oliimciil olabilen karaciger sorunlarina neden olabilir (13).

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Erp N.P. ve ark. regorafenib, imatinib, sunitinib, nilotinib, dasatinib ve
pazopanibin insan serumunda tayinini UPLC-MS/MS yontemi ile yapmuslardir.
Kantitatif analiz i¢in insan serumuna, standartlara ve kontrol numunelerine ii¢ kararh
izotop eklenmis ve daha sonra metanol ile proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Kalan ¢ozelti su
ile seyreltildikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Ayrilma C18 kolonda, 0,4 mL/dakika
akis hizinda gerceklesmistir. Regorafenib icin tayin smir1 0,1-4 pg/mL arahigindadir
(14).

Hafner F.T. ve ark. regorafenib ve iki ana metabolitini izotop seyreltme kiitle
spektrometresi yontemiyle insan plazmasinda tayin etmislerdir. Konsantrasyon araligi
her biri i¢in 2-2000 pg/L olup, ayrilma C18 kolonda 1 mL/dakika akis hizinda
amonyum format ve asetonitril igeren mobil faz ile gradient eliisyonla gerceklesmistir

(15).

Weiping J.I. ve ark. sican plazmasinda regorafenib tayini i¢in bir LC-MS
yontemi gelistirmis ve bunu farmakokinetik caligmaya uygulamislardir. Proteinlerin
¢oktliriilmesi internal standart ilavesinin ardindan Asetonitril: Metanol (9:1, v/v)
karisimi ile yapilmistir. Kromatografik ayrilma Zorbax C18 kolonda, asetonitril-%0,1
formik asitli su karisimi ile gradient eliisyonla gerceklesmistir. Lineer kalibrasyon
aralig1 8-5000 ng/mL’dir. Regorafenibin siganlarda biyoyararlanimi %92,3 bulunmustur
(16).

Luethi D. ve ark. regorafenibin fare plazmasinda tayini i¢in 25-25000 ng /mL
konsantrasyon araliginda lineer olan bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir.
Sorafenibin internal standart olarak kullanildigi bu ¢alismada, plazma proteinleri
asetonitril ile ¢oktliriilmistiir. Kalan ¢ozelti %25 lik metanol ile seyreltildikten sonra 2

um partikiilli etilsilika kopriilii hibrit ti¢ fonksiyonlu bagli C18 kolona enjekte



edilmistir. 0,6 mL/ dakika akis hizinda izokratik %0,02 formik asit iceren metanol su
karigimi ile ayrilma gergeklesmis, farmakokinetik ¢alisma vahsi tip FVB farelerde
uygulanmistir (17).

Alam M.A. ve ark. plazmada regorafenib tayini i¢in Ugli kuadrupol kiitle
spektrometrisi dedektorlii bir UPLC yontemi gelistirmistir. Bu yontemde C18 kolon ve
mobil faz olarak % 0,1 formik asit iceren metanol-su karigimi (85:15, v/v)
kullanilmugtir. Lineer kalibrasyon araligi 50-2500 ng/mL’dir. Plazmadan geri kazanim
% 82,53 ile % 105,66 araligindadir (18).

Fu Q. ve ark. regorafenib ve metabolitlerinin fare plazmasinda tayini i¢in bir
UPLC-MS/MS yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Her biri i¢in gdzlenebilme
smirt 5 ng/mL’dir. C18 kolonda akis hiz1 0,4 mL/dakika, toplam akis siiresi 5 dakikadir.
Mobil faz olarak % 0,1 formik asit igeren metanol, asetonitril ve sudan olusan bir
karigim gradient eliisyonda kullanilmistir. Kalibrasyon egrisinin konsantrasyon araligi

5-1000 ng/mL’dir (19).

Merienne C. ve ark. 17 tane tirozin kinaz inhibitoriiniin LC-MS/MS ile yiiksek
verimli tayinini gelistirmislerdir. Ilaclar, plazma konsantrasyon araliklarina gore, 0.1-
200 ng/mL, 1-200 ng/mL, 4-800 ng/mL ve 25-5000 ng/mL olarak dort grup halinde
analiz edilmistir. Ayirma i¢in kat1 faz ekstraksiyonu ve C18 kolonlu bir HPLC sistemi
kullanilmis, iyonlar tglii kuadrupol kiitle spektrometrisi ile tespit edilmistir.
Regorafenib i¢in dogrusallik araligi 25-4000 ng/mL’dir (20).

Pang Y.Y. ve ark. insan plazma albiimin seviyelerinin regorafenib kaynakli
hepatotoksisite tizerindeki etkisini, valide ettikleri bir LC-MS/MS yontemi kullanarak
tespit etmislerdir. Konsantrasyon araligi 2-1000 ng/mL’dir. Sorafenibin i¢ standart
olarak kullanildig1 caligmada proteinlerin ¢oktiiriilmesi islemi asetonitrille yapilmistir.
Ayrilma CI18 kolonda gerceklesmistir. Valide edilen yontem plazmada albumin
seviyelerinin regorafenibin protein baglanma derecesi lizerindeki etkisini belirlemek

icin uygulanmugtir (21).

Cardoso E. ve ark. yeni nesil oral anti-tiimor ilaglar1 dabrafenib, trametinib,
vemurafenib, kobimetinib, pazopanib, regorafenib ve insan plazmasindaki iki
metabolitinin LC-MS/MS ile tayinini yapmislardir. Her bir analiz i¢in 100 pL plazma

kullanilmis ve plazma proteinleri metanol ile ¢oktiiriilmiistiir. Kromatografik ayrilma



0,3 mL/dakika akis hizinda gradient eliisyonla gerceklesmis ve regorafenib i¢in 20-
10000 ng/mL araliginda dogrusallik saptanmustir (22).

Herbrink M. ve ark. sekiz adet antikanser ilacinin insan plazmasida yanyana
tayini i¢in bir LC-MS/MS metodu gelistirmis ve valide etmislerdir. Analitler ve i¢
standartlar (kararli izotop olarak isaretlenmis analitler) asetonitril ile ekstre edilmis,
ekstrakti elde etmek icin iist faza esit miktarda 10 mM (NH4)2.COs ilave edilmistir. Bu
ekstraktin 2 uL'lik kismi C18 kolona enjekte edilmis, gradient eliisyon uygulanarak
pozitif iyon modunda iiglii kuadrupol kiitle spektrometrisi kullanilmigtir. Regorafenib

i¢in lineer konsantrasyon araligi 50-5000 ng/mL olarak bulunmustur (23).

Allard M. ve ark. regorafenib, sorafenib ve bunlarin ii¢ metabolitinin insan
plazmasindaki yanyana tayini i¢in bir LC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Bu
yontemde dedeksiyon pozitif modda elektrosprey iyonizasyonlu tiglii kuadrupol kiitle
spektrometrisine dayanmaktadir. Regorafenib i¢in 50-5000 ng/mL dogrusallik
araliginda ¢aligilmistir (24).

Dyk M. ve ark. 18 kii¢iik molekiillii kinaz inhibitorlerinin insan plazmasinda
yanyana analizlerini yapmuslardir. Analitler C18 kolonda gradient eliisyonla ugus
zamanh kiitle spektrometrisi ile ayrilmiglardir. 50-5000 ng/mL araliginda regorafenib
dogrusallik gostermistir. 18 analitin ayrilmasi 0,25 mlL/dakika akis hizinda 15 dakikada

sona ermistir (25).

Fei Z. ve ark. regorafenibin sican plazmasinda tayini i¢in bir UPLC-MS/MS
yontemi gelistirmislerdir. Ornek hazirlamada asetonitril ile proteinler ¢oktiiriilmiis ve
kromatografik ayrilma C18 kolonda 0,40 mL/ dakika akis hizinda gerceklestirilmistir.
Regorafenibin 100-1000 ng/mL konsantrasyon araliginda lineer oldugu bulunmustur
(26).

Esteve R.J. ve ark. regorafenib, dabrafenib ve pazopenibin plazmada tayini igin
misellar s1v1 kromatografisi yontemi gelirtirmis ve valide etmislerdir. Plazma 6rnekleri
miseller ¢ozelti ile 5 kat seyreltildikten sonra direkt olarak enjekte edilmistir. ilaglar 18
dakikadan kisa bir siirede C18 kolonda 260 nm’de dedeksiyon yapilmig ve ayrilmigtir.
Gelistirilen metod klinik ¢alismalar i¢in uygun bulunustur (27).

Fujita K. ve ark. regorafenib ve iki ana metabolitinin insan plazmasinda

kantitatif tayinini HPLC-UV metoduyla yapmislardir. Plazmadan ekstraksiyon kati faz



10

ekstraksiyonuyla 100 pL plazma kullanilarak yapilmistir. I¢ standart olarak sorafenib ve
mobil faz olarak % 0,5 KH2PO4 ve asetonitril igeren ¢ozelti kullanilmistir. Analiz siiresi
20 dakikadir. 260 nm de, 10-10000 ng/mL araliginda lineer kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Regorafenib i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 2 ng/mL ve 10 ng/mL’dir.
Her biri i¢in %81°den yiiksek geri kazanim saglanmistir (28).

2.1.3.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Albayrak M. regorafenibin saf madde ve tablette analizi ig¢in bir
spektrofotometrik yontem gelistirmistir. Bu yontem 261 nm de, 0,5-25 pg/mL
konsantrasyon araliginda dogrusallik gostermistir (r>= 0,999). Gézlenebilme ve tayin

sinirlari sirasiyla 0,11 ve 0,29 ug/mL’dir (29)

2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi
HPLC olarak adlandirilan Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography) analitik aywrma teknikleri i¢in en yaygin

kullanilan cihazlardan birisidir.

1970’lerden giiniimiize kadar gelen HPLC teknigi ¢esitli maddelerin saflastirma,

ayirma ve tayinlerinde vazgecilmez cihaz olmustur.
HPLC’nin Kisimlari;

Hareketli faz rezervuari: Hareketli faz igerigi cam ¢oziicli kaplarinda tutulur.
HPLC’de mobil faz genellikle bir veya daha fazla ¢6ziicii karisimlarmdan olusan polar
veya apolar ¢oziicii sistemleridir. Kullanilan ¢6ziicii sistemine ve sabit faza bagli olarak

normal faz veya ters faz HPLC olarak adlandirilirlar.

Pompa: Hareketli faz1 ¢6ziicii rezervuarindan yiiksek basingla ¢eker ve sistemin

kolon ve dedektoriine ulagsmasini saglar.

Enjektor: Ornekler HPLC’ye enjeksiyon iinitesinden enjekte edilir. Enjektor

manuel enjeksiyon ya da autosampler denilen otomatik enjeksiyon sistemi olabilir.

Kolon: Kolonlar genellikle parlak paslanmaz celikten imal edilmis olup
maddelerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden yararlanarak birbirlerinden ayirt
edilmesini saglar. Farkli analitik amaglara gore, silika dolgu maddeleri C8, C18 gibi
fonksiyonel gruplarla modifiye edilerek elde edilen pek ¢ok kolon ¢esidi bulunmaktadir.
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Dedektorler: Kolondan elue olan 6rnek bileseninden alinan cevap dogrultusunda
sinyallerin kromatogram iizerinde pik olarak ifade edilmesini saglar. Giiniimiizde

kullanilan dedektor gesitleri Bolim 2.2.1°de verilmistir.

Veri toplama cihazlari: Dedektorden gelen sinyaller, kromatografik verilerin
islenmesi, depolanmasi ve tekrar islenebilmesi Ozelliklerine sahip olan grafik

kaydediciler olarak bilgisayarlar kullanilir (30).
2.2.1. HPLC Dedektorleri
1. UV, VIS ve PDA Dedektorleri
2. Kirilma indisi Dedektorii
3. Kiitle Spektrometresi Dedektorii
4. Fluoresans Dedektorii
5. 1letkenlik Dedektorii
6. Elektrokimyasal Dedektor
7. Cok Acili Isik Sagilma Dedektori
8. Evaporatif [sik Sac¢ilma Dedektorii
9. Kemiliiminesans Dedektorii

10. Optik Rotasyon Dedektorii (31)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi 2013-2019 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda yapilmistir.
3.1. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler Ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler
Calismada kullanilan kimyasal maddeler asagidaki gibidir.

Regorafenib!

Nilotinib?

Metanol®

Asetonitril®

Ortofosforik asit (% 85 ag/ag) (Analitik saflikta)®
Glasiyal asetik asit (Analitik saflikta)®

Etil asetat

Ultra saf su (HPLC safliginda)

Izofluran*

Propilen glikol®

1 Bayer AG
2 Novartis Pharma AG
3 Merck

4 Adeka Ilag ve Kimyasal Uriinler San. Ve Tic. A.S.
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3.1.2. Cozeltiler
1. Regorafenib Cozeltileri

Stok cozelti I.

5,20 mg regorafenib (5 mg regorafenib baza esdeger) tam olarak tartildiktan

sonra 10 mL’lik bir balonjojede metanol ile ¢6ziindiirtildii ve hacmine tamamlandi (0,5

mg/mL, Stok I).
Stok cozelti 1l

Stok | ¢ozeltisinden uygun miktarda alinip %80°lik MeOH - su ile seyreltilmesi
sonucu 1 pg/mL regorafenib ¢ozeltisi hazirlandi. Analiz kosullarinin belirlenmesinde ve

0lgii egrilerinin hazirlanmasmda 1 pg/mL standart regorafenib ¢ozeltisi kullanildi.
2. Nilotinib Cozeltisi

Olgii egrilerinin hazirlanmasi amactyla i¢ standart olarak 0,5 mg/mL nilotinib
stok ¢ozeltisi metanolde hazirlandi ve 1 pg/mL’ye mobil faz ile seyreltildi. Sulu ¢ozelti

ve plazma orneklerine konsantrasyonu 200 ng/mL olacak sekilde bu ¢ozeltiden ilave
edildi.

3.2. Aletler ve Gerecler
1. Kisimlar1 asagida verilen Thermo Seperation Products (San Jose, CA) HPLC

sistemi kullanildi.
e Sistem Kontrol Unitesi (Thermo SN 4000)
e Pompa (Thermo P 4000)
e UV Dedektor (Thermo UV-6000 LP)
e Otomatik 6rnekleyici (Thermo AS 3000)
e Software ( ChromQuest 5.0)
e CI18 Analitik Kolon (Waters Symmetry, 5 um, 250 x 4,6 mm)
e (18 Analitik Kolon (Sepax GP, 5 um, 250 x 4,6 mm)
2. Ultra saf su cihazi (Purelab Option)
3. Girdap karistirici (Tetra)

4. Santrifiij (VWR Compact Star CS4)
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5. Terazi (Denver Instrument)

6. Otomatik pipetler (Eppendorf 100-1000 puL ve 10-100 pL)
7. Balonjojeler (Isolab 5 ve 10 mL)

8. Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli, 12 mL’lik)

9. Cam Vialler (DAC Chromatography Glass&Accessories)
10. EDTA’11 tiip (Kapakli 10 mL’lik)

11. Kapakli Eppendorf tiip (2mL’lik)

12. Pastor pipetler

13. Kat1 Faz Ekstraksiyonu Manifoldu

14. Vakum Pompasi (Gast Manufacturing)

15. C18 SPE Kartus (Chromabond octadecyl-modified silica 500 mg/3mL)
16. HLB SPE Kartus (Waters Oasis HLB 30 mg/3 mL)

17. Su Banyosu (Termal Laboratuvar Aletleri)

3.3. Analiz Yénteminin Gelistirilmesi ile Ilgili Cahsmalar

3.3.1. Kolon ve Dedektor Dalga Boyu Se¢imi

Yapilan literatiir ¢alismalarinda regorafenib analizi i¢gin hemen hemen hepsinde
C18 kolonun kullanildig1 goriildii ve bu ¢alismada da iki farkli (Waters ve Sepax) C18
kolonda denemeler yapildi. Analizlerde Sepax C18 kolon kullanild.

Regorafenibin maksimum absorpsiyon gosterdigi dalga boyu se¢imi i¢in 6nce
spektrofotometri yontemiyle 200-800 nm araliginda tarama yapildi. Daha sonra DAD-
UV dedektorliit HPLC sisteminde mobil faz kosullarinda ¢ikan piklerin UV dalga boyu

taramasi yapilarak en uygun dalga boyu belirlendi.

Sonuglar Boliim 4.1.1°de verilmistir.

3.3.2. Hareketli Faz Secimi

Hareketli faz se¢imi igin 80:20, 75:25, 70:30 (v/v) oranlarinda metanol-su ve
asetonitril su karisimlari, 80:20 (v/v) oraninda metanol - 20 mM fosforik asit karigimi
ve 80:20 (v/v) oraninda metanol - 1 M asetik asit karigimlari ile denemeler yapildi. Akis
hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi.
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Sonuglar Bolim 4.1.2°de verilmistir.

3.3.3. i¢ Standart Sec¢imi
On islemlerden ve enjeksiyondan kaynaklanan hatalar1 en aza indirmek amaciyla
regorafenibe benzer molekiil yapisinda olan tirozin kinaz inhibitorii nilotinib

hidrokloriir monohidrat i¢ standart olarak kullanildi.

Nilotinibin kimyasal formiilii ve molekiil yapis1 Boliim 4.1.3‘te verilmistir.

3.3.4. Sulu Cozeltide Ol¢ii Egrisi Hazirlanmasi

Stok c¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 1 pg/mL  konsantrasyondaki
regorafenib ¢ozeltisinden 25, 50, 75, 125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 ve 2500 pL
hacimlerde 5 mL’lik balonjojeye alindi, 1000 pL i¢ standart ¢ozeltisi eklendi. 1 dakika
girdap karistiricida karistirildi ve metanol ile hacmine tamamlandi. Cézeltinin 1 mL’si
HPLC viallerine aktarildi.

20 uL enjeksiyon yapilarak pik alanlari hesaplandi. Elde edilen pik alanlar1 i¢

standart pik alanina oranlanarak 6l¢ti egrisi hazirlandi.

Sonuglar Boliim 4.1.4‘te verilmistir.

3.3.5. Regorafenibin Plazmadan Ekstraksiyonu

Plazma proteinlerinden gelebilecek girisimleri en aza indirebilmek ve
plazmadan geri kazanimi en yiiksek elde edebilmek i¢in plazma proteinlerinin
uzaklastirilmas1 amaciyla ¢oktiirme, sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonu

yontemleri denendi.
Coktiirme Yontemi:

[lacin suda ¢oziiniirliigii olmadigindan dolay: plazma proteinleri i¢in dncelikle
metanol, asetonitil ve 1 M asetik asitli metanol ile ¢oktiirme yontemi denendi. Bunun
icin 100’er uL plazma 6rnegine 200 pL (1 pg/mL) regorafenib ve 200 pL (1 pg/mL) i¢
standart ilave edilerek 1 dakika girdap karistiricida karistirildi. Tiplerden ikisine
yalnizca 500 pL metanol ve 500 pL asetonitril, digerine ise 50 pL asetik asit ve 450
pL metanol ilave edildi ve toplam hacim 1 mL’ye tamamlandi. Tekrar girdap
karistiricida karistirildiktan sonra 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Coktiirmeden
kalan tstteki ¢ozelti pastor pipeti yardimiyla dikkatlice alindi ve HPLC sistemine
enjekte edildi.
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Swi-Swvi Ekstraksiyonu:

Bu denemede etil asetat ile sivi sivi ekstraksiyon yontemi denendi. 100 pL
plazma 6rnegine 200 pL (1 pg/mL) standart madde, 200 uL (1 pg/mL) i¢ standart ve
50 pL asetik asit eklendikten sonra karistirildi ve 1 mL etil asetat ilave edildi. 1 dakika
girdap karistiricida karistirildiktan sonra 4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
Coktiirmeden kalan etil asetatl ¢ozelti azot gaz1 altinda ugurulduktan sonra 1 mL mobil

fazda ¢oziildii ve HPLC sistemine verildi.
Kati Faz Ekstraksiyonu:

Chromabond C18 ve Oasis HLB (Hidrofilik-Lipofilik Denge) Kkartus
kullanilarak kat1 faz ekstraksiyonu yontemleri denendi. Kartuslardan her birinden 6nce
3 mL metanol ve 3 mL deiyonize su gegirilerek sartlandirildi. Daha sonra 200 pL
regorafenib ve 200 pL i¢ standart madde igeren 100 pL sican plazmasi kartustan
gecirildi. Kartuglar %5 metanol iceren 1 ml deiyonize su ile yikandi 2 dakika
kurutulduktan sonra kirli ¢6zelti igceren tiipler atildi. Regorafenib ve i¢ standart ¢ozeltisi
2 kez 1 mL metanol ile elue edilerek temiz cam tiiplere alindi. Bu iglemler bir vakum
pompasi ve kartustan gecirilen sivilarin toplandigi cam tiiplerin konuldugu bir cam
kavanoz icinde gerceklestirildi. Metanollii ¢bzeltiler azot gazi altinda ugurulduktan

sonra 1 mL mobil fazda ¢oziildii ve HPLC sistemine verildi.

Metanol ile protein ¢Oktiirme yontemiyle en yiiksek geri kazanim elde

edildiginden ¢alismaya ¢Oktiirme yontemiyle devam edildi.

Tiim denemelerin sonuglar1 4.1.5°te verilmistir.

3.3.6. Plazmada Olgii Egrisi Hazirlanmasi

-20°C’den alinip su banyosunda 30°C’de ¢6zdiiriilen sigan plazmalari ilk once
santrifiijlenerek kirlilikleri uzaklastirildi. Daha sonra 100 pL plazma iizerine
regorafenibin metanoldeki 1 pg/mL ¢ozeltisinden 5, 10, 15, 25, 50, 100, 200, 300, 400
ve 500 pL hacimlerde ilave edildi ve 1 dakika girdap karistiricida karigtirildi. 200 pL (1
pg/mL) i¢ standart ¢ozeltisi eklendi. Tekrar 1 dakika girdap karistiricida karistirildi. Son
hacim 1 mL olacak sekilde methanol ¢ozeltisi ile plazma proteinleri ¢oktiiriildii. 1
dakika daha girdap karistiricida karistirildiktan sonra 4000 rpm de 10 dakika santrifiij

edildi. Coktiirmeden kalan ¢ozelti pastor pipeti yardimiyla dikkatlice viallere alindi ve
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HPLC cihazma 20 pL enjeksiyon yapilarak pik alanlari hesaplandi. Ayni kosullarda bos
deney yapildi. Elde edilen pik alanlar1 i¢ standart pik alanina oranlandi ve ¢ikan

degerler konsantrasyonlara karsi isaretlenerek 6l¢li egrisi hazirland1.

Sonuglar Bolim 4.1.6°da verilmistir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
[la¢ uygulamalar1 i¢in Uluslararasi Harmonizasyon Konferansinda (ICH,

International Conference Harmonization) belirlenen parametreler incelendi (32).

3.4.1. Secicilik
Gelistirdigimiz yontemin seciciligini tayin etmek amaciyla, sulu ¢ozelti ve
plazmadaki ¢aligmalar i¢in 6n denemeler yapildi. Hareketli fazdan gelebilecek girisim

olup olmadigi incelendi.

Kromatogramlar boliim 4.2.1°de verilmistir.

3.4.2. Dogrusalhk

Regorafenib igeren sulu ¢ozelti ve plazma 6rneklerinin dogrusalligini belirlemek
icin sulu ¢ozeltide Boliim 3.3.4de anlatildig1 gibi, plazmada Boliim 3.3.6°da anlatildig:
gibi 5-500 ng/mL araliginda 10 farkli konsantrasyonda calisildi. Regorafenib pik
alanlar1 i¢ standart pik alanlarina oranlandi ve konsantrasyona karsi Olcli egrileri

cizilerek elde edilen degerler Boliim 4.2.2°de verilmistir.

3.4.3. Dogruluk, Kesinlik ve Geri Kazanim

Ucg farkli konsantrasyonda (5, 200, 500 ng/mL) regorafenib ¢ozeltileri alind1 ve
boliim 3.3.6°da anlatildig1 gibi calisildi. Analizler ayni giin (giin i¢i) ve 2 hafta i¢inde 5
farkli giinde (gilinler arasi) yapildi. Her konsantrasyon icin analizler en az 5 kez
tekrarlandi. Sonuglar 6lgli egrisi denkleminden yararlanarak konsantrasyon, ortalama,
SD ve %RSD degerleri hesaplandu.

Regorafenibin plazmadan geri kazanim oraninin saptanmasi i¢in, plazmada elde
edilen 6lcii egrisi denkleminin egimi, sulu ¢ozeltide elde edilen 6l¢ii egrisi denkleminin

egimine oranlanarak hesaplama yapildi.

Sonuglar Boliim 4.2.3‘te verilmistir.
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3.4.4. Duyarhlik (Gézlenebilme Sinir1 (LOD), Tayin Sinir1 (LOQ))
Gelistirilen yOntemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri
asagidaki formiillerle hesaplanmistir (32).

LOD = 3,3 xSD/a

LOQ =10 x SD/a

SD: Olgii egrisindeki kesim noktalarmin standart sapmasi
a: Olgii egrilerinin egimlerinin ortalamasi

Hesaplanan degerler Bolim 4.2.4°de verilmistir.

3.4.5. Saglamhk

Gelistirilen yontemin saglamligini test etmek amaciyla yontemin akis hizinda
(#0,1 mL) ve kullanilan dalga boyunda (+2 nm) kiigiik degisiklikler yapilarak pik
alanlar1 oranlarindaki degisim incelenmistir. Ayrica analizler oda sicakliginda

gergeklesmis olup, olasi sicaklik degisimlerinde 6nemli bir farklilik goriilmemistir.

Sonuglar Boliim 4.2.5°te verilmistir.

3.4.6. Stabilite
Regorafenibin sulu ¢ozeltide stabilitesinin tayini i¢in 15 ve 400 ng/mL olmak
tizere iki farkli konsantrasyonda +4°C’de karanlikta 6, 12, 24, 48 ve 72 saat bekletilerek

calismalar yapilmistir.

Plazmada stabilitesi i¢in ise oda sicakliginda ve +4°C’de karanlikta 6 saat, -20

°C’de 14 giin ve 3 kez dondurma ¢6zdiirme isleminden sonra analiz edilmistir.

Sonuglar Boliim 4.2.6°da verilmistir.

3.5. Plazmada Regorafenib Miktar Tayini ve Farmakokinetik Uygulamasi

Deney hayvanlar1 Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii, Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.
Deneyler 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 28.12.2015 tarihli, 2015/102

no.lu Etik Kurul kararina uygun olarak gergeklestirilmistir.

Gelistirdigimiz yontemin pre-klinik uygulanabilirligini test etmek amaciyla, 10
tane Sprague Dawley tiiri 260-340 g agirliga sahip 14 haftalik erkek siganlara propilen
glikol - su (50:50, v/v) karisiminda ¢6ziinmiis 5 mg/kg doz regorafenibin gavaj yoluyla
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uygulanmasimi takiben 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde orbital venden yaklasik
0,6 mL kan &rnekleri topland1. Ornekleri toplama dncesinde siganlara izofluran ile hafif
anestezi uygulandi. Toplanan kan 6rnekleri 4000 rpm de 10 dakika santrifiijlendi ve
plazmalar1 ayrildi. Ornekler analiz edilene kadar -20°C’de buzdolabinda saklandu.
Analizleri Boliim 3.3.6°da anlatildig1 gibi yapildi.

Sican plazmasinda 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 ve 48. saatlerdeki regorafenib
konsantrasyonlar1 katkili plazma i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisinin regresyon denkleminden
hesaplandi. Plazma konsantrasyon-zaman grafigi elde edilerek bu egri yardimiyla
farmakokinetik parametreleri; plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan
AUC, en yiiksek plazma konsantrasyonu Cmax, €n yliksek plazma konsantrasyonuna
ulasma zamani tmax Ve eliminasyon yarilanma omrii t12 hesaplandi. Egri altinda kalan
alan AUCo.s lineer trapezoidal yontem (yamuklar yontemi) kullanilarak hesaplandi.

Crmax Ve tmax degerleri egrideki maksimum noktalardan tespit edildi.

Sonugclar Boliim 4.3°te verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Cahsmalar

4.1.1. Kolon ve Dedektor Dalga Boyu Secimi
Analizler i¢in Sepax marka C18 kolon kullanildi.

Regorafenibin metanol ve %80’lik metanol ¢6zeltilerinde 200-800 nm dalga
boyu araliginda spektrumlari alindi ve maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyunun
260 nm oldugu goriildii. Ayrica DAD-UV dedektorlic HPLC sisteminde maksimum
absorpsiyon gosterdigi dalga boyunu tam olarak belirlemek i¢in analiz kosullarinda 260
nm ve buna yakin dalga boylari tarand1 ve biitiin 6l¢iimlerde 258, 260 ve 262 nm dalga

boylar1 kullanildi. Fakat tayinlerde 258 nm’deki veriler esas alindu.

4.1.2. Hareketli Faz Secimi

Hareketli faz denemelerinde oncelikle metanol-su ve asetonitril-su karigimlari
denenerek metanolde pik siddeti ve ayrilma kapasitesi daha iyi oldugu gdzlendi.
Metanol- su karisimina asetik asit ve fosforik asit ilave edilerek pik alanlar1 oranlar1
kiyaslandi. Y6ntem i¢in en uygun hareketli faz 80:20 (v/v) metanol:su olarak belirlendi.
1 mL/dk akis hizinda ¢alisildi.

4.1.3. i¢ Standart Secimi

Regorafenibe benzer molekiiler yapiya sahip olan tirozin kinaz inhibitori
nilotinib hidrokloriir monohidrat i¢ standart olarak uygun bulundu. Nilotinibin IUPAC’a
gore kimyasal adi 4-metil-N-[3-(4-metilimidazol-1-yil)-5-(trifluorometil)fenil]-3-[ (4-

piridin-3-yilpirimidin-2-yil)Jamino]benzamid’dir.

CF3
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Sekil 4-1: Nilotinibin kimyasal formiilii



4.1.4. Sulu Cozeltide Ol¢ii Egrisi Hazirlanmasi
Boliim 3.3.4°de anlatildigr gibi 5, 10, 15, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500
ng/mL konsantrasyonlarinda bes kez ¢aligildi. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen pik
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alanlar1 i¢ standardin pik alanmna oranlandi Olgii egrisi, konsantrasyona karsi ic

standarda oranlanmis pik alanlar1 grafige dokiilerek elde edildi.

Pik alanlar1 ortalamasi (A), standart sapma (SD), ve bagil standart sapma

(%RSD) degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.2°de  6l¢ii egrisinin regresyon

analizinden elde edilen parametreler verilmistir. Sekil 4.2’de ise regorafenibin 5-500

ng/mL konsantrasyon araliginda sulu ¢6zeltide hazirlanan 6l¢ii egrisi bulunmaktadir.

Sekil 4.3’te bos sulu ¢ozelti ve sulu ¢ozeltide regorafenib (500 ng/mL) ve IS (200

ng/mL) 6rneklerine ait kromatogramlar goriilmektedir.

Tablo 4-1: Regorafenibin 5-500 ng/mL konsantrasyon arahginda sulu ¢ozeltide hazirlanan l¢ii
egrisine ait A degerleri ve istatistiksel verileri

Regorafenib Pik Alanl/ Nilotinib Pik Alam

ng/CmL Al A2 A3 A4 A5 A* SD** | %RSD***
5 0,037484 | 0,038293| 0,038031| 0,036901 | 0,038875| 0,037917 | 0,000757 1,99
10 | 0,057145 | 0,058443| 0,058118| 0,056462| 0,058817| 0,057797 | 0,000971 1,68
15 | 0,085251 | 0,086413| 0,085828| 0,087483| 0,087351| 0,085765 | 0,001263 1,47
25 | 0,114044 | 0,115883|0,113842| 0,112704 | 0,115603| 0,114415 | 0,001319 1,15
50 | 0,203143 | 0,202795| 0,202587| 0,202241| 0,202451| 0,202643 | 0,000344 0,17
100 | 0,369678 | 0,364025]| 0,363079| 0,364579| 0,360972| 0,364467 | 0,003221 0,88
200 | 0,681074 | 0,68078 | 0,681177| 0,674819|0,656646| 0,674899 | 0,010551 1,56
300 | 0,995284 | 0,99882 | 0,994512| 0,994941|0,984125| 0,993536 | 0,005533 0,56
400 | 1,323622 | 1,32894 | 1,328956| 1,33285 | 1,323445| 1,327563 | 0,004009 0,30
500 | 1,650538 | 1,670346| 1,666848| 1,61965 |1,651413| 1,651759 | 0,020036 1,21

* A: Pik alanlar1 oranlarinin ortalamasi

**SD: Standart sapma
***046RSD: Bagil standart sapma
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Tablo 4-2 : Tablo 4.1°deki dl¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler
1 2 3 4 5 ortalama SD
m* 0,0032 0,0033 0,0033 0,0032 0,0032 0,00324 |0,000054
n** 0,0331 0,0315 0,031 0,0334 0,0308 0,03196 |0,001210
2 0,9998 0,9998 0,9998 0,9997 0,9997 0,9998 -
*m: egim

**n: intersept

***r2; korelasyon

katsayist

Olgii egrisi regresyon denklemi:

A=0,00324 C + 0,03196

r?=0,9998




Pik alanlari orani
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1,8
1,6
y = 0,00324x + 0,03196
R?=0,9998
1,4 ’
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Sekil 4-2: Regorafenibin 5-500 ng/mL Konsantrasyon araliginda sulu ¢ozeltide hazirlanan 6l¢ii

egrisi
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Sekil 4-3: Bos sulu ¢ozelti ve sulu ¢ozeltide regorafenib (500 ng/mL) ve IS (200 ng/mL) érneklerine
ait kromatogramlar
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4.1.5. Regorafenibin Plazmadan Ekstraksiyonu

Boliim 3.3.5’te anlatildigi gibi ¢esitli yontemlerle plazma proteinlerinin
coktiirtilmesi ve regorafenibin plazmadan ekstre edilmesi igin ¢alisildi ve en yiiksek
geri kazanim metanol ile ¢oktiirme yontemiyle elde edildi. Coktliirme yontemi ayni

zamanda diger yontemlere gore zaman, kolaylik ve maliyet agisindan daha avantajhidir.

Tablo 4-3: Regorafenibin plazmadan ektraksiyonu denemelerinde elde edilen pik alani oranlar

| 1 M asetik | %5 asetik asitli
Metanol | Asetonitril o . C18 kartus ile | HLB kartus ile
Kullanilan ) . asitli Metanol ile
ile ile . Kat1 Faz Kat1 Faz
Yontem Metanol ile SIVI S1V1 ) )
¢coOktiirme| coktiirme . Ekstraksiyonu | Ekstraksiyonu
coktiirme | ekstraksiyon
Ekstraksiyon F ]
Metanol | Asetonitril| Metanol Etil asetat Metanol Metanol
coziiciisii
Pik alam
0,654212| 0,601457 | 0,512474 0,425785 0,305855 0,326156
oranlan

4.1.6. Plazmada Olcii Egrisi Hazirlanmasi

Boliim 3.3.6’da anlatildig1 gibi 5, 10, 15, 25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500
ng/mL konsantrasyonlarinda bes kez calisildi. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen pik
alanlar1 i¢ standardin pik alanina oranlandi Olgii egrisi, konsantrasyona karsi ic

standarda oranlanmis pik alanlar1 grafige dokiilerek elde edildi.

Pik alanlar1 ortalamasi (A), standart sapma (SD), ve bagil standart sapma
(%RSD) degerleri Tablo 4.4’te verilmistir. Tablo 4.5’te ise Ol¢ii egrisinin regresyon
analizinden elde edilen parametreler verilmistir. Sekil 4.4’te ise regorafenibin 5-500
ng/mL konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan 6l¢ii egrisi bulunmaktadir. Sekil
4.5’te Bos plazma, plazmada regorafenib (500 ng/mL) ve IS (200 ng/mL) 6rneklerine

ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Tablo 4-4: Regorafenibin 5-500 ng/mL konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan 6l¢ii

egrisine ait A degerleri ve istatistiksel verileri

Regorafenib Pik Alany/ Nilotinib Pik Alam

ng/mL

Al

A2

A3

A4

A5

A

SD

%RSD

0,033629

0,034325

0,033865

0,034813

0,033901

0,034107

0,000468

1,37

10

0,046715

0,047833

0,046446

0,047891

0,048118

0,047401

0,000762

1,61

15

0,067828

0,068483

0,067351

0,067256

0,067112

0,067606

0,000559

0,83

25

0,103443

0,105206

0,105842

0,102704

0,104518

0,104343

0,001277

1,22

50

0,173526

0,179003

0,172998

0,179114

0,179984

0,176925

0,003371

1,91

100

0,325241

0,318725

0,323079

0,316579

0,310972

0,318919

0,005611

1,76

200

0,659764

0,657769

0,655819

0,656646

0,640038

0,654007

0,007948

1,22

300

0,951054

0,934077

0,935072

0,940533

0,942522

0,940652

0,006821

0,73

400

1,247366

1,235643

1,242309

1,258067

1,248247

1,246326

0,008260

0,66

500

1,525469

1,549764

1,526848

1,51965

1,541413

1,532629

0,012489

0,81

Tablo 4-5: Tablo 4.3’teki dlcii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

1

2

3

4

5

ortalama

SD

0,003

0,0031

0,003

0,003

0,0031

0,00304

0,000054

0,025

0,0235

0,0243

0,0246

0,0214

0,02376

0,001429

0,9995

0,9997

0,9996

0,9994

0,9998

0,9996

Olgii egrisi regresyon denklemi:

A=0,00304 C +0,02376

r’=0,9996
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Sekil 4-4: Regorafenibin 5-500 ng/mL konsantrasyon araliginda plazmada hazirlanan 6lgii e@risi
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4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Segicilik

Sekil 4.6 da goriildigi gibi mobil fazdan gelen herhangi bir girisim yoktur.
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de regorafenib ve nilotinib i¢ standardin birbiriyle girisim
yapmadig1 goriilmektedir. Sekil 4.9°da plazmadan gelen kirliliklerin regorafenib ve ig
standardin alikonma zamanlarmda pik vermedigi goriiliir ki bunlar yontemimizin segici

oldugunu ispatlar.

20 .

15

10’

5.

u._—F-_r.vv...* v

o 1 2 3 4 5 g 7 8 9 10
Minutes

Sekil 4-6: Mobil faz kromatogram (%680 Metanol-su)

20 -
15/
REG
10- -
5.
u-—Mw’ p—
o 1 2 3 a4 5 & 7 8 9 10
Minutes

Sekil 4-7: Sadece regorafenibe ait kromatogram (500 ng/mL)
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Sekil 4-8: Sadece nilotinibe ait kromatogram (400 ng/mL.)

2“ i =
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Sekil 4-9: Bos sigan plazmasina ait kromatogram

4.2.2. Dogrusalhk

Sulu ¢ozeltide (Tablo 4.1) ve plazmada (Tablo 4.3) hazirlanan 6l¢ii egrilerinin
regresyon analizleri sonucunda elde edilen korelasyon katsayisi (%) degerleri sirastyla
0,9998 ve 0,9996 olarak bulundu. Bu degerler 6lcii egrilerinin olduk¢a dogrusal

oldugunu gostermektedir.

4.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Geri Kazamim
Uc farkli konsantrasyonda (5, 200, 500 ng/mL) regorafenib iceren ¢ozeltilerle
Boliim 3.3.6’da anlatildig: gibi ¢aligildi.
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Ayni1 giin icerisinde yapilan analizlere ait bagil standart sapma (%RSD)
degerleri % 0,20-1,98 arasinda hesaplandi (Tablo 4.6).

Farkl giinler igerisinde yapilan analizler sonucunda elde edilen %RSD degerleri

ise % 0,94-2,06 arasinda hesaplandi (Tablo 4.7).

Regorafenibin plazmada geri kazanim oraninin bulunmasi i¢in Bolim 3.4.3’te
anlatildig1 gibi, plazmada elde edilen 6lgii egrisi denkleminin egimi (A= 0,00304 C +
0,02376) sulu ¢ozeltiden elde edilen 6l¢ii egrisi denkleminin egimine (A = 0,00324 C +
0,03196) oranlandiginda geri kazanim orant % 93,82 olarak hesaplandu.

Tablo 4-6 : Aym giin icerisinde yapilan regorafenib analizlerinin tekrarlanabilirligi

Alnan Konsantrasyon 5.0 200,0 500,0
(ng/mL)
4,88 200,91 500,47
Bulunan Konsantrasyon 5,01 199,71 499,98
(ng/mL) 4,92 201,46 502,23
4,81 199,23 499,73
5,05 201,74 501,20
Ortalama 4,94 200,61 500,73
SD 0,09 1,09 3,65
RSD (%) 1,98 0,54 0,20
Geri Kazanim (%) 98,72 100,31 100,15
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Tablo 4-7 : Farkh giinler icerisinde yapilan regorafenib analizlerinin tekrarlanabilirligi

Alinan :ﬁgjﬁlail)trasyon 5.0 200.0 500.0
5,25 206,13 508,98
Bulunan Konsantrasyon 5,49 204,31 513,56
(ng/mL) 5,38 206,19 502,83
5,39 199,09 509,73
5,54 200,95 502,48
Ortalama 5,41 203,34 507,52
SD 0,11 3,18 4,76
RSD (%) 2,06 1,56 0,94
Geri Kazanim (%) 108,29 101,67 101,50

4.2.4. Duyarhlik (Go6zlenebilme Sinir1 (LOD), Tayin Simir1 (LOQ))

Gozlenebilme ve tayin smirlar1 Bolim 3.4.4°de verilen formiiller yardimiyla
sulu ¢ozeltide ve plazmada hesaplanmistir. Sulu ¢ozeltide LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 1,23 ng/mL ve 3,73 ng/mL; plazmada LOD ve LOQ degerleri sirastyla 1,55
ng/mL ve 4,70 ng/mL bulunmustur.
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4.2.5. Saglamhk

Akis hiz1 degisimi sonuglar1 Tablo 4.8’de, dalga boyu degisimi sonuglar1 Tablo
4.9’da verilmistir. Sonuglarda goriildiigii gibi akis hizi ve dalga boyunda yapilan ufak
degisiklikler sonucunda onemli bir fark olmadigindan ydntemimizin saglam oldugu
tespit edilmistir. Ayrica ¢alisma boyunca oda sicakliginda gergeklesen analizleri

inceledigimizde kolon sicakligindan etkilenmedigi de gozlenmistir.

Tablo 4-8: Akis hiz1 degisimi sonuclar:

Akis Hizn (mL/dk) | Pik Alam Orami | Lzziiﬁiyon REGZESI::EISWOH
0,9 1,630777 7,650 9,795
1,0 1,602644 6,910 8,848
1,1 1,630435 6,288 8,043

Tablo 4-9: Dalga boyu degisimi sonuclar:

Dalga Boyu (nm) | Pik Alan1 Oram
256 1,629294
258 1,635145
260 1,632438
4.2.6. Stabilite

Regorafenibin sulu ¢6zeltide stabilitesinin tayini i¢in +4°C’de karanlikta 6, 12,
24, 48 ve 72 saat bekletilerek yapilan ¢aligmalar sonucunda, +4 °C’de karanlikta 72 saat
dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar Tablo 4.10 ve
Tablo 4.11°de verilmistir.



Tablo 4-10: +4°C’de karanhkta bekletilen 15 ng/mL regorafenibin stabilitesi
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Bulunan
15 ng/mL REG igin Geri Kazanim
Konsantrasyon %RSD
Ortam Kosullar (%)
(ng/mL) £ SD
Baslangicta 14,98 +£ 0,03 99,87 0,19
6 saat sonra 14,86 + 0,26 99,09 1,75
+

+40C* de 12 saat sonra 14,71 £ 0,22 98,07 1,55

karanhkta |, - at sonra 14,64 + 0,14 97,58 0,94

48 saat sonra 14,38 £ 0,11 95,90 0,76

72 saat sonra 14,32 + 0,23 95,47 1,60

Tablo 4-11: +4°C’de karanhkta bekletilen 400 ng/mL regorafenibin stabilitesi
Bulunan
400 ng/mL REG icin Geri Kazanim
Konsantrasyon %RSD
Ortam Kosullar (%)
(ng/mL) £ SD
Baslangicta 398,55 £ 4,95 99,64 1,24
+4°C’de
6 saat sonra 394,30 +£ 0,91 98,57 0,23
karanhkta
12 saat sonra 391,59 + 4,36 97,89 1,11
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24 saat sonra 388,33 +5,43 97,08 1,39
48 saat sonra 384,94 + 6,00 96,23 1,55
72 saat sonra 383,92 + 2,84 95,98 0,74

Plazma orneklerinde regorafenibin stabilitesini belirlemek i¢in oda sicakliginda
ve +4°C’de karanlikta 6 saat, -20 °C’de 14 giin ve 3 kez dondurma ¢6zdiirme isleminden

sonra analizler yapilmis ve sonuglar Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4-12: Plazma érneklerinde regorafenibin stabilitesi

400 ng/mL REG icin | Bulunan Konsantrasyon | Geri Kazanim %RSD
(o]
Ortam Kosullar (ng/mL) = SD (%)
Oda sicakhiginda 6 saat 395,29 £ 0,68 99,82 0,69
4°C’de karanhkta 6 saat 397,41 +£2,49 99,35 0,63
-20 °C’de 14 giin 390,35+ 0,17 97,59 0,17
3 kez dondurma
¢o6zdiirme isleminden 394,05+ 1,61 98,51 0,41
sonra

4.3. Plazmada Regorafenib Miktar Tayini ve Farmakokinetik Uygulamasi

10 adet Sprague Dawley tiirii erkek sicanlara 5 mg/kg doz regorafenibin gavaj
yoluyla uygulanmasimni takiben Bolim 3.5’te belirtilen zaman araliklarinda alman
plazma Ornekleri Bolim 4.1.6°da anlatildigi gibi analiz edilerek konsantrasyonlari
plazmada regorafenib 6l¢ii egrisine ait dogru denkleminden hesaplandi (Tablo 4.13).
Plazmada regorafenib konsantrasyonunun zamana karsi degisimini gosteren grafik
cizildi (Sekil 4.11). Bu grafikten yararlanarak hesaplanan parametreler Tablo 4.14’te
verildigi tizere; Cmax: 364,41 ng/mL, tmax : 4 saat, ti2: 11,8 saat, AUC(4s): 5654,39
ng.saat/mL ve  AUC(0-«): 6015,62 ng.saat/mL olarak hesaplanmustir.



Tablo 4-13: Plazmada regorafenib konsantrasyonunun zamana kars1 degisimi

Zaman (saat) Plazmada REG SD SEM*
konsantrasyonu (ng/mL)
0,5 43,99 10,54 4,72
1 69,68 26,12 11,68
2 204,08 22,06 9,87
4 364,41 38,36 17,16
6 320,14 43,13 19,29
8 214,80 29,54 13,21
12 171,37 40,27 18,01
24 47,96 20,05 8,97
48 21,17 3,72 1,66
*SEM: Ortalamanin standart hatasi= SD//n

Tablo 4-14: 5 mg/kg doz regorafenib uygulanmasindan sonra hesaplanan farmakokinetik
parametreler

Cmax (Ng/mL) 364,41
tmax (Saat) 4
t12 (saat) 11,8
AUC .48 (ng.saat/mL) 5654,39
AUC 0-») (ng.saat/mL) 6015,62
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Sekil 4-10: Sican plazmasinda regorafenib ve i¢ standarda ait kromatogram
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5. TARTISMA

Kanser, viicudumuzun cesitli bolgelerinde, organ veya dokulardaki hiicrelerin
diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasiyla beliren kotii huylu tiimérlere denir (33). ABD’de
FDA tarafindan metastatik kolorektal kanser, gastrointestinal stromal timor ve
hepatoseliiler kanser tedavisi i¢in onaylanan regorafenib, bir oral multikinaz inhibitorii
olup, etkisini vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptori (VEGFR-1-2 ve 3),
trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (PDGFR alfa-beta ve TIE2) ve onkojenik
kinazlar c-KIT, REF ve BRAF gibi anjiyogenezi ve tiimor biiyiimesini tesvik eden

tirozin kinazlarin aktivitesini inhibe ederek gosterir (5).

Regorafenib kanser tedavisinde 2012 yilindan beri kullanilan yeni bir ila¢ etken
maddesi oldugundan, yaptigimiz literatiir arastirmalarinda ilacin biyolojik sivilardaki
miktar tayini icin hali hazirda az sayida gelistirilmis yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerin ¢ogu, her kalite kontrol laboratuvarinda bulunmayan yiiksek maliyetli kiitle
spektrometresi dedektoriine sahip HPLC yontemleridir (14-27). Bildirilen yontemlerden
sadece biri HPLC-UV cihazinda ve insan plazmasida gerceklestirilmistir (28). Ilacin
farmasotik preparatlarda tayini icin ise bir adet spektrofotometrik yontem gelistirilmistir

(29).

Bu calismada regorafenib ilag maddesinin sigan plazmasinda tayini i¢in yeni bir
RP-HPLC yontemi gelistirilmis ve valide edilmistir. Asagidaki 6n denemeler yapilarak

HPLC analizi i¢in en uygun kosullar denenmis ve sigan plazmasina uygulanmistir:

Suda c¢oziiniirliigi ¢ok diisiik olan regorafenibin ¢esitli organik ¢oziiciilerde
¢oziiniirliigli incelendi ve metanolde iyi c¢oziindiigii goriildii. Ilacin maksimum
absorpsiyon yaptigi dalga boyunun tespiti i¢in uygun kosullarda spektrofotometre (200-
800 nm) ve DAD-UV-HPLC yontemleri ile test edildi ve analizler en yiiksek absorbans
gosterdigi 258 nm dalga boyunda gergeklestirildi.

RP-HPLC sisteminde C18 Sepax kolon kullanildi. En uygun hareketli faz
sisteminin tespiti i¢in metanol-su ve asetonitril-su gesitli oranlar1 denendi. Pik alanlari

ve retansiyon zamanlar1 degerlendirildiginde metanolde ayrilmanin daha iyi oldugu
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bulundu. Bununla beraber, degisik oranlarda 20 mM fosforik asit ve 1 M asetik asit
iceren SU- metanol hareketli faz sistemlerinde de analizler yapildi. Pikin yiiksekligi,
genisligi, simetrisi ve retansiyon zamanlar1 degerlendirildiginde, tayinlerde en uygun
mobil faz sistemi olarak 80:20 (v/v) metanol-su ¢ozeltisi bulundu. HPLC eliisyonu 1
mL/dk izokratik akigda ve 10 dakikada gerceklestirildi.

I¢ standart madde olarak olarak bir tirozin kinaz inhibitdrii olan nilotinib kanser
ilag etken maddesi secildi. Regorafenibe benzer molekiil 6zelliklerine sahip olmasi
nedeniyle retansiyon (alikonma) zamani da analiz siiresine etki etmeyecek sekilde

uygun bulundu.

Gelistirilen yontemin sigan plazmasina uygulanabilmesi i¢in saglikli sicanlardan
alman kan ornekleri 4000 rpm’de 10 dakika santriflij edilerek plazmalar1 ayrildi ve

analizler i¢in -20°C’de saklandi. Katkili plazma ¢alismalarinda bu plazmalar kullanilda.

Plazma proteinlerinin ¢oktiiriilmesi ve regorafenibin plazmadan en yiiksek
verimle ekstraksiyonu i¢cin uygun yontemler arastirildi. Coktlirme, sivi-sivi
ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonu yontemleri denendi. Metanol ile ¢oktiirme
yontemi ile en yiiksek geri kazanim elde edildi. Bu yontem kat1 faz ekstraksiyonu gibi
ekstra maliyet gerektiren SPE kartus, vakum pompasi, vakum manifoldu gibi sarf
malzemelere gerek duyulmadan ve sivi-sivi ekstraksiyonu gibi ekstra toksik ¢oziictiler

kullanilmadan tek asamada, hizl1 ve kolay bir sekilde uygulandi.

Kosullar1 belirlenen yontemimizle regorafenibin dogrusal oldugu konsantrasyon

araligi sulu ¢ozelti ve plazmada 5-500 ng/mL arasinda bulundu.

Gelistirdigimiz yontemin validasyonu ICH Q2(R1)’e gore yapilmistir. Buna
gore Oncelikle yontemin segiciligi arastirilmis, regorafenib ve i¢ standardin piklerinin
retansiyon zamanlarinda mobil fazdan ve katkisiz plazma orneklerinden kaynaklanan

herhangi bir girisimin olmadig:1 saptanda.
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Olg¢ii egrilerinin regresyon analizleri sonucunda elde edilen korelasyon katsayist
(r?) degerleri sulu ¢dzelti ve plazmada sirastyla 0,9998 ve 0,9996 olarak bulundu. Bu

degerler 6l¢ii egrilerinin olduk¢a dogrusal oldugunu gostermektedir.

Regorafenibin plazmadan geri kazanim oraninin bulunmasi i¢in plazmada elde
edilen 6lgti egrisi denkleminin egimi (A= 0,00304 C + 0,02376) sulu ¢ozeltiden elde
edilen 6l¢ii egrisi denkleminin egimine (A = 0,00324 C + 0,03196) oranlandi. Geri

kazanim oran1 % 93,82 olarak hesaplandi.

Yontemin hassasiyetini belirleyen LOD ve LOQ degerleri sulu ¢ozelti ve
plazmaya ait 6lcili egrisindeki kesim noktalarinin standart sapmasi ve 6l¢li egrilerinin
egimlerinin ortalamasi kullanilarak hesaplandi. Sulu ¢ozeltide LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 1,23 ng/mL ve 3,73 ng/mL; plazmada LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1,55
ng/mL ve 4,70 ng/mL bulundu.

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla diisiik (5 ng/mL),
orta (200 ng/mL) ve yiiksek (500 ng/mL) konsantrasyonlarda regorafenib igeren plazma
ornekleri ile calisildi. Ayni giin icerisinde yapilan analizlere ait %RSD degerleri %
0,20-1,98 arasinda hesaplandi. Farkli giinler igerisinde yapilan analizler sonucunda elde
edilen %RSD degerleri ise % 0,94-2,06 arasinda hesaplandi. Yontemin tekrarlanabilir

oldugu goriildi.

Saglamligin tespiti i¢in akis hiz1 ve dalga boyunda kiiciik degisiklikler yapilarak

yontemin bu degisikliklerden 6nemli derecede etkilenmedigi goriildii.

Regorafenibin sulu ¢ozelti ve plazmada stabilitesi i¢in ¢esitli kosullar incelendi.
Sulu ¢ozeltide +4°C’de karanlikta 72 saat, plazmada -20°C’de 14 giin stabil oldugu

belirlendi.

Gelistirilen yontem pre-klinik olarak 10 adet saglikli Sprague Dawley tiirii erkek
sicana 5 mg/kg dozda uygulandi ve cesitli zaman araliklarinda toplanan kan
orneklerinin plazmalar1 ayrildiktan sonra analiz edildi. Elde edilen pik alanlari
oranlarindan plazmada regorafenib konsantrasyonlar1 bulundu. Zamana kars1 grafige
dokiilerek farmakokinetik parametreleri Cmax: 364,41 ng/mL, tmax : 4 saat, ty2: 11,8 saat,
AUC 04g): 5654,39 ng.saat/mL ve AUC0-): 6015,62 ng.saat/mL olarak hesaplandi.
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Bu ¢alismada regorafenibin plazmada tayini i¢in gelistirilen RP-HPLC yontemi
literatiirde kayitli olan caligmalarla kiyaslandiginda hassasiyet ve dogrusal aralik (14-
18,20,22-26,28,29), analiz siiresi (25,28), kolay 6rnek hazirlama (20,23,28) bakimindan

iistiinliik saglamaktadir.

Ozetle, bu ¢alismada sigan plazmasinda regorafenib tayini i¢in oldukg¢a hassas,
secici, dogru, tekrarlanabilir ve giivenilir bir HPLC ydntemi gelistirilmis olup ilacin
rutin analizlerinde, kinik laboratuvarlarinda ve biyolojik sivilarda ilag takibinde
kullanilabilecek niteliktedir.
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