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OZET

Kaynak M.S., Siroz Gelistirilmis Sicanlarda ila¢ Dagilinu ve Eliminasyonu
Uzerine Verilis Yolunun Etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisiit Farmasotik Teknoloji Programi, Doktora Tezi, Ankara 2008. Sirozda
azalan karaciger fonksiyonlari ilaclarin farmakokinetiginde 6nemli degisikliklere yol
acabilmektedir. Bu ¢alismanin amact model ilaglarin [naproksen sodyum (NAS) ve
furosemidin (FSM)] sirozdaki dagilim ve eliminasyonunu verilis yolunun [portal ven
(PV) ve hepatik arter (HA)] fonksiyonu olarak ikili karaciger perfiizyonu teknigi
kullanarak incelemektir. Ilk olarak, model ilaglarin biyofarmasétik siiflandirma
sistemindeki (BSS) yerini tayin etmek amaciyla NAS ve FSM’nin pH’nin
fonksiyonu (pH 1-7.5) olarak ¢6ziiniirliikleri incelenmis ve in situ barsak perfiizyonu
teknigi kullanarak intestinal permeabiliteleri tayin edilmistir. Bu c¢aligsmalardan elde
edilen sonuclar naproksen sodyumun BSS’ye gore Simif 1 (yliksek ¢oziiniirliik ve
yiiksek permeabilite) ve furosemidin Simif 4 (diisik c¢oziiniirlik ve diisiik
permeabilite) ilaglarinin 6zelliklerine sahip oldugunu gostermistir. Siroz indiiksiyonu
icin, tiyoasetamid (%0.03) 12-20 hafta siireyle igme suyunda verilmigtir. Patolojik
incelemeler indiiksiyon sonunda karaciger sirozunun (skor: 2-6) gelistigini
gostermistir. NAS’in permeabilitesi sirozdan etkilenmezken FSM’nin barsak
permeabilitesi (Pxontror: 1.39 x 10™ cm/sn ve Pgirop: 0.584 x 107 cm/sn) azalmustir. ikili
karaciger perfiizyonu caligmalarindan elde edilen sonuglar kontrol grubuna goére
sirozda vaskiiler hacim degismezken ekstraseliiler hacmin %5 (HA)-%25 (PV)
azaldigin1 gdstermistir. Ayrica sirozda total hacim de %11 oraninda azalmistir. flave
olarak sadece HA tarafindan perfiize edilen 6zel alan sirozda daha fazladir (kontrol:
%9.5, siroz %16). NAS’in hepatik ekstraksiyonu her iki verilis yolunda da orta
derecedir (Exontrol,pv: 0.334; Exontrol1a:0.454). Sirozda ise 6zellikle PV yolla verilisten
sonraki ekstraksiyonu (Ego,pv:0.220) azalarak diisiik derece olmustur. Diger taraftan
FSM’nin hepatik ekstraksiyonu verilis yoluna gore diisiik (Exontrorpyv: 0.200) ve orta
(Ekontrol,1a:0.351)  derecededir. Sirozda ise oOzellikle PV verilisten sonraki
ekstraksiyonu (Egirozpy: 0.319) artarak orta derece olmustur.

Anahtar Kelimeler: Siroz, Furosemid, Naproksen sodyum, Ikili Karaciger

Perflizyonu, Coziiniirliik, Barsak Permeabilitesi

Destekleyen Kurumlar: H.U.B.A.B., Tez Destekleme [08T09102003(4634)].
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ABSTRACT

Kaynak, M.S., Effect of Route of Input on Drug Distribution and Elimination in
Cirrhosis Developed Rats. Hacettepe University Health Sciences Institute, Ph.D.
Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara, 2008. Impaired liver functions in
cirrhosis may lead to significant alterations in the pharmacokinetics of many
compounds. The aim of this study was to investigate the distribution and elimination
of model compounds [naproxen sodium (NAS) and furosemide (FSM)] as a function
of route of input [portal vein (PV) and hepatic artery (HA)] in cirrhosis using dual
liver perfusion. Initially, to determine the positioning of model compounds in the
Biopharmaceutic Classification System (BCS), solubilities of NAS and FSM were
investigated as a function of pH (pH 1-7.5), and their intestinal permeabilities were
determined using in situ intestinal perfusion technique. The results of these studies
revealed that according to BCS, NAS has Class 1 (high solubility and high
permeability) and FSM Class 4 (low solubility and low permeability) drugs
characteristics. For induction of cirrhosis, thioacetamide (0.03%) was administered
for 12-20 weeks in drinking water. Pathological investigation demonstrated that liver
cirrhosis (score: 2-6) was developed at the end of induction period. Although
permeability of NAS was not influenced in cirrhosis, FSM’s permeability (Pcontror:
1.39 x 10 cm/s and Pirhosis: 0.584 x 107 cm/s) was decreased. Results of the dual
perfusion studies revealed that in comparison to the control group, extravascular
volume was decreased by 5% (HA) — 25% (PV) in cirrhosis, whereas vascular
volume was unaltered. Also, total volume was decreased by 11% in cirrhosis. In
addition, the specific space perfused solely by HA was larger in cirrhosis (control:
9.5%, cirrhosis: 16%). Hepatic extraction of NAS was intermediate for both route of
administration (Econtrolpv: 0.334; Econtroria: 0.454). In cirrhosis, its hepatic extraction
especially after PV administration (Ecirhosis,pv: 0.220) decreased and became low. On
the other hand, hepatic extraction of FSM was found to be low (Econtro,pv: 0.200) and
intermediate (Econtrol,1a: 0.351) as a function of route of input. In cirrhosis, its hepatic
extraction especially after PV administration (Egirrnosispv: 0.319) increased and
became intermediate.

Keywords: Cirrhosis, Furosemide, Naproxen Sodium, Dual Liver Perfusion,

Solubility, Intestinal Permeability

Supported by H.U.B.A.B., Ph.D. Thesis Grant [08T09102003(4634)].
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1. GIRiS ve AMAC

Oliime neden olan hastaliklar siralamasinda 7. siray: isgal eden siroz fibrotik
doku ve nodiil olusumu ile karakterize edilen difiize bir hastaliktir. Sirozda tahrip
olan parenkim hiicrelerinin yerini fibrotik doku alarak kan damarlarinda daralmaya
yol acar. Bu daralmaya bagl olarak ven6z kan akisina kars1 direng geliserek portal
hipertansiyon gelisir. Yapilan morfolojik analizlerde siniislerin ¢aplarinin azalarak
por icermeyen kapiler goOriinimiinii aldigi ve intersitisyel boslukta kollajen
birikiminde 6nemli bir artig oldugu gosterilmistir. Siroza bagli olarak gdzlenen bu
bozukluklar karacigerde fonksiyon goren hiicrelerin azalmasina neden oldugu igin

ilaglarin farmakokinetiginin bilinmesi klinik agidan 6nemlidir.

Siroza bagl karaciger hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Tedavi genellikle hastalik
nedenine ve hastanin sikayetlerine yonelik olarak yapilir. Sirozda albumin iiretiminin
azalmasina bagli olarak gelisen asit ve 6demin tedavisi amaciyla diiiretik bir ajan
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, diiiretik olarak siklikla kullanilan, diisiik ¢oziiniirliik,
diisiik permeabilite ve diigiik metabolizasyon 6zelligi gosteren furosemid model ilag
olarak secilmistir. Ayrica yiliksek ¢oziiniirliik, yiiksek permeabilite ve yiiksek
metabolizasyon 06zelligi gosteren bir ilacin da sirozdaki davranisini incelemek
amaciyla nonsteroidal antiinflamatuar bir ila¢g olan naproksen sodyum ikinci bir

model ilag olarak caligma kapsamina dahil edilmistir.

In situ perflize sican karacigeri, organin anatomik pozisyonu
degistirilmeksizin izole edilmesine ve normal fizyolojik kosullar korunarak
calisilmasina olanak veren, fizyolojik ve farmakolojik aragtirmalarda siklikla
kullanilan bir yontemdir. Karaciger diger organlardan farkli olarak iki kaynaktan
(portal ven ve hepatik arter) kan almasina ragmen perfiizyon ¢aligsmalarinda cerrahi
islemlerin kolay olmasi nedeniyle portal ven ana ilgi kaynagi olmustur. Ancak
hepatik arterden gelebilecek muhtemel katkilar1 ihmal ettigi i¢cin bu yoOntem
fizyolojik degildir. Bu nedenle, bu ¢aligmada segilen model ilaglarin (naproksen
sodyum ve furosemid) kontrol ve siroz gelistirilmis si¢canlardaki hepatik dagilim ve

eliminasyonlarin1 verilis yolunun fonksiyonu olarak incelemek amaciyla karacigerin



portal ven ve hepatik arterden perflizyonuna olanak veren ikili perflizyon yontemi

secilmistir.
Bu tez kapsaminda,

e Naproksen sodyum ve furosemidin fizyolojik pH sinirlar igerisinde (pH 1-

7.5) ¢oziiniirliiklerinin incelenmesi,

e Naproksen sodyum ve furosemidin kontrol ve siroz gelistirilmis siganlardaki
barsak permeabilitelerinin in situ barsak perfiizyonu yontemi kullanarak

incelenmesi,

e Kontrol ve siroz gelistirilmis siganlarda, karacigerin vaskiiler ve ekstraseliiler
dagilma hacimlerinin radyoaktif isaretli olmayan eritrosit ve Evans mavisi
kullanilarak verilis yolunun (portal ven ve hepatik arter) fonksiyonu olarak

tayin edilmesi,

e Kontrol ve siroz gelistirilmis sicanlarda sadece hepatik arter tarafindan
perfiize edilen alanin radyoaktif igaretli olmayan eritrosit kullanarak tayin

edilmesi,

e Naproksen sodyum ve furosemidin karacigerdeki dagilma ve
eliminasyonlarinin kontrol ve siroz gelistirilmis siganlarda verilis yolunun

(portal ven ve hepatik arter) fonksiyonu olarak tayin edilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Sistemik etki elde etmek amaciyla ilaglar sublingual, oral, rektal, parenteral
gibi farkli yollardan uygulanmaktadir. Bu uygulama yollar1 arasinda, uygulama
kolaylhigi, yiiksek miktarda ila¢ verilebilmesi gibi nedenlerden dolay1 en fazla oral
yol tercih edilmektedir. Ancak oral yolla verilen bir ilacin farmakolojik etki
gosterebilmesi icin Oncelikle gastrointestinal (GI) kanali ve karacigeri gegerek
sistemik dolagima (kan) sonra da etki yerine ulasmasi gerekir. Sistemik dolasima

gecene kadar oral yolla verilen bir ilag:

¢ Qastrointestinal liimende dekompozisyona ugrayabilir
e Qastrointestinal kanal duvarindan gecerken yikimlanabilir

e Karacigerde metabolize edilebilir

Ancak tiim bu etkilerden kurtulan ilag sistemik dolagima gecebilmektedir. Bu

faktorler gozoniine alindiginda kana gegen ila¢ fraksiyonu (F) asagidaki esitlikle

verilebilir.
F:FF'FG'FH (2.1)
Fr : Gastrointestinal kanaldaki dekompozisyondan kurtulan fraksiyon
Fg : Gastrointestinal kanal duvarindaki yikimdan kurtulan fraksiyon
Fr : Hepatik ekstraksiyondan kurtulan fraksiyon

Oral yolla verilen ilaglarin absorpsiyonunda seri halde baglanmis olan GI
kanal ve karaciger olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle GI kanal ve
karacigerin Ozellikleri, membrandan ge¢is mekanizmalari konunun biitlinliigi

acisindan 6nem tagimaktadir.



2.1. Gastrointestinal Kanal

[laglarin absorpsiyonu igin olduk¢a énemli bir organ olan GI kanal (Sekil
2.1):
o Agiz, 6zefagus, mide,
e Ince barsak (duodenum, jejunum, ileum),

e Kalin barsak (¢ekum, kolon, rektum) olmak tizere ii¢ kisimda incelenebilir.

Agwr
Di Farenls
Czefagus
Earacifer Mice
Satta Eesesi | —
Kalin Barsal Ince Barsal:
Eelshum
Aniis

Sekil 2.1. GI Kanal bilesenleri (1).

Agiz boslugu, besinlerin ve ilaglarin viicuda giris noktast olup ana salgisi
tikkriik (1500 ml/gtin, pH: 6.2-7.4)’tiir. Oral mukozanin yiizey alani diisiik olmakla
birlikte (100 cm?) lipofilik yapidaki kiiciik molekiiller genelde pasif difiizyonla
emilir. Oral mukozadan verilecek ilaglar dogrudan sistemik dolagima katildiklar1 i¢in

intravendz uygulamaya benzer bir biyoyararlanim olustururlar. Ancak ilacin tiikriikle



uzaklastirilmasina bagli olarak absorpsiyon diizensizdir. Ayrica plak olusumu ve

epiteldeki degisiklikler absorpsiyon derecesini etkileyebilir (2).

Ozefagus, besinlerin ya da ilaglarin agiz boslugundan mideye tasmmasini
saglayan kashi bir borudur (uzunluk: 25 cm, cap: 2-2.5 cm, pH: 6-7). Saglikh
kisilerde yutulan materyallerin 6zefagustan gecis zamani oldukca kisa (10-14 sn)
oldugu i¢in 6zefagus mukozasindan ilag absorpsiyonu s6z konusu degildir. Ancak
dozaj seklinin 6zefagusa yapismasina bagli olarak ilacin absorpsiyonu ve etkisinin
baglamas1 gecikebilir, yapismanin oldugu bolgede irritasyon ve {ilserasyon

goriilebilir (2).

Mide, her biri farkli fonksiyona sahip olan ii¢ bdlgeden (fundus, gévde ve
pilor) olusur. Bunlardan fundus sindirim gazlarini toplar, gévde (body) pepsinojen ve
hidroklorik asit salgilar. Pilorik kisim ise mukus, gastrin ve pepsinojen
salgilamaktadir. Mukus mideyi yiiksek asit i¢eriginden korurken gastrin hidroklorik
asit salgilanmasin1 uyarir. Gastrik sivida ayrica enzimler (gastrik lipaz ve gastrik
amilaz gibi), B, vitamininin absorpsiyonundan sorumlu intrinsik faktér ve
prostaglandinler de bulunmaktadir. Saglikli bir kiside mide pH’s1 1-3 arasinda olup,
bu kadar diisiik pH besinlerle yutulan mikroorganizmalarin yok edilmesi ve
proteinlerin sindiriminden sorumlu olan pepsinin aktivasyonu igin gereklidir.
Midenin absorpsiyon alani (1m?) diisiik olmakla birlikte glikoz, baz1 basit sekerler,
amino asitler, yagda ¢Ozlinen bazi maddeler, alkol ve aspirin mideden

absorplanmaktadir (2-4).

Ince barsak 5-6 m uzunlugunda olup duodenum (20-30 cm, pH: 6.5-7.6),
jejunum (2.5 m, pH:6.3-7.3) ve ileum (3.5 m pH:7.6) olmak iizere {i¢ kisimdan
olusur. Bu bolgeler arasinda anatomik olarak kesin bir ayirim olmamakla birlikte
absorpsiyon ve sekresyon agisindan farkliliklar vardir. Absorpsiyon ve sindirim ig¢in
onemli olan safra ve pankreas salgilari duodenuma dokiiliir. Ince barsagin yiizey
alan1 Kerckring kivrimlari, villi ve mikrovilli (fir¢a kenar) adi verilen 6zel olusumlar

tarafindan oldukea fazla artirlmustir (200 m?, Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kerckring kivrimlari, villi ve mikrovillinin intestinal yiizey alanina katkis1

Q).

Bunlardan Kerckring kivrimlart duodenum ve jejunumda iyi gelismis olup
barsak yiizey alaninda {i¢ katlik bir artisa neden olur. Genelde parmak seklinde olan
villiler (0.5-1 mm, Sekil 2.2) ylizey alanda 30 katlik bir artisa yol acarken fir¢a kenar
(brush border) olarak adlandirilan mikrovillilerin yilizey alana katkisi ise ¢ok daha
fazladir (yaklasik 600 kat). Bir in¢ karelik alanda 20.000 villi ve 10 milyar mikrovilli
oldugu belirtilmistir .

Ince barsak oldukga biiyiik yiizey alan1 ve yiiksek kan akimi (25 mL/dk)
nedeniyle GI kanalin absorpsiyon ic¢in en 6nemli bolgesidir. Yiiksek kan akim hizi
intestinal liimenle kan dolasimi arasinda konsantrasyon gradyani olusumuna yardim

ettigi i¢in pek ¢ok ilacin absorpsiyonu bu bolgeden gerceklesir.

Kalin barsak yaklasik 1.5 metre uzunlugunda olup (pH 5.5-7) ¢ekum, kolon
(ylikselen, ters, inen ve sigmoid kolonlar) ve rektumdan olusur. Villiler olmadig: i¢in

kalin barsagin yiizey alani ince barsaga gore c¢ok daha kiiciliktlir. Kolon su ve



elektrolitlerin emilmesinden ve sindirilmeyen besinlerin uzaklastirilmasindan
sorumludur. Bu bolgeden ilag absorpsiyonu sinirlt olmakla birlikte ¢oziiniirligli az
olan maddelerin ve geciktirilmis salim yapan {irlinlerin absorpsiyonunda 6nemli bir
bolgedir (5). Ayrica kolonda bulunan aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar bazi
maddelerin (0r. siilfosalazin, L-dopa, laktiiloz) metabolizasyonunu gergeklestirir.
Ag1z yoluyla ila¢ alinamadigi durumlarda ila¢ uygulanmasi i¢in kullanilan rektum,
hemoroidal venler tarafindan perfiize edilmektedir. Bunlardan alt ve orta hemoroidal
venler dogrudan sistemik dolagima katilirken iist hemoroidal ven mezenterik dolasgim
araciligiyla karacigere ulasir. Dolayisiyla, rektumdaki uygulama yerine bagli olarak

ilag absorpsiyonu degiskenlik gosterir (4).
2.1.1. Gastrointestinal Kanalin Yapisi

Gastrointestinal kanal duvar1 bolgesel farkliliklar gostermekle birlikte genelde
mukoza, submukoza, muskularis externa ve seroza olmak iizere dort tabakadan

olusur (Sekil 2.3).

Arter Ven

it . Mukoza
Longitudinal Sirkular ’

kas kas

Sekil 2.3. Gastrointestinal kanalin yapisi (2).



Mukoza epitel, lamina propria ve muscularis mukoza olmak {izere iig¢
kisimdan olusur. Bunlardan epifel ince barsagin liimene bakan tiim yiizeyini
kesintisiz olarak kaplar ve yapisinda dort hiicre tipi (absorptif, goblet, paneth ve
degismemis hiicreler) bulunur. Epitel hiicreler her ii¢ giinde bir yenilenerek liimene
dokiiliir ve viicuttan uzaklastirilir. Epitel hiicre biitlinliigiiniin  bozulmasi
mikroorganizmalara kars1 gorev yapan ilk engeli tehlikeye sokar, malabsorpsiyon ve
diyareye neden olur. Mukozanin diger bileseni olan Lamina propria epitelin hemen
altinda yer alir ve yapisinda lenf folikiilleri (Peyer’s patch) bulunur. Bunlar
mikroorganizmalara kars1 savunmada ikinci engeli olusturur. Muscularis mukosa ise
mukoza ve submukozay1 birbirinden ayiran, ince, dairesel ve uzun kas liflerinden

olusan iki tabakal1 bir yapidir (6).

Mukozal ylizeyin hemen iizerinde ortama gore daha asidik olan asidik bir
tabaka (acidic microenvoriment) vardir. Zayif elektrolitlerin pH-partisyon
hipotezinden gosterdikleri sapmayi agiklamak iizere Onerilen bu tabakanin (20 pm)
varlif1 in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (7,8). Asidik tabakanin hemen
lizerinde, karismayan su tabakasi (unstirred water layer) olarak da adlandirilan sulu

sinir tabakasi (aqueous boundary layer; Sekil 2.4) bulunur (9).

Liimen

Sulu S Tabakas1

TN NN N N NS T

Asidik Tabaka <20um

Mikrovilli 1

Sekil 2.4. Mukozal bariyerin yaklasik boyutlari (9).

300pm




Yaklagsik 200-800 um kalinliginda olan (10-12) bu tabakadan absorpsiyon
basit diflizyonla gergeklesir. Bu tabaka, diflizyon hizi hiicre membranindan gecis

hizindan daha diisiik olan molekiillerin absorpsiyonunda bir engel olusturur (13).

Gastrointestinal kanalin ikinci tabakasi olan Submukoza yogun bir bag
dokusundan olusur ve yapisinda kan damarlari, lenf ve sinirler bulunmaktadir.
Ozefagus ve duodenumdaki salg1 bezleri bu bélgede yer almaktadir. Uciincii tabaka
olan Muskularis externa kalin iki diiz kas tabakasi olarak diizenlenmis olup ritmik
bir sekilde kasilarak peristaltik hareketleri olusturur. Gastrointestinal kanalin en dig
tabakast olan Seroza ise peritonun bir uzantist olup mezotelyum ve gevsek bag

dokusundan olusur.

Seroza’dan mukozaya dogru gidildik¢e yiizey alandaki artma, serozal-
mukozal biliylime faktorii (serosal to mucosal amplification factor) olarak
adlandirilmaktadir. Sigan ince barsaginda bu faktor 8.7 olarak tayin edilmistir. Yiizey
alandaki artisgin %851 villilere, %15’1 ise kript hiicrelerine bagli olarak

gerceklesmektedir (14).
2.2. Membranlardan Geg¢is Mekanizmalari

[laglarin barsak epitelinden gecisi (absorpsiyon) baslica ii¢c mekanizmaya gére
gerceklesmektedir (5,15). Bunlar ;
e Epitel hiicre membranlarindan absorpsiyon (Transseliiler yol).

e Epitel hiicreler arasindaki siki kavsaklar (tight juction)’dan absorpsiyon

(Sekil 2.5).

e Persorpsiyon
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Paraseliiler Transseliiler Endositez

Barsak Hiicreleri
1 i |

P asif Tasyicil Ozel

Sekil 2.5. Barsak epitelinden absorpsiyon mekanizmalar (15).

2.2.1. Transseliiller Absorpsiyon Mekanizmalar:
2.2.1.1. Pasif Difiizyon

Birgok ilacin  biyolojik membranlardan transferi, daha yiiksek
konsantrasyonda bulunduklar1 bélgeden daha diisiik konsantrasyonda olduklar: tarafa
dogru pasif diflizyonla gergeklesir. Molekiillerin rastgele hareketlerine bagli olarak
gergeklesen pasif diflizyon, membranin iki tarafindaki ilag konsantrasyonu dengeye
ulasincaya kadar devam eder. Ancak membrani gecen ila¢ kan tarafindan hizla
uzaklagtirildig1 icin viicuttaki difiizyon olaylarinda ¢ogu zaman dengeye ulasiimaz.

Herhangi bir dis enerjiye gerek olmayan bu islem Fick kanunuyla agiklanir.
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dQ/dt=D-4-K/h (Cg ~C,) 22)

Esitlikte;

dQ/dt : Diflizyon hiz1

D : Diflizyon katsayisi

K : Partisyon katsayisi

A : Membranin yiizey alani

h : Membran kalinlig1

Car-Cp : GI kanalla plazma arasindaki konsantrasyon farki

olarak verilmistir.

Belirli kosullar altinda D, A, K ve h sabit olup bunlar bir sabite altinda (P,
permeabilite katsayisi) birlestirilebilir. Ayrica oral yolla verilen ilaglar i¢in Cg>> Cp
olup absorpsiyon siiresi boyunca bir konsantrasyon gradyani olusturulur. Pasif
diflizyonda absorpsiyon hizi ile ilag konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski

vardir.

dQ/dt=P(C,,) (2.3)

Pek cok ilacin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonu 1. derece kinetigine
gore gergeklesir. Ayrica gastrointestinal kanalla plazma arasindaki biiyiik
konsantrasyon gradyanina bagli olarak absorpsiyon genelde eliminasyondan daha

hizlidir (2,4,16).
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Pek cok ila¢ zayif asidik ya da zayif bazik yapida olup kendine ait bir pKa
(iyonize ve non-iyonize sekillerin dengede bulundugu pH’dir) degeri ile tanimlanir.
pH partisyon hipotezine gore sadece non-iyonize sekil membrant geger ve denge
halinde, membranin her iki tarafindaki non-iyonize ila¢ konsantrasyonu esittir. Bir
ilacin iyonizasyon derecesi dolayisiyla absorpsiyonu o ilacin pKa'sina ve ortamin

pH'sina bagli olarak degisir ve Henderson-Hasselbalch denklemi kullanilarak

hesaplanabilir.
Asit
pH = pKa +log iyonize formun konsantrasyonu
non — iyonize formun konsantrasyonu (2.4)
Baz
non — iyonize formun konsantrasyonu
pH = pKa +log

iyonize formun konsantrasyonu (2.5)

pH ve pKa’nin fonksiyonu olarak ilag absorpsiyonu asitler ve bazlar i¢in

asagidaki sekilde verilmistir.
Asitler

pKa > 7.5 olan zayif asitler (6r. fenitoin, barbitiiratlar) tiim pH'larda non-

iyonize halde bulunduklar i¢in absorpsiyonlar1 pH'dan bagimsiz olarak gerceklesir.

pKa 2.5-7.5 arasinda olan zay1f asitlerin iyonizasyonu pH'ya bagimli oldugu

i¢in absorpsiyon derecesi de pH'nin bir fonksiyonudur.

pKa < 2.5 olan kuvvetli asitlerin diflizyonu teorik olarak pH'ya bagli olmakla

birlikte non-iyonize form ¢ok az oldugu i¢in absorpsiyon her zaman diisiiktiir.
Bazlar

pKa < 5.0 ise absorpsiyon pH'dan bagimsizdir.
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pKa 5.0-11.0 arasinda yer alan kuvvetli bazlarin absorpsiyonu pH'ya bagimli
olarak gergeklesir. Diisiik pH'larda bu molekiiller tamamen iyonize halde olup

absorpsiyonlar1 ¢ok azdir. Absorpsiyonlar alkali ortamda artar (17).

pH-partisyon hipotezi 1ilag absorpsiyonunun bir gostergesi olarak
kullanilmakla birlikte en biiyiik eksikligi, dengedeki ila¢ dagilimindan ilacin
absorpsiyonunun hesaplanmasidir. Ayrica oral yolla verildiginde yiliksek oranda
iyonize halde bulunan katerner amonyum bilesiklerinin absorpsiyonunu agiklamada

yetersiz kalmaktadir (2).
2.2.1.2. Tastyicilar Aracihigryla (Carrier-mediated) Transport

Yagda coziiniirliigli diisiik olan polar yapidaki pek ¢ok ilag, lipid yapidaki
membrant  “permeaz” adi verilen membran proteinleri aracilifiyla kolayca
gecmektedir. Bu proteinlerin bir kismi konsantrasyon yoniinde molekiilleri tasirken
(kolaylastirilmis pasif difiizyon) bir kismi konsantrasyon gradyanina karsi tasima

islemini (aktif transport) gerceklestirir (2,17).

Kolaylastirimig pasif difiizyonda enerjiye gereksinim yoktur. Ancak sistem
doygunluga ulasabilir ve benzer yapidaki ilaglar arasinda tasiyici i¢in yarisma

goriilebilir.

Aktif transport Konsantrasyon gradyanina karsi (diisiik konsantrasyondan
yiikksek konsantrasyona dogru) gergeklesir. Sistem doygunluga ulasana kadar
absorpsiyon hizi ila¢ konsantrasyonuyla orantili olarak artar ancak yiiksek ilag
konsantrasyonunda absorpsiyon hiz1 sabittir. Aktif transport enerji gerektiren bir olay
olup tastyicilar intraseliiler ATP’nin hidroliziyle agia ¢ikan enerjiyi kullanirlar.
Sistemde doygunluk ve tasiyict igin yarigma s6z konusudur. Ayrica tagiyict
molekiiller her madde icin spesifiktir. Bazi amino B-laktam antibiyotikleri ve
anjiyotensin doniistliriicli enzim inhibitorlerinin intestinal absorpsiyonu dipeptit
tastyic sistemi ile gerceklesir. Ayrica S-flurourasil ve dijital gibi kalp glikozitlerinin

tastyicilar aracilifiyla tasindiklan diistintilmektedir (2,4,16-18).
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2.2.1.3. Vezikiiler Transport

Membranlardan pasif difiizyon ve tasiyici proteinlerle tasinma sadece kiiclik
molekiiller i¢in gecerlidir. Oysa makromolekiiller ve partikiiller de hiicre igerisine
alinmaktadir. Bunlarin hiicre i¢ine alinmas1 “Cytosis” ad1 verilen bir mekanizmayla
gerceklesmektedir. Bu islemde hiicre membraninin bir kismi uzayarak nesneyi sarar
ve hiicre i¢ine dogru g¢ekerek vakuol olusumuna yol acar. Makromolekiillerin bu
sekilde hiicre igerisine alinmasi endositoz, hiicre digina verilmesi ise eksositoz olarak
adlandirilmaktadir. Eger makromolekiill membran yiizeyindeki bir reseptore
baglanarak hiicre igerisine aliniyorsa, bu islem reseptor araciliklt endositoz olarak
adlandirilmaktadir. Pinositoz ve fagositoz vezikiiler transport sekilleri olup hiicre
icine alinan materyal bakimindan farklilik gosterirler. Pinositozda kiigiik partikiiller
ya da sivilar hiicre i¢ine alinirken, daha biiyiik partikiillerin ya da makromolekiillerin

makrofajlar tarafindan alinmasi fagositoz olarak adlandirilir (2,4).
2.2.1.4. Konvektif (Por) Transport

Su ve iire gibi kiigiik molekiillerin membranlardan permeabilitelerinin tahmin
edilenden cok yiiksek olmas1 (suyun permeabilitesi 1000 kat, {irenin ise 10-100 kat
daha fazla) iizerine, membranlarda sulu porlarin varligir giindeme gelmistir. Sadece
kii¢iik molekiillerin (M.A.< 60.000 D) gecisine izin veren bu porlar (30 A), ilaglarin
bdbreklerden atilimini ya da karaciger tarafindan alinmalarimi agiklamak amaciyla

kullanilmistir (4,19).
2.2.1.5. iyon Cifti Olusumu

Kuvvetli elektrolit 6zellikteki ilaglar (6r. katerner amonyum bilesikleri)
yiiksek derecede iyonize olduklart i¢in biyolojik membranlardan ¢ok az miktarda
gecebilirler. Ancak bunlar zit yiiklii bir iyonla iyon ¢ifti olusturduklarinda nétral bir
kompleks olusur ve bu kompleks membranlardan kolayca gecer. Bu mekanizmayla
absorplanan ilaglara Ornek olarak propranolol’iin oleik asitle, kininin

hekzilsalisilat’la iyon ¢ifti olugturmasi verilebilir (4).

Gastrointestinal kanalin degisik bdolgelerinden absorpsiyon mekanizmalari

Tablo 2.1.”de verilmistir (20).
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Tablo 2.1. Gastrointestinal kanalin degisik bolgelerinden absorpsiyon mekanizmalari

(20).
Anatomik L D Absorpsiyon Salg1 Miktan
. Villi* pH
Birim (cm) | (cm) Mekanizmasi1** (L/giin)
Agiz
15-20 10 - PD, KT 6.4 Tiikriik: 0.5-1.5
Boslugu
Ozefagus 25 2.5 - - 5-6 -
Mide 20 15 - PD, KT, AT 1-3.5 | Gastrik sivi: 2-3
Safra: 0.25-1.1
5 PD, KT, AT, KD, . .
Duodenum 5 5 + . 5-7. ; .
ico, P Pankreatik salgi:
0.3-0.5
Jejunum 300 5 ++ |PD, KT, AT,KD| 6.3-7.3 | Intestinal stv1: 3
) PD, KT, AT, KD,
Ileum 300 2.5-5 ++ . 7.6 -
ICO, P
Cekum | 10-30 7 + PD, KT, AT, P 7.5-8 -
Kolon 150 5 - PD, KT 7.9-8 -
Rektum | 15-19 | 2.5 - PD, KT, P 7.5-8 -

L: Uzunluk; D: Cap; *villi yok (-) ve villi var (+)
**PD: Pasif Diflizyon; KT: Konvektif Transport; AT: Aktif Transport; P: Pinositdz;

KD: Kolaylastirilmis Difiizyon; ICO: Iyon Cifti Olusumu

2.2.2. Paraseliiler (interseliiler) Transport

Molekiillerin hiicreler arasinda bulunan bosluklardan (tight junctions, siki

kavsak) gecmesi islemi paraseliiler (interseliiler) transport olarak adlandirilmaktadir.

Yaklasik 80 nm uzunlugundaki bu siki kavsaklar firca kenarin hemen altinda yer alir
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(14). Sican barsaginda bulunan siki kavsaklarin ortalama uzunlugu birim yiizey alam
(cm?) basina 35-45 m olarak hesaplanmustir. Norris ve dig. (21) molekiil capr 1.1
nm’den biiyiik olan molekiillerin intestinal paraseliiler bosluklardan gecemeyecegini
belirtmistir. Por capinin jejunumda 0.8 nm, ileum ve kolonda 0.3 nm oldugu
diisiiniiliirse biiyiilk molekiillerin paraseliiler yolla barsaktan absorplanmalari olasi
degildir (2). Paraseliiler yolla absorplanan ilaclara 6rnek olarak atenolol (22)

hidroklortiyazid (23), simetidin (24), ranitidin (25) ve mannitol (19,26) verilebilir.
2.2.3. Persorpsiyon

Intestinal hiicreler, villiler arasinda bulunan bezlerle (crypt of Lieberkiihn)
stirekli olarak tiretilerek villilerin ucuna dogru hareket ederler. Sindirim sirasinda bu
hiicreler dokiilerek gecici bir bosluk birakirlar ve biiylik partikiiller bu bosluklardan
dolasima gegebilir. Persorpsiyon olarak adlandirilan bu islem (2) yoluyla az sayida

polimer partikiiliiniin dolagima gegtigine dair kanitlar bulunmustur (27).

2.3. Barsak Permeabilitesini Tayin Yontemleri

Bir ilacin permeabilitesi, barsak membranin yapisi, biitliinliigli, ilacin
fizikokimyasal 6zellikleri (molekiil biliytikligli, hidrojen bag1 yapabilme kapasitesi
vb) ve spesifik transport mekanizmalar1 gibi faktdrlere baglidir (28). Bir ilacin dahil

oldugu permeabilite sinifi,
e Kiitle denge ¢alismalari
e Mutlak biyoyararlanim ¢aligmalari
e Barsak perfiizyonu ¢aligmalari

o Insanda in vivo barsak perfiizyonu

o Uygun hayvan modeli (6r. Sigan) kullanilarak in vivo ya da in situ
barsak perfiizyonu,

o Insan ya da hayvan barsak dokular1 kullanilarak in vitro permeasyon

o Tek tabakali epitel hiicre (6r. CaCo-2) kiiltlirlinden permeasyon
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calismalar1 yapilarak tayin edilebilir. Intravendz referans doza oranla absorpsiyon
derecesinin %90’dan fazla olmasi durumunda etkin maddenin permeabilitesinin
yiikksek oldugu kabul edilir. Yiiksek permeabilitenin bir gostergesi olarak kabul
edilen dogrusal ve tam absorpsiyon durumlarinda biyoyararlanimin etkilenme
olasiliginin az oldugu belirtilmistir (29). Bu calismada segilen model ilaglarin
(naproksen sodyum, furosemid) barsak permeabiliteleri liimenden kayip esasina

dayanan barsak perfiizyonu yontemi kullanilarak incelenmistir.
2.4. Karaciger
2.4.1. Karaciger ve Gorevleri

Diyaframin hemen altinda bulunan ve viicudun en biiyiikk organi olan
karacigerin toplam viicut agirligina orant normal bir erigkinde 1/50 kadardir (1200-
1500 g) (30,31). Karacigerin yiizeyi Glisson kapsiilii olarak adlandirilan kalin bir bag
dokusu ile kaplanmistir. Falciform ligament, karacigeri sag ve sol loba ayirmaktadir.
Sag lobdan 6 kez daha kiigiik olan sol lob ise ligamentum teres ve ligamentum
venosum araciligiyla yapisinda bulunan caudate ve quadrate loblardan ayrilmaktadir
(Sekil 2.6). Yapilan arastirmalarda, karacigerde bulunan loblarin fonksiyonel olarak

herhangi bir farklilik gostermedigi belirtilmistir (31,32).

Corenary Ligament Caudate Lob Sol Hepatik ¥en .
Inferior Yena Cava

Falciform

Ligament Portal Ven

Round Ligament Hepatik &rter

Safra Kesesi Guadrate Lob

Safra Kesesi Hilus

Safra Kanah

Sekil 2.6. Karacigerin makroskopik goriiniimii (31).

Karaciger kalpten pompalanan kanin yaklasik % 20’sini (pek ¢ok canlida kan
akim hiz1 1.5 mL/dk/g) almaktadir. Kan akim hizinin yiiksek olmasina bagli olarak
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karacigerin kan hacmi olduk¢a yiiksektir ve kardiyovaskiiler hemostazin
saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir (33). Viicuttaki diger organlardan farkli olarak
karacigere kan iki kaynaktan saglanir. Bunlar, sistemik dolasimdan gelen yiiksek
basin¢li (85-90 mmHg) (34), ve iyi oksijenlenmis kani saglayan hepatik arter (%20-
25) ve gastrointestinal kanal, pankreas ve dalaktan gelen diisiik basingli, oksijen
icerigi diislik, ancak besinler bakimindan zengin kani saglayan portal vendir (%75-
80), (35). Hepatik arter yap1 ve genel ozellikler bakimindan viicuttaki diger arterlere
benzer. Ancak portal ven diger venlerden farkli olarak kapakgik icermez. Bu nedenle

siroz gibi bazi hastalik durumlarinda kan akisi tersine donebilir (36).

Metabolik ve atilimla ilgili pek ¢ok islemde olduk¢a Onemli bir role sahip
olan karacigerin gorevleri asagidaki sekilde siralanabilir (30,35,37-41).

e Hepatik hiicreler (hepatositler) farkli kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimleri {iretir
e Karbohidratlarin metabolizasyonunu gercgeklestirir

e Yaglarn sentezler ve yikimlar. Karaciger, karbohidrat ve proteinin fazlasini

yag asidine doniistiirerek kandaki yag asitlerini diizenler

e Yaglarin sindirimi ve yagda ¢dziinen vitaminlerin absorpsiyonu i¢in gerekli

olan safra (pH 8.1) hepatositler tarafindan salgilanir ( 800 —1000 mL/giin)

e Yagda c¢oziinen ilaglarin absorpsiyonunu ve inaktivasyonunu saglar.

Toksinlerin inaktivasyonunu gerceklestirir
e A,D,E, K, By, vitaminlerini depolar

e Esansiyel olmayan amino asidleri sentezler. Amino asit konsantrasyonlarini

ve kan glikozunu normal diizeyde devam ettirir

e Plazma proteinlerini (alfa ve beta globiilin, alblimin gibi), pihtilasma
faktorlerini (fibrinojen ve protrombin gibi), anjiotensinojen ve kolesterolii

sentezler. Kolesterolii steroid hormonlara (androjen ve dstrojen) doniistiiriir
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e Kani siizer ve depolar. Dolasim sisteminden biiyilik miktarda kan kaybinin s6z
konusu oldugu durumlarda, depolanan kanin biiyilk bdliimii dolasima
karigsarak bu kayip telafi edilir. Hasara ugramis eritrositleri, bakterileri vb.
Kupfer hiicreleri araciligiyla fagosite eder. Hemoglobinin yikimlanmasi

sonucu ortaya ¢ikan demiri ferritin seklinde depolar

e Dolasimdaki hormonlarin (insiilin ve epinefrin) ve immiinoglobulinlerin

absorpsiyonunu ve yikimlanmasini saglar
e Bobreklerle beraber tiroid hormonlarinin kontroliinden sorumludur.
2.4.2. Karacigerin Fonksiyonel Birimi

Karacigerin fonsiyonel birimi olan lobiiller 0.8-2 mm ¢apinda ve 1 mm
yiiksekliginde olup, hekzagonal olarak siralanmis hepatik hiicrelerden (hepatosit)
meydana gelir (Sekil 2.7). Kan ve hepatik hiicreler arasindaki madde aligverisi bu
lobiiller diizeyinde gergeklesmektedir. Insan karacigerinde yaklasik olarak 50.000—
100.000 adet lobiil bulunmaktadir (30,42). Hepatik lobiilleri tanimlamak amaciyla
farkli zamanlarda ortaya atilmig ii¢ farkli kavram (klasik lobiil, portal lobiil ve

hepatik asinus) s6z konusudur (43).

Klasik lobiil: ilk kez 1833 yilinda Kiernan (44) tarafindan tanimlanmistir.
Merkezinde santral (hepatik) ven, koselerinde ise portal tigliiniin (hepatik arter, portal

ven ve safra kanali) yer aldig1 cogunlukla altigen seklindeki birimlerdir (Sekil 2.8A).

Portal lobiil: morfolojik ekseni portal {i¢liiden safra kanali olan, kdselerinde
ise santral venlerin yer aldig: lobiildiir. Portal lobiilde safra sekresyonu esas alinarak

gelistirilmis bir lobiil yaklasimidir (Sekil 2.8B).
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FiY Karacige
Lobali

Laoliiliin
[ty

Safra Kamak

Portal Triad

Saniral Ven

Partal
Wen

Safra
Kanah

Sekil 2.7. Hepatik lobiiliin sematik (A) ve mikroskobik (B) gosterimi (45).
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Hepatik asinus (acinus): Rappaport ve dig. tarafindan 1954 yilinda
gelistirilmis olup fonksiyonel ve fizyolojik olarak oldukca faydali bir modeldir (46).
Asinus terminal portal veniil (<40 pm), teminal hepatik arteriyol (15-50 pm), safra
kanalciklari, lenf damarlar1 ve sinirlerden olusan bir eksen etrafinda olacak sekilde
diizenlenmistir ve dolagim bakimindan {i¢ bdlgeye (zon) ayrilmistir (Sekil 2.8C ve
Sekil 2.9). Bunlar; periportal (zon 1), ara (zon 2) ve perivendz (zon 3) zonlardir (47).
Hepatik asinus’taki kan akimi 1 numarali zondan 3 numarali zona dogru gergeklesir.
Bu nedenle oksijen ve kandaki diger bilesenler yoniinden bir konsantrasyon gradyani
vardir. Periportal ve ara zon oksijenleme derecesi yoniinden zengindir. Perivendz
bdlge ise zon 1 ve zon 2’den gelen kan ile perfiize oldugu icin oksijen bakimindan
fakir ancak mikrozomal enzimler agisindan zengin kan ile perfiize olmaktadir (33).
Bu nedenle farkli zonlarda bulunan hepatositlerin farkli metabolik kapasiteleri vardir.
Ornegin oksidatif enerji metabolizmasi, glikoneogenez, iire sentezi ve safra iiretimi
periportal bolgede gerceklesirken, liponeogenez, glutamin sentezi ve ilaglarin
metabolizasyonunun perivendz bolgede daha baskin oldugu ileri siirilmektedir ancak

bu bdlgelesmenin statik degil dinamik oldugu bildirilmistir (48-50).
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Klagik Lokl B Fortal Labol

“_‘_:1"-’ L, S Ven
Wen
. |

-
"""-/X Pomal T— Portal

Hanallar

Kanallar

Livwer Acinus

Santral Ven

Pl
Hanallar

Sekil 2.8. Karacigerdeki lobiillerin sematik gosterimi A: Klasik lobiil, B: Portal

lobiil, C: Hepatik asinus (liver acinus) (51).
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Sekil 2.9. Hepatik asinus. PV: portal veniil; HA: hepatik arteriol; BD: bile ductule
THV: terminal hepatik veniil; 1: periportal bolge; 2: ara bolge; 3: perivendz bdlge
(47) .

2.4.3. Siniisler ve Siniislerde Bulunan Hiicreler

Plazmanin karaciger igerisindeki dagilimi siniis adi1 verilen ve c¢ok sayida
endotelyal fenestreler igeren 6zel kapillerler aracilifiyla gerceklesir. 10-30 hepatosit
tarafindan olusturulan siniisler 200-500 pm uzunlugunda ve 8-10 um capindadir.
Siniislerin bu 6zelligi sayesinde belirli bir biiyiikliige kadar olan kan bilesenleri
hepatosit membran: ile dogrudan etkilesir ve kanla hepatositler arasindaki madde

degisimi kolaylasir (Sekil 2.10) (52,53).

Dort tip siniis hiicresi vardir. Bu hiicrelerin %44’ endotel hiicreleri, %33’
Kupfer hiicreleri, %10-15’1 yag depolayan hiicreler ve %5’1 pit hiicreleridir. Bu

hiicreler parenkimal olmayan hiicrelerdir (32,54-56).
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2.4.3.1. Endotel Hiicreleri

Ik olarak 1970 yilinda Wisse tarafindan tamimlanan endotel hiicreleri,
sinuslerin duvarini olustururlar (57) ve ortalama ¢ap1 150-175 nm olan fenestreler
igerirler (32,58). Diger endotel hiicrelerinden farkli olarak basal membranlar
olmadig1 i¢in plazmanin Disse boslugu i¢ine gegmesi konveksiyon yolu ile olur (59).
Siniislerdeki kan ile Disse boslugundaki plazma arasinda bir biyofiltre gibi davranan
fenestrelerin filtre kapasitesi 0.15 pum olup 0.2 um’den biiyiik partikiiller
fenestrelerden gecemezler (31). Endotel hiicreleri endositdz aktiviteye sahiptirler ve
Kupfer hiicreleri ile birlikte hepatik retikiiloendotelyal sistemi olusturarak kiigiik
partikiilleri ve makromolekiilleri dolasimdan temizler, prostoglandin {iretirler ayrica

ekstraseliiler matriksin tiretiminde rol alirlar (58).
2.4.3.2. Kupfer Hiicreleri

Siniis liimeni igerisinde yer alan Kupfer hiicreleri doku makrofajlar1 olarak da
adlandirilirlar ve karaciger hiicrelerinin % 15’ini olustururlar. Periportal bdlgede
sayilar1 daha fazladir (periportal bolgede %43, ara bolgede %28 ve merkezi bolgede
%29) (60). Oldukca yiiksek hareket kabiliyetine sahip olan bu hiicreler gerekli
durumlarda karaciger disina da c¢ikabilirler (31). Endojen ve eksojen maddelerin yok
edilmesinde ©nemli rol oynayan Kupfer hiicreleri peptid diizenleyiciler ve

prostanoidleri (prostaglandin v.b.) salgilarlar.

2.4.3.3. Perisinusoidal Yag Depolayan Hiicreler (ito hiicreleri, Stellate

hiicreler)

Genellikle Disse boslugunda bazende hepatositler arasinda yer alan bu
hiicreler vitamin A’dan zengin yag damlalan igerirler ve ekstraseliiler matriks
proteinlerini sentezlerler. Yagda ¢oziinen vitaminlerin asir1 miktarda alinmasi Ito
hiicrelerinin patolojik olarak biiylimesine ardindan da kollajen olusturarak fibroz ve
siroz olusumuna neden olabilmektedir. Bu hiicreler normal ve fibrotik yapidaki
karaciger bag dokusunun sentezinde rol alirlar, sinir uclarina yakin olmalar1 ve
kasilabilme oOzellikleri nedeniyle kan akimini diizenleyerek portal hipertansiyonu

etkilerler (31,32,61).



25

2.4.3.4. Pit Hiicreleri

Wisse ve dig.(61) tarafindan 1976’da tanimlanan bu hiicreler siniis liimeninde
yer alirlar. Karacigere spesifik dogal katil hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler
timor ve viriisle enfekte olmus hiicrelere karsi savunmadan sorumludurlar

(32,36,60,62).
2.4.4. Disse Boslugu (Space of Disse)

Alman anatomici Joseph Disse’nin adi verilen Disse boslugu (intersitisyel
bosluk), siniisleri hepatositlerden ayiran ve yaklagik 1-2 um kalinlifinda olan bir
bosluktur. Siniislerdeki plazmada bulunan molekiiller, hepatositlere ulasabilmek igin
Disse boslugundan gegmek zorundadir (32,58). Bu bosluk ekstraseliiler matriksin ana
bilesenleri olan glikozaminoglikanlar (hyaliironat, proteoglikan), kollajen (kismen tip
I ve az miktarda tip III, IV, V ve VI) ve glikoproteinleri (laminin, fibronektin) igerir.
Glikozaminoglikanlar, molekiilleri biiyiikliigiine ve yiikiine gore filtre eden porlu bir
jel olusturur (63). Molekiil biiylikliigli arttikga ekstraseliiler matrikste dagilma
sinirlanir (64,65). Hepatositlerin mikrovillileri ve Ito hiicreleri Disse boslugunda

bulunur. Karaciger hasarinda ise bu bosluk tikanabilir (32,66,67).
2.4.5. Hepatositler

Aralarinda siniisler olacak sekilde santral venden baslayarak perifere dogru
tek yada c¢ift hiicreli tabakalar olusturacak sekilde diizenlenmis olan hepatositler
(Sekil 2.10), karacigerdeki baskin hiicre tipi olup toplam hiicre sayisinin %60’ 1n1
olustururlar. Yaklasik olarak 30 um ¢apinda olan bu hiicreler poligonal sekilde olup
kenarlar1 siniislerle (siniis ylizeyi) ya da komsu hepatositlerle (lateral yiizey) temas
halinde olabilir. Hepatositlerin lateral ylizeylerinin bir kismi safra kanalcigini
olusturacak sekilde degisiklige ugramistir. Hepatositlerin siniisle temasta olan ylizeyi
ise Disse boslugunu dolduran ve yiizey alanini alti kat artiran mikrovillilerle
kaplanmistir (25-50 mikrovili/um?) (68,69). Disse boslugu ile temasta olan hepatosit
membran alani 2000 p” olarak hesaplanmistir. Hepatosit membranmin %50’sinin
komsu hepatositlerle, %37’sinin siniisoidal alanla ve %]13’iinlin ise safra kanali

duvartyla temas halinde oldugu belirtilmistir (68). Hidrofobik o6zellikteki bilesikler
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hepatosit membranmim (membran kalmhg:: 7x10° pum) (70) lipid tabakasindan
kolaylikla gecerken hidrofilik 6zellikteki maddelerin hiicre icerisine girisinde bir
permeabilite engeli s6z konusudur (53). Sinusoidal alandan, safra kanalciklarina
dogru gidildik¢e hepatosit membrani olduk¢a kompleks polarize tasiyict sistemlere
sahiptir. ila¢ molekiillerinin hiicre igine alimi bazolateral yiizeydeki hepatosit
membraninda, safra kanalina salgilanmasi ise apikal yiizeydeki hepatosit

membraninda yer alan aktif tasiyici sistemler tarafindan gergeklestirilir (71).
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2.4.6. Karacigerde Mikrodolasim

Karaciger igerisinde birbirine parallel olarak ilerleyen portal ven ve hepatik
arterin terminal dallar1 (portal veniil ve hepatik arteriyol) siniislere gerekli olan kani
saglar. Siganda portal veniiller siniislerde sonlanirken arteriyoller bir kag¢ farkl
yoldan siniislere baglanir. Bazilar1 dogrudan siniisle birlesirken (arteriosinusoidal
twigs) bazi arterioller 45-90”1ik bir ag1 yapacak sekilde veniillere baglanir
(arterioportal anastomoz) (72,73). Bir kisim arteriol ise safra kanalini ¢evreleyen
kompleks kapiler ag olan peribiliary capillary plexus araciligi ile siniisle birlesir (35)
(Sekil 2.11). Karacigerde kan akisi periportal bolgeden perivendz bolgeye dogru tek
yonde olmakla birlikte bireysel siniislerde kan akisinin yonii arteriyollerin siniislerle
birlesme acisina, siniislerin giris ve ¢ikisinda yer alan kapakgiklara ve Kupfer
hiicrelerinin yer degistirmesine bagl olarak degisebilir. Siniislerin biiyiik bir kismi
karismis kan almakla birlikte, vaskiiler yatagin kiictik bir kismi (yaklasik %10)
sadece hepatik arter tarafindan perfiize edilir (74-79).

Hepatik

Arter f— AVS

s R i
AR, Peribiliary Plexus ginis Hepatik
Wen
I
Partal / ____--"_-_-
Vien e

Sekil 2.11. Siganlarda portal ven ve hepatik arterin siniislere baglanma yollar1 (80).
APA: Arterioportal anastomoz. AST: Arteriosinuziodal twigs, AVS:Arterioven6z

shunt.
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2.4.7. Karacigerde Metabolizasyon ve Hepatik Klerens

Viicudun en yiiksek metabolik kapasiteye sahip organi olan karacigerde ana
metabolizasyon yolaklar1 oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz ve konjugasyondur.
Eliminasyon, ilacin pasif diflizyon veya aktif tasinim ile hepatositler i¢ine alinmasin
takiben metabolize edilmesi ve/veya safra icine atilmasi ile gerceklesir. Pekcok
metabolik transformasyon hepatositlerin diiz yiizeyli endoplazmik retikulumunda
bulunan mikrozomal enzimler (sitokrom P-450 enzimleri) tarafindan gergeklestirilir.
Ayrica karacigerde mikrozomal olmayan enzimler de (6r.monoamin oksidaz)
bulunmaktadir. Karaciger tarafindan metabolize edilme ve/veya safrayla atilim
sonucu birim zamanda ilagtan temizlenen kan hacmi hepatik klerens olarak
tanimlanir. Hepatik klerens (CLy), kan akim hizi (Q) ve hepatik ekstraksiyon

oraninin (E) bir fonksiyonudur ve asagidaki esitlik ile ifade edilir.

Hepatik ekstraksiyon orani hepatositlerin kandaki ilaci iglerine alma ve
eliminasyon yeteneklerinin bir Ol¢lisiidiir ve karacigere giren toplam ilag
konsantrasyonu (C,) ile karacigerden ¢ikan ilag konsantrasyonu (Cy) farkinin C,’ya

orani olarak ifade edilir.

C, (2.7)

Ilaglar hepatik ekstraksiyon (E) derecelerine gore diisiik (E<0.3), orta (E =
0.3-0.7) ve yiiksek (E>0.7) oranda metabolize edilenler olarak siniflandirilmaktadir.
E degeri 1’e yaklastikca CLy kan akim hizina yaklagir (CLy—Q). Buna bagli olarak
yiiksek ekstraksiyon oranina sahip ilaglar i¢in karacigerde dagilim ve eliminasyon
organ perflizyonu ile dogrudan iligkiliyken, ekstraksiyon orani azaldik¢a dagilim ve

eliminasyon, kan bilesenlerine baglanma, enzimatik aktivite ve membran
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permeabilitesi gibi farkli fizyolojik faktorlerden farkli diizeylerde etkilenmektedir
(17).

Karacigere kan saglayan damarlarin (portal ven ve hepatik arter) hepatik
eliminasyona etkisi pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Bromosulftalein ve CrPO4
kolloidi (81), ®Kr (82), taurokolik asit (83) indosiyanin yesili (84), D3 vitamini (85),
insiilin, glukagon, epinefrin (86), 5-fluorourasil (87) gibi maddelerin hepatik
ekstraksiyonuna verilig yolunun herhangi bir etkisi gozlenmemistir. Ancak, lidokain
ve meperidin (75), epinefrin (88), norepinefrin (89), fenasetin ve asetaminofen (78),
adriamisin (90), doksorubisin (91) ve diazepam (92) gibi ilaglarin hepatik
ekstraksiyonunda verilis yoluna bagli olarak 6nemli farklar gozlenmistir. Diazepamla
yapilan ¢alismada verilis yolunun fonksiyonu olarak gozlenen farkin hepatik arter
tarafindan perfiize edilen spesifik alanin enzim igeriginin daha diisiik olmasina bagh

olabilecegi belirtilmistir (92).
2.4.8. Hepatik Fonksiyonlar1 Tayin Yontemleri

Karaciger fonksiyonlarinin tayininde siklikla kullanilan yontemler; izole
organeller (6r. mikrozomlar), hepatosit kiiltiirleri, karaciger kesitleri, izole ve in situ
karaciger perfiizyonu, portal venden perflizyon, portal ven ve hepatik arterden ikili

perflizyon, vena cavadan perfiizyondur (93).

Bu yontemler arasinda organin yapisal ve fonksiyonel biitlinliigli korundugu
icin karaciger perfliizyonu teknigi fizyolojik, farmakolojik ve farmakokinetik
caligmalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu c¢alismada da segilen model ilaglarin
(naproksen sodyum, furosemid) hepatik dispozisyonu portal ven ve hepatik arterden

ikili perflizyon yapilarak incelenmistir.
2.5. Siroz

Oliime neden olan hastaliklar siralamasinda diinyada 7. siray1 isgal eden siroz
fibrotik doku ve nodiil olusumu ile karakterize edilen diflize bir hastaliktir.
Tiirkiyede ise her yil 25.000 kisinin karaciger sirozundan oOldiigii tahmin

edilmektedir.
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Siroz fibroz olusumu ile karakterize edilmekle birlikte fibroz ve siroz
sinonim degildir. Fibroz gergek sirozdan yoksun olarak kalp yetmezliginde zon 3’de
ya da safra tikanikliginda zon 1’de meydana gelebilir. Ayrica fibrozda nodiil gelisimi
yoktur. Siroz ise nodiil olusumu ile birlikte goriilen yaygin fibroz gelisimidir. Ancak

fibroz olmadan meydana gelen nodiiller siroz degildir (31,70,94).

Siroz olusumuna yol acan pek ¢ok faktdr olmakla birlikte ana neden alkol ve
hepatit C’dir (Tablo 2.2). Siroza neden olan faktorler (hipoksi, hiperoksi, toksinler
enfeksiyonlar, radyasyon, hipernutrisyon gibi) hiicrede molekiiler diizeyde oksidatif
strese sebep olurlar. Olusan oksidatif stres lipid peroksidasyonun gelismesini takiben
hiicre membranlarinda hasara yol acar. Karaciger hiicrelerinin fonksiyonlarinda
bozukluklar meydana gelir, hiicre i¢inde Ca*™ miktar1 artar ve hiicre oliimii
gercgeklesir (nekroz) (94). Karacigerin hiicre 6liimiine karsi en énemli cevabi olusan
nekrozun yikilmasidir. Ayrica difiize fibroz septa olusur ve bdlgesel olarak yeni
karaciger hiicreleri gelistirilir. Bu asamada histolojik 6rnekler arasinda pek fark
yoktur. Hepatoseliiler nekrozu takiben fibroz olusur. Bir sonraki asamada ise portal-
portal kopriiler, santral-portal kopriiler meydana gelir. Son asamada karacigerin

yapisini bozan nodiiller geliserek siroz gelismis olur (31,95).



Tablo 2.2. Siroz olusturan sebepler (94).
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Siroz Olusturan

Hastalik ve /veya Alt Etmenler

Sebepler
Alkol
Enfeksiyonlar Viral hepatit A, C, D Sistomiyazis
Konjenital sifilis Toxoplasmosis
Otoimmiin Otoimmiin Hepatit Primer Bilier Kolanjit
hastaliklar Otoimmiin kolanyjit Primer Sklerosing Kolanjit
flaclar Amiodaron Metotreksat
Dantrolen Metildopa
Halotan Nitrofurantoin
Izoniyazid Pereksilin
MAUO inhibitorleri Propiltiyourasil
Kimyasal Arsenik Fosfor
Ajanlar Karbon Tetraklortir Fitotoksin
Bakir Trikloroetilen
Miyotoksin
Safra Safra Kanal1 Atrezisi Bilier Sendromu
Hastahklan Safra Kanal1 Stenozu Kronik Safra Iltihab:
Venoz Budd-Chiari Sendromu Kalp Yetmezligi
Konjestiyonlar Konstruktif Perikardit Veno-Oklusif Hastalik
Metabolik al-antitripsin Bozuklugu Hiper metioninemi
Hastahklar A-beta lipoproteinemi Mukoviskidozis
Sistinozis Nieman-Pick Hastalig1
Fruktoz Intoleransi Non-Alkolik Stetohepatit
Galaktozemi Seip-Lawrence Sendromu
Gaucher Hastalig1 Talassemi
Glikogenozis (Tip 1, III, IV) Tirosinozis (Tip I)
Hemokromatozis Wilson Hastalig1
Diger Cocukluk Sirozu Kriyoptojenik Siroz <%10

Intestinal Baypas

Rendu-Osler-Weber Hastaligi
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Hastaligin erken safhalarinda hi¢ bir semptom goriilmeyebilir. Ancak
ilerleyen asamalarinda yorgunluk, bitkinlik, istah kaybi, bulanti, kusma, kilo kaybz,
karin bolgesinde agri ve deride Oriimcek agina benzer sekilde kan damarlari

goriilmektedir. Siroza bagl olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlar (31,94):

e Albumin iiretiminin azalmasina bagli olarak bacaklarda 6dem, karinda
asit olusumu

e Kanin pithtilagmasindan sorumlu proteinlerin {iretiminin azalmasi yada
durmasi nedeniyle morarma ve kanama

o Sarlik, safra tasi olusumu, ve safra iriinlerinin deride birikmesi
nedeniyle kasinti

e Kanda ve/veya beyinde toksin birikmesi

e [llaglara duyarlilik

e Portal hipertansiyon

e Varis olusumu

e [Insiilin rezistansi ve tip II diyabet

e Karaciger kanseri

e Diger organlarda problemler (bobrek yetmezligi, osteoporoz gibi)

Siroza bagli karaciger hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Ancak tedavi hastaligin
ilerlemesini yavaslatir yada durdurarak komplikasyonlarin1 azaltir. Tedavi hastalik
nedenine ve hastanin sikayetlerine yoneliktir. Ornegin hastalik nedeni alkol ise alkol
kesilir. Hepatitle baglantili ise viral hepatit i¢in interferon, otoimmiin hepatit igin
kortikosteroid verilir. Wilson hastaligiyla baglantiliysa viicuttan bakiri uzaklastiracak
ilaglar verilir. Ayrica 6dem ve asit i¢in diisiik sodyumlu diyet uygulanir veya diiiretik
bir ajan kullanmilir. Kanda ve/veya beyinde toksin birikmesini dnlemek amaciyla
diisiikk proteinli diyet uygulanir. Portal hipertansiyon iginse beta blokor bir ajan
verilir. Ancak komplikasyonlar kontrol edilemezse veya karaciger fonksiyonlari

tamamen durmussa organ transplantasyonu gereklidir (31,95).
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2.5.1. Sirozun Simiflandirilmasi ve Derecelendirilmesi

Siroz etiyolojisi, morfolojisi, patogenetik gelisimi ve klinik 6zelliklerine gore
dort sekilde siiflandirilmaktadir (94). Bunlar arasinda morfolojik siniflandirma en
stk bagvurulan siniflandirmadir. Bu siniflandirmaya gore siroz mikronodiiler,
makronodiiler ve ikisinin karisimi olarak nitelendirilen mixed (31) olacak sekilde ii¢
grup altinda toplanir. Mikronodiiler sirozda karacigerin her lobunda kiigiik
boyutlarda (<3 mm) nodiiller yaygin olarak goriinmektedir. Makronodiiler siroz ise

daha biiyiik boyutta nodiiller (>3 mm) tiim karacigerde gdzlenmektedir (31).

Karaciger sirozunun derecelendirilmesi cerrahi yaklagimlar agisindan
onemlidir (96). Bu amagla 1964 yilinda Michigan Universitesi’nden Dr. C.G. Child
ve Dr. J.G. Turcotte gelistirilen skorlama sistemi 1972 yilinda Pugh tarafindan
modifiye edilerek gelistirilmistir. “Child-Pugh” (Child-Turcotte-Pugh olarak da
bilinir) skorlama sistemi sirozun prognozunda kullanilmaktadir (Tablo 2.3). Child-
Pugh skorlamasima gore 5-6 puan alan hastalarda cerrahi sonrasi 6liim orani %10
iken hastanin bir ve iki yil yasama sanslari sirasiyla %100 ve %85 olarak
verilmektedir. Diger yandan 10-15 arasinda puan alan hastalarin cerrahi sonrasi 6lim
orani %82 iken bu hastalarin bir ve iki yil yasama sanslar1 da sirasiyla %45 ve %35
olarak ongoriilmektedir (97). Ayrica MELD (Model for End-stage Liver Disease)
skorlama sistemi karaciger transplantasyonu acisindan hastalarin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
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Tablo 2.3. Modifiye Child-Pugh skorlama tablosu (97).

Olciim 1 Puan 2 Puan 3 Puan

Bilirubin (umol/L) <34 (<2) 35-50 (2-3) >50

Serum Albumin (g/L) >35 28-35 <28

INR* <1.7 1.71-2.20 >2.20

Asit Yok Hafif-Orta (tedavi Tedaviye cevap
ile baskilanabilir) vermeyen (tense)

Hepatik Ensefalopati Yok I-1I. derece (tedavi [I-IV derece
ile baskilanabilir) (Tedaviye cevap

vermeyen)

*INR: Protrombin zamani i¢in uluslararasi normalize zaman (international

normalized ratio for prothrombin time).

Sirozunun histolojik degerlendirilmesi amaciyla Ishak ve dig. tarafindan
1995°de gelistirilen skorlama tablosu (Tablo 2.4) siklikla kullanilmaktadir. Bu
skorlamada olusan fibroz ve nodiillerin durumuna gore gelisen siroz 0-6 arasinda

derecelendirilmektedir (98).
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Tablo 2.4. Ishak histolojik skorlama tablosu (98).

Degisim Skor
Fibroz yok 0
Bazi portal alanlarda, kisa fibroz septadan yoksun fibrotik genislemeler 1
Pek ¢ok portal alanda, kisa fibroz septadan yoksun fibrotik genislemeler 2

Pek cok portal alanda fibrotik genislemeler, az miktarda portal —portal (P-P) | 3

kopriilesmeler

Portal alanlarda fibrotik genislemeler, gbze carpan kopriilesmeler (P-P ve | 4

portal-santral P-C)

GoOze carpan koprilesmeler (P-P, P-C) az miktarda nodiiller | 5

(tamamlanmamis siroz)

Siroz 6

2.5.2. Deneysel Siroz Olusturma Yontemleri

Karaciger sirozu gelistiren hayvan modelleri hastalikla ilgili tedavilerin ve
mekanizmalarin aragtirilmasi i¢in 6nemlidir. Giiniimiizde sicanlarda siroz gelistirmek
icin yaygin olarak kullanilan iki model bulunmaktadir Bunlar; safra kanali blokaji
(Common Bile Duct Ligaton) ve karbontetrakloriir (CCly), tiyoasetamid (TAA),
ethiyonin, dimetilnitrozamid gibi hepatotoksinlerin uygulanmasidir (99-102).
Hepatotoksik ajan olarak, uygulama yolu, dozu, olusan sirozun derecesi ve uygulama

suresi farkli olmakla birlikte TAA ve CCly siklikla kullanilmaktadir.
2.5.2.1. Safra Kanah Blokaji1 Yontemi

Safra kanali blokaji yontemi, sekonder bilier sirozun gelistirilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Ozellikle siganlarda (99) siroz gelistirmek icin
kullanilmakla birlikte fare (103) ve tavsanlara (104) uygulandig1 6rnekler vardir. Bu
yontemde digerlerinden farkli olarak cerrahi islem nedeniyle travma vardir

(105,106). Karin duvar agildiktan sonra Oncelikle safra kanali izole edilerek iki



37

yerinden bloke edilir. Iki blokaj arasindaki safra kanali parcasi repermealizasyonu
onlemek i¢in c¢ikartilir. Siroz gelisimi i¢in 4-6 haftalik bir uygulamanin yeterli
olacagi bildirilmigtir. Bes hafta sonunda Oliim oran1 %40’lara varabilmektedir
(102,106-108). Operasyon Oncesi ve sonrasi antibiyotik uygulanmasi (ampisilin:
100mg/kg) veya vitamin K kullanilmasi (50 pg/hafta) 6lim oranini kayda deger
bi¢cimde azaltmistir (106,107). Uygulama yapilan hayvanlarin %60’1nda asit gelisimi

gozlenmektedir.
2.5.2.2. Karbon Tetrakloriir Uygulamasi

Karbon tetrakloriiriin (CCly) akut uygulamasi akut hepatit ya da birincil
periveniiler lokalizasyon olustururken uzun siireli uygulamas: karacigerde kronik
hasar1 takiben mikronodiiler siroza (Sekil 2.12 A) neden olmaktadir (109). Siroz
gelistirmek amaciyla genellikle fare, sigan ve tavsanlar kullanilmaktadir (110-112).
Karbon tetrakloriiriin en etkin oldugu uygulama yollar1 oral (113), subkiitan (113) ve
inhalasyondur (114,115). Ancak subkiitan uygulama verimin (siroz olusmus sigcan
sayis1) diisiik olmasindan dolay1 pek Onerilmemektedir. Uygulamadaki farkliliklar
(uygulama yolu, doz ek ajanlarin kullanilmasi gibi) siroz olusum siiresi ve veriminde
farkliliklara neden olabilmektedir. Karbon tetrakloriir uygulamasina baglamadan bir
hafta once i¢gme suyunda fenobarbiton (0.3 g/L) uygulamasi yontemin verimini
artirmaktadir. Karbon tetrakloriiriin 12-20 hafta siireyle uygulamasi pek ¢ok siganda

asit olusumuna neden olabilmektedir (109).
2.5.2.3. Tiyoasetamid Uygulamasi

Siroz gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan toksik ajanlardan bir
digeri de tiyoasetamiddir (TAA). Kaynaklarda sican ve farelere yapilmis
uygulamalar1 bulunmaktadir. Tiyoasetamid siroz olusturalacak deney hayvanina
icme suyuna ilave edilerek ya da intraperitoneal olarak uygulanmaktadir.
Intraperitoneal uygulama ile daha uygun sonuglar elde edilmektedir. Tiyoasetamidin
12 hafta boyunca deney hayvanlarina uygulamasi ile makronodiiler siroz
olusmaktadir (Sekil 2.12 B) . Indiiksiyon yapilan popiilasyonun %40’nda asit
gelismektedir. Uzun siireyle (>18 hafta) yapilan indiiksiyonlarda kolanjiyokarsinoma

gelistigi bildirilmistir (108,116-120).
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Tiyoasetamidin igme suyunda uygulandigi durumlarda indiiksiyon yapilan
poplilasyonda gelisen sirozun derecesinde bir heterojenlik olmakta ve indiiksiyon
stiresince Oliimler gozlenmektedir (121). Bu noktadan hareketle Li ve dig. (117)
yaptiklar1 bir ¢alismada tiyoasetamidi %0.03 konsantrasyonda 12 hafta siireyle igme
suyunda uygulamisladir. Uygulama siiresince deney hayvanlarinin agirlik degisimleri
haftalik olarak takip edilmis ve kilo degisimiyle ters orantili olarak uygulanan
tiyoasetamid ¢ozeltisinin konsantrasyonu degistirilmistir. 12 hafta sonunda tiim
hayvanlarda siroz gelistirilirken yontem hayvan 6liimiine neden olmayan bir model

olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2.12. Karbon tetrakloriir ile olusturulmus mikronodiiler (A) ve tiyoasetamid ile

olusturulmus makronodiiler (B) sirozun makroskopik karaciger goriintiileri (109).

2.5.3. Sirozda ila¢ Dagilim1 ve Eliminasyonu

Sirozda tahrip olan parenkim hiicrelerinin yerini fibrotik doku alir ve kan
damarlarin1 daraltir. Karaciger kii¢iilir ve sertlesir. Kan damarlarindaki daralmalar
portal vendeki kan akigini azaltir, venéz kan akisina karsi direng geliserek portal
hipertansiyona yol agar. Yapilan caligmalarda venoz kan akisinda azalma olurken
hepatik arter tarafindan saglanan kan akis hizinda artma oldugu bulunmustur. Siroz
gelistirilmis  karacigerlerde yapilan morfolojik analizlerde siniislerin ylizey

alanlarmnin ve caplarinin azaldig: belirtilmistir. Intra ve ekstrahepatik portal-sistemik
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shuntlar olusur ayrica siniisler por igermeyen kapiller goriniimiinii almakta,
intersitisyel boslukta kollajen birikiminde 6nemli bir artis olmaktadir. Siroza baglh
olarak gozlenen bozukluklar karacigerde fonksiyon goéren hiicrelerin azalmasina

neden oldugu igin ilaglarin farmakokinetiginin bilinmesi klinik agidan énemlidir.

Hepatik  ekstraksiyonu  orta  derecede  (0.3-0.7) olan ilaglarin
biyoyararlaniminin sirozda onemli derecede arttig1 gosterilmistir. Sirozlu hastalarda
biyoyararlanimdaki artigla birlikte sistemik klerensteki azalma egri altindaki alanin
Oonemli oranda artmasina yol acabilecegi igin verilen dozda Onemli bir azalma

yapmak gerekebilir (122).

Sirozda protein sentezindeki azalmaya ve bilirubin gibi endojen bilesiklerin
birikmesine bagli olarak yiliksek oranda proteine baglanan serbest ilag fraksiyonunda
onemli derecede bir artis gozlenmektedir. Bu nedenle bazi ilaglarin dagilma hacmi
sirozda daha yiiksek olabilmektedir. Asit gelismis hastalarda suda ¢oziinen ilaglarin

dagilma hacmi artacagi i¢in bu ilaclarin yiikleme dozunu artirmak gerekebilir (122).

Sirozda karaciger hiicrelerinde ve/veya enzim diizeyinde ya da aktivitesindeki
azalmaya bagli olarak ilaglarin metabolizasyonu azalabilir. Ayrica siniislerin
kapillerizasyonu nedeniyle bazi ilaglarin ve oksijenin hiicre igine alimi bozulabilir.
Kronik karaciger hasarinda oksidasyon reaksiyonlarmmin daha fazla etkilendigi
belirtilmistir. Ayrica her bir CYP izo enzimi iizerine etkisi de farklidir. Ornegin
CYP1A2 ve CYP2CY diizeyleri ileri derecedeki sirozda onemli derecede azalirken
CYP2EI ve CYP3A diizeylerinin etkilenmedigi belirtilmistir (122).

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde etoposid, etodolak ve fentanil, sufentanil,
remifentanil gibi bazi opioidlerin dispozisyonun siroz gibi karaciger hastaliklarindan
etkilenmedigi ancak pek ¢ok ilacin dispozisyonunda 6nemli degisiklikler oldugu
belirtilmistir (123). Diazepamin yarilanma Omrii sirozda anlamli sekilde uzamistir
(124). Antihiperlipidemik bir ila¢ olan fluvastatinin sirozlu hastalardaki klerensinin
%30 azaldigim1 gosteren veriler bulunmaktadir (125). Opioidlerin oksidasyonu
sirozlu hastalarda azaldig1 i¢in ilk gecis etkisi azalmakta ve buna bagli olarakta
ilaglarin oral biyoyararlanimi artmaktadir. ilave olarak morfinin klerensi sirozda

azalmig ve oral biyoyararlanimi artmigtir (123). Ayrica propranololiin klerensinin
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sirozda azaldigi bulunmustur (126). Dipironun metabolitlerinin dispozisyonun
karaciger sirozunda azaldigi belirtilmistir (127). Orta-agir sirozu olan hastalarda
rasemik ibuprofenin inaktif olan (-)-R ibuprofenden aktif olan (+)-S—ibuprofene
doniiglimiiniin azaldig1 gozlenmistir. Bir baska ¢alismada ise ibuprofenin oral yolla
uygulanmas1 sonucu sirozlu hastalarda egri altindaki alan degerleri anlamli derecede
artmigtir (128). Karaciger hastaliklarinda antibiyotiklerin serum konsantrasyonun
takip edilerek tedavisinin ayarlanmasi gerektigi, ayrica sirozlu hastalarda goriilen
yiiksek plazma seviyeleri goz Oniine alindiginda giinlilk gama hidroksi biitirik asit
baslangi¢ dozunun terapotik araligin alt sinirinda tutulmasi, dozu artirmak

gerektiginde ise hastalarin dikkatli olarak takip edilmesi gerektigi onerilmistir (129).
2.6. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri
2.6.1. Naproksen Sodyum

Molekiil agirhigi 252.2, pKa’s1 4.2 olan naproksen sodyum (Sekil 2.13), beyaz
kremsi renkte kristal tozdur. Kimyasal acik adi (+)-2-(6-Metoksi-2-naftil)propiyonik
asit sodyumdur. Suda ve metil alkolde c¢oziiniir. Etanolde az, asetonda ¢ok az

¢Oziiniir. Kloroform ve toluende ¢oziinmez.

Naproksenin tayini i¢in ¢ok sayida yiiksek basingli sivi kromatografisi
yontemi tanimlanmistir. Bu yontem etkin madde (130), tablet (131-133), plazma
(134-137), idrar (138) ve intestinal perfiizyon (139) orneklerinden naproksenin
tayininde kullanilmaktadir. Tiim bu yontemler mobil faz, kullanilan kolon ve

kullanilan dedektor (UV veya floresans) bakimindan farkliliklar gostermektedir.

Naproksen sodyum cesitli diizeylerdeki agrilara kars1 kullanilan nonsteroidal
antiinflamatuar  bir ilagtir (135,140,141). Naproksen sodyum aktivitesini
prostaglandin sentezini inhibe ederek gostermektedir (140,142,143). Biyolojik
stvilarda dagilan naproksen ve naproksen sodyum ayni biyolojik aktiviteye sahiptir.
Naproksenin sodyum tuzu olarak uygulanmasi gastrointestinal kanaldan hizla
absorbe olmasina imkan vermektedir (135,140,144). Plazma pik konsantrasyonuna
kullanimindan sonra 1-2 saat igerisinde ulasmaktadir (134,144,145). Yemekler

absorpsiyon hizin1 azaltir ancak absorbe olan miktarda bir degisme olmamaktadir
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(142). Naproksen karacigerde yiiksek oranda inaktif olan 6-O-desmethyl naproksen’e
metabolize olur. Hem naproksen hem de 6-O-desmethyl naproksen kendilerine 6zgii
acilglukronid konjugatlarina metabolize olurlar. Naproksenin yaklasik olarak %95’
idrarla itrah edilirken itrah edilenlerin %1’inden az1 degismemis ilag, %66-92’si 6-O-
desmethyl naproksen olarak atilir (140,146). Uygulanan dozun %3’ fegesle
atilmaktadir. Naproksen terapdtik konsantrasyonda plazma proteinlerine %99’dan
fazla oranda baglanan asidik bir ilagtir (140). Naproksenin bazi farmakokinetik

parametreleri ve sirozdaki durumu Tablo 2.5’de verilmistir.

Sekil 2.13. Naproksen sodyumun kimyasal yapisi (141).

Naproksen igeren supozituarlarin rektal iritasyona ve kanamalara neden
oldugu bildirilmistir. Bébrek yetmezligi olan kisilerde dikkatli kullanilmas1 gerektigi
sOylenmektedir. Ayrica kreatinin klerensi 20 mL/dk’dan az olan hastalarda
kullanilmas:  Onerilmemektedir (135). Aplastik anemi hemolitik anemi ve
immiintrombositopeni gibi hematolojik yan etkileri bildirilmistir. (147,148).
Naproksenin en sik bildirilen yan etkisi GI yan etkisidir. Kisa ve uzun siireli
kullanimina bagli olarak goriilebilmektedir. Ayrica akut proktokolit, Ozefagial

tilserasyon gibi yan etkileri de gozlemlenmistir (149,150).
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2.6.2. Furosemid

Molekiil agirligr 330.7, pKa’st 3.9 olan furosemid (Sekil 2.14) beyaz hafif
sarimsi kristal tozdur. 206°C’da eriyen furosemid 270 ile 345 nm’ler arasinda UV
absorbans vermektedir. Kimyasal agik adi 4-kloro-N-furfuril-siilfamoylantranilik
asittir. Suda ¢Ozilinmez, etanolde az ¢Oziiniir, aseton, metil alkol, dimetilformamid,
alkali hidroksit ¢ozeltilerinde ¢oziiniir. Furosemidin tasidigi furil metal grubundan
dolayr asit ortamlarda dayaniksiz oldugu bildirilmigtir. Diger bir ¢aligmada ise

furosemidin mide stabil oldugu gosterilmistir (151).
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Sekil 2.14. Furosemidin kimyasal yapis1 (151).

Furosemidin HPLC ile safra (152), kan (153-160), serebrospinal siv1 (158),
idrar (159-161), farmasétik formiilasyon (161) ve ¢ozeltiden (162) tayini yapilmistir.
Bu yontemler kullanilan mobil faz sistemleri kolon ve dedeksiyon ¢esitlerine (UV ve

floresans) gore farklilik gostermektedir.

Kalp, karaciger ve bobrek kaynakli 6dem belirtilerinin tedavisinde ve kronik
hipertansiyonda kullanilan loop diiiretik olan furosemid etkisini henle kivriminin

¢ikan kisminda gostermektedir (151,163).
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Furosemid mide ve jejunumdan %85, ileumdan %20 ve kolondan ise %?2-13
oraninda absorplanmaktadir (151). Furosemid plazma proteinlerine %95.9 oraninda
baglanmaktadir. Furosemidin yarilanma Omrii insanda 30 ile 120 dk arasinda
degismektedir. IV uygulamadan sonra viicutta ortalama kalig siiresi 51.4 dk iken oral
uygulamadan sonra bu siire a¢ karna 135 dk tok karna 195 dk olarak bildirilmistir
(164). Furosemidin iki metaboliti bulunmaktadir. Bunlardan birincisi maddenin
glukuronik asit ile konjugasyonu (4-floro-5-sulfamoil antranilik asit) ile olusan tiirevi
digeri ise defurfurilize olmus tirevidir (151). Furosemidin bazi farmakokinetik

parametreleri ve sirozdaki durumu Tablo 2.5’de verilmistir.

Furosemidin en 6nemli yan etkisi, yliksek dozda kullanimina bagli olarak
goriilen hiponatremi, hipokalemi ve hipokloremik alkalozdur (165). Furosemid
sefalotin gibi sefalosporin tiirevi antibiyotiklerin nefrotoksisitesini artirabilmektedir.
Ayrica aminoglikozid grubu antibiyotiklerin ve diger ototoksik ilaglarin
ototoksisitesini artirabilmektedir. Antiepileptiklerle birlikte kullanildiginda diiiretik
etkisi artmaktadir (166,167). Karbamazepin ile birlikte kullanildiginda hiponatremi
ortaya c¢ikmaktadir (168). NSAI ilaglar1 furosemid ve diger diiiretiklerin ditiretik
etkisini antagonize etmektedir. NSATI’larin diiiretiklerle birlikte kullanilmasi
nefrotoksisite riskini artirabilmektedir. Bu yilizden indometazin gibi ilaglarin
bobreklere olan etkisini Onlemek icin furosemid ile kullanilmasi Onerilmektedir

(169).
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Tablo 2.5. Naproksen ve furosemidin farmakokinetik parametreleri ve bu

parametrelerin sirozdaki durumu (170).

Naproksen Sodyum Furosemid
Farmakokinetik
Sirozdaki Sirozdaki
Parametre Deger Deger
durum durum

Plazma proteinlerine o o
%99.7 Bilgi yok %98.6 Degismiyor

baglanma

Klerens (mL/dk.kg) 0.13 Degismiyor 1.66 Degismiyor
Dagilma Hacmi (L/kg) 0.16 Bilgi yok 0.13 Artiyor
Yarilanma Omrii (saat) 14 Bilgi yok 1.3 Artiyor
Pik Zamani (saat) 2-4 Bilgi yok 1.4 Bilgi yok

Biyoyararlanim %99 Bilgi yok %71+35 | Degismiyor




3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler
Antipirin

Asetonitril

Evans Mavisi

Furosemid

Glikoz

Kalsiyum Kloriir (2 H,O)
Ketamin (Ketalar Flakon)
Ksilazin

Lasix Ampul (20mg/2 mL)
Magnezyum Siilfat (7 H,O)
Mannitol

Metanol

Naproksen Sodyum
Potasyum Biftalat
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Kloriir

Sigir Serum Albumini
Sodyum Bikarbonat
Sodyum Hidroksit
Sodyum Kloriir

Sodyum Pentobarbital

Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Aventis / Tiirkiye

Merck /Almanya
Sigma-Aldrich /Almanya
Pfizer / Tiirkiye

Intermed / Tiirkiye
Aventis / Tiirkiye
Sigma-Aldrich / Almanya
Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Abdi Ibrahim / Tiirkiye
Sigma / ABD

Merck / Almanya

Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Merck / Almanya

Merck / Almanya

Merck / Almanya

ibrahim Ethem Ulagay / Tiirkiye
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Sodyum Siilfat
Sodyum Taurokolat
Tiyoasetamid

3.2. Genel Aletler

Derin Dondurucu (-20 °C)

Enjektor Filtresi (0.45 pm)
Liyofilizator

Membran Filtre (0.45 um)
Mikropipet (50-200 pl, 200-1000 pl)
pH Metre

Sogutmal1 Santrifiij

Tek Kullanimlik UV Kiiveti (1.5 mL)
Ultrasonik Banyo

UV Spektrofotometre

Vorteks Karistirici

3.3. HPLC Geregleri

Ayrim Modiilii (Waters 2695)

DAD Dedektor (Waters 2996 PDA)

Floresans Dedektor (Waters 2475 Multi 1)

Vakumlu Pompa

3.4. Perfiizyon Gerecleri

I.V. Kaniil (14, 16, 18,20 GA)

Oksijen Tiipi (%5C0O;: %950;)
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Merck / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya

Fluka / Almanya

Ugur / Tiirkiye

Sartorius / Almanya

Heto-PowerDry PL3000 / Danimarka
Sartorius / Almanya

Rainin Pipetman / ABD

Sartorius / Almanya

IEC / ABD

fldam / Tiirkiye

Brasonic 220 / ABD

Shimadzu / Japonya

Niive / Tiirkiye

Waters / ABD
Waters / ABD
Waters / ABD

ABM / Almanya

Tyco / irlanda

Havasg / Tiirkiye



Fraksiyonlu Ornek Toplayic1 (May PS 02)

Peristaltik Pompa

3.5. Kullanilan Deney Hayvam

Sprague-Dawley Erkek Sigan

Commat / Tiirkiye

Gilson / Fransa

Hacettepe Universitesi / Tiirkiye

47



48

3.6. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalar
3.6.1. UV Spektrumu

Naproksen sodyumun metanol igerisinde 25 pg/mL konsantrasyondaki
¢ozeltisi hazirlanarak 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alinmis ve
¢Ozeltinin en fazla absorbans gosterdigi dalga boyu (Amaks) saptanmugtir (171).

Furosemidin 0.02N sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisinde 8 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ozeltisi hazirlanarak 200-400 nm dalga boyu araliginda UV
spektrumu alinmis ve ¢ozeltinin en fazla absorbans gosterdigi dalga boyu (Amaks)

saptanmistir (171).
3.6.2. IR Spektrumu

Naproksen sodyum:potasyum bromiir karigiminin (1:2) 10.000 kg.cm’z’lik
hidrolik basing altinda 5 dk siire ile sikistirilmasiyla olusan disklerin 400-2000 cm™

dalga sayis1 araliginda IR spektrumlar ¢ekilmistir.

Furosemid:potasyum bromiir karisgimmim (1:2) 10.000 kg.cm™lik hidrolik
basing altinda 5 dk siire ile sikistirilmasiyla olusan disklerin 400-2000 cm’! dalga

sayisi araliginda IR spektrumlar ¢ekilmistir.
3.7. Etkin Maddelerin Coziiniirliiklerinin Tayini

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliik sinifin1 tayin etmek amaciyla
FDA (29)’de belirtilen deney kosullar1 kullanilmigtir. Rehberde belirtilen pH’lar
(pH=1.0, pH=pKa-1, pH=pKa, pH=pKa+1, pH=7.5) maddelerin pKa degerleri de
(pKanaproksensodyum=4-2,  pKarurosemia=3.9)  (172)  gozodniinde  bulundurularak
hesaplanmistir (Tablo 3.1). Bu pH’daki tamponlar USP XXIV’te (173) belirtilen

sekilde hazirlanmis olup tampon igerikleri Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Naproksen sodyum ve furosemidin ¢Oziiniirlik sinifinin tayini igin

kullanilan tamponlarin pH’lar.

Deney Kosullan Calisilacak pH Noktalan
(pH=) Naproksen Sodyum Furosemid
1.0 1.0 1.0
pKa-1 3.2 2.9
pKa 4.2 3.9
pKa+1 5.2 4.9

7.5 7.5 7.5

Naproksen sodyum ve furosemidin c¢alisilacak pH’lardaki maksimum
¢Oziiniirliiklerini tespit etmek icin, etkin maddelerin yiiksek miktarlarda tartimlari
yapilarak 10 mL’lik flakonlara konulmus ve iizerine 10 mL ¢6ziinme ortami
eklenmistir. Agz1 sikica kapatilan flakonlar yatay ¢alkalayiciya (37°C, 100 devir/dk)
yerlestirilerek deney baslatilmistir. 24 saat sonunda, her flakondan 5 mL &rnek
almarak por capt 0.45um olan tek kullanimlik siringa ucu filtreden siiziilmistiir.
Orneklerde gerekli seyreltmeler mobil faz sistemi ile yapildiktan sonra Béliim
3.7.1°de belirtilen HPLC sistemine enjekte edilerek etkin maddelerin miktar1 tayin
edilmistir. Bu calisma her etkin madde i¢in her pH noktasinda 6 tekrarli olarak

yapilmistir.
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3.7.1. Etkin Maddelerin Coziiniirliiklerinin Tayininde Kullanilan Miktar

Tayini Yontemleri
3.7.1.1. Naproksen Sodyum

Naproksen sodyumun miktar tayini i¢gin HPLC yontemi (Tablo 3.3)
kullanilmistir. Standart dogru denklemini olusturmak amaciyla etkin maddenin 1
mg/mL konsantrasyonda metanoldeki stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu stoktan
hareketle mobil faz sistemi ile gerekli seyreltmeler yapilarak etkin maddenin 0.1
mg/mL konsantrasyonda ikinci bir stok ¢dzeltisi hazirlanmstir. iki numarali stoktan
hareketle gerekli konsantrasyon noktalarindaki (0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 7.5, 10, 20, 30, 40,
50pug/mL) standart ¢ozeltiler mobil faz kullanilarak hazirlanmastir.

3.7.1.2. Furosemid

Furosemidin miktar tayini amaciyla kullanilan HPLC yontemine iligkin
kosullar Tablo 3.3.’de verilmistir. Standart dogru denklemini olusturmak igin
furosemidin 1mg/mL konsantrasyonda metanoldeki stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
stoktan hareketle mobil faz sistemi ile gerekli seyreltme yapilarak etkin maddenin
0.1 mg/mL konsantrasyonda ikinci bir stok ¢ozeltisi hazirlanmustir. ki numaral
stoktan hareketle gerekli konsantrasyon noktalarindaki (0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 7.5, 10, 20,
30, 40, 50 pg/mL) standart ¢ozeltiler mobil faz kullanilarak hazirlanmstir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin HPLC kolonuna (10 pL) enjeksiyonuyla elde
edilen pik alani1 yanit olarak kabul edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen
pik alan1 degerleri grafiklenerek lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi

ve determinasyon katsayilar1 tayin edilmistir.
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Tablo 3.3. Furosemid ve naproksen sodyumun miktar tayininde kullanilan HPLC

yontemine ait kosullar.

Furosemid Naproksen Sodyum
sziicii Sistemi KH,PO, : Metanol KH,PO4:Metanol: Asetonitril
Coziicii Sistemi (70:30) (50:20:30)
KH,PO,: 0.01M (pH 5.5) KH,PO,: 0.05M (pH 4.0)

Dalga Boyu 235 nm 230 nm
Dedektor [OAY
Akis Hizi 1 mL/dk
Kolon Waters Spherisorb ODS2 Cig (S5um; 250 x 4.6 mm)
Analiz Siiresi 10 dk
Alikonma Siiresi 6.9+ 0.3 dk 7.1+£0.1 dk

3.7.2. Veri Analizi

Tablo 3.1°de belirtilen kosullarda gergeklestirilen etkin maddelerin
¢Oziiniirliikleri 24 saatin sonunda ¢6zlinen miktar (mg/mL veya pg/mL) olarak ifade
edilmistir. Ayrica, etkin maddelerin piyasadaki en yiiksek dozlarinin (furosemid: 80
mg, naproksen sodyum: 550 mg) ¢6ziinmesi i¢in gerekli olan ¢dziinme ortami hacmi
Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmigtir. Hesaplanan ¢oziicli miktarinin 250 mL’den az

¢tkmasi durumunda etkin maddenin ¢oziiniirliigiiniin yliksek oldugu kabul edilmistir.

3.1)

w|S
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Esitlikte;
v : Etkin maddenin en yiiksek dozunun ¢6ziindiigii hacim (mL)
S : Etkin maddenin ¢oziiniirliigli (mg/mL)
D : Etkin maddenin en yiiksek dozu (mg) olarak verilmistir.

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliiklerini degerlendirmek amaciyla
calisilan her bir pH degerindeki doz sayis1 (Do) degerleri Esitlik 3.2 kullanilarak
hesaplanmistir. Doz sayisinin 1°den kiigiik (Do < 1) olmasi durumunda ¢dziiniirligiin

yiiksek oldugu kabul edilmistir.

D
Do = % (3.2)

Esitlikte Vo, doz ile alinan su hacmi olup, 250 mL olarak alinmustir.

3.8. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitelerinin Tayini (/n Situ Barsak
Perfiizyonu Teknigi)

Naproksen sodyum ve furosemidin barsak permeabilitelerinin tayini amaciyla
liimenden kayip (loss from the lumen) esasina dayanan bir in situ barsak perfiizyonu

teknigi kullanilmastir.
3.8.1. Deney Hayvani

In-situ barsak perfiizyonu calismalarinda literatirde ¢ok sayida veri
bulunmasi, biiylikligliniin uygun olmasi nedeniyle deney hayvani olarak, Sprague-
Dawley cinsi erkek siganlar kullanilmigtir. Perfiizyon deneyleri hem saglikli hem de

siroz gelistirilmis si¢anlarda gerceklestirilmistir.
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3.8.2. Deneysel Siroz Gelistirilmesi ve Siroz Derecesinin Tayini

Deneysel siroz gelistirmek amaciyla, ¢alismada kullanilacak siganlarin igme
suyuna %0.03 (a/h) (300 mg/L) oranda tiyoasetamid (TAA) eklenmistir. Siroz
gruplarinin %0.03 TAA igeren sular1 haftada iki kez tazelenerek ilag uygulamasi 12-
20 hafta siireyle araliksiz olarak siirdiiriilmiistiir. Kontrol gruplarina ise ayni siire

boyunca ¢esme suyu verilmistir.

Sirozun derecesini tayin etmek amaciyla her deney sonunda karaciger
ornekleri alinmig ve 10%’luk formalin ¢ozeltisinde bir gece tutularak fikse edilmistir.
Fikse edilmis karaciger dokularindan parafine gomiilii bloklar hazirlanarak Spm
kalinliginda kesitler alinmis ve Hematoksilen-Eozin boyamasi ile boyanarak optik
mikroskop altinda patolojik incelemeye tabi tutulmustur. Olusan siroz derecesi Ishak

fibroz skorlamasina (Tablo 2.4) gore degerlendirilmistir.
3.8.3. Barsak Perfiizyonu Calismalarinda Kullanilan Perfiizyon Cozeltisi

Tiim perfiizyon c¢alismalarinda perfiizyon ortami olarak “Golytely” (Tablo
3.4) olarak adlandirilan izo-ozmotik ¢ozelti kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan
perfiizyon ¢ozeltisi etkin (naproksen sodyum ve furosemid) ve referans (antipirin)
maddelerinin ilavesinden sonra istenen hacme (20 mL) tamamlanarak iyice
karigtirilmis ve 0.45 pm capina sahip bir membran filtreden siiziilmiistiir. Perfiizyon
¢ozeltisine ilave edilecek etkin madde miktarlar1 naproksen sodyum ve furosemidin
sudaki ¢oziiniirlikkleri [naproksen sodyum: 0.5 mg/mL ve furosemid: 0.1 mg/mL;
(174)] esas alinarak belirlenmistir. Barsak permeabilitesi oldukca yiiksek olan
antipirin ise referans madde olarak secilmis ve perfiizyon c¢ozeltisine 0.5 mg/mL

konsantrasyonda ilave edilmistir.
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Tablo 3.4. Barsak perfiizyonu calismalarinda kullanilan perfiizyon ¢ozeltisinin

bilesimi.
Madde Konsantrasyon (mmol/L)
NaCl 25
KCl 10
N32SO4 40
NaHCO; 20
Mannitol 80
3.8.4. Cerrahi islemler

Perfiize barsak segmenti kullanilarak yapilan c¢alismalar Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan alman izinle gergeklestirilmistir

(Bkz. EK 1).

Naproksen sodyumun ve furosemidin barsaklardan permeabilitesini tayin
etmek amaciyla yapilan deneylerde erkek Sprague-Dawley siganlar (kontrol grubu:
250-300 g, n=5; siroz grubu: 246-359 g, n=5) kullanilmistir. Hayvanlar standart sigan
diyeti ile beslenmis ve deneyden Once a¢ birakilmamiglardir. Cerrahi islemler
ketamin (90 mg/mL)-ksilazin (5 mg/mL) kombinasyonunun intraperitoneal olarak
verilmesiyle saglanan anestezi altinda gergeklestirilmis ve anestezi derinligi
hayvanlarin parmaklarinin sikigtirilmasina reaksiyon verip vermedigine bakilarak

degerlendirilmistir.

Ince barsagim istenen boliimiinii izole etmek amaciyla karmn duvar orta hat
boyunca anestezi altinda kesildikten sonra jejunumun baslangicindan itibaren 5 cm
distalden baglayarak 20 cm uzunlugundaki jejunum segmenti bolgedeki kan akimi
korunarak izole edilmistir. Izole edilen barsak segmentinin proksimal ve distal
uclarma yerlestirilen tiipler cerrahi iplikle baglanarak sabitlenmistir (Sekil 3.1). izole

segment serum fizyolojik (50 mL; 37.5°C) ile yikanarak temizlenmis ve temizlenme
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gostergesi olarak c¢ozeltinin berrak gelmesi esas alinmistir. Barsakta kalan sivi
segmentten hizla hava gecirilerek uzaklastirilmigtir. Peristaltik pompa araciligiyla
akis hiz1 0.5 mL/dk olacak sekilde ayarlanmig ve deney siiresince perfiizyon ¢ozeltisi

sirkiile edilmistir.

Hayvanlar deney siiresince sicak tutulmus ve anestezinin siirekliliginin
saglanmas1t amaciyla gerektiginde ek doz anestezik yapilmigtir. Perfiize edilen
segment kurumayi Onlemek i¢in serum fizyolojik ile aralikli olarak islatilmistir.
Deney sonunda hayvanlar eksanguinasyon yontemi ile Oldiiriilmiistir. Siroz
grubunda ise gelisen siroz derecesini tayin etmek amaciyla hayvanlardan alinan
karaciger Ornekleri Bolim 3.8.2°de belirtildigi sekilde patolojik incelemeye tabi

tutulmustur.
3.8.5. Perfiizyon Calismalari

Izole segment serum fizyolojikle yikandiktan sonra etkin (naproksen sodyum
ve furosemid) ve referans (antipirin) maddeleri iceren perfiizyon ¢ozeltisi (20 mL)
bir peristaltik pompa araciligiyla 0.5 mL/dk hizda olacak sekilde sirkiile edilmistir.
Perflizyon ¢ozeltisinin toplandigi rezervuardan 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180.
dk’larda 200 pL 6rnek alinmis ve Orneklerdeki test ve referans madde miktarlari
Bolim 3.8.6’da verilen HPLC yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Bu amacla
ornekler (200 pL) hareketli fazla 350 pL’ye seyreltildikten sonra HPLC sistemine 10
puL hacimde enjekte edilmistir.
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Peristaltik Pompa : E;»WM
Rezervuar
Perfiize Segment . __ Plastik Kanul
B 3 2 Plastik Platform

On Mezenterik Ven Mezenterik Ven

Sekil 3.1. In situ perfiize barsak preparati (175).

3.8.6. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitelerinin Tayininde

Kullanilan Miktar Tayini Yontemi

Etkin (naproksen sodyum ve furosemid) ve referans (antiprin) maddelerin
ayn1 matriks i¢inden es zamanli olarak tayini i¢in HPLC yontemi kullanilmistir.
Perflizyon deneyi siiresince toplanan numuneler igerisinde birden fazla madde
bulunmasi ve bunlarin ayriminin isokratik yontemle miimkiin olamamasindan dolay1
¢Oziicli sistemi Tablo 3.5’de verildigi sekilde gradyan olarak secilmistir. Kullanilan
HPLC yonteminde Waters Symmetry Cig (3.5 um 4.6 x 75mm) ayirici kolon olarak
kullanilmistir. Akis hizt 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 50 pL, analiz siiresi 15 dk.
olarak secilmistir. Furosemid (227.6 nm), naproksen sodyum (271 nm) ve antipirin
(242 nm) UV dedeksiyonla analiz edilmistir. Bu kosullar altinda alikonma zamanlari
antipirin i¢in 3.9 &+ 0.1 dk, furosemid i¢in 7.8 £+ 0.1 dk ve naproksen sodyum i¢in 9.8

+ 0.1 dk olarak bulunmustur.



58

Tablo 3.5. Barsak permeabilitesi c¢aligmalarinda kullanilan HPLC ydnteminin

gradyan tablosu.
Coziicii Sistemi % (hacim)
Zaman
Fosfat Tamponu Akis hiz1 (mL/dk)
(dk) Asetonitril
(0.05 M; pH 5.5)
0 85 15 1
4 85 15 1
8 50 50 1
11 50 50 1
12 85 15 1

Calismada kullanilan referans ve etkin maddelerin standart dogru
denklemlerini olusturmak igin, perfiizyon ¢ozeltisi igerisinde 0.1 mg/mL furosemid,
0.5 mg/mL naproksen sodyum ve 0.5 mg/mL antipirin igeren 6 adet stok c¢ozelti
hazirlanmigtir. Hazirlanan stok c¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak Tablo
3.6.’da verilen konsantrasyonlarda madde igeren standart ¢ozeltiler elde edilmistir.
Hazirlanan 6rneklerin HPLC kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit
olarak kabul edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alan1 degerleri
grafiklenerek lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve determinasyon

katsayilari tayin edilmistir.
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Tablo 3.6. Barsak permeabilitesi ¢alismalarinda kullanilan standart dogru denklemi

icin secilen standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlari.

Konsantrasyon (ng/mL)
Standart No
Furosemid Naproksen Sodyum Antipirin
1 1 5 5
2 2.5 12.5 12.5
3 5 25 25
4 7.5 37.5 37.5
5 10 50 50
6 25 100 100
7 50 250 250
3.8.7. Veri Analizi

Barsak perfiizyonu ¢alismalarinda zamanin fonksiyonu olarak toplanan

orneklerdeki etkin ve referans madde miktarlar1 Bolim 3.8.6’da belirtildigi sekilde

hazirlanan standart dogru denklemi kullanilarak konsantrasyon olarak ifade

edilmigtir. Tayin edilen konsantrasyon degerleri rezervuardaki hacim azalmasina

gore asagidaki esitlik kullanilarak diizeltilmistir.

V.
C(t)=—"xCo
() v

C(t) :tanindarezervuardaki ila¢ konsantrasyonu (ug/mL)

t

(3.3)

Co : t=0 aninda rezervuardaki ilag konsantrasyonu (ug/mL)

Vi : t aninda rezervuardaki perfiizyon ¢ozeltisi hacmi (mL)

Vo : t=0 aninda rezervuardaki perflizyon ¢ozeltisi hacmi (20 mL)
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Referans (antipirin) ve test (naproksen sodyum, furosemid) maddelerinin
perfiize edilen barsak segmentinden absorpsiyon hiz sabiti (ka), rezervuarda kalan
madde miktarinin (% kalan miktar) logaritmasinin 6rnekleme zamanina kars: grafige
gecirilmesiyle elde edilen dogrunun egimine esittir. Lineer regresyon analizi ile
hesaplanan egim (ka) degerleri kullanilarak her bir madde i¢in permeabilite katsayisi

hesaplanmistir (Esitlik 3.4).

B ka . Vo
A

P 3.4)

P : Permeabilite katsayisi (cm/sn)
kq : Absorpsiyon hiz sabiti (1/dk)
Vo  :Baslangicta rezervuardaki perfiizyon ¢ozeltisi hacmi (20 mL)

A : Perfiize edilen barsak segmentinin yiizey alani (cm?)

Perfiize edilen barsak segmentinin yiizey alani (A), yarigapt (r = 0.18 cm),
uzunlugu (L = 20 cm) ve serozal-mukozal biiyiime faktorii (SM=8.7; (14)’niin

fonksiyonu olarak asagida verilen esitlik kullanilarak tayin edilmistir.

A=2mr-L-SM (3.5)

Degerler Esitlik 3.5°de yerine konuldugunda A’nin sayisal degeri konrol
grubu icin 213.08+3.17 cm’ ve siroz grubu i¢in 203.25+£22.75 cm’ olarak bulunmus

ve tiim hesaplamalarda bu degerler kullanilmistir.
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3.9. Karaciger Perfiizyonu Calismalar
3.9.1. Deney Hayvani

Karaciger perfiizyonu deneylerinde biiyiikliigiiniin uygun olmasi, kolay
bulunmasi tiretim ve bakiminin kolay olmasi ayrica karsilagtirma amaciyla ¢ok
sayida veri bulunmasi nedeniyle Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar deney hayvam
olarak secilmistir. Perfiizyonu deneyleri hem saglikli hem de siroz gelistirilmis

siganlarda gergeklestirilmistir.
3.9.2. Deneysel Siroz Gelistirilmesi

Karaciger perfiizyonu calismalarinda kullanilacak hayvanlarda siroz
gelistirilmesi ve olusan sirozun derecesinin tayini Bolim 3.8.2°de belirtildigi sekilde

yapilmistir.

3.9.3. Karaciger Perfiizyonu Calismalarinda Kullanilan Perfiizyon

Cozeltisi

Karaciger perfiizyonu ¢alismalarinda glikoz (3 g/L) ve sodyum taurokolat (6
mg/L) i¢eren Krebs-bikarbonat (Tablo 3.7) perfiizyon ¢6zeltisi olarak kullanilmistir.
Taze olarak hazirlanan ¢o6zelti bir membran filtreden (0.22 pm) siiziilmiis ve
karbojen (%5CO; : %950,) ile 30 dk oksijenlendirildikten sonra pH’s1 7.4’e
ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti perflizyon islemi baslayana kadar ve deney

stiresince 37°C’lik su banyosunda oksijenlendirilerek tutulmustur.
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Tablo 3.7. Karaciger perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilan perfiizyon ¢ozeltisinin

bilesimi.

Madde Miktar (g/L)
NaCl 6.92
NaHCO; 2.09
CaCl,. 2H,0 0.37
KCl 0.35
MgSO4 . 7H,0 0.29
KH,PO, 0.16
Glikoz 3.0

Na taurokolat 0.006

3.9.4. Perfiizyon Sistemi

Perfiizyon sistemi seri olarak baglanmis bir rezervuar, iki peristaltik pompa,
ve iki hava kabarcigi tutucudan olusmaktadir (Sekil 3.2). Perfiizyon ¢ozeltisinin
sicakligi termostat kontrollii su banyosu araciligi ile 37 °C’ye ayarlanmig ve akis hizi
peristaltik pompalar yardimi ile hepatik arterden 3 mL/dk, portal venden ise 12
mL/dk olacak sekilde ayarlanmistir. Igerisinde distile su bulunan bir rezevuardan
gecirilerek nemlendirilen karbojen gazi (%5 CO; : %95 O,), perfiizyon ¢ozeltisinin
oksijenlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Sistemden gelebilecek hava kabarciklarin
tutmak i¢in oksijenlendiriciden hemen sonra iki kabarcik tutucu sisteme eklenmistir.
Enjeksiyon sonrasinda perflizyon 6rneklerini toplamak amaciyla devir hizi 0.5 saniye
ile 10 dakika arasinda ayarlanabilen bir 6rnek toplayict kullanilmistir. Her deney
sonrast sistem distile su gegirilerek temizlenmistir. Bakteri iiremesini Onlemek
amaciyla perflizyon sistemi rutin olarak sirasiyla deterjan, sicak su ve distile suyla

temizlenmistir.
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Pompa Pompa
P Hiy

Ornekleme
Tablas1

Oksijen Tiipii CO,:0, (5:95)

Sekil 3.2. Karaciger perfiizyonu g¢alismalarinda kullanilan perfiizyon sisteminin

sematik olarak g@sterimi.

3.9.5. Cerrahi Islemler

Perfiize karaciger preparati kullanilarak yapilan c¢alismalar Hacettepe

Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan alinan izinle gergeklestirilmistir
(Bkz. EK 2).

Karaciger donorii olarak erkek Sprague-Dawley siganlari kullanilmigtir. On
iki saat aydinlik on iki saat karanlik dongiisiine tabi tutulan hayvanlar standart sigan
diyeti ile beslenmis ve deneyden dnce a¢ birakilmamistir. Cerrahi islemler anestezi
altinda gerceklestirilmistir. Anestezi sodyum pentobarbitalin (60 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulanmasiyla saglanmistir. Perflizyon islemi sirasinda
karacigerin kandan temizlenmesini kolaylastirmak amaciyla 1000 IU sodyum

heparin pentobarbitalden hemen sonra intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.
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Karin duvan1 kuyruk bélgesinden baslayarak gogiis kafesi hizasina kadar
anestezi altinda kesilmis ve karin bolgesinin igerigi hayvanin soluna alinarak
karaciger, hepatik portal ven (PV), abdominal vena kava ve safra kanali agiga
cikarilmistir. Safra kanali bir PE10 tiip ile kaniile edilmis, ve perflizyon deneyi
stiresince safra bir ependorf tiip icerisine toplanmistir. Safra kanalinin hemen
arkasinda bulunan gastroduodenal arter, hepatik arterin hemen karsisindan bir cerrahi
iplikle baglanmistir. Portal ven ile abdominal vena cava arasindaki boliimden sol
gastrik arter tespit edilerek sikica baglanmistir. Portal ven etrafina iki adet,
abdominal vena cava etrafina ise bir adet cerrahi iplik (3/0) yerlestirildikten sonra
portal ven bir 16GA (1.7 mm dis ¢ap x 45 mm) kateterle kaniile edilerek bir
peristaltik pompa araciligiyla perfiizyon islemine baslanmistir (12 mL/dk). Kateter
sikica baglandiktan sonra gogiis kafesi kesilmis ve kalbin sag atriumundan sokulan
bir 14GA kateter (2.1 mm dis cap x 45 mm) araciligr ile hepatik ven kaniile
edilmistir. Bu asamada hayvan 6lmektedir. Abdominal vena cava sikica baglandiktan
sonra karin bolgesi icerigi hayvanin sagina alinarak 6zefagus iki yerinden sikica
baglanmistir. Baglanan kisimlar arasindan 6zefagusun kesilmesiyle mide asagi dogru
cekilerek splenik arter goriiniir hale getirilmigtir. Sol gastrik arterin hemen kargisinda
yer alan splenik arter bir cerrahi iplikle sikica baglanmistir. Bu islem sonunda sadece

hepatik arter (HA) yolu agik kalmaktadir (Sekil 3. 3).

Karacigerin portal ve hepatik arterden perfiizyonu igin yapilan cerrahi teknik
gelistirme ¢aligmalarinda hepatik arterin kateterizasyonu amaciyla iki farkli yontem
(¢Olyak arter ve aorttan kateterizasyon) kullanilmigtir. Bu yontemler asagida kisaca

aciklanmstir.

Colyak (Celiac) Arterden Kateterizasyon: Aort ¢Olyak arterin hemen
tistlinden ve altindan olacak sekilde sikica baglandiktan sonra, ¢dlyak arter bir 20 GA
(1.1 mm dis cap x 45 mm) kateter yardimi ile kateterize edilmistir. Kateter cerrahi
iplik ile bloke olmayacak sekilde baglandiktan sonra sizintilar1 6nlemek i¢in doku
yapistiricist ile yapistirllmistir. Bir peristaltik pompa aracilig ile perflizyon iglemine
baglanmistir (3 mL/dk). Kataterizasyon isleminin giic olmasi ve basari oraninin

diisiik olmas1 nedeniyle bu yontem deneysel ¢aligmalarda kullanilamamustir.
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Aorttan Kateterizasyon: Aort etrafina ¢olyak arterden hemen 6nce ve sonra
olacak sekilde birer adet cerrahi iplik yerlestirilmistir. Sag ve sol bobrekleri besleyen
damarlar sikica baglandiktan sonra aort bir 18GA kateter (1.3 mm dis ¢ap x 45 mm)
yardimiyla Kkateterize edilerek perfiizyon islemine baglanmistir (3 mL/dk).
Kaniilasyon ve izolasyon etkinligi kateter icerisine bir miktar Evans mavisi enjekte
edilerek kontrol edilmistir. Basar1 oraninin yliksek olmasi nedeniyle hepatik arterden

perflizyon amaciyla bu yontem tercih edilmistir.

Gevsek haldeki tiim cerrahi iplikler sikica baglandiktan sonra karaciger
izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi ile 1slatilmig ve kurumayr onlemek amaciyla bir
par¢a parafilm ile kaplanmistir Deneyler sirasinda perfiizyon c¢ozeltisi sirkiile
edilmemistir. Organin canliligi gorsel olarak, safra akisi ve perflizatin volumetrik

degeri kullanilarak tayin edilmistir.
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Kateter

Vena Cava

Karaciger

Hepatik Arter

"

Sol Gastrik Arter
Portal Ven
BESpErT Aot
]
- ~p- ] __\_\_\_\__\_\_
-\_\_\_\_\_\_\_\_‘_‘——\_
- —— Splenik Arter
__H"““*-a___

Gastroduodenal Arter

4
Safra Kanah

Kateter

Sekil 3.3. Karacigerin portal ven ve hepatik arterden perfiizyonu amaciyla yapilan

cerrahi iglemler.
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3.10. Perfiizyon Deneyleri

Hem saghkli hem de siroz gelistirilmis sicanlarda yapilan karaciger

perfiizyonu deneyleri;

e Referans maddelerle yapilan ¢aligmalar
o Karacigerin dagilma hacimlerinin tayini
o Hepatik artere 6zgii spesifik alanin tayini
e Etkin maddelerle yapilan ¢alismalar
o Naproksen Sodyum

o Furosemid
olmak {tizere iki grup halinde incelenecektir.
3.10.1. Gecikme Zamaninin Tayini

Enjeksiyonu takiben maddeler karaciger ve karaciger dis1 olmak iizere iki
bolgede dagilir (Sekil 3.4). Karaciger dis1 bolgeyi portal vene yerlestirilen kaniil,
hepatik artere yerlestirilen kaniil ve 6rnek toplamak amaciyla inferior vena kava’ya

yerlestirilen tiip olusturmaktadir.

Partal Ven

7

Hegratik frtes Vena Kava

Sekil 3.4. Karaciger ve karaciger dis1 hacimlerin sematik g6sterimi.

Elde edilen dagilim profillerinden tayin edilen ortalama ge¢is zamani her iki

bolgeden gecis zamaninin toplamina esittir.
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MTT,,, . =MTTy. + MTT (3.6)

Esitlikte MTTgce karacigerden ortalama gegis zamanini, MTTygc ise

karaciger dis1 bolgeden ortalama gecis zamanini gostermektedir.

Hesaplamalarda MTTgc kullanilacagi icin MTTykc’nin tayin edilmesi
gerekmektedir. Bu amagla kaniil ve tiip bosken ve distile su ile doldurulduktan sonra
tartilmistir. Bu islem 10 kez tekrarlanmis ve elde edilen tartimlarin ortalamasi
karaciger dis1 hacim (V) olarak kabul edilmistir. Hacim olarak tayin edilen bu deger
ve perfliizyon hizi (Q) kullanilarak hepatik arter ve portal venden gecikme zamanlari

(MTTykc = V/Q) ayr1 ayri tayin edilmistir.
3.10.2. Referans Maddelerle Yapilan Calismalar

3.10.2.1. Dagilma Hacmi ve Spesifik Alan Tayininde Kullanilacak

Referans Maddelerin Hazirlanmasi

Sican Eritrositleri (RBC): Portal venin kateterizasyonu sirasinda toplanan
tam kan 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra, buffy coat ve plazma
uzaklastirllmigtir. Tipte kalan eritrositler izotonik sodyum kloriir ¢6zeltisi ile en az
iki kez yikandiktan sonra ustteki berrak kisim atilmistir. Son yikama isleminden
sonra elde edilen eritrositler izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisiyle %50 (h/h) olacak

sekilde seyreltilerek vaskiiler hacmin ve spesifik alanin tayininde kullanilmisgtir.

Evans mavisi'nin doku proteinine baglanmasini Onlemek amaciyla
enjeksiyon ¢ozeltisine 5:50 mg/mL (EB:BSA) olacak sekilde sigir serum albiimini
eklenmigtir. Ekstravaskiiler hacmin tayin edilmesi amaciyla kullanilacak ¢ozelti,
albiimin ve Evans mavisinin ultrasonik banyoda 1s1 uygulamadan ¢ozilindiiriilmesiyle

hazirlanmustir.
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3.10.2.2. Karacigerin Dagilma Hacimlerinin ve Hepatik Artere Ozgii

Spesifik Alanin Tayini

Karacigerde vaskiiler, ekstraseliiler ve total olmak iizere ii¢ dagilma hacmi
tanimlanmistir. Bu calismada si¢an eritrositleri (RBC) vaskiiler hacmin, Evans
mavisi (EB) ise ekstraseliiler hacmin tayininde referans madde olarak kullanilmistir.
Karacigerin total hacminin tayini i¢in dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yontemi
secilmistir. Karacigerin dagilma hacimlerinin ve hepatik artere 6zgii spesifik alanin
tayini amaciyla deneyler hem kontrol (Sican agirhigi: 280-360 g, yas karaciger
agirhigr: 8.15-10.73 g; n=7) hemde siroz gelistirilmis (Sican agirhigr: 233-356 g, yas
karaciger agirligi: 8.10-20.38 g; n=6) sicanlarda yapilmstir.

Bolim 3.9.5°de belirtildigi sekilde hazirlanan perfiize sican karacigeri 15-20
dk siireyle Krebs-bikarbonat ¢ozeltisi kullanilarak stabilize edilmistir. Perfiizyon
deneyleri sirasinda portal venden perflizyon sabit akis hizinda (12 mL/dk)
gerceklestirilirken, hepatik arterden perfiizyonda 3, 4.5 ve 6 mL/dk olacak sekilde ti¢
farkli akis hiz1 kullanilmigtir. Boliim 3.10.2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan
referans maddeler (RBC: %50 ve EB:BSA 5:50) ayr1 ayr1 ve rastgele olacak sekilde
50 pL hacimde bolus olarak portal vene (veya hepatik arter) uygulanmistir. Her
uygulama arasinda uygun bir yikama stiresi (5 dakika) birakildiktan sonra referans
maddeler hepatik artere (veya portal ven) enjekte edilmistir. Her enjeksiyonu takiben
devir hiz1 ayarlanabilen bir 6rnek toplayici ile her 0.5 veya 1 saniyede bir olacak
sekilde perflizyon 6rnekleri toplam 30 saniye veya 1 dakika siireyle toplanmistir. Her
enjeksiyondan Once perflizyon akis hizi tayin edilmis ve karaciger gorsel olarak
incelenmistir. Portal venden akis hiz1 sabit tutularak hepatik arterden perfiizyon akis
hiz1 4.5 mL/dk olacak sekilde artirllmig ve karaciger 10 dakika siireyle stabilize
edilmistir. Perfiizyon akis hiz1 kontrol edildikten sonra sadece RBC enjeksiyonu 6nce
PV’ne daha sonra HA’e olacak sekilde tekrarlanmistir. HA’den perfiizyon akis hiz1 6
mL/dk olacak sekilde artirilarak karaciger 10 dakika siireyle stabilize edilmistir.
Perflizyon hiz1 kontrol edildikten sonra RBC enjeksiyonu 6nce PV’ne daha sonra
HA’e olacak sekilde tekrarlanmigtir. Karacigerin dagilma hacimlerinin ve hepatik

artere 6zgl spesifik alanin tayini amaciyla yapilan deneyler Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. Kontrol ve siroz gelistirilmis sicanlarda karaciger dagilma hacimlerinin

ve hepatik artere 6zgii spesifik alanin tayini amaciyla yapilan deneyler.

Akis Hizi Kontrol Siroz
(mL/dKk) RBC EB RBC EB
PV (12) + + + +
HA (3) + + + +
PV (12) + - + -
HA (4.5) + - + _
PV (12) + - + -
HA (6) + - + -

(+)preparatin deneklere uygulandigini (-) ise uygulanmadigini gostermektedir.

Stabilizasyon ve deney siiresi boyunca bir ependorf tiipte toplanan safranin
miktar1 tartilarak tayin edilmistir. Her deney sonunda karaciger orijinal
pozisyonundan ¢ikarilmis ve tartilarak agirligi kaydedilmistir. Siroz gelistirilmis
sicanlarda ise siroz derecesini tayin etmek amaciyla karaciger kesitleri patolojik

incelemeye tabi tutulmustur (Boliim 3.8.2).

Toplanan perfiizyon Orneklerindeki referans madde miktarlart Bolim
3.10.2.3’de verilen spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin edilmigtir. Bu
amagla RBC igeren 100 ul 6rnek 2 mL’ye, EB igeren 100ul 6rnek 1.5 mL’ye distile
su ile seyreltildikten sonra her bir Ornegin absorbanst maksimum absorbans
verdikleri dalga boylarinda Ol¢iilmiistiir. Standart dogru denklemleri kullanilarak

sonuglar konsantrasyon (ng/mL) olarak ifade edilmistir.

Karacigerin total hacminin tayin edilmesi amaciyla liyofilizasyon yontemi
uygulanmistir. Liyofilizasyon yoOnteminde tartilarak agirhigi kaydedilen karaciger
dondurulduktan (-20°C) sonra -50°C’de 1 giin boyunca liyofilize edilmis ve daha

sonra tekrar tartilmistir.
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3.10.2.3. Referans Maddelerin Miktar Tayini Yontemleri
Eritrositler

Herhangi bir tedavi gormemis Sprague-Dawley cinsi bir erkek sicanin (300 g)
kalbinden genis u¢lu bir enjektdr yardimiyla alinan tam kan 3000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek plazma ve buffy coat uzaklagtirilmistir. Bolim 3.10.2.1°de
belirtildigi sekilde izotonik sodyum kloriir ile yikanan eritrositler %50 (h/h) oraninda
seyreltilmistir. Sigan eritrositlerinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 300-
600 nm araliginda spektrumu alinarak tayin edilmistir. Yedi konsantrasyonda (8.72,
17.4,34.9, 69.8, 104.6, 139.5 ve 174.4 ng hemoglobin/mL) alt1 seri olarak hazirlanan
eritrosit ¢Ozeltilerinin absorbanslari maksimum dalga boyunda (412 nm) o6lgiilerek
lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve determinasyon katsayisi tayin

edilmistir.

Evans Mavisi

Evans mavisinin (4.5 pg/mL) maksimum absorbans verdigi dalga boyu 400-
800 nm araliginda goriiniir bolge spektrumu alinarak tayin edilmistir. Standart
dogruyu belirlemek amaciyla EB ve sigir serum albiimini (BSA) igeren 6 adet stok
(EB:BSA 5:50 mg/mL) cozelti hazirlanmistir. Her stoktan gereken seyreltmeler
yapilarak 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 3, 3.5, 4, 45, 5, 6, 7, 8 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Her bir Ornegin verdigi
absorbans maksimum dalga boyunda (607.5 nm) 6lgiilerek standart dogru denklemi

ve determinasyon katsayisi regresyon analizi ile hesaplanmistir.
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3.10.3. Etkin Maddelerle Yapilan Calismalar
3.10.3.1. Etkin Maddelerin Enjeksiyonluk Preparatlarinin Hazirlanmasi

Naproksen sodyumun izotonik sodyum kloriir de hazirlanan 0.05, 0.1, 0.5 ve
1.0 mg/50uL konsantrasyondaki ¢ozeltileri perfiize sigan karacigerine uygulanmis ve
bunlar arasindan 0.5mg/50uL tiim ¢alismalarda kullanilacak konsantrasyon olarak

belirlenmistir.

Furosemidin enjeksiyonluk piyasa preparati olan Lasix ampul (20 mg/mL
Aventis/Tilrkiye)’den uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan 0.05, 0.1 ve
0.5mg/50uL konsantrasyondaki ¢ozeltileri perfiize sican karacigerine uygulanmis ve
bunlar arasindan 0.5mg/50uL tiim ¢alismalarda kullanilacak konsantrasyon olarak

belirlenmistir.
3.10.3.2. Etkin Maddelerle Yapilan Perfiizyon Calismalari

Cerrahi iglemler Boliim 3.9.5’de belirtildigi sekilde erkek Sprague-Dawley
siganlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Perfiizyon deneyleri naproksen sodyum ve
furosemid kullanarak hem kontrol (Sican agirligi: 281-326 g, yas karaciger agirhigi:
6.72-13.48 g; n=6) hemde siroz gelistirilmis (Sigan agirhig: 222-302 g, yas karaciger
agirhgl: 6.15-15.20 g; n=6) sicanlarda yapilmistir. Krebs bikarbonat ¢ozeltisi
perflizyon ortami olarak kullanilmig ve akis hizlari PV’den 12 mL/dk, HA’den
3mL/dk olacak sekilde ayarlanmistir. Etkin madde ¢ozeltileri (naproksen sodyum:
0.5mg/50uL; furosemid: 0.5mg/50uL) ayr1 ayr1 ve rastgele olacak sekilde 50uL
hacimde Once portal vene (veya hepatik artere) daha sonra hepatik artere (veya portal
vene) uygulanmistir. Enjeksiyonlar arasinda 10 dakikalik bir yikama siiresi
verilmistir. Her enjeksiyondan Once perfiizyon akis hizi saptanmis ve karaciger
gorsel olarak incelenmistir. Naproksen sodyum enjeksiyonunu takiben perflizyon
ornekleri 15 dakika siireyle, furosemid enjeksiyonunu takiben ise 7 dakika siireyle
toplanmigtir (Tablo 3.9). Toplanan Ornekler etkin madde icerikleri HPLC (Bo6lim
3.10.3.3) ile tayin edilinceye kadar -20 °C’de dondurularak bekletilmistir.

Deney sonunda perfiizyon islemi siiresince toplanan safra miktar1 tartilarak

tayin edilmis ve karaciger orjinal pozisyonundan c¢ikarilarak tartilmigtir. Siroz
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gelistirilmis sicanlara ait karacigerler ise olusan siroz derecesini tayin etmek

amaciyla patolojik incelemeye tabi tutulmustur (Bolim 3.8.2).

Tablo 3.9. Kontrol ve siroz gelistirilmis siganlarda etkin maddelerle yapilan deneyler

ve Ornekleme semasi.

Madde Kontrol Siroz

PV HA PV HA

Naproksen sodyum + + + +

Ornekleme semasi 0-2 dk: her 2 saniyede bir 6rnek (6rnek toplayiciyla)
2-5 dk: her 10 saniyede bir 6rnek (ependorf tiiplere)

5-15 dk: her 30 saniyede bir 6rnek (ependorf tiiplere)

Furosemid + + + +

Ornekleme semasi 0-1 dk: her 1 saniyede bir 6rnek (6rnek toplayiciyla)
1-5 dk: her 10 saniyede bir 6rnek (ependorf tiiplere)

5-7 dk: her 30 saniyede bir 6rnek (ependorf tiiplere)

(+) preparatin siganlara uygulandigini gostermektedir.

Naproksen sodyum veya furosemid igeren perfiizyon 6rnekleri 13500 rpm’de
10 dk santrifijjlendikten sonra 0.22 pum por agikligina sahip enjektor filtresi
kullanilarak stiziilmiistiir. Filtrat (100 uL) mobil faz ile 1 mL’ye seyreltildikten sonra

Bolim 3.10.3.3°de verilen HPLC sistemine 10 uLL hacimde enjekte edilmistir.
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3.10.3.3. Etkin Maddelerle Yapilan Perfiizyon Calismalarinda Kullanilan

Analitik Yontemler
Naproksen sodyum

Naproksen sodyumun matriks (perflizat) igerisinden kantitatif tayini HPLC
yontemi kullanilarak asagidaki sartlar altinda gerceklestirilmistir.
Kolon: Waters Spherisorb S10 ODS2 C;g (10 um; 4.6 x 200 mm)
Mobil faz: Ultra saf su (pH 3.2): metanol: asetonitril (35:15:50)
Akis hzi: 1 mL/dk
Enjeksiyon hacmi: 10 pL
Dalga boyu: 230/352 nm(ex/em), florometrik dedeksiyon
Analiz siiresi: 7 dk
Alikonma Siiresi: 5.2 dk

Perfiizyon c¢ozeltisi icerisinde 10 mg/mL naproksen sodyum iceren 6 adet
stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozeltilerden uygun seyreltmeler
yapilarak 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 png/mL konsantrasyonda
naproksen sodyum igeren standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan Orneklerin
HPLC kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit olarak kabul edilmistir.
Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alan1 degerleri grafiklenerek lineer
regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve determinasyon katsayilari tayin

edilmistir.
Furosemid

Furosemidin matriks igerisinden kantitatif tayini HPLC yontemi kullanilarak

asagidaki sartlar altinda gergeklestirilmistir.
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Kolon: Waters Spherisorb S10 ODS2 C;g (10 um; 4.6 x 200 mm)
Mobil faz: KH,PO4 (0.01 M; pH 3.5): asetonitril (62:38)

Akis hizi: 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Dalga boyu: 272/410 nm (ex/em), florometrik dedeksiyon
Analiz siiresi: 6 dk

Alikonma Siiresi: 3.9 dk

Furosemidin standart dogru denklemlerini olusturmak amaciyla 6 adet Lasix
ampul (20 mg/2mL; Aventis/Tulrkiye) kullanilmistir. Ampullerden uygun
seyreltmeler yapilarak 0.003, 0.01, 0.05, 0.5, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0 ve 60.0 ng/mL
konsantrasyonda furosemid iceren standart c¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan
orneklerin HPLC kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit olarak kabul
edilmistir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alan1 degerleri grafiklenerek
lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve determinasyon katsayilari

tayin edilmistir.
3.10.3.4. Veri Analizi

Konsantrasyon—zaman profilleri, 6rnekleme zamanmin orta noktasindaki
madde konsantrasyonu (C(t)) perfiizyon akis hiz1 (Q; mL/sn) ve enjekte edilen doz
(D) kullanilarak frekans (f(t), 1/sn) dagilimi olarak ifade edilmistir.

C@®-Q
D

f(t) = (3.7)

Bolim 3.10.1°de belirtildigi sekilde tayin edilen gecikme zamani (PV: 2.52
sn HA: 2.52 sn) tim Ornekleme zamanlarindan g¢ikarilmigtir. Maksimum frekans
(finaks) ve maksimum frekansa ulagma zamani (tyaks) frekans-zaman verilerinden tayin

edilmistir.
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Referans (RBC, EB) ve etkin (naproksen sodyum, furosemid) maddelerin
karacigere enjeksiyonunu takiben elde edilen frekans-zaman profilleri altinda kalan
alan (AUC) ve ortalama gecis zaman1 (MTT) asagida verilen esitlikler kullanilarak

tayin edilmistir.

AUC = Tf(t).dt (3.8)
Tt.f(t).dt
MIT =+ (3.9)
AUC

Referans Maddeler

Referans maddelerin karacigerdeki dagilma hacmi (V) Esitlik 3.10

kullanilarak hesaplanmustir.

V=0.MIT (3.10)

Karacigerin total hacmi, liyofilizasyon yontemiyle elde edilen yas (Wy,) ve
kuru (W) organ agirhiklart kullanmilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.11). Bu
hesaplamada buharlagan suyun yogunlugunun 1’e esit oldugu varsayilarak total

hacim mL/g olarak ifade edilmistir.

Wyas ~W,
Vg =l (3.11)
otal W

yas
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Karacigerin intersitisyel (Viy) ve intraselliller (Vyuere) hacimleri asagida

verilen esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir.

=Vis = Vise (3.12)

int

14

hiicre

= VTotal - VEB (3.13)

Esitliklerde (3.12 ve 3.13) verilen dagilma hacimleri vaskiiler (Vgrgc),

ekstraseliiler (Vip) ve total (Vo) hacimlerdir.

Hepatik artere 0zgli spesifik alanin tayini i¢in Field ve Andrews (74)
tarafindan gelistirilen lineer regresyon yontemi kullanilmistir. Bu yontemde arteryel
alan fraksiyonu (Vya/Vr) ile arteryel akis fraksiyonu (Qua/Qr) arasinda dogrusal bir
iligki oldugu kabul edilmektedir (Esitlik 3.14). Regresyon dogrusunun kesim noktasi
(b) sadece hepatik arter tarafindan perfiize edilen karaciger fraksiyonunu

gostermektedir.

II//HA oL i) (3.14)

Esitlikte verilen Qr total akis hiz1 (Qr= QPv + Qua), Vr ise total hacim olup

asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

VT:QPV.MTTPV+QHA.MTTHA (315)
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Etkin Maddeler

Naproksen sodyum ve furosemidin geri kazanimi (F), ekstraksiyon oran1 (E)

ve hepatik klerensi (CLy) asagida verilen esitlikler kullanilarak hesaplanmistir.

_AUC

F——DOZ 0 (3.16)
E=1-F (3.17)
CLu=0.E (3.18)

3.11. Referans ve Etkin Maddelerin Miktar Tayininde Kullanilan Analitik

Yontemlerinin Validasyonu

Bir analitik yontemin validasyonun amaci kullanilan yontemin planlanan
hedefe uygun olup olmadigini gostermektir. Calisma siiresince kullanilan tim
analitik yoOntemlerin gecerliligini kontrol etmek amaciyla 6zgilinliik, duyarlilik,

dogrusallik, kesinlik (giin i¢i ve giinler arasi kesinlik) ve dogruluk test edilmistir.
3.11.1. Ozgiinliik (Specificity)

Olgiimii yapilacak maddenin analiz sonuglarinin ortamda bulunan diger
maddelerden etkilenmemesi gerekmektedir. Kullanilan analitik ydntemin sadece
tayini yapilacak madde veya maddeleri tayin edebilmesi 0Ozgilinliik olarak

tanimlanmaktadir.
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Referans maddeler

Enjeksiyonlar arasinda toplanmig bos perfiizatin secilen dalga boyu araliginda
(RBC: 300-600 nm ve EB: 400-800 nm) referans maddenin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunda (RBC: 412 nm ve EB: 607.5 nm) absorbans verip vermedigi

incelenmistir.
Etkin maddeler

Coziiniirlitk deneyleri: Cozinlrlik deneylerinin gergeklestirildigi ¢oziinme
ortamlar1 (naproksen sodyum: pH 1.0, pH 3.2, pH 4.2, pH 5.2, pH 7.5; furosemid: pH
1.0, pH 2.9, pH 3.9, pH 4.9, pH 7.5) Boliim 3.7.1°de verilen HPLC sistemlerine
uygulanarak naproksen sodyumun ve furosemidin pik verdigi zamanlarda (naproksen

sodyum: ~7 dk; furosemid: ~6.9 dk) pik verip vermedigi kontrol edilmistir.

Barsak permeabilitesi deneyleri: Barsak perflizyonunda kullanilan ve etkin
madde igermeyen izo-ozmotik perflizyon ¢ozeltisi kullanilarak etkin (naproksen
sodyum ve furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin alikonma zamanlarinda
(antipirin: ~3.9 dk; furosemid: ~7.8 dk; naproksen sodyum: ~9.8 dk) pik vererek

girigim yapip yapmadigi incelenmistir.

Karaciger perfiizyonu deneyleri: Enjeksiyonlardan Once toplanan bos
perfiizat Bolim 3.10.3.3’de verilen HPLC sistemlerine uygulanmig ve etkin
maddelerin pik verdigi zamanlarda (naproksen sodyum: ~5.2 dk; furosemid: ~3.9 dk)
pik vererek girisim yapip yapmadigi kontrol edilmistir.

3.11.2. Dogrusallik (Linearity)
Referans maddeler

Standart dogru icin hazirlanan {i¢ stoktan her birinde yedi (RBC: 8.72 - 174.4
pug hemoglobin /mL) veya onii¢ (EB: 0.25-10 pg/mL) konsantrasyon olan farkli
seriler {Uretilmis ve absorbans degerleri tayin edilmistir. Her bir seri igin
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri en kiicilik

kareler yontemine gore degerlendirilerek standart dogru denklemi ve korelasyon
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katsayis1 hesaplanmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e  yakin olmasma gore

degerlendirilmistir.
Etkin maddeler

Coziiniirlitk deneyleri: Standart dogru i¢in hazirlanan stok ¢ozeltiler
(naproksen sodyum: 0.1 mg/mL; furosemid: 0.1 mg/mL) uygun sekilde seyreltilerek
naproksen sodyum ve furosemid icin 0.5-50 pg/mL aralifinda her biri 10
konsantrasyon igerecek sekilde alti seri iiretilmis ve pik alam1 degerleri tayin
edilmistir. Konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen pik alani degerleri
kullanilarak lineer regresyon analizi ile standart dogru denklemi ve korelasyon
katsayilar1 tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina gore

degerlendirilmistir.

Barsak permeabilitesi deneyleri: Standart dogru denklemi olusturmak
amactyla 0.1 mg/mL furosemid, 0.5 mg/mL naproksen sodyum ve 0.5 mg/mL
antipirin iceren alt1 adet stok ¢ozelti hazirlanmis ve her stoktan uygun seyreltmeler
yapilarak Tablo 3.6’da verilen konsantrasyonlarda etkin (naproksen sodyum ve
furosemid) ve referans madde (antipirin) igeren standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit
olarak kabul edilmistir. Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlari
kullanilarak standart dogru denklemleri ve korelasyon katsayilari tayin edilmistir.

Korelasyon katsayisinin 1’e yakin olmasina gore degerlendirilmistir.

Karaciger perfiizyonu deneyleri: Standart dogru denklemi olusturmak
amaciyla hazirlanan stok ¢ozeltilerin (naproksen sodyum: 10 mg/mL; furosemid: 20
mg/2mL) uygun sekilde seyreltilmesiyle (naproksen sodyum : 0.005 — 2.00 pg/mL ,
furosemid : 0.003 — 60.0 pg/mL) standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin
HPLC kolonuna enjeksiyonuyla elde edilen pik alani yanit olarak kabul edilmistir.
Konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen pik alanlar1 degerleri kullanilarak standart
dogru denklemleri ve korelasyon katsayilar1 tayin edilmistir. Korelasyon katsayisinin

1’e yakin olmasina gore degerlendirilmistir.
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3.11.3. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, ayn1 analitik kosullar altinda yapilan belirli sayidaki 6l¢iimlerin
birbirlerine ne kadar yakin oldugunun gostergesidir. Yontemlerin kesinligi igin giin
ici ve giinler arasi1 kesinlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Analitik yontemin kesinligini
gostermek icin ortalama deger (Ort) bulunarak standart sapma (SS), ve varyasyon

katsayis1 (VK) 6lg¢iitleri tayin edilir.

Giin i¢i Kesinlik ¢alismalar icin; kalibrasyon dogrusu araliginda kalan ve
calisilacak numunelerin  konsantrasyonlari da g6z Oniine alinarak disiik
(kalibrasyonun diisiik noktas1), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve yiiksek
(kalibrasyonun en yliksek noktasi) diizeyde ii¢ konsantrasyon belirlenerek (Tablo
3.10 ve Tablo 3.11) her konsantrasyon noktasi i¢in 6 tane standart hazirlanmistir.
Hazirlanan standartlar etkin maddenin kendisine ait miktar tayin yOntemine
uygulanarak ayni giin igerisinde analiz yapilmis ve elde edilen bulgulardan hareketle

ortalama (Ort), SS, ve VK hesaplanmistir.

Giinler arasi kesinlik ¢alismalar icin; kalibrasyon dogrusu araliginda kalan
ve c¢alisilacak numunelerin konsantrasyonlar1 da g6z Oniine alinarak diisiik
(kalibrasyonun diisiik noktas1), orta (kalibrasyonun orta noktasi) ve yiiksek
(kalibrasyonun en yiiksek noktasi) diizeyde li¢ konsantrasyon (Tablo 3.10 ve Tablo
3.11) belirlenerek her konsantrasyon noktasi i¢in alt1 farkli giinde 6’sar tane standart
hazirlanmigtir. Hazirlanan standartlar etkin maddenin kendisine ait miktar tayin
yontemine uygulanarak ayni giin igerisinde analiz yapilmis ve elde edilen

bulgulardan hareketle ortalama (Ort), SS, ve VK hesaplanmuistir.
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Tablo 3.10. Referans maddeler i¢in giin i¢i ve gilinler arasi kesinlik ve dogruluk

caligsmalarinda kullanilan konsantrasyonlar.

Calisilan Maddeler ve Konsantrasyonlari

Deney Diizey (ng/mL)
EB RBC
Dagilma Diisiik 1 8.72
Hacmi Orta 4 104.6
Deneyi Yiiksek 8 174.4

Tablo 3.11. Etkin maddeler i¢in giin i¢i ve glinler aras1 kesinlik ve dogruluk

calismalarinda kullanilan konsantrasyonlar.

Calisilan Maddeler ve Konsantrasyonlari

/mL
Deney Diizey (ng/mL)
Naproksen
Furosemid Antipirin
Sodyum
Diisiik 1 1 -
Coziiniirliik
Orta 10 10 -
Deneyi
Yiiksek 40 40 -
Diisiik 2.5 12.5 12.5
Barsak
Orta 7.5 37.5 37.5
Permeabilitesi
Yiiksek 20 100 100
Diisiik 2 0.01 -
Karaciger
Orta 10 0.5 -
Perfiizyonu
Yiiksek 40 2 -
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3.11.4. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk deneysel verilerin gercek verilere ne kadar yakin oldugunun
olgiitiidiir. Dogruluk, % ortalama bagil hata (OBH) ile ifade edilmis (Esitlik 3.19) ve
OBH’nin 15°den kiigiik olmasina gore degerlendirme yapilmistir (176).

% OBH = x100 (3.19)
A : Tayin edilen konsantrasyon
B : Gergek konsantrasyon

Yontemlerin dogrulugunun tayini i¢in gilin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
calismalarinda kullanilan konsantrasyonlardan elde edilen sonuglar kullanilarak

yapilmistir (Tablo 3.10-Tablo 3.11).
3.11.5. Duyarhlik (Sensitivity)

Bir analitik yontemin saptayabilecegi en kiiclik konsantrasyon degeri olup
saptayabilme smir1 (limit of detection; LOD) ve kantitatif olarak tayin edebilecegi

(limit of quantitation; LOQ) en kii¢lik konsantrasyon degeri ile ifade edilir.

Naproksen sodyum ve furosemidin bilinen konsantrasyondaki stok
cozeltilerinin seyreltilmesiyle elde edilen 6rneklerin her bir maddeye 6zgii HPLC
metoduyla analizleri yapilarak sinyal/gliriiltii oranlar1 tespit edilmistir. Sinyal/glirtlti
(S/G) oranm1 3 olan konsantrasyon LOD, S/G orani 10 olan konsantrasyon ise LOQ
olarak belirlenmistir (177).

3.11.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen biitlin veriler ortalama (Ort) + standart sapma (SS) olarak
tablolanmistir. Elde edilen sonucglardan siroz-kontrol karsilagtirmalar1 bagimsiz

orneklerde T testi (independent samples T test) ile yapilmistir. Ayni deney



84

hayvanindan elde edilen parametrelerin karsilastirilmasi i¢in (kontrol-kontrol, siroz-
siroz) eslestrilmis ornekler testi (paired samples test) kullanilmigtir. Karsilagtirmalar
SPSS 11.5 for Windows programi kullanilarak yapilmistir. Biitlin istatistiksel
analizlerde Giiven aralig1 (%95) en az %95 olarak secilmistir. Gruplar arasindaki
farkin O6nemliligi elde edilen p degerinin o yanilma diizeyinden biiylik (p>a;
istatistiksel olarak anlamsiz) veya kiigiik (p<a; istatistiksel olarak anlamli) olmasina
gore degerlendirilmistir. Bunun yaninda analitik yontemin validasyon Olgiitlerinin

varyasyon katsayis1 (VK) hesaplanmistir.



4. BULGULAR
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4.1. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan Calismalar

4.1.1. Etkin Maddelerin UV Spektrumu

4.1.1.1. Naproksen Sodyum

Naproksen sodyum kullanilarak hazirlanan ¢ozeltinin (25pg/mL) 200-400 nm

dalga boyu araliginda UV spektrumu alinmig ve maksimum absorbans (Amaks)

gosterdigi dort dalga boyu 262, 271, 318 ve 332 nm olarak saptanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Naproksen sodyumun 200-400 nm araligindaki UV Spektrumu.

4.1.1.2. Furosemid

Furosemid kullanilarak hazirlanan ¢6zeltinin (8 pg/mL) 200-400 nm dalga

boyu araliginda UV spektrumu alinmis ve en fazla absorbans gosterdigi dalga boyu

(Amaks) 227.6 ve 270.4 nm olarak saptanmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Furosemidin 200-400 nm araligindaki UV Spektrumu.

4.1.2. IR Spektrumu

Naproksen sodyum ve furosemidin IR spektrumlari Boliim 3.6.2°de, belirtilen

yonteme uygun olarak g¢ekildiginde elde edilen bulgular Sekil 4.3’de verilmistir.

Gozlenen pikler referans kaynaklarda verilen piklerle uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.3. Naproksen sodyum (A) ve furosemidin (B) 400-2000 cm™ dalga sayisi

araligindaki IR spektrumu.
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4.2. Etkin Maddelerin Coziiniirliikklerinin Tayini Amaciyla Yapilan Deneyler

4.2.1. Etkin Maddelerin Coziiniirliiklerinin Tayininde Kullanilan Miktar

Tayini Yontemleri

4.2.1.1. Naproksen Sodyum

Bolim 3.7.1°de belirtilen kosullar altinda, naproksen sodyumun bes farkli

tampondaki HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.4’de verilmistir. Her bir ortamdaki

naproksen sodyumun alikonma zamani 7.1 £ 0.1 dakika olarak bulunmustur.

1,20~
110~
100~
osoé
Oﬁﬂé

070"

AU

0,60
050
0,40~

0,30~

pH 7.5

pH 5.2

pH 4.2

0,10

pH 3.2

0.00-

pH 1.0

; oy
4,00 5,00

Minutes

6,00 7.00 8,00 9,00

Sekil 4.4. Naproksen sodyumun farkli tamponlarda, 230 nm dalga boyunda elde

edilen HPLC kromatogramlari.

Yiiksek basingl sivi kromatografisi ile tayini yapilan naproksen sodyumun

¢oziinlirliik deneyleri icin kullanilan kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.5°de

verilmistir.
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Sekil 4.5. Naproksen sodyumun ¢oziniirliik deneylerinde kullanilan kalibrasyon
dogrusu ve denklemi [Gliven aralig1 (%95) egim: 167123 - 160159, kesisim: 2731 -
(-15147)].

4.2.1.2. Furosemid

Boliim 3.7.1°de belitilen kosullar altinda, furosemidin 235 nm dalga boyunda
bes farkli tampondaki HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.6’da verilmistir. Her bir

ortamdaki furosemidin alikonma zamani 6.9 + 0.3 dakika olarak bulunmustur.

Yiiksek basingli s1vi kromatografisiyle tayini yapilan furosemidin ¢oziiniirlik

deneyleri i¢in kullanilan kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Furosemidin farkli tamponlarda, 235 nm dalga boyunda elde edilen HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 4.7. Furosemidin ¢oziiniirliik deneylerinde kullanilan kalibrasyon dogrusu ve

denklemi [Gliven aralig1 (%95) egim: 48643 - 46409, kesisim: 2367 - (-13672)].

4.2.2. Etkin Maddelerin Coziiniirliiklerinin Tayininde Kullanilan Miktar

Tayini Yontemlerinin Validasyonu

4.2.2.1. Ozgiinliik

Etkin madde igermeyen ¢oziiniirlik ortamlarindan (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2)
alman Ornekler BoOlim 3.7.1°de verilen HPLC sistemine enjekte edildiginde

naproksen sodyum ve furosemidin alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim

gbzlenmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Naproksen sodyum (A) ve furosemidin (B) c¢oziiniirlik deneylerinde

kullanilan ve etkin madde igermeyen tamponlara ait HPLC kromatogramlari.
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4.2.2.2. Dogrusallik

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢6ziiniirlilk deneyleri i¢in hazirlanan stok
cozeltilerden hareketle gerekli seyreltmeler yapilarak elde edilen ¢ozelti serileri
Bolim 3.7.1’de belirtilen HPLC sistemine enjekte edilmis ve pik alanlar
hesaplanarak konsantrasyona kars1 grafige gegirilmistir. Regresyon analizi yapilarak
konsantrasyon ve pik alanlar1 arasindaki iligkinin dogrusal oldugu gdsterilmistir (R?

>0.999; Sekil 4.5. ve Sekil 4.7).
4.2.2.3. Kesinlik

Etkin maddelerin ¢ozilintlirliikklerinin tayininde kullanilan miktar tayini
yontemlerinin giin i¢i ve glinler arasi kesinligi Bolim 3.11.3°de belirtildigi sekilde
yapilmis ve elde edilen bulgular Tablo 4.1°de gosterilmistir. Calisilan tiim

konsantrasyonlara ait varyasyon katsayis1 degerleri %2’den kiigiik bulunmustur.
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Tablo 4.1. Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliiklerinin tayininde kullanilan

yontemin giin i¢i ve glinler arasi kesinlik bulgulari.

Giin Ici Giinler Arasi
Kon(rgl:::)yon N;f;;:lslfn Furosemid N;f;;:lslfn Furosemid
(ug/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL)
1.11 1.12 1.11 1.09
1.14 1.12 1.13 1.09
1.11 1.09 1.09 1.09
! 1.09 1.15 1.09 1.13
1.13 1.09 1.10 1.08
1.12 1.10 1.08 1.10
Ort =SS 1.12+£0.02 1.11£0.02 1.10£0.02 1.10+0.02
VK (%) 1.56 1.79 1.52 1.60
10.03 10.08 9.94 9.69
10.34 10.30 10.00 10.17
10 9.95 9.93 10.03 10.13
10.27 9.78 9.99 9.86
10.01 9.80 10.16 9.77
10.03 9.71 10.06 9.97
Ort£SS 10.11 £ 0.07 9.92 £0.20 10.03 £0.07 9.93 +0.19
VK (%) 1.58 1.97 0.74 1.94
40.83 41.60 40.42 39.76
40.42 40.16 39.50 40.78
40 39.52 39.70 39.18 40.98
39.69 39.86 39.77 40.09
39.51 40.78 39.67 40.09
39.19 39.54 39.94 40.81
Ort = SS 39.86 £0.63 40.27 +0.72 39.75+£0.42 39.24 + 0.69
VK (%) 1.57 1.94 1.05 0.72
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4.2.2.4. Dogruluk

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢Oziliniirliikklerinin tayininde kullanilan
miktar tayini yontemlerinin dogrulugunu gostermek amaciyla yapilan deneylerden
elde edilen bulgular Tablo 4.2’de verilmistir. Ortalama bagil hata (% OBH) degerleri

hem naproksen sodyum hemde furosemid i¢in %15°den kii¢lik bulunmustur.

Tablo 4.2. Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliiklerinin tayininde kullanilan

yontemin giin i¢i ve glinler arasi1 dogruluk bulgulari (ort = SS, n=6).

Giin I¢i Giinler Arasi
Konsantrasyon % OBH % OBH
(ug/mL) Naproksen Furosemid Naproksen Furosemid
Sodyum Sodyum
1 -11.85+0.02 | -11.14+0.02 | 10.01 £0.02 -9.70 £ 0.02
10 -1.06 £0.07 0.78 £ 0.02 -0.30£0.07 0.67+0.19
40 0.35+0.63 -0.68 £0.72 1.05+0.42 -0.69 £ 0.69

4.2.2.5. Duyarhhk

Furosemid (1 mg/mL) ve naproksen sodyum (I mg/mL)un stok
¢ozeltilerinden hareketle, mobil faz sistemi ile seyreltilen standart ¢ozeltiler Boliim
3.7.1. de belirtilen HPLC yontemlerine uygulanarak sinyal giiriiltli (S/G) oranlar
tayin edilmistir. S/G oram1 3 den biiylik olan en kii¢iik konsantrasyon (LOD)
furosemid i¢in 80 ng/mL, naproksen sodyum i¢in 20 ng/mL olarak tespit edilmistir.
S/G oran1 10 dan biiyiik olan en kiiclik konsantrasyon (LOQ) ise furosemid igin 320
ng/mL, naproksen sodyum i¢in 80 ng/mL tespit edilmistir.
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4.2.3. Etkin Maddelerin Coziiniirliik Bulgular

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliikleri Boliim 3.7°de belirtildigi
sekilde bes farkli ortamda yapilmis ve elde edilen bulgular Tablo 4.3, ve Sekil 4.9°da
verilmistir. Her iki maddenin ¢oziiniirligii de pH’nin fonksiyonu olarak artmis ve

¢Oziiniirliiglin en yiiksek oldugu pH degeri 7.5 olarak bulunmustur.

Tablo 4.3. Naproksen sodyum ve furosemidin ¢alisilan pH’lardaki maksimum

¢Oziinirliik degerleri (Ort + SS; n=6).

Deney Naproksen Sodyum Furosemid
Kosullar Cahisilan Coziinen Miktar Cahsillan | Coziinen Miktar
(PH5) pH (mg/mL) pH (ng/mL)

1.0 1.0 68.86 £2.47 1.0 28.4+4.7
pKa-1 3.2 85.68 £9.50 2.9 27.6+1.0
pKa 4.2 88.37 +10.78 3.9 28.5+3.0
pKa+1 5.2 85.75+4.73 4.9 63.3+4.7

7.5 7.5 254.91 + 24.59 7.5 6410.8 +£262.1
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Sekil 4.9. Naproksen sodyum (A) ve furosemidin (B) pH’nin fonksiyonu olarak

¢ozlinlirliik profili.

Etkin maddelerin en yiliksek dozlarinin (naproksen sodyum:550 mg;
furosemid:80 mg) ¢6ziindiigl ¢éziicli hacmi pH’ nin fonksiyonu olarak hesaplanmis

ve elde edilen bulgular Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Naproksen sodyum ve furosemidin en yiiksek dozlarini ¢dzmek icin

gerekli ¢ozilicii hacmi.

Deney Naproksen Sodyum Furosemid
Kosullar Calisilan Coziicii Hacmi Calisilan Coziicii Hacmi
o PH (mL) PH (mL)

1.0 1.0 7.99 1.0 2816
pKa-1 3.2 6.42 2.9 2898

pKa 4.2 6.22 3.9 2807
pKa+1 5.2 6.41 4.9 1263

7.5 7.5 2.16 7.5 12

Naproksen sodyumun en yiiksek dozunu ¢6zmek i¢in gerekli ¢oziicli hacmi
calisilan tiim kosullarda 250 mL’den az iken furosemid i¢in sadece pH 7.5’de 250

mL’den az bulunmustur.

Naproksen sodyum ve furosemidin calisilan pH’lardaki doz sayist (Do)
degerleri Boliim 3.7.2°de verilen Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar
Tablo 4.5’de gosterilmistir. Naproksen sodyumun doz sayis1 degerleri tiim kosullarda
I’den kii¢iik (Do<1) iken furosemid i¢in bu deger sadece pH 7.5’da 1’den kiigiik

(Do<1) olarak bulunmustur.
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Tablo 4.5. Naproksen sodyum ve furosemidin ¢alisilan pH’lardaki doz sayis1 (Do)

degerleri.
Deney Naproksen Sodyum Furosemid
Kosullari Cahisilan pH Do Cahisilan pH Do
(pH=)
1.0 1.0 0.032 1.0 11.794
pKa-1 3.2 0.026 2.9 12.169
pKa 4.2 0.025 3.9 11.768
pKa+1 5.2 0.026 4.9 5.237
7.5 7.5 0.009 7.5 0.051

4.3. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitesinin Tayini Amaciyla Yapilan

Deneyler

4.3.1. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitelerinin Tayininde

Kullamilan Miktar Tayini Yontemi

Barsak perflizyonu deneylerinde kullanilan perfiizyon ¢6zeltisinin tek basina,
etkin (naproksen sodyum, furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin ilavesinden
sonra Bolim 3.6.8’de belirtilen HPLC sistemine enjekte edilmesiyle elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.10-4.12de verilmistir. Alikonma zamani antipirin i¢in 3.9 +
0.1 dk, furosemid i¢in 7.8 £ 0.1 dk ve naproksen sodyum icin 9.8 + 0.1 dk olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.10. Barsak perflizyonu deneylerinde kullanilan perflizyon ¢ozeltisinin tek
basmna (A) ve antipirin ilavesinden sonra (B) 242 nm’de elde edilen HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 4.11. Barsak perflizyonu deneylerinde kullanilan perflizyon ¢ozeltisinin tek

basma (A) ve furosemid ilavesinden sonra (B) 227.6 nm’de elde edilen HPLC

kromatogramlari.
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Sekil 4.12. Barsak perflizyonu deneylerinde kullanilan perfiizyon ¢ozeltisinin tek
basina (A) ve naproksen sodyum ilavesinden sonra (B) 271 nm’de elde edilen HPLC

kromatogramlari.

Boliim 3.6.8°de verilen HPLC yontemine gore hazirlanan, etkin (naproksen
sodyum, furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin barsak permeabilitelerinin
tayin edilmesi amaciyla kullanilan kalibrasyon dogrular1 ve denklemleri Sekil 4.13 -

15°de verilmistir.
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Sekil 4.13. Antipirinin barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan kalibrasyon
dogrusu ve denklemi [Giliven aralig1 (%95) egim: 137808 - 135267, kesisim: 105683
- (-6189)].
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Sekil 4.14. Furosemidin barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan kalibrasyon
dogrusu ve denklemi [Giiven aralig1 (%95) egim: 299815 - 286497, kesisim: 19601 -
(-48196)].
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Sekil 4.15. Naproksen sodyumun barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan

kalibrasyon dogrusu ve denklemi [Gliven araligi (%95) egim: 54619 - 53698,

kesisim: 97431 - (-67320)].

4.3.2. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitelerinin Tayininde

Kullanilan Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

4.3.2.1. Ozgiinliik

Barsak perfiizyonu deneylerinde kullanilan (Tablo 3.4), etkin ve referans

maddeleri icermeyen perfiizyon ortami Bolim 3.6.8°’de verilen HPLC sistemine

enjekte edildiginde antipirin,

zamanlarinda herhangi bir girisim olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.10 - 4.12).

4.3.2.2. Dogrusallik

furosemid ve naproksen sodyumun alikonma

Barsak permeabilitesinin incelenmesi amaciyla hazirlanan stok ¢ozeltilerden

hareketle gerekli seyreltmeler yapilarak elde edilen ¢ozelti serileri Bolim 3.6.8°de

verilen HPLC sistemine enjekte edilmis ve pik alanlar1 hesaplanarak konsantrasyona
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kars1 grafige gecirilmistir. Regresyon analizi yapilarak etkin ve referans maddeler
icin tayin edilen konsantrasyon ve pik alanlar1 arasindaki iliskinin dogrusal oldugu

gosterilmistir (R* >0.999; Sekil 4.13-4.15)

4.3.2.3. Kesinlik

Test (naproksen sodyum, furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin barsak
permeabilitelerinin tayininde kullanilan miktar tayini yonteminin giin i¢i ve giinler
aras1 kesinligi Bolim 3.11.3’de belirtildigi sekilde yapilmis ve elde edilen bulgular
Tablo 4.6 - 4.8°’de gosterilmistir. Caligilan tiim konsantrasyonlara ait varyasyon

katsayis1 degerleri %15°den kiigiik bulunmustur.
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Tablo 4.6. Naproksen sodyumun barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan

yontemin giin i¢i ve glinler arasi kesinlik bulgulari.

Konsantrasyon Naproksen Sodyum (ug/mL)
(ng/mL) Giin I¢i Giinler Arasi
11.522 11.528
11.295 11.373
125 11.573 11.402
11.391 11.503
11.375 11.865
11.431 11.535
Ort+SS 11.431 + 0.042 11.534 £ 0.072
VK (%) 0.89 1.52
37.466 37.353
37.391 37.582
37.5 37.234 38.097
39.100 37.234
37.423 37.763
37.521 36.949
Ort+SS 37.689 + 0.285 37.496 + 0.166
VK (%) 1.85 1.09
100.253 100.392
105.070 105.488
100.0 106.579 106.880
105.670 103.398
105.508 101.826
104.757 102.326
Ort+SS 104.640 = 0.913 103.385 + 0.986
VK (%) 2.14 2.34
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Tablo 4.7. Furosemidin barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan yontemin giin

ici ve giinler arasi kesinlik bulgulari.

Konsantrasyon Furosemid (ng/mL)
(ng/mL) Giin I¢i Giinler Arasi
2.543 2.543
2.508 2.520
- 2.558 2.501
2.538 2.528
2.546 2.578
2.548 2.550
Ort =SS 2.540 + 0.007 2.537 £ 0.011
VK (%) 0.67 1.06
7.554 7.509
7.467 7.467
7.5 7.478 7.580
7.541 7.538
7.538 7.511
7.558 7.598
Ort+SS 7.523 £ 0.016 7.534 + 0.020
VK (%) 0.53 0.65
19.385 20.507
20.428 19.492
20.0 20.677 20.171
19.443 20.390
20.054 20.521
20.558 20.426
Ort+SS 20.091 £+ 0.231 20.252 +0.160
VK (%) 2.81 1.94
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Tablo 4.8. Antipirinin barsak permeabilitesinin tayininde kullanilan yontemin giin i¢i

ve giinler arasi kesinlik bulgulari.

Konsantrasyon Antipirin (ug/mL)
(ug/mL) Giin I¢i Giinler Arasi
11.973 11.226
11.876 11.688
125 12.353 12.200
12.487 11.526
12.022 11.461
11.592 11.827
Ort+SS 12.050 + 0.133 11.654 + 0.137
VK (%) 2.70 2.89
37.395 37.224
37.160 37.827
37.5 37.106 36.954
37.076 37.232
38.134 38.678
37.005 37.524
Ort+SS 37.313 £0.173 37.573 £0.252
VK (%) 1.14 1.65
99.752 101.780
103.737 101.010
100.0 105.219 107.139
102.081 98.177
99.679 102.245
102.344 106.299
Ort+SS 102.135 + 0.891 102.775 £ 1.378
VK (%) 2.14 3.29
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Naproksen sodyum, furosemid ve antipirinin barsak permeabilitelerinin

tayininde kullanilan miktar tayini yontemlerinin dogrulugunu gdstermek amaciyla

yapilan deneylerden elde edilen bulgular Tablo 4.9’da verilmistir. Ortalama bagil

hata (% OBH) degerleri hem etkin hemde referans maddeler icin %15°den kiicilik

bulunmustur.

Tablo 4.9. Naproksen sodyum, furosemid ve antipirinin barsak permeabilitesinin

tayininde kullanilan yontemin giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk bulgular1 (Ort + SS;

n=6).
Konsantrasyon Naproksen Sodyum
(ng/mL) Giin i¢ci (%OBH) Giinler Arasi (%OBH)
12.5 8.55£0.042 7.73 £0.072
375 -0.50 £0.285 0.01 +£0.166
100 -4.64 £0.913 -3.38+0.986
Furosemid
2.5 -1.62 +0.007 -1.47+£0.011
7.5 -0.30+0.016 -0.45 £ 0.020
20 -0.45 £0.231 -1.26 £0.160
Antipirin
12.5 3.60 +0.133 6.76 £ 0.137
375 0.50+0.173 -0.20 £ 0.252
100 -2.14 + 0.891 -2.78 £1.378
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4.3.2.5. Duyarhhk

Naproksen sodyum, furosemid ve antipirinin bilinen konsantrasyondaki stok
cozeltilerinin seyreltilmesiyle elde edilen standart ¢ozeltiler Boliim 3.6.8’de belirtilen
HPLC yontemlerine uygulanak sinyal giiriiltii (S/G) oranlar tayin edilmistir. S/G
orani 3 den biiyiik olan en kii¢lik konsantrasyon (LOD) furosemid i¢in 400 ng/mL,
naproksen sodyum i¢in 80 ng/mL, antipirin i¢in 30 ng/mL olarak tespit edilmistir.
S/G orani 10 dan biiyiik olan en kii¢lik konsantrasyon (LOQ) ise furosemid i¢in 1000
ng/mL, naproksen sodyum i¢in 320 ng/mL, antipirin i¢in 100 ng/mL olarak tayin

edilmistir
4.3.3. Barsak Perfiizyonu Bulgular:

4.3.3.1. Deneysel Siroz Gelistirilmesi ve Gelistirilmis Sirozun Derecesinin

Tayini Bulgulan

Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlarda 12-20 hafta siireyle %0.03
tiyoasetamid  indiiksiyonu  sonucu  gelistirilen sirozun patolojik  olarak
degerlendirilmesi ve derecelendirilmesi Bolim 3.8.2’de belirtildigi  sekilde
yapilmistir. Barsak ve karaciger perfiizyonu deneylerinde kullanilan sirozlu
hayvanlarda gelismis siroz Bolim 2.5.1°de belirtilen Ishak patolojik degerlendirme
sistemi esas alinarak Tablo 2.4’e gore degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo
4.10.°da verilmistir. Sirozlu siganlarin karacigerlerinden alinan kesitlerin optik

mikroskopta incelenmesi sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.16’da gosterilmistir.
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Tablo 4.10. Deneysel c¢alismalarda kullanilan sirozlu hayvanlarda gelisen sirozun

dereceleri.
Barsak Perfiizyonu Karaciger Perfiizyonu Deneyleri*
Denek No Deneyleri* Dagilma Hacmi Etkin Madde
(n=5) (n=6) (n=7)

1 2 5 2

2 4 5 5

3 3 3 6

4 6 5 5

5 1 1 5

6 - 3 5

7 - - 5

*Yapilan ¢aligmalarda  kullanilan

sirozlu  hayvanlarda gelisen  sirozun

derecelendirilmesi, Hacettepe Univerisitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali

Ogretim Uyesi Uzm. Dr. Aytekin Akyol tarafindan, Ishak fibroz derecelendirilmesi

kullanilarak, yapilmistir.
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Sekil 4.16. Siroz gelistirilmis sigan karacigerlerinin fotograflari. (A: Normal 10x
biiyiitme, B: Normal 40x biiyiitme, C: Indiiksiyon asamasinda 10x, D: Indiiksiyon
asamasinda 40x, E: Siroz gelismis 10x, F: Siroz gelismis 40x, G: Kolanjiyoseliiler

karsinom 10x, H: Kolanjiyoseliiler karsinom 40x).
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4.3.3.2. Etkin Maddelerin Barsak Permeabilitesi Bulgular:

Etkin (naproksen sodyum, furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin
barsak permeabiliteleri Bolim 3.8’de belirtilen in situ barsak perfiizyonu teknigi
kullanilarak tayin edilmistir. Absorplanmadan kalan madde miktarlar1 (% kalan)
zamana kars1 grafiklenerek naproksen sodyum icin Sekil 4.17, furosemid i¢in Sekil

4.18 verilmistir.

Etkin (naproksen sodyum, furosemid) ve referans (antipirin) maddelerin sigan
barsagindan absorpsiyon hiz sabitleri (k,) ve permeabilite degerleri Tablo 4.11°de
verilmistir. Furosemidin P degeri kontrol grubunda 1.386 10™*cm/sn iken siroz

grubunda 0.584 10cm/sn olarak bulunmustur (p=0.076).

Tablo 4.11. Etkin ve referans maddelerin kontrol ve sirozlu si¢anlardaki absorpsiyon

hiz sabiti (k,) ve permeabilite (P) degerleri (Ort + SS, n=5).

K, (1/dK) P (cm/sn) x 10™
Madde
Kontrol Siroz Kontrol Siroz
Naproksen
0.35440.065 | 0.339+0.053 | 5.545+1.019 | 5.559+0.410
Sodyum
Furosemid 0.088+0.036' | 0.038+0.565% | 1.386+0.565 | 0.584+0.632"
Antipirin 0.321£0.050" | 0.290+0.041> | 5.019+£0.784° | 4.758+0.478"

123%p=0.000
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Sekil 4.17. Kontrol ve siroz (S) gelistirilmis siganlardaki barsak perfiizyonu
deneylerinde kullanilan etkin madde naproksen sodyum ve referans madde antipirine

ait lineer (A) ve semilogaritmik (B) profiller (Ort + SH, n=5).
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Sekil 4.18. Kontrol ve siroz (S) gelistirilmis siganlardaki barsak perfiizyonu
deneylerinde kullanilan etkin madde furosemid ve referans madde antipirine ait

lineer (A) ve semilogaritmik (B) profiller (Ort £ SH, n=5).
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4.4. Karaciger Perfiizyonu Calismalarina Ait Bulgular

4.4.1. Referans Maddelerle Yapilan Calismalara Ait Bulgular

4.4.1.1. Referans Maddeler i¢in Analitik Yontem Gelistirilmesi ve

Validasyonu
4.4.1.1.1. Eritrositler
Sican eritrositleri kullanilarak hazirlanan ¢ozeltinin 300-600 nm araliginda
UV+goriiniir bolge spektrumu ¢ekilmis ve en yliksek absorbans verdigi dalga boyu
(Amaks) 412 nm (Sekil 4.19) olarak tespit edilmistir.
DRaTa PROCESSING YeoH ¥
+2 L BEG :
412 nm
R
a“mg!'s
)
[
G500 -
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"%‘wmw%m d»,.-t*‘" W%“wm;wxlb\\
+8 . BBA k T et .
88,0 S8 . 8CHMSDTIWV LS sUa .8
2:42 816 ‘@7 [ 686 .8HH a.6234

Sekil 4.19. Sigan eritrositinin 300-600 nm araligindaki spektrumu.

Spektrofotometrik olarak tayini yapilan sican eritrositine ait kalibrasyon

dogrusu ve dogru denklemi Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Sican eritrositinden hazirlanan ¢6zeltinin kalibrasyon dogrusu ve
kalibrasyon denklemi (Amaxs=412 nm) (Gliven araligl (%95) egim: 0.008 - 0.007,
kesigim: 0.041 - 0.021).

Ozgiinliik

Eritrositlerin tayini i¢in kullanilan yOntemin 6zglnliiginii gostermek
amaciyla portal ven veya hepatik artere herhangi bir enjeksiyon yapilmadan 6nce
toplanan bos perfiizatin UV spektrumu 400-700 nm arasinda alindiginda eritrositlerin
en yiiksek absorbans verdigi dalga boyunda (412 nm) herhangi bir absorbans
gostermedigi saptanmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. 400-700 nm araliginda bos perfuzata ait spektrum.

Dogrusallik

Eritrositlerin tayini i¢in kullanilan yoOntemin dogrusalligini gostermek
amactyla hazirlanan ¢ozelti serilerinin absorbans degerleri eritrositlerin en yiiksek
absorbans verdigi dalga boyunda (412 nm) oSlgtilerek konsantrasyona karsi grafige
gecirilmistir. Konsantrasyon ile absorbans arasindaki iliskinin dogrusal oldugu

goriilmistiir (R* =0.999, Sekil 4.20).

Kesinlik

Eritrositlerin tayini i¢in kullanilan yontemin kesinliginin gdstermek amaciyla
yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular Tablo 4.12°de verilmistir. Hesaplanan

varyasyon katsayilar1 %2’den kii¢lik bulunmustur.
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Tablo 4.12. Eritrositlerin tayininde kullanilan yontemin giin i¢i ve glinler arasi

kesinlik bulgulari.
Konsantrasyon Giin Ici Giinler Arasi
(ng/mL)
8.84 8.70
8.84 8.97
872 8.97 8.56
8.97 8.70
8.97 8.70
8.84 8.56
Ort =SS 8.91 £ 0.07 8.70 + 0.02
VK (%) 0.80 1.72
105.6 105.4
105.6 106.5
104.6 105.6 107.5
105.4 109.0
105.4 109.1
105.4 108.6
Ort =SS 105.5 + 0.11 107.7 £1.49
VK (%) 0.10 1.39
176.5 172.0
176.5 170.3
176.4 176.5 171.3
176.5 172.3
176.4 171.9
176.4 167.7
Ort =SS 176.5 + 0.07 171.0 £ 1.73
VK (%) 0.04 1.01
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Dogruluk

Eritrositlerin tayininde kullanilan miktar tayini yonteminin dogrulugunu
gostermek amaciyla yapilan deneylerden elde edilen bulgular Tablo 4.13°de

verilmigtir. Ortalama bagil hata (% OBH) degerleri %15°den kiigiik bulunmustur.

Tablo 4.13. Eritrositlerin tayinininde kullanilan yontemin giin i¢i ve gilinler arasi

dogruluk bulgular1 (Ort £+ SS, n=6).

Konsantrasyon Giin Ici Giinler Arasi
(ug/mL) %OBH %OBH
8.72 2.17+£0.07 0.02 +£0.02
104.6 0.86+£0.11 2,94 +1.49
174.4 1.20 £ 0.07 1.96 +1.01
4.4.1.1.2. Evans Mavisi

EB kullanilarak hazirlanan ¢6zeltinin 400-800 nm araliginda goriiniir bolge
spektrumu ¢ekilmis en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu (Amas) 607.5 olarak
bulunmustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Evans mavisinin 400-800 nm araligindaki spektrumu.

Spektrofotometrik olarak tayini yapilan Evans mavisine ait kalibrasyon

dogrusu ve dogru denklemi Sekil 4.23’de verilmistir.
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Sekil 4.23. EB’nin spektrofotometrik miktar tayini i¢in kalibrasyon dogrusu ve

denklemi (Giiven araligi (%95) egim: 0.075 - 0.072, kesisim: 0.012 - 0.001).



122

Ozgiinliik

Bos perfiizatin 400-700 nm arasinda spektrumu alindiginda EB’nin
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda (607.5 nm) herhangi bir pik
gozlenmemistir (Sekil 4.21) .

Dogrusallik

EB’nin miktar tayini i¢in kullanilan yontemin dogrusalligini gostermek
amaciyla hazirlanan ¢6zelti serilerinin absorbans degerleri EB’nin en yiiksek
absorbans verdigi dalga boyunda (607.5 nm) tayin edilerek konsantrasyona karsi
grafige gecirilmistir. Konsantrasyon ile absorbans arasindaki iligkinin dogrusal

oldugu goriilmistir (R* >0.999; Sekil 4.23).
Kesinlik

EB’nin miktar tayini i¢in kullanilan yontemin kesinligini gostermek amaciyla
yapilan g¢aligmalardan elde edilen bulgular Tablo 4.14’da verilmistir. Hesaplanan

varyasyon katsayilar1 % 15’ten kiiglik bulunmustur.
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Tablo 4.14. Evans mavisinin tayinininde kullanilan yontemin giin i¢i ve giinler aras1

kesinlik bulgulari.
Konsantrasyon Giin Ici Giinler Arasi
(ng/mL)
1.149 0.972
0.972 1.012
; 0.985 1.026
1.026 0.985
0.972 0.931
1.026 0.999
Ort =SS 1.021 £ 0.067 0.987 + 0.034
VK (%) 6.570 3.426
3.914 3.724
4.105 3.928
4 3.941 4.105
3.928 3.996
3.928 4.010
3.724 4.064
Ort =SS 3.923 +0.121 3.971 £ 0.136
VK (%) 3.088 3.413
7.797 7.838
8.233 8.029
8 8.083 7.920
7.933 7.947
7.620 8.219
7.851 7.879
Ort =SS 7.920 +0.217 7.972 + 0.137
VK (%) 2.735 1.724
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Dogruluk

EB’nin tayini i¢in kullanilan yontemin dogrulugunu gdstermek amaciyla
yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgular Tablo 4.15.’de verilmistir. Hesaplanan

OBH (%) degerleri %15’den kiiciik bulunmustur.

Tablo 4.15. Evans mavisinin tayinininde kullanilan yontemin giin i¢i ve giinler arasi

dogruluk bulgular1 (Ort £+ SS, n=6).

Konsantrasyon Giin Ici Giinler Arasi
(ug/mL) %0OBH %OBH

1 -2.148 £ 0.067 1.258 +0.034

4 1.917 £0.121 0.725+0.136

8 1.005+0.217 0.351 £0.137

4.4.1.2. Referans Maddelerle Yapilan Perfiizyon Deneyleri

Perfiizyon galigmalarinda kullanilan siganlara ait bilgiler ve hemodinamik

parametreler Tablo 4.16’da verilmistir.
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Tablo 4.16. Perflizyon calismalarinda kullanilan hayvanlara ait bilgiler ve

hemodinamik parametreler (Ort + SS).

Deneyler
Dagilma Hacmi Deneyleri Etkin Maddeli Deneyler
Normal Siroz Normal Siroz
n=7 n=6 n=7 n=7
Wiigan (8) 325+ 57 296 + 49 304+ 15 260 + 27
Wi (8) 951+£0.87 | 11.74+4.44 9.00 +2.05 9.85+2.84
Q (mL/3 dk) 1491+£042 | 14.81+0.24 14.68 £0.21 14.69 £ 0.51
Safra akis hu 5.30+£1.20 8.22+4.76 5.74+£0.92 5.14+£1.99
(nL/dk)

Sirozlu gruplarda gelisen siroz dereceleri Tablo 4.10°de verilmistir.

4.4.1.2.1. Dagilma Hacimlerinin Tayini

Perfiizyon deneyleri Boliim 3.10.2.2°de belirtildigi sekilde vaskiiler hacmin
tayini igin RBC (%50 h/h), ekstraseliiler hacmin tayini i¢cin EB:BSA (5:50 mg/mL)

kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu referans maddelerin kontrol ve sirozlu

hayvanlara uygulamasiyla elde edilen bulgular Tablo 4.17°de, dagilim profilleri ise
Sekil 4.24 ve 4.29’da verilmistir.
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Sekil 4.24. RBC (kirmizi1) ve EB (mavi)’nin kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik)

ve siroz (C: Lineer, D: Semilogaritmik) gelistirilmis si¢anlarin portal venine bolus

dozda uygulanmasiyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.25. RBC (kirmizi1) ve EB (mavi)’nin kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik)

ve siroz (C: Lineer, D: Semilogaritmik) gelistirilmis sicanlarin hepatik arterine bolus

dozda uygulanmasiyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.26. RBC’nin kontrol (mavi) ve sirozlu (kirmiz1) karacigerlerin portal ven (A:
Lineer, B: Semilogaritmik) ve hepatik arter (C: Lineer, D: Semilogaritmik)’ine bolus

dozda uygulanmasiyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.27. EB’nin kontrol (mavi) ve sirozlu (kirmizi) karacigerlerin portal ven (A:

Lineer, B: Semilogaritmik) ve hepatik arter (C: Lineer, D: Semilogaritmik)’ine bolus

dozda uygulanmasiyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.28. RBC’nin bolus dozda portal ven (mavi) ve hepatik arter (kirmizi)’e

uygulanmasiyla kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve sirozlu (C: Lineer, D

Semilogaritmik) gruplardan elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.29. EB’nin bolus dozda portal ven (mavi) ve hepatik arter (kirmizi)’e

uygulanmasiyla kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve sirozlu (C: Lineer, D:

Semilogaritmik) gruplardan elde edilen diliisyon profilleri.
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Kontrol ve siroz gruplarmin total su hacmi liyofilizasyon yontemi ile tayin
edildiginde bu deger kontrol grubu i¢in 0.70+0.01 mL/g, siroz grubu i¢in 0.62+0.03
mL/g olarak bulunmustur (Sekil 4.30).

0,8 -

0,7 -

0,6 A

0,5 =

0,4 -

Hacim(mL/g)

0,3 A

0,2 -

0,1 -

Kontrol Siroz

Sekil 4.30. Kontrol (mavi) ve sirozlu (kirmizi1) gruplara ait total hacim grafigi.

Karacigerin vaskiiler, intersitisyel ve intraseliiler dagilma hacimleri kontrol ve
sirozlu gruplarda hepatik arter ve portal ven i¢in ayri ayr1 hesaplanarak ortalama

degerler 4.18°de ve Sekil 4.31°da verilmistir.
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Tablo 4.18. Kontrol ve siroz gelistirilmis si¢anlarda verilis yolunun fonksiyonu

olarak intravaskiiler, intersitisyel ve intraseliiler dagilma hacimleri (Ort & SS).

PV HA
Referans hacim Kontrol Siroz Kontrol Siroz
(mL/g) (n=7) (n=6) (n=7) (n=6)
Vaskiiler 0.172 £0.036 0.170 £ 0.060 0.257 £0.039 0.247 +£0.079
interstisyel 0.054 +0.040' | 0.020+0.021" 0.174 £0.150 0.133 £0.125
Intraseliiler 0.488 £ 0.040 0.487 £0.055 0.301 £0.154 0.344 +£0.108

'p=0.012
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4.4.1.2.2. Hepatik Artere Ozgii Spesifik Alanin Tayini

Kontrol ve sirozlu siganlarda hepatik artere 6zgii spesifik alanin tayini
amaciyla yapilan ¢alismalar akis hizinin fonksiyonu olarak portal ven ve hepatik
artere bolus dozda RBC enjeksiyonu yapilarak gergeklestirilmistir (Boliim 3.10.2.2).
Hepatik arter tarafindan perfiize edilen karaciger fraksiyonu Esitlik 3.14 kullanilarak
hesaplanmis ve bu alanin kontrol grubunda 9%9.5 sirozlu siganlarda ise %16 oldugu

bulunmustur (Sekil 4.32).

Akis hizinin fonksiyonu olarak elde edilen bulgular Tablo 4.19 ve Sekil 4.33-
4.34’de verilmistir.
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tayini i¢in yapilan regresyon analizi.

Sekil 4.32. Kontrol (A) ve sirozlu (B) gruplarda hepatik artere 6zgili spesifik alanin
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Sekil 4.33. Kontrol (A: Lineer; B: Semilogaritmik) ve sirozlu (C: Lineer; D;

Semilogaritmik) gruplarin PV’ne bolus dozda enjekte edilen RBC’nin diliisyon

profilleri {izerine akis hizlarinin (Mavi: 15 mL/dk; Kirmizi; 16.5 mL/dk; Yesil: 18

mL/dk) etkisi.
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Sekil 4.34. Kontrol (A: Lineer; B: Semilogaritmik) ve sirozlu (C: Lineer; D;
Semilogaritmik) gruplarin HA’ne bolus dozda enjekte edilen RBC’nin diliisyon
profilleri lizerine akis hizlarinin (Mavi: 15 mL/dk; Kirmizi; 16.5 mL/dk; Yesil: 18
mL/dk) etkisi.
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4.4.2. Etkin Maddelerle Yapilan Caliymalara Ait Bulgular

4.4.2.1. Etkin Maddelerle Yapilan Karaciger Perfiizyonu Calismalarinda

Kullanilan Analitik Yontemler

Naproksen sodyum ve furosemidin Boliim 3.10.3.3’de belirtilen HPLC
sistemlerine enjekte edilmesiyle elde edilen kromatogramlar Sekil 4.35°de
verilmigstir. Alikonma zamani naproksen sodyum i¢in 5.2 dk, furosemid i¢in 3.9 dk

olarak bulunmustur.

Sekil 4.35. Naproksen sodyum (A) ve furosemid (B) icin elde edilen HPLC

kromatogramlari.

Bolim 3.10.3.3’de verilen HPLC yontemlerine gore hazirlanan, naproksen
sodyum ve furosemidin karaciger perfiizyonu deneylerinde kullanilan kalibrasyon

dogrular1 ve denklemleri Sekil 4.36’da verilmistir.
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Sekil 4.36. Naproksen sodyum (A) (Giliven araligi (%95) egim: 222359276 -
221404329, kesisim: 14176755 - 12805269) ve furosemidin (B) (Giiven araligi
(%95) egim: 24211051 - 23954549, kesisim: 15399451 - 13253681). karaciger

perfiizyonu deneylerinde kullanilan kalibrasyon dogrulari1 ve denklemleri.
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4.4.2.2. Etkin Maddelerle Yapilan Karaciger Perfiizyonu Calismalarinda

Kullanilan Analitik Yontemlerin Validasyonu
4.4.2.2.1. Ozgiinliik

Etkin maddelerin enjeksiyonundan Once toplanan bos perfiizat Bolim
3.10.3.3’de verilen HPLC sistemlerine enjekte edildiginde naproksen sodyum ve
furosemidin ve alitkonma zamanlarinda herhangi bir girisim olmadigi gézlenmistir

(Sekil 4.37).

Sekil 4.37. Karaciger perflizyonu deneylerinde toplanan ve etkin madde igermeyen

(A: Naproksen sodyum, B: Furosemid) bos perfiizatin HPLC kromatograma.

4.4.2.2.2. Dogrusallik

Naproksen sodyum ve furosemidin karaciger perflizyonu deneylerinde
kullanilan miktar tayini yontemlerinin dogrusalligini incelemek amaciyla hazirlanan

standart ¢ozeltiler Boliim 3.10.3.3’de belirtilen HPLC sistemine enjekte edilmis ve
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pik alanlar1 hesaplanarak konsantrasyona karsi grafige gecirilmistir. Regresyon
analizi yapilarak her iki etkin madde i¢in konsantrasyon ve pik alanlar1 arasindaki

iliskinin dogrusal oldugu gosterilmistir (R* >0.995; Sekil 4.36)
4.4.2.2.3.Kesinlik

Naproksen sodyum ve furosemidin karaciger perfiizyonu deneylerinde
kullanilan miktar tayini yontemlerinin giin i¢i ve gilinler arasi kesinligi Bolim
3.11.3°de belirtildigi sekilde yapilmis ve elde edilen bulgular Tablo 4.20 ve Tablo
4.21°de gosterilmistir. Caligsilan tiim konsantrasyonlara ait varyasyon katsayisi

degerleri % 15’ten kii¢iik bulunmustur.
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Tablo 4.20. Naproksen sodyumun kararaciger perflizyonu deneylerinde kullanilan

miktar tayini yonteminin giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik bulgulari.

Naproksen Sodyum
Konsantrasyon
(ug/mL)
(ng/mL) L .
Giin Ig¢i Giinler Arasi
0.0102 0.0111
0.0103 0.0109
0.01 0.0107 0.0115
0.0107 0.0113
0.0111 0.0112
0.0108 0.0116
Ort+SS 0.0106 + 0.0001 0.0113 + 0.0001
VK (%) 3.12 2.17
0.5102 0.5270
0.5158 0.5270
0.5 0.5325 0.5406
0.5332 0.5235
0.5320 0.5130
0.5383 0.5166
Ort+SS 0.5270 + 0.0046 0.5246 + 0.0039
VK (%) 2.12 1.83
2.0105 2.0015
2.0168 2.0170
2.0 2.0168 2.0168
2.0211 2.0195
2.0093 2.0244
2.0049 2.0174
Ort+SS 2.0132 + 0.0025 2.0161 +0.0032
VK (%) 0.30 0.38
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Tablo 4.21. Furosemidin kararaciger perflizyonu deneylerinde kullanilan miktar

tayini yonteminin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik bulgulari.

Furosemid
Konsantrasyon
(pg/mL)
(ng/mL) s .
Giin I¢i Giinler Arasi
2.0761 2.0406
1.9894 1.9640
2.0230 2.0308
20 2.0355 2.0450
2.0224 2.0508
2.1565 2.0056
Ort£SS 2.0505 = 0.0241 2.0228 +0.0134
VK (%) 2.88 1.63
10.3553 10.2764
10.5561 10.5904
10.0 10.5062 10.5001
10.5064 10.4647
10.3296 10.5912
10.4533 10.4753
Ort£SS 10.4512 + 0.0370 10.4830 + 0.0471
VK (%) 0.87 1.10
39.8623 39.2400
40..5892 39.7198
40.0 40.6210 39.3709
39.1548 38.5435
38.7733 38.8388
37.9802 40.0479
Ort+SS 39.4968 + 0.4294 39.2935 + 0.2258
VK (%) 2.66 1.41
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4.4.2.2.4. Dogruluk

Naproksen sodyum ve furosemidin kararaciger perflizyonu deneylerinde
kullanilan miktar tayini yontemlerinin dogrulugunu gostermek amaciyla yapilan
deneylerden elde edilen bulgular Tablo 4.22°de verilmistir. Ortalama bagil hata (%
OBH) degerleri hem naproksen sodyum hemde furosemid icin % 15°den kiiciik

bulunmustur.

Tablo 4.22. Naproksen sodyum ve furosemidin karaciger perfiizyonu deneylerinde
kullanilan miktar tayini yontemlerinin giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk bulgular1 (Ort

+SS; n=6).

Naproksen Sodyum
Konsantrasyon
Giin Ici Giinler Arasi
(ug/mL)
(% OBH) (% OBH)
0.01 -6.42 £ 0.001 -12.78 £ 0.001
0.5 -5.40 £0.005 -4.92 +0.004
2.0 -0.27 £0.003 -0.32 £0.003
Furosemid
2.0 -2.53£0.024 -1.14+0.013
10.0 -4.51 £0.037 -4.83 +0.047
40.0 1.25+0.429 1.76 £ 0.226
4.4.2.2.5. Duyarhhk

Furosemid (1 mg/mL) ve naproksen sodyum (I mg/mL)un stok
cozeltilerinden hareketle mobil fazla seyreltilerek hazirlanan, standart c¢ozeltiler
Bolim 3.10.3.3°de belirtilen HPLC yo6ntemlerine uygulanak sinyal giiriiltii (S/G)
oranlar1 tayin edilmistir. S/G oran1 3 den biiyiik olan en kiiclik konsantrasyon (LOD)
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furosemid i¢in 1 ng/mL, naproksen sodyum i¢in 0.5 ng/mL olarak tespit edilmistir.
S/G oran1 10 dan biiyiik olan en kii¢iik konsantrasyon (LOQ) ise furosemid i¢in 3

ng/mL, naproksen sodyum i¢in 1 ng/mL olarak tespit edilmistir.

4.4.2.3. Etkin Maddelerle Yapilan Perfiizyon Deneyleri

4.4.2.3.1. Naproksen Sodyum
Naproksen sodyumun kontrol ve sirozlu sicanlardaki dagilimi ve
eliminasyonu verilis yolunun fonksiyonu olarak Bolum 3.10.3.2°de belirtildigi
sekilde incelenerek elde edilen diliisyon profilleri Sekil 4.38 - 4.39°da
farmakokinetik parametreleri ise Tablo 4.23’de verilmistir.
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Sekil 4.38. Naproksen sodyumun kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve sirozlu
(C: Lineer, D: Semilogaritmik) sicanlarin portal ven (mavi) ve hepatik arter

(kirmizi)’ine bolus dozda enjeksiyonuyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.39. Naproksen sodyumun kontrol (mavi) ve sirozlu (kirmizi) karacigerlerin

portal ven (A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve hepatik arterine (C: Lineer, D:

Semilogaritmik) bolus dozda enjeksiyonuyla elde edilen diltisyon profilleri.
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4.4.2.3.2. Furosemid

Furosemidin kontrol ve sirozlu sicanlardaki dagilimi ve eliminasyonu verilig
yolunun fonksiyonu olarak Boliim 3.10.3.2°de belirtildigi sekilde incelenerek elde
edilen diliisyon profilleri Sekil 4.40-4.41°de farmakokinetik parametreleri ise Tablo

4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.40. Furosemidin kontrol (A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve sirozlu (C:
Lineer, S: Semilogaritmik) sicanlarin portal ven (mavi) ve hepatik arterine (kirmizi)

bolus dozda enjeksiyonuyla elde edilen diliisyon profilleri.
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Sekil 4.41. Furosemidin kontrol (mavi) ve sirozlu (kirmiz1) karacigerlerin portal ven
(A: Lineer, B: Semilogaritmik) ve hepatik arterine (C: Lineer, S: Semilogaritmik)

bolus dozda enjeksiyonuyla elde edilen diliisyon profilleri.
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5. TARTISMA
5. 1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Yontemler
5.1. 1. Analitik Yontem ve Validasyonu

Analizi yapilacak olan bir maddenin biyolojik bir matriks i¢inde veya sentetik
bir ¢oziicli i¢inde bulunmasia bagh olarak kullanilan analiz yontemi; biyoanalitik
veya analitik yontemi olarak siniflandirilir ve elde edilen bulgular bu siniflandirmaya
gore degerlendirilir. Biyoanalitik yontem FDA tarafindan (177) kan, serum, idrar gibi

biyolojik bir matriks i¢inde ¢6zlinmiis analitin miktar tayini olarak tanimlanmaktadir.

Bu calismada kullanilan etkin maddelerin (naproksen sodyum ve furosemid)
miktar tayini amaciyla U¢ farkli HPLC yontemi gelistirilmistir (Tablo 5.1).
Bunlardan etkin maddelerin ¢ozlinlirliikklerinin tayini amaciyla yapilan deneyler
sentetik olarak hazirlanan tampon ¢ozeltiler (pH 1-7.5) kullanilarak gergeklestirildigi
icin gelistirilen HPLC yonteminin uygunlugunun degerlendirilmesinde analitik
yontem validasyonu kriterleri (varyasyon katsayisinin %2’den kiiciik olmasi) esas
alinmstir.  Ozgiinliik, kesinlik (giin ici ve giinler arasi kesinlik), dogrusallik,
dogruluk gibi validasyon ¢aligmalarindan elde edilen bulgular bu yontemin giivenle
kullanilabilecegini gostermistir. Barsak ve karaciger perflizyonu ¢aligmalarindan elde
edilen ornekler ise biyolojik bilesenler iceren bir matriks igerisinden tayin edildigi
icin validasyon bulgulari biyoanalitik yontem kabul kriterlerine uygun olarak
degerlendirilmistir  (varyasyon katsayisinin = %15’den  kiigik olmasi). Bu
caligmalardan elde edilen Orneklerdeki etkin (naproksen sodyum, furosemid) ve
referans (barsak perflizyonu c¢aligmalarinda kullanilan antipirin) maddelerin
miktarlarin tayini amaciyla kullanilan yontemlerin uygunlugu, 6zgiinliik, kesinlik
(glin i¢i ve glinler aras1 kesinlik), dogrusallik, dogruluk ve duyarlilik (LOD ve LOQ)
calismalarindan elde edilen bulgularla gosterilmistir (176-181).

Karaciger dagilma hacimleri ve hepatik artere 6zgii spesifik alanin tayini
amactyla kullanilan referans maddeler (RBC ve Evans mavisi) karacigerde
metabolize olmadiklar i¢in miktar tayinlerinde kolay uygulanabilir bir yontem olan

UV spektroskopisi yontemi kullanilmistir (Tablo 5.1). Her bir referans indikatdriin
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enjeksiyonunu takiben toplanan perfiizyon ornekleri distile suda seyreltilerek analiz

edildikleri i¢in yontemin uygunlugunun degerlendirilmesine analitik yontem

validasyonu kriterleri esas alimmistir. Validasyon bulgular1 spektrofotometrik

yontemlerin giivenle kullanabilecegini gostermistir.

Tablo 5.1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan analitik yontemler.

Deney Grubu Calisilacak Yontem Dedeksiyon | Matriks
Materyal
Furosemid HPLC uv Sentetik
Coziiniirliik Simifi
Tavini Naproksen ‘
aymi HPLC uv Sentetik
Sodyum
Antipirin
Naproksen
Barsak Perfiizyonu
Sodyum HPLC [9AY Biyolojik
Furosemid
Referans EB Spektrofotometre uv Biyolojik
Maddeler RBC Spektrofotometre uv Biyolojik
Karaciger
Perfii Naproksen ‘ By
eriuzyonu | poin HPLC Floresans | Biyolojik
Sodyum
Maddeler
Furosemid HPLC Floresans | Biyolojik

5.1.2. Deneysel Siroz Gelistirilmesi

Deneysel siroz gelistirmek amaciyla safra kanali blokaji ve hepatotoksin

(karbontetrakloriir, tiyoasetamid, ethiyonin, dimetilnitrozamid gibi) uygulanmasi

siklikla kullanilmaktadir . Bu ¢aligmada cerrahi bir uygulama gerektirmesi nedeniyle

safra kanali blokaji yontemi tercih edilmemistir (99-102,117). Ayrica uygulama
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zorlugu (oral gavaj veya intraperitoneal enjeksiyon) ve indiiksiyona bagli 6lim
oraninin yiksek olmasidan dolayr karbon tetrakloriir de deney havyanlarinda siroz
olusturmak amaciyla kullanilmamistir. Caligmalarimizda, siroz indiiksiyonu igin
tiyoasetamid (%0.03) i¢me suyuna eklenerek 12-20 hafta siireyle sicanlarda
verilmistir (117). Indiiksiyona bagli 6liim oran1 oldukea diisiik (<%10) olup patolojik
olarak incelenen karacigerlerde kronik toksik zedelenme ve devaminda safra
proliferasyonu, mikronodiiler siroz ve kolanjioseliiler karsinom odaklarinin olustugu
gozlenmistir (Sekil 4.16). Makroskopik incelemede ise safra kanali ve hepatik
arterde biiylimeye ilave olarak dalakta ve testislerde kiiciilme ve bazi sicanlarda ise
akcigerlerde nodiil benzeri olugumlarin varlig: tespit edilmistir. Ayrica hayvanlarin
kullanilan anestezik ajana hassasiyeti artmis oldugundan anestezi olusturmak

amaciyla verilen doz kontrol grubuna gore en az %50 oraninda azaltilmistir.
5.1.3. Barsak Perfiizyonu Teknigi

Bu calismada etkin (naproksen sodyum, furosemid) maddelerin
permeabilitelerinin tayini amaciyla limenden kayip (loss from the lumen) esasina
dayanan bir barsak perfizyonu teknigi kullanilmistir. Doluisio ve dig. (182)
tarafindan gelistirilen bu teknik cerrahi yontemin kolay olmasi, perfiize edilen barsak
segmentinin kan, lenf ve sinir sistemlerinin biitiinliigiiniin korunmasi, iz vivo
kosullara en yakin tekniklerden biri olmas1 ve siklikla kullanilan bir yontem olmasi
nedeniyle segilmistir. Yontemin en biiyiikk dezavantaji, zamanin fonksiyonu olarak
perflizyon c¢ozeltisinden eksilen kisim Ol¢iildiigi igin absorpsiyonu diigiik olan
maddelerle ¢alisildiginda hatali sonuglara yol acabilmesidir (183). Bu yontemin daha
gelistirilmis tiplerinde sistemik dolasima gecen ila¢ miktar1 da toplanan kan
orneklerinden tayin edilmektedir (184). Ancak cerrahi teknigin ve gereksinim
duyulan malzemelerin daha komplike olmasi, ayrica uzun siiren perflizyon
deneylerinde c¢ok sayida kan Ornegi alinmasinin yaratabilecegi olumsuz etkiler

nedeniyle bu yontem bizim ¢aligmamizda kullanilmamustir.

Perflizyon deneylerinde biiyiikliigiiniin uygun olmasi, iiretim ve bakiminin
kolay olmasi nedeniyle deney hayvani olarak sican se¢ilmistir. Perflizyon deneyleri
tek gecisli “single pass”, (185,186) veya sirkiilasyonlu “recirculation” (187) olarak
yapilabilmektedir. Bu c¢alismada deneyler, cok daha az perfiizyon c¢ozeltisi
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kullanilarak gerceklestirilebilmesi ve bir 6rnek toplayiciya gereksinim duyulmadan
orneklerin dogrudan rezervuardan aliabilmesi nedenleriyle perfiizyon c¢ozeltisi

sirkiile edilerek gerceklestirilmistir.
5.1.4. Karaciger Perfiizyonu Teknigi

In  situ perfize sigan karacieri, organin anatomik pozisyonu
degistirilmeksizin izole edilmesine ve normal fizyolojik kosullar korunarak
calisilmasina olanak veren, fizyolojik ve farmakolojik arastirmalarda siklikla
kullanilan bir yontemdir (188,189). Karaciger diger organlardan farkli olarak iki
kaynaktan (portal ven ve hepatik arter) kan almasina ragmen perflizyon
calismalarinda cerrahi iglemlerin kolay olmasi nedeniyle portal ven ana ilgi kaynagi
olmustur. Ancak hepatik arterden gelebilecek muhtemel katkilar1 ihmal ettigi i¢in bu
yontem fizyolojik degildir. Bu nedenle, bu ¢alismada segilen model ilaglarin
(naproksen sodyum ve furosemid) kontrol ve siroz gelistirilmis sicanlardaki hepatik
dagilim ve eliminasyonlarini verilis yolunun fonksiyonu olarak incelemek amaciyla
karacigerin portal ven ve hepatik arterden perflizyonuna olanak veren ikili perfiizyon

(dual perfusion) yontemi secilmistir.

Boliimiimiizde ilk kez uygulanmaya baglanan bu yontemin deneysel

calismalarimizda kullanilabilmesi i¢in asagida verilen kriterlere uymasi beklenmistir.

e Perfiizyon islemine baslandiktan hemen sonra karaciger kandan hizla
temizlenerek sarimsi kahverengi bir renge dontlismelidir. Kanin
pithtilasmasina ve hava kabarciklarina baglh renk degisimi gosteren bolgeler
olmamalidir.

e Kaniilasyon isleminden deney tamamlanincaya kadar gegen siire boyunca
perflizyon akis debisi %5 ten fazla degismemelidir.

e Deney siiresince safra liretimi devam etmeli ve safra akis debisi 5 pL/dk’nin
altina diismemelidir.

e Portal ven hepatik arterin izolasyonu ve kaniilasyonundan hemen sonra
kateterler icerisine enjekte edilen Evans mavisi sadece karacigerde dagilmali,

diger organlarda (barsak, mide, bobrekler gibi) renklenme olmamalidir.
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Bu kriterlere uyan basarili preparat orani hepatik arter ¢olyak (celiac) arterden
kateterize edildiginde % 60-70 iken aorttan kateterizasyon yontemi kullanildiginda
bu oran % 90-100 olarak bulunmustur. Bu nedenle tiim karaciger perfiizyonu
caligmalarinda HA’nin aort’tan kaniilasyonu yontemi tercih edilmistir. Deneysel
calismalarda kantilasyon problemleri, karacigerin kandan tamamen temizlenmemesi
(veya ¢ok gec¢ temizlenmesi) ve perfiizyon ¢ozeltisinin sizintis1 en sik karsilagilan

basarisizlik nedenleri olmustur.

Perfiizyon ¢ozeltisi olarak hazirlanmasi kolay olan, karbojenle kolaylikla
dengeye ulasan ve stabil bir pH saglayan Krebs bikarbonat ¢ozeltisi kullanilmistir.
Cozeltinin hazirlanmasinda karsilasilan en Onemli sorun kalsiyum karbonatin
¢okmesine bagl olarak bulaniklik olusmasidir. lyice oksijenlendirilmis ¢ozeltiye

CaCl,’iin en son eklenmesiyle bu sorun ortadan kaldirilmstur.
5.2. Etkin ve Referans Maddelerle Yapilan Calismalar
5.2.1. Etkin Maddelerin Coziiniirliiklerinin Tayini

Bir etkin maddenin ¢oziiniirliglinlin yiikksek olmasi demek en yiiksek
terapOtik dozunun 37°C’de pH 1-7.5 araligindaki bes farkli pH’daki tamponun her
birindeki ¢oziiniirliiglinlin 250 mL’den az olmas1 demektir. Bu ¢alismada naproksen
sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliikkleri her bir etkin maddenin pKa degerleri esas
alinarak secilen bes farkli tamponda (Boliim 3.7) yapilmis ve elde edilen bulgulardan
hareketle en yiiksek dozlarinin ¢dziinmesi i¢in gerekli ¢Oziicli miktarlar1 ve doz

sayilar1 hesaplanmistir.

Elde edilen bulgular etkin maddelerin ¢oziintirliiklerinin ortam pH’sina bagh
olarak degistigini gostermistir. Her iki etkin madde de pH’ya baglh bir ¢oziiniirliik
profili (Sekil 4.9) sergilemekte olup pH artikga maddelerin ¢oziintirliikleri de
artmaktadir. Furosemidin ¢oziiniirligii pH 1°de 0.028 mg/mL iken pH 7.5’de bu
deger 6.41 mg/mL olarak bulunmustur. Ayn1 pH degerlerinde naproksen sodyumun
¢Oziintirligl ise 68.9 mg/mL (pH 1) ve 255 mg/mL (pH 7.5) olarak tayin edilmistir.
pH 1-5 araliginda, naproksen sodyumun ¢oziiniirliigiiniin furosemid’den 1400-3000

kat daha fazla oldugu, pH 7.5’da ise bu oranin sadece 40 kat daha fazla oldugu
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gbzlenmigtir (Bolim 4.2.3, Tablo 4.3). Etkin maddelerin c¢oziiniirliiklerindeki
farkliliklar, ¢alisilan pH kosullarindaki iyonizasyon derecelerinin degismesine baglh

olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Biyofarmasoétik siniflandirma sisteminde yer alan ilaglarin karakterizasyonu
icin fizikokimyasal ve fizyolojik parametrelerin fonksiyonu olarak tayin edilen
birimsiz {i¢ say1 (doz sayisi, ¢dzlinme sayisi, absorpsiyon sayisi) tanimlanmstir (15).
Bunlardan doz sayist (Do) doz konsantrasyonunun ilag ¢oziiniirliigline orani olarak
tayin edilmekte olup (Bolim 3.7.2, Esitlik 3.1) etkin maddenin ¢dziinilirliigliniin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Doz sayis1 1’den kiiciikse (Do<1)
¢Oziiniirliiglin yliksek, doz sayis1 1’den biiyiikse (Do>1) ¢oziiniirliigiin diisiik oldugu
kabul edilmektedir. Kasim ve dig’nin.(174) yaptiklar1 ¢alismada, en yiiksek doz 40
mg ve ¢ozinlrlik 0.01 mg/mL olarak alindiginda furosemidin doz sayist 16 olarak
tayin edilmis ve ¢Ozilinilirliigiiniin diisiik olduguna karar verilmistir. Naproksen
sodyum icin hesaplanan bu degerin (en yiikksek doz 500 mg ve ¢oziinlirlik 33
mg/mL) 1°den kii¢iikk olmas1 (D0o=0.06) nedeniyle ¢oziiniirliiglinlin yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir (174). Her iki etkin madde i¢in ¢alismamizda hesaplanan Do
degerleri literatiir ile uyum igerisindedir. Furosemidin Do degeri sadece pH 7.5’da 1
den kiigiik (D0o=0.051) bulunurken naproksen sodyumun Do degerleri (Do= 0.009-
0.032) galisilan tiim kosullarda 1’den kii¢lik bulunmustur.

Lindenberg ve ark. (190) etkin maddenin pH 1-7.5 araligindaki doz/
¢Oziiniirlik oraninin (D/S, Bolim 3.7.2 Esitlik 3.2) 250 ml’den kiigiik olmasini
yiiksek ¢oziiniirliik olarak kabul etmislerdir. Furosemidin en yliksek dozunu ¢6zmek
icin gerekli ¢oziici hacmi sadece pH 7.5’de 250 mL’den diisiik bulunurken,
naproksen sodyumun en yiiksek dozunu ¢ézmek icin gerekli ¢oziicii ortami1 hacmi
tiim pH degerlerinde 250 mL’den diisiik bulunmugtur (Boliim 4.2.3, Tablo 4.5). Tim
bu bulgularda furosemidin ¢oziinilirliiglintin diisiik, naproksen sodyumun ise yiiksek

oldugunu desteklemektedir.
5.2.2. Etkin Maddelerin Permeabilitelerinin Tayini

Bir ilacin dahil oldugu permeabilite sinifinin tayin edilmesi amaciyla kiitle-

denge caligmalari, mutlak biyoyararlanim calismalar1 veya barsak perflizyonu
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caligmalar1 yapilmaktadir. Barsaklardan permeabilitenin tayini i¢in barsak
perflizyonu (insan veya hayvanlarda), dokulardan permeasyon ve tek tabakali epitel
hiicre kiiltiirtinde (6r. Caco-2) permeasyon calismalarmin yapilmasi onerilmektedir

(29).

Perfiizyon c¢ozeltisine ilave edilecek olan etkin madde miktarinin
belirlenmesinde ¢oOziiniirliikkten kaynaklanabilecek sorunlar1 ortadan kaldirmak
amaciyla c¢aligmada  kullanilacak maddenin = ¢ozinlirliiglinin -~ gézoniinde
bulundurulmas1 gerektigi belirtilmistir. Eger madde yliksek ¢ozlinlirlige sahipse
perflizyon ¢ozeltisine 1 mg/mL konsantrasyonda eklenmesi gerektigi belirtilmistir
(182). Naproksen sodyumun ¢oziinilirliigli yliksek oldugu i¢in perfiizyon ¢ozeltisine
0.5 mg/mL dozda eklenmistir. Furosemidin ¢oziniirligi disik oldugundan
perflizyon c¢ozeltisine eklenecek miktarinin belirlenmesinde literatiirdeki mevcut

¢Oziiniirliik degeri (0.01 mg/mL) esas alinmistir (174).

Barsak perflizyonu c¢alismalarinda amaca gore farkli referans maddeler de
perfiizyon ortamina eklenebilmektedir. Ornegin transseliiler pasif transportun
incelenmesinde propranolol (28), antipirin, ketoprofen, metoprolol, piroksikam
kullanilirken, paraseliiler transportun degerlendirilmesinde PEG 400, atenolol,
furosemid, mannitol, terbutalin (191) referans madde olarak tercih edilmektedir.
Tasiyicilar araciligiyla gerceklesen aktif transport igin Gly-Pro ve L-fenilalanin, P-
glikoproteinler aracilifiyla gergceklesen sekresyonda ise talinolol, simetidin,
asebutolol, ranitidin, klorotiazin (191) kullanilmaktadir. Bu g¢aligmada GI kanal
duvarimi pasif diflizyonla gecen ve permeabilitenin degerlendirilmesinde oldukca
yaygin olarak kullanilan antipirin (187) referans madde secilmistir. Antipirinin
¢coziinlirliigh yiiksek oldugu icin perfiizyon ¢ozeltisine 0.5 mg/ml konsantrasyonda

olacak miktarda eklenmistir.

Bir maddenin permeabilitesinin degerlendirilmesi amaciyla farkli yaklagimlar
mevcuttur. Kasim ve dig. (174)’nin logP (n-oktanol/su partisyon katsayisi), ClogP
(hesaplanan logP) ve logD (dagilma katsayisi) degerlerini esas alarak yaptiklari
degerlendirmede, logP > 1.72, ClogP > 1.35 ve logD > -1.48 oldugunda
permeabilitenin yiiksek, logP, ClogP ve logD degerleri belirtilen bu degerlerden daha



161

kiigiikse permeabilitenin diisiik olduguna karar verilmistir. LogP (=2.86); (192) ve
ClogP (=3.42) degerlerine gore naproksen sodyumun permeabilitesinin yiiksek
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Furosemidin ise LogP (=0.74) degerine gore
permeabilitesinin diisiik ClogP (=1.90)’ye gore ise yiiksek oldugu ortaya ¢ikmaktadir
(174). Diger taraftan, olduk¢a yiiksek permeabiliteye sahip olan antipirin bu
degerlendirme sistemine gore diisiik permeabilite 6zelligi gostermektedir (LogP=
1.01 ve ClogP= 0.20) (174). Bu durum bu degerlendirme sisteminin hatali

olabilecegini gostermektedir.

Lipinski ve dig. (193) tarafindan 6nerilen "bes kurali"na (rule of five) gore,
istisnalar1 olmakla birlikte, maddenin molekiil agirligi > 500, logP > 5, H-bag1 donor
sayist (OH + NH sayisi) > 5 ve H-bagi akseptor sayisi (O + N sayisi) >10 ise
permeabilitesinin ve absorpsiyonunun diisiik olabilecegi belirtilmektedir. Bir ilacin
absorpsiyon ve permeabilitesinin Lipinski skoruna (en yiiksek 4) gore zayif (skor=0)
orta (skor=1-3) ve iyi (skor=4) oldugu belirtilmektedir (193). Bes kurali etkin
maddelerimize uygulandiginda (Tablo 5.2) Lipinski skoru 4 olan naproksen
sodyumun ve furosemidin permeabilitesinin ve biyoyararlaniminin iyi (yiiksek)

olabilecegini gostermektedir

Tablo 5.2. Naproksen ve furosemid i¢in bes kuralinda yer alan parametreler.

Parametre Naproksen Sodyum Furosemid
Molekiil agirhgi 252.23 331
logP* 2.86 0.74
H-bag: dondrii sayis1* 1 4
H-bag akseptor sayisi* 3 7
Lipinski skoru 4 4

* Zakeri-Milani ve dig. (194)'nden alinmistir.
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Naproksenin biyoyararlanimi oldukca yiiksek (=%100) (170) iken furosemid
icin bu deger furosemid icin % 71 (170) olarak verilmektedir. Bir etkin maddenin
%90'nindan fazlas1 absorbe oldugunda permeabilitesinin yiiksek oldugu kabul
edildigine gore (29,195) biyoyararlanim bulgular1 da naproksenin yliksek
permeabiliteye  furosemidin ise diisiik permeabiliteye sahip  oldugunu

desteklemektedir.

Insanlardan elde edilen permeabilite verilerini degerlendirmek amaciyla
metoprolol’iin permeabilite degeri (1.34 x 10™ cm/sn) smir deger olarak kabul
edilmektedir. Maddenin permeabilitesi bu degerden kiigiikse (P <1.34 x 10™ cm/sn)
permeabilitesinin diisiik, biiyiikse (P >1.34 x 10™ cm/sn) permeabilitesinin yiiksek
oldugu kabul edilirr Bu durumda naproksen sodyumun ve antipirinin
permeabilitelerinin (Ppaproksen sodyum=8.50 X 10™ cm/sn ve Pyyipirin= 5.60 x 10™* cm/sn)
yitksek furosemidin ise permeabilitesinin (= 0.05 x 10™* cm/sn) diisiik oldugu
goriilmektedir (174).

Bizim  ¢aligmamizda ise  naproksen sodyum ve  furosemidin
permeabilitelerinin degerlendirilmesinde antipirinin permeabilitesine benzerlik veya
farkliliklar1 esas alinmistir. Antipirin igin tayin edilen permeabilite degeri (Pyontrol=
5.02 x10™* cm/sn) literatiirede farkli yontemler kullanilarak tayin edilen permeabilite
degerleri (1.25 x 10° — 5.6 x10™ cm/sn; (174,186,187,196-199) arasinda yer
almaktadir. Naproksen sodyumun permeabilite degeri (Pyongro= 5.55 x10™* cm/sn) ile
referans madde olarak kullanilan antipirinin permeabilite degeri arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmamasi bu maddenin permeabilitelesinin yliksek oldugu
ve membranlardan pasif diflizyonla gectigi seklinde yorumlanabilir. Literatiirde her
iki maddeninde barsak membranlarindan pasif diflizyonla tasindigini destekleyen
bulgular mevcuttur (200). Ancak furosemid igin tayin edilen permeabilite degerinin
referans maddeninkinden anlamli derecede farkli (Pxonyro=1.39 x 10 cm/sn) olmasi
bu maddenin permeabilitesinin diisiik oldugunu vurgulamaktadir. Tiim bu bulgular
furosemidin permeabilitesinin diigiikk, naproksen sodyumun ise yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Literatiirde etkin ve referans maddelerin barsak permeabilitelerinin sirozdan

ne derecede etkilendigiyle ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada,
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sirozlu siganlarda gerceklestirilen barsak perflizyonu deneylerinden elde edilen
permeabilite bulgularinin kontrol grubundan elde edilen degerlerle ¢ok benzer
olmasi, membranlardan pasif difiizyonla gecen antipirin (Pgo, = 4.76 x10™* cm/sn vs.
Prontrol = 5.02x10™ cm/sn) ve naproksen sodyumun (Pgo, = 5.56x10™* cm/sn vs.
Prontro=5.55 X 10 cm/sn) permeabilitelerinin  sirozdan etkilenmedigini
gostermektedir. Ancak sirozda furosemidin permeabilitesinde (Pgi,, = 0.584 x 10*
cm/sn) kontrol grubuna (Pxontroi=1.39 x 10 cm/sn) gore yaklasik %60°1ik bir azalma
bulunmustur. Biyofarmasotik siniflandirma sistemi (BSS)’ne gore Simf 4 (diistik
¢Oziiniirliik - diisiik permeabilite)’de yer alan ilaglarin (6r. furosemid; Bolim 5.2.3)
absorpsiyonuna hem efflux hemde absorptif tasiyicilar etki etmektedir. Furosemid’in
permeabilitesinde siroza bagli olarak gozlenen azalma bu tasiyici sistemlerin

fonksiyonlarinda azalma olabilecegi olasiligini akla getirmektedir.
5.2.3. Etkin Maddelerin Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemindeki Yeri

Biyoyararlanim/biyoesdegerlik c¢alismalarindan vazge¢gmede esas olarak
alman biyofarmasotik smiflandirma sistemi (BSS) etkin maddeleri ¢oziiniirlik ve
permeabilite Ozelliklerine gore 4 smifa (Smf 1: yiksek c¢ozlntrlik - yiiksek
permeabilite; Siuf 2: diisiik ¢oziinilirliik - yliksek permeabilite; Sif 3: yiiksek
¢Oziiniirliik - diisiik permeabilite; Sinif 4: diisiik ¢oziiniirlikk - diisiik permeabilite)
ayirmaktadir (15). Bir etkin maddenin BSS’deki yerinin tayin edilebilmesi igin
¢coziinlirliik ve permeabilite degerlerinin bilinmesi gereklidir. Calismalarimizda
model ilaglar olarak segilen naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziniirlik ve
permeabilite calismalarindan elde edilen sonuglar her iki ilacinda dahil oldugu
BSS’de sinifinin tayin edilebilmesine olanak vermistir. Bu calisma kullanilan
naproksen sodyum ile furosemidin dahil oldugu BSS simifi ile literatiir bilgileri ile

birlikte Tablo 5.3’de sunulmustur.
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Tablo 5.3. Naproksen sodyum ve furosemidin biyofarmasétik siniflandirma

sistemindeki (BSS) yeri.

Kaynak BSS SINIFI
Naproksen Sodyum Furosemid
Kasim ve dig. (174) 1 4
Lindenberg ve dig.(190) - 4
Wu ve Benet (201) 2% 4
Bu calisma 1 4
*Naproksen

Kasim ve dig, (174) tarafindan etkin maddelerin BSS’ye gore
smiflandirilmasinda ¢oziiniirlik i¢cin doz sayisi, permeabilite icin logP ve ClogP
degerleri esas alinmisgtir. Buna gére naproksenin Do degeri 1’den kiiciik oldugu icin
¢Oziinirligh yiiksek, logP ve ClogP degerleri sirasiyla 1.72 (logP: 2.86) ve 1.35
(ClogP: 3.42)’den biiylik oldugu icin permeabilitesi yiiksektir ve BSS ne gore Sinif 1
ilacidir. Furosemidin hem Do degeri hem de logP ve ClogP degerleri belirtilen sinir

degerlerinden kii¢iik oldugu i¢in Sinif 4 ilacidir.

Lindenberg ve dig. (190) tarafindan yapilan siniflandirmada ise etkin
maddenin pH 1-7.5 araliginda doz/¢6zlintlrliikk oraninin 250 mL’den kii¢iik olmasi
yiiksek ¢Oziintirliik, absorplanan fraksiyonunun % 90’dan yiliksek olmasi yiiksek
permeabilite olarak kabul edilmis ve bu degerlendirmeye gore furosemid diisiik
¢coziinlirliik ve disik permeabilite 6zelliginden dolayr Sinif 4 ilact olarak kabul

edilmistir.

Wu ve Benet (201) ise permeabilite yerine ana eliminasyon yollarinin
kullanilmasiyla siniflandirma yapmigtir. Buna gore Smif 1 ve 2°de yer alan ilaglar
yiiksek oranda metabolize olurken, Smif 3 ve 4 grubundaki ilaglar degismeden safra

ve bobrekler yoluyla atilmaktadir. Biyofarmasétik ilag Dispozisyon Siiflandirma
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Sistemi olarak adlandirilan bu sisteme gore, naproksen diisiik ¢oziiniirlik ve yliksek
oranda metabolize olma 6zelligi ile Smif 2’ye, furosemid ise diisiik ¢oziiniirlik ve

diistik oranda metabolize olma 6zelligi ile Sinif 4’e dahil edilmistir.

Calismamizda naproksen sodyum ve furosemidin BSS’ye gore
simiflandirilmasi ¢oziiniirliik ve permeabilite ¢aligmalarindan elde edilen deneysel
sonuglara gore yapilmistir. Tayin edilen ¢oziiniirlik (B6lim 5.2.1) ve permeabilite
(Boliim 5.2.2) bulgularina gore naproksen sodyumun yiiksek ¢oziintirlik ve yliksek
permeabilite (Smif 1) 6zelliklerine sahip oldugu, furosemidin ise diisiik ¢ozlintirlik
ve diigiik permeabilite (Sinif 4) 6zelliklerine sahip oldugu bulunmustur. Bulgularimiz
Kasim ve dig. (174) tarafindan yapilmis siniflama sistemiyle uyumlu olup BSS’e
gore naproksen sodyumun Smif 1, furosemidin ise Smif 4 ilact oldugunu

gostermektedir.
5.2.4. Karaciger Perfiizyonu Deneyleri
5.2.4.1. Karacigerde Dagilma Hacimlerinin Tayini
Vaskiiler ve Ekstraseliiler Hacimler

Karaciger perfiizyonu deneylerinde vaskiiler hacmin tayini amaciyla
radyoaktif isaretli eritrositler ('*C-; 'Cr-; veya *’Te) olduk¢a yaygin olarak
kullanilirken intersitisyel hacmin tayini amaciyla ise ¢ok farkli indikatorler (or.
NaCl, albiimin, iniilin, EDTA, Evans mavisi, sakkaroz) kullanilmaktadir (59,202-
204). Bu ¢alismada boliimiimiizdeki olanaklar géz Oniline alinarak vaskiiler hacimin
tayini amaciyla normal RBC, intersitisyel hacimin tayini i¢in ise Evans mavisi
referans madde olarak se¢ilmis, ve toplanan perflizyon Orneklerindeki miktarlar

spektrofotometrik bir yontem kullanilarak tayin edilmistir.

Karacigerden elimine edilmeyen bir madde igin, ortalama gegis zamani
(MTT), i¢inde dagildigi hacim (V) ve kan akis hizinin (Q) fonksiyonu olarak
degismektedir (MTT=V/Q). Sabit perfiizyon hizinda, dagilma hacminin artmasiyla
birlikte MTT’ ninde artmasi beklenir. Eritrositler biiytikliikleri itibariyle (7-9 um)

sadece vaskiiler boslukta dagilirken, albiimine baglanan Evans mavisi 0.1 um
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capindaki fenestrelerden gegerek intersitisyel boslukta dagilir. Dolayisiyla dagilma

hacminin eritrositlerden daha fazla olmasi beklenir.

Bu caligmadan elde edilen bulgular verilis yolundan (PV veya HA) bagimsiz
olarak hem kontrol hem de sirozlu siganlarda ekstraseliiler hacmin (Vpy kontror: 0.215
+0.041 mL/g; Vpvsiroz: 0.156 £ 0.055 mL/g; Via kontror: 0.402 + 0.157 mL/g; Vi siroz:
0.380 + 0.117 mL/g) vaskiiler hacimden (Vpy xontrol: 0.172 + 0.036 mL/g; Vpy siroz:
0.170 £ 0.060 mL/g; Viakontro: 0.257 £ 0.039 mL/g; Via siroz: 0.247 = 0.079 mL/g;
Tablo 4.17) daha biiyiik oldugunu gostermektedir. Ayrica verilis yolunun (PV veya
HA) fonksiyonu olarak tayin edilen vaskiiler hacim sirozdan etkilenmezken sirozlu
gruplarin ekstraseliiler hacminde kontrol grubuna goére % 5 (HA) ve %25 (PV)’lik bir
azalma bulunmustur (Tablo 4.17). Bu azalma sirozda go6zlenen siniislerin
kapillarizasyonuna ve ekstraseliller bosluktaki kollajen miktarindaki artmaya

baglanabilir.

Akis hizlarimin (Qy: 15, 16.5, 18 mL/dk) fonksiyonu olarak vaskiiler hacimler
incelendiginde, her iki grupta da (kontrol ve siroz) HA’nin vaskiiler hacimi
(Vkontror15: 0.257 £ 0.039 mL/g; Viontrol, 1650 0.224 + 0.034 mL/g; Viontror1s: 0.259 £
0.064 mL/g; Viiroz1s: 0.247 £ 0.079 mL/g; Viirozi165: 0.253 + 0.087 mL/g: Viiror1s:
0.250 + 0.084 mL/g) akis hizindan etkilenmezken PV nin vaskiiler hacminde az da
olsa bir artis bulunmustur (Vionwor1s: 0.172 + 0.036 mL/g; Viontrol, 165: 0.184 +
0.037mL/g; Viontrol1s: 0.196 £ 0.030 mL/g; Vgiroz15: 0.170 £ 0.060 mL/g; Viiroz16.5:
0.217 £ 0.082 mL/g: Viiror15: 0.235 £ 0.066 mL/g). Ancak ayn1 akis hizinda ayni
verilig yolunda (PV veya HA) kontrol ve sirozlu gruplar i¢in tayin edilen vaskiiler
hacimler olduk¢a benzerdir (6r. Q=15 mL/dk i¢in Vpyxontro: 0.172 £ 0.036 mL/g;
Vpvy siroz: 0.170 £ 0.060 mL/g; Via kontrol: 0.257 £ 0.039 mL/g; Vi siroz: 0.247 + 0.079
mL/g; Tablo 4.19).

Hem PV hemde HA i¢in elde edilen vaskiiler hacimlerde bir degisim
gozlenmezken, intraseliiler hacimler her iki uygulama yolu i¢in sirozlu gruplar da
daha yiiksek bulunmustur (p>0.05) (Tablo 4.18). Bunlara ek olarak intersitisyel
hacim HA ve PV igin sirozlu gruplarda daha diisiik olarak bulunmustur. Intersitisyel
hacimde olusan fark istatistiksel olarak degerlendirildiginde HA i¢in p>0.05 olarak
bulunurken PV i¢in p=0.012 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.31).
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Karacigerde dagilma hacimlerini verilis yolunun fonksiyonu olarak inceleyen
calismalardan elde edilen bulgular farkliliklar gostermektedir. Bazi arastiricilar (75)
verilis yoluna bagli olarak herhangi bir fark bulamazken digerleri (77,92,205)
referans maddelerin HA’ya enjeksiyonu sonucu tayin edilen dagilma hacimlerinin
daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bizim calismalarimizdan elde edilen

bulgular ikinci grubun (77,92,205) sonuglariyla uyumludur.
Total hacim

flaclarin  doku dagilim verilerinin yorumlanmasinda ve fizyolojik
farmakokinetik model gelistirilmesinde organlarin su iceriginin bilinmesi gereklidir
(206). Bu amagla desikasyon ve indikatdr diliisyon yontemleri siklikla
kullanilmaktadir (206-212) Organin sabit agirliga kadar kurutulmasi esasina dayanan
desikasyon yontemi kolay bir yontem olmakla birlikte kurutma sicakligina oldukca
duyarh bir yontemdir. Yiiksek sicakliklarda (>50°C) suyla birlikte ugucu organik
bilesikler de kaybedilebilecegi igin organin diisiik sicaklikta (40-50°C) kurutulmasi
Onerilmistir (213). Diisiik sicaklikta galismanin dezavantaji organin sabit agirliga
ulagmasi i¢in gerekli olan siirenin olduk¢a uzun olmasi ve organin tam olarak
kurutulamamas1 riskidir. Radyoaktif isaretli su kullanilarak yapilan indikator
diliisyon ¢aligmalarinda tayin edilen total su igeriginin desikasyon yontemine gore %
1-8 arasinda daha fazla oldugu (207,208,214), bunun suyun buharlagmasina,
hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlara girmesine ve °H- atomunun dokularda
bulunan organik maddelerin H atomuyla yer degistirmesine bagli olabilecegi
belirtilmistir. Bununla birlikte bazi arastirmacilar (59,79) karacigerde iki yontem

arasinda uyumun iyi oldugunu gostermistir.

Yiiksek basing altinda buzun siiblimlesmesi esasina dayanan liyofilizasyon
yontemi, desikasyon ve indikator diliisyon yontemlerinden kaynaklanan problemleri
ortadan kaldirmak amaciyla alternatif bir yontem olarak Onerilmis, ve elde edilen
degerlerin literatiirle olduk¢a iyi bir uyum iginde oldugu gosterilmistir (215). Bu
calismada da kontrol ve siroz gelistirilmis siganlardaki karaciger preparatinin total su
igerigini tayin etmek amaciyla liyofilizasyon yontemi tercih edilmistir. Karacigerin

total su hacminin kontrol grubunda 0.70 g/mL, sirozlu grupta ise 0.62 g/mL oldugu,
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ve diger yontemler kullanilarak tayin edilen total hacim (%64-74) verileriyle

(206,208) uyum igerisinde oldugu bulunmustur.
5.2.4.2. Hepatik Artere Ozgii Spesifik Alanin Tayini

Karaciger igerisinde birbirine parallel olarak ilerleyen portal ven ve hepatik
arterin terminal dallar1 (portal veniil ve hepatik arteriyol) siniislere gerekli olan kani
saglar. Sicanda portal veniiller siniislerde sonlanirken arteriyoller bir kag¢ farkli
yoldan siniislere baglanir. Bazilar1 dogrudan sintisle birlesirken bazi arterioller
veniillere baglanir (72,73). Bir kisim arteriol ise safra kanalin1 ¢evreleyen kompleks
kapiler ag olan peribiliary capillary plexus araciligl ile siniisle birlesir (35). Genel
olarak hepatik arter ve portal venden gelen kanin siniislerde karigtig1 kabul edilse de
karacigerin ikili perfiizyonu ¢alismalarindan elde edilen bulgular kiiclik bir alanin
(total alanin %10) sadece hepatik arter tarafindan perfiize edildigini gostermektedir
(74-78,212). Sirozda ise bu alanin total alana katkis1 %8 civarindadir (77). Spesifik
arter alani (specific arterial space) olarak adlandirilan bu alan hepatik arterden gelen
kanin sadece %17 sini almaktadir (79). Bu spesifik alanin bir kisminin (yaklasik %5)
karacigerin anatomik Ozelliklerine (peribiliary capillary plexus) geri kalan kisminin
ise karaciger mikrodolagimindaki anlik degisikliklere bagli olabilecegi belirtilmistir
(79).

Calismamizda kontrol grubu i¢in tayin edilen spesifik alan (% 9.5) literatiir
verileriyle olduk¢a uyumlu olmakla birlikte siroz grubu i¢in tayin edilen deger (%16)
literatiirde verilen degerin (%8) (77) yaklasik iki kati kadardir. Aradaki farkin
spesifik alan1 hesaplamada kullanilan yonteme ve karacigerde gelisen siroz

derecesinin farkli olmasina bagli olabilecegi diistiniilmektedir.
5.2.4.3. Etkin Maddelerin Karacigerde Dagilim ve Eliminasyonu

Calismamizda kan bilesenlerinin ve diger organlarin etkisi olmaksizin,
naproksen sodyum ve furosemidin sadece hepatik dagilimin1 ve metabolizasyonunu
verilis yolunun fonksiyonu olarak (PV ve HA) perfiize sican karacigerinde incelemek
miimkiin olmugtur. Yapilan 6n denemelerde naproksen sodyum i¢in 4 (0.05, 0.1, 0.5

ve 1.0 mg/50uL) furosemid igin 3 (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/50uL) farkli konsantrasyon
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incelenmis elde edilen bulgularin 1518inda en uygun konsantrasyonun her iki madde

icin de 0.5 mg/50uL oldugu bulunmustur.

Ilaclar hepatik ekstraksiyon (E) derecelerine gore diisiik (E<0.3), orta (E =
0.3-0.7) ve ytiksek (E>0.7) oranda metabolize edilenler olarak siniflandirilmaktadir
(17). Naproksen sodyumun verilis yolunun fonksiyonu olarak tayin edilen E
degerleri (Epy: 0.334, Eya: 0.454; Tablo 4.23) kontrol grubunda ilacin orta derecede
ekstraksiyona ugradigini igaret etmektedir. Sirozlu grupta ise maddenin ekstraksiyon
(Ena: 0.316 ve Epy: 0.220) ve hepatik klerens degerinde (CLya: 0.078 £ 0.045 mL/sn
ve CLpy:0.055 + 0.062 mL/sn) bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu azalmanin
sirozda goriilen hepatosit hasar1 ve ilacin metabolizasyonundan sorumlu enzim
aktivitesindeki (CYP1A2 ve CYP2C9) azalmadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Yapilan arastirmalarda ileri derece sirozda, naproksenin metabolizasyonundan
sorumlu olan CYP1A2 ve CYP2C9 aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (170). Ayrica
naproksen sodyum HA’e enjekte edildiginde elde edilen E ve CL degerleri PV
enjeksiyonuna gore biraz daha yiiksek bulunmustur. Aradaki fark hepatik arter
tarafindan perfiize edilen spesifik alana ve bu alandaki enzimatik aktiviteye baglh

olabilir.

Furosemidin hepatik ekstraksiyon dereceleri verilis yolunun fonksiyonu
olarak kontrol gruplarinda Epy: 0.200 ve Epa: 0.351 olarak tayin edilmistir. Bu
sonuclara bakarak furosemid PV yoluyla karacigere ulastiginda diisiik oranda
metabolize edilirken HA yoluyla karacigere gelen furosemidin orta derecede
metabolizasyonu  gergeklesmektedir. Bu  bulgularin  1518inda furosemidin
metabolizasyonunun verilis yoluna baglh olarak degistigi sdylenebilir. Sirozda ise bu
degerler Epy: 0.319, Eya: 0.497 olarak hesaplanmigtir. PV yoluyla karacigere gelen
furosemidin metabolizasyonu sirozda yaklasik olarak %60’k bir artig
gostermektedir. Diger yandan HA da ise bu artis yaklagik %30 olarak hesaplanmis ve
her iki yolun (PV, HA) metabolizasyon oranmi orta derece olarak gergeklesmistir.
Furosemidin kontrol grubundaki hepatik klerensi (CLpy: 0.050 mL/dk CLya: 0.088
mL/dk) siroz grubuna (CLpy: 0.078 mL/dk CLya: 0.121 mL/dk) oranla daha diisiik
bulunmugtur. Sirozlu grupta hepatik ekstraksiyonda gozlenen bu artis furosemidin

glukuronidasyonundan sorumlu enzimlerin aktivitesindeki degisime bagli olabilir.
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Yapilan arastirmalarda ilaglarin  glukuronidasyonundan sorumlu enzimlerin

aktivitesinde sirozda bir artig oldugu gosterilmistir (216).

Naproksen sodyum ve furosemidin hepatik dispozisyonunu verilis yolunun
fonksiyonu olarak hem kontrol hem de siroz gelistirilmis deney hayvanlarinda
inceleyen bir calisma mevcut degildir. Dolayisiyla deneysel bulgularimizi
literatiirdeki veriyle karsilagtirmak miimkiin olmamistir. Ancak furosemidin
yarilanma 6mriinde sirozlu hastalarda iki kata varan bir artis olmakla birlikte ilacin

farmakokinetiginin sirozda degismedigi belirtilmistir (217-220).

Sirozlu hastalarda ilaglarin farmakokinetigini inceleyen c¢aligsmalar orta
derecede hepatik ekstraksiyona ugrayan ilaglarin idame dozunda diizenleme
yapilmasi gerektigini dnermektedir. Bu bulgularin 15181 altinda hepatik ekstraksiyonu
orta derecede olan naproksen sodyum ve furosemidin sirozda kullanilmas1 gerektigi

durumlarda idame dozlarinda bir ayarlama yapilmasi 6nerilebilir.
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5.3. SONUCLAR

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar asagida siralanmustir.

Coziiniirliik ve permeabilite deneyleri sonucunda

Naproksen sodyum ve furosemidin ¢oziiniirliikklerinin pH’ya bagh olarak
gerceklestigi, ¢ozlinlirliiglinlin en yliksek oldugu pH iki madde i¢inde pH

7.5 olarak bulunmustur.

Do degerleri ve etkin maddelerin en yiiksek dozlarin1 ¢zmek i¢in gerekli
¢oziicii  hacimleri naproksen sodyumun c¢oziiniirliigiiniin  ytliksek,

furosemidin ¢ozilintirliigiiniin ise dislik oldugunu gostermistir.

In situ barsak perfiizyon teknigi kullanilarak tayin edilen permeabilite
caligmalar1 sonunda naproksen sodyumun yiiksek, furosemidin ise diigiik

permeabiliteye sahip oldugu bulunmustur.

Yiiksek ¢oziniirlik ve ylksek permeabilite 6zelligi gdsteren naproksen
sodyumun biyofarmasétik siniflandirma sisteminde Sinif 1°de yer aldigy,
furosemidin ise diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik permeabilite 6zelligi nedeniyle

Smif 4°de yer aldig1 gosterilmistir.

Naproksen sodyumun permeabilitesi sirozdan etkilenmezken furosemidin
permeabilitesinde kontrol grubuna gore yaklasik %60’lik bir azalma

oldugu tespit edilmistir.

Karaciger perfiizyonu deneyleri sonucunda

Karacigerin portal ven ve hepatik arterden perflize edildigi ikili perfiizyon
(dual perfusion) teknigi gelistirilerek boliimiimiizde ilk kez uygulanmaya
baglanmigtir. Karaciger preparatinin kabul edilebilirlik kriterleri basari
oraninin oldukga yiiksek oldugunu gostermistir.

Tiyoasetamid (%0.03)’in 12-20 hafta siireyle igme suyunda uygulanmasi

sonucu siroz basariyla gelistirilmistir.
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e Hem kontrol hem de siroz gelistirilmis sicanlarda referans maddelerin
HA’e enjeksiyonu sonucu tayin edilen vaskiiler ve ekstraseliiler hacimler
PV i¢in tayin edilen ayn1 hacimlerden daha biiyiik bulunmustur.

e Siroz gelistirilmis sicanlarda PV’e enjeksiyon sonrasi tayin edilen
intersitisyel hacimde kontrol grubuna gore Onemli derecede (p<0.05)
azalma olmustur.

e Siroz gelistirilmis sicanlardan tayin edilen total hacimde kontrol grubuna
gore %11°lik bir azalma gozlenmistir.

e Siroz gelistirilmis sicanlarda hepatik arter tarafindan perfiize edilen
spesifik alan (%16) kontrol grubuna (%9.5) gore daha fazladir.

e Naproksen sodyumun kontrol grubundaki hepatik ekstraksiyonu orta
derecede olmaktadir. Sirozda ise PV’deki hepatik ekstraksiyon orani
digik derecede (Epy=0.220) ger¢eklesmistir. Ayrica HA’deki
ekstraksiyonunda da azaldig1 bulunmustur.

e Furosemidin PV’e enjeksiyonu sonucu hepatik ekstraksiyonu diisiik
(<0.3) iken sirozda ekstraksiyonu orta (0.3-0.7) derecede gerceklesmistir.
HA’e verilisi sonrasi hepatik ekstraksiyonu hem kontrol hem de sirozlu

gruplarda orta derecede bulunmustur.

Sonu¢ olarak orta derecede hepatik ekstraksiyonu olan ilaglarin sirozlu
hastalara uygulanmasi gerektigi durumlarda idame dozlarinda ayarlama yapilmasinin

gerekebilecegi onerilmektedir.
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