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SIKLOSITIDIN, ARABINOZILSITOSIN VE ARABINOZILURASIL iCiN
HIZLI BiR ANALIZ YONTEMI

Muzaffer TUNCEL*

OZET:

Bu aragtirmada, siklositidin, arabinozilsitosin ve arabinozilurasil kangimla-
n icin programsiz (isocratic) yiiksek basingh sivi kromatografisi kullanilarak
hizh bir analiz yontemi gelistirilmistiv. Analizde; pH 2.9 da % 3 metanol ve
0.005 m 1-heptan sulfonik asit ¢tzeltisi iceren hareketli faz olarak ve 4.6 cm
boyunda olktadesil silan kolon materyelli kolon kullanilmigtir. Tayinler, 254
nm ye ayarh UV detektorii ile 2.0 ml/dk alng hizinda gerceklegtiritmigtir, ic
standart olarak timidin kullanilms ve kantitatif degerlendirmelerde pik yiik-
seklikleri oranlan teknigi izlenmigtir. Ilgili maddelerin kolon karakteristikleri
bulunmus ve kalibrasyon efirileri analitik olarak degerlendirilmistir.

A RAPID ANALYSIS METHOD FOR CYCLOCYTIDINE,
ARABINOSYLCYTOCINE AND ARABINOSYLURACIL

SUMMARY :

In this study, a rapid analysis for cyclocytidine, arabinosylcytosine and
arabinosyluracil mixture was developed using isocratic high pressure liquid
chromatographic assay. An aqueous solution which contains 3% methanol
and 0.005 m 1-heptane sulfonic acid pH 2.9 was mobil phase and a 4.6 cm
lenght column which contains octadecylsilane as column material was used in
the analysis. These analysis were realized in the 2.0 ml/min flow-rate and an
UV detector fixed at 254 nm. Thymidine has been employed as internal stan-

- dard and peak height ratious were used in the quantitative evaluations. The
column characteristics of the related compounds were found and the calibra-
tion curves of those compounds were analytically evaluated.

GiRiS: ' nin dayamksizlp1 nedeniyle organizmada

. kalis siiresi oldukg¢a kisadir. Halbulki, ara-C
Arabinozilsitosin (ara-C) akut miyelo- nin kanserli hiicre igerisinde daha uzun sii-
jen 16semi tedavisinde kullandan aktif ke- re kalmas ile tedavide iyi sonu¢ ahnmas).

materapotik ilaglardan biridir. Bu madde- arasinda bir iliski bulunmaktadir. Etkili

i
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bir tedavi saglayabilmek i¢in ara-C'nin
prodrogu olan siklositidin'den (siklo-C)
yararlamilmasn diistinilmiis ve ¢ahgsmalar
bu madde {izerinde yoguniagtinlmigtie{1).

Siklo-C yalmizea kimyasal yolla ara-C'

® -0
NH, NH,
0 Y
Ol\N O;\N 0”I"‘N
HOCH, HOCH, o, HOCH,  ow
OH OH OH
0 0 0

SIKLOSITIDIN

{Siklo-C) (Ara-C)

Semal

Siklo-C, ara-C ve ara-U'nun doniigiim,
biyolojik déniigiim ve viicut stmlanndaki
diizeylerinin incelenmesi igin geligtirilen
tayin yOntemlerine rastlanmigtir. Bunlar-
dan, ara-C'min gaz kromatografi-kiitle
spektrometri yontemi(4) ile plazmada,
yiiksek basin¢h sw1 kromatografi yénte-
mi(5,6) ile plazma ve idrarda, ara-C ve
ara-U kansimlan spektrofotometrik yon-
temle(7) tayinleri flgingtir.

Bu araghirmada, birarada bulunan sik-
lo-C, ara-C ve ara-U'nun kisa siirede tayin-
lerinde kullanilabilecek bir yontemin ge-
ligtirilmesi amag¢lanmigtir. Bunun igin ile-
ri bir teknik olan yiiksek basin¢h st kro-
matografi yontemi kullandmigtir.

GEREG ve YONTEMLER:

ARABINOZILSITOSIN

_(model 1332} programs:z ayIrma (isocra-

Y

ye, ara-C ise hem kimyasal hem de pirjy;.
din niikleozit deaminaz enzimi ile hidyy;,
tik deaminasyona ufrayarak inaktif by
madde olan arabinozilurasil'e {ara-U) dg,. ¥
mektedir(2,3). Bu doniisim Sema I'qe
verilmek tedir.

ARABINOZILURASIL
{Ara-U)

Kimyasal Maddeler:

Arabinozilurasil (1. -D-ribofuranozilu-
rasil, ara-U) ve 2,2-anhidro (1- -D-arabino-
zilfuranozil) sitosin HCl (siklo-C) (ICN
Nutritional Biochemicals), arabinofurano-
zilsitosin HCI (ara-C) (The Upjohn Co.) ve
timidin (P-L Biochemicals) maddeleri kul-
landmg tir, Metanol (Burdick and Jackson
Labs) yiiksek basin¢h sm kromatografi-
sinde kullanilabilecek olgide safliktadir,
Biitiin ¢ozeltiler iki kez distillenmis su ile
hazirlanmstar.

Alet:
Altex Marka S Kromatografmda
tic} teknifi yeglenmigtir. 20 il hacimh

spiral (loop) igeren enjeksiyon tablas
{model 210) ve 254 nm ye ayarh 8 pl kii-
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vetii UV detektoriinden (model 10) yarar-
janlmighr. 4.6 em boyunda 4.2 mm ga-
pinda ve oktadesilsilan, ODS C.g kolon
".materyeli igeren kolon kullanilmigtir.

Hareketli Faz:

0.005 mol 1-heptan sulfonik asit yak-
tagtk 900 m! suda ¢&ziilmiig, ¢ozelti HA
0.45 #m Milipor Membran Filtreden sii-
giilmiigtiir. Bu ¢ozeltiye daha sonra 30 ml
metanol katilmig, gaz gikarma iglemi ya-
plmig ve ¢ozeltinin pH si 2.9 a glasiyel
asetik asit lle ayarlanmstir. Biitin bu is-
lemlerden sonrahacim 1000 m} ye tamam-
lanmigtir,

K alibrasyon Egriterinin Hazirlamsi:

1.13 x 1073 M derigiminde timidinin
metanollii ¢ozeltisi hazirlanmg ve mikro
biiretle tiiplere 0.30 m! ¢ozelti alinmis,
daha sonra ¢bziicii metanol vakum desika-
toriinde ugurulmugtur. Timidin'in her
tiipdeki derigimi boylece sabit tutulmus-
tut.

Yukarnida haziranigi anlatdan timidin
“jgeren tiiplere, derigimleri bilinen siklo-C,
ara-C ve ara-U ¢ozeltilerinden belli hacim-
lar konularak standartlar hazirlanmig ve
bu standart cozeltiler 20 um lik spirali
dolduracak sekilde enjekte -edilmigtir.
Ayirmalar 2.0 ml/dk akis hizinda gercek-
lestirilmigtir. Elde edilen kromatogramlar
analitik agidan degerlendirilmisgtir.

Sekil 1. Kolondan geligsirasimagore ara-U,
timidin, siklo-C 've_ara—C'nin kro-
matogramlan

Detektdr yaniti

SONUG ve TARTISMA

Bu aragtrmaya konu olan maddelerin
aynlmalan dagilma (partition) kromatog-
rafisinin bir dall olan tem faz (reversed
phase) koton materyell kullaniarak ger-
¢eklestirilmigtir. Siklo-C, ara-C ve ara.U,
bu ¢esit ayurmadaki temel karakter olan
polatlik yéniinden birbirlerinden ¢ok fark-
11 *yapidadir. Siklo-C tiimiiyle iyonlagabi-
len, ara-U non-polar, ara-C ise pK; 4.2 ye
sahip maddelerdir, Ayinmda baganh ola-
bilmek icin, aynlmas istenen maddelerin
polaritelerini birbirine yaklastiracak ve
onlarin ayrlmalann saglayacak bir hare-
ketli faz sistemi geligtirilmigtir. Bu hare-
ketli faz sisteminde; iyon ¢ifti olarak 1
heptan sulfonik asit kullandarak siklo-C'
nin potaritesi azaltilmis ve kolonda gok
tutulmasi onlenmis, pH s1 2.9 a ayarlana-
rak ara-C'nih uygun siire alkonulmasi saj-
lanmms, metanol yiizdesi diigiik tutularak
ara-U'nun ¢oziici ile beraber gelmesme
engel olunmustur. Hareketli faz igerisin-
deki metanol yiizdesinin ara-C'nin alko-
nulmas1 iizerine etkili olmadigr, % 4'in
lizerinde metanol kullanildifinda ara-U’
nun ¢ozici ile beraber geldigi bulunmus-
tur. .
Ayinim, oktadesilsilan kolon materyeli
iceren 4.6 ¢cm boyunda ve 4.2 mm ¢apin-
da kolon ve yukarda hazirlanisi anlatilan
hareketli faz kullanilarak, 254 nm. dal-
gaboyuna ayarh detektor ile 0.08 detek-
tér duyarlihfinda ve 2.0 ml/dk akig hizin-
da yapilmistir, Bu kosullarda elde edilen
bir kromatogram Sekil 1'de goriilmekte-
dir.

Zaman (de)

w4

r

4 5 6 7
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Kantitatif degerlendirmelerde i¢ stan-
dart yontemi kullandmustir. i¢ standart
olarak, yap1 ve polaritesi aragtirma konu-
su maddelere benzeyen timidin secilmis-
tir. Bu madde aymi aywma kosullarinda
Sekil 1'de goriildiigii gibi digerlerinden tii-
miiyle aynlmaktadir.

Kantitatif degerlendirmeler igin ig
standardim derigimi degismez tutulmus,
siklo-C, ara-C ve ara-U'nun degigik deri-
simlerinden olugan standart ¢ozeltiler ha-

zirtanmig ve alete enjekte edilmistir. Elde
edilen kromatogramlar analitik agidan de.
perlendirilmigtir. Tablo 1 hazirlanan deri.
simleri, olciilen pik yiiksekliklerini, by
pik yiiksekliklerinin derigimi defigmez ty.
tulan 0.389 x 10™ M timidinin 28 mm
pik verdiginden hareketle bulunan pik
yiikseklilderi orantarim, kolon karakteris-
tiklerinden kapasite faktorlerini ve gore.
celi pik yikseklikleri oranlarnim igermek.
tedir.

Tablo I. Standart ara U, siklo-C ve ara C ¢ozeltilerinin derigimlerini;-6lgiilen pik yiik
sekliklerini, i¢ standarda gire pik yiiksekligi oranlarim, kapasite faktérleri.
ni, gbreceli pik yiiksekligi oranlanni géstermektedir.

Tup No. Derigim Pik Pik Kapasitel Goreceli
(10*xM) | Yiiksekligi | Yiiksekligi | faktori | pik yiiksek-
{mm) oranr* (k'} bekligi oram
1 0.083 17 0.607 -
2 0.365 74 2.643
ara-U 3 0.532 108.5 3.875 1.1 2.47
4 0.884 181 6.464
1 0.273 145 0.518
2 1.092 58.5 2.089
siklo-C 3 1.640 86.5 3.089 82 064
‘ 4 2.718 144  5.143
1 0.72 4 0.143
) 2 0.087 17 0.607
ara-C 3 1.631 25.5 0911 17 0.19
' 4 2.788 43 1.535
timidin 1,2,34 0.339 28

* (Pik yiiksekligi), /Pik yiiksekligi; o

V=V,

k'=——"—"",
A

Cx! Ci.s.’ .

V = alikonma hacmini,

V, = 0ki hacrm

Cx ve Ci S egdefer molar miktarlarinin pik boylanm s_imgelemekbgdir.
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Derisim ile kromatogram egrisi altinda
‘kalan alan arasinda dogrusal bir baghhk
pulunmaktadir. Bu iligki cegitli yollarla
pulunabilmektedir.  Kromatogramlarda
epri altinda kalan alanlann bulunmasinda
¢ok duyarh fakat pahah aletlerden yarar-
|anilabildigi gibi basit Gl¢iimlerden de ya-
rarlanilabilmektedir. Bu tir deferlendir-
melerde planimetre ‘ile bulunan alanlar ve
pik yiiksekligi kullanilarak elde edilen so-
puclar arasinda duyarhik ydniinden fark

dmadig1 belirtiimek tedir(6). Bu caligma-

da, kantitatif bagmmtilann bulunmasinda
plgiimlerin ¢ok daha kisa siirede yapilabil-
mesi nedeniyle pik yiikseklikleri Slgiitleri
yolu yeg tutulmugtur,

Gaz ve sl kromatografik yontemlerle
yapilan kantitatif !;ayinletde i¢ standardin

kullanim ¢ahgmalara duyarhilk ve siire
yoniinden yarar saglamaktadir. Bu tiir ca-
lhigmalarda kullanitan kolonlarin karakte-
ristikleri; zamanla, sicaklikla, hareketti fa-
Zin bilegimindeki ¢ok Kiigiik farklihklarla
degigebilmektedir. Bu degisiklikler de pik
boylarina yansimaktadir. Buna engel ol-
mak i¢in pik boylari oranlar1 kullandmak-
tadir ¢iinkii pik boylar oranlar kolon ka-
rakteristiklerine bagh olmayan bir deger-
dir.

Tablo I'den yararlanilarak ara-U, siklo-C
ve ara-C'min kalibrasyon egrileri ¢izilmis-
tir. Sekil 2; ara-U, siklo-C ve ara-C'nin de-
rigimlere kars1 pik yiikseklikleri, Sekil 3
ise aym devigimlere karsi pik yiikseklikleri
oranlan iligkili egrilerini postermektedir.

200

100

Pik yiiksekligi (mm)

v} 100

200 100
derisim (mol/1x10~%)

Sekil 2. O Ara-U, Asiklo-C ve ¢ ara-C'nin derigim-pik yiikselligi iliﬁkﬂi kalibrasyon

egrileri
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Sekil 3. O Ara-U, Asiklo-C ve ¢ ara-C'nin derigim-pik yitksekligi oram iligkili kalib-
rasyon efrileri

Tablo I'deki ara-U, siklo-C ve ara-C'nin  tistiksel analize gtre degerlendirilmis, el-
derigim-pik yiiksekligi orani degierleri ista- = de edilen degerler Tablo II'de toplanmus i,

Tablo I1. Ara-U, siklo-C ve ara-C kalibrasyon egrilerinin istatistiksel analiz degerleri

Derisim-pik yiiksekligi oram iligkili kalibrasyon egrileri

ara.U . sikle-C ara-C
Egim _ 7.32 1.89 ' 0.57
Egimin standart hatas: 0.02 0.007 0.0008
Egimin % 95 olasilikh |
giivenirtik simnirlan 723 —740 1,86 —1.92 0.56 -— 0.67
Kesim —0.012 0.008 —0.011
Kesimin standart hatas) 0.011 0.012 0.001
Kesimin % 95 olasilikl
giivenirlik smrlari —0.057 —0.033 —0.044 — 0.060 ~0.016 — —0.00¢
Determinasyon katsayis 0.2999 0.9999 0.9999

A
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paslangica cok yakin gegmektedir ve de-
perler arasinda iyi determinasyon katsayi-
jan elde edilmektedir.

Derigim aralfi yoniinden yapilan ¢a-
jsmalar karsilastimldifinda su sonuglar
¢ikmaktadir. Ara-C diizeyinin bulunmasi
konusunda gaz-kiitle spektromefresi ile
yapilan tayinde(4) en diisiik tayin smir-
am 40-70 ng/ml dolaymda, yiiksek basinc-
I sv1 kromatografisi ile plazmada yapilan
tayinde (5,6) 20-250 ng/m! derisim arali-
ginda galsilabildigi belirtilmek tedir. Bu
gragtrmada; ara-C tayini icin kullanilan
derisimlerin, yukarida belirtilen derigim-
jere gore oldukga biiyiik oldugu farkedil-
mektedir. Yiiksek basin¢h swv1 kromatog-
rafisi ile yapilan tayinde arastmeilann(g),
100 {1 enjeksiyon spirali, 20 ul lik anali-
tik UV kiveti kullandigi, 0.005 detektor
duyarlifinda ¢ahstiklan gdz Oniine ah-
mirsa, bu tayinlerde kullanilan 0.08 detek-
tor duyarllifinm artimlmas: ile daha dii-
gik diizeylerde tayinlerin yapilabilecegi
sonucu ¢lkmaktadir.

Geligtirilen bu yontem her iic madde-
nin tayini icin hizh bir yéntem olup, 6-7
dakikada kantitatif tayinlerin yapilmasm-
da, bu tayinlerden hareketle siklo-C, ara-C
ve ara-U doniisimlerinin kinetik ve farma-
kokinetik incelemelerinde, viicut swilarin-
da bu madde diizeylerinin tayinlerinde,
kalite kontrol laboratuvarlarinda, ara-C
preparatlannda doniigiim iiriinlerinin aras-
bnlmasmda bu yéntemden yararlaniabi-
lecegi sonucuna vanlmgtir.
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