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OZET

Terapotik aktivitesi kanitlanmis yeni kesfedilmis bir ilag molekiiliiniin, bir dozaj sekli
icerisinde, orijinal ilag olarak piyasaya sunulmasi 800 milyon ile 1,2 milyar dolar gibi
oldukga fazla bir maliyet ile birlikte 20 yillik uzun bir siire gerektirir. Bunun i¢in saglik
harcamalarin1 diistirmek isteyen iilkeler, orijinal ilacin patent koruma siiresi dolmasi ile
orijinal ilaglarin biyoesdegerligi kanitlanmis jenerik ilaglarmi kullanarak 6nemli oranda
tasarruf saglamaktadir. Tiirkiye, Avrupa Esdeger Ilag Birligi'nin (EGA) 2006 yilinda
yaptig1 arastirmaya gore % 51,7'lik pazar pay ile 797 milyon TL tasarruf saglayarak bu
ilkelerin basinda gelmektedir.

Avrupa llaglar Dairesince, smif 1 ve smf 3 (BCS, Biyofarmasotik Simiflandirma
Sistemi'ne gore) ilaglarin, viicuda alinmasiyla beraber hizla ¢éziinmesi ve bu baglamda
biyoyararlanim sorunu olusturmamasi nedeniyle biyoesdegerlik calismasindan muaf olarak
piyasaya sunulabilecegini belirtmistir. ilaglarin biyoesdegerlikten muafiyetinde énemli rol
oynayan BCS'ndeki siifinin tayin edilebilmesi i¢in Oncelikle ilaglarin bagirsak
dokularindan permeasyon katsayilarinin tayin edilmesi ve yine ayni klavuza gore yiiksek
ya da diisiik permeabl ilag olarak smiflandirilmasi gerekmektedir. Ilgili ¢alismada,
permeabilite tayini amaciyla “Single Pass Intestinal Perfiizyon” (SPIP) teknigi kullanilmig
olup, test ilac1 (oseltamivir) ile referans ila¢ (metoprolol tartarat) ve intestinal gegisi
olmayan bir marker (fenol kirmizisi) ayni anda siganlara uygulanmistir. Bu sebeple bu ii¢

bileseni ayn1 anda, dogru ve giivenilir bicimde analiz yapan analitik yontemler gereklidir.



Tez c¢alismamizda amag; antiviral ilag etkeni olan oseltamivir fosfatin intestinal
permeabilitesinin tayinine iligkin yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) ve kapiler
elektroforez (CE) calismasi olmamasi sebebi ile ilgili HPLC ve CE yontemlerinin
gelistirilmesi ve yontem gecerliliginin saglanmasi i¢in dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve
dogrusallik gibi validasyon parametrelerinin incelenmesidir. Gelistirilen HPLC ve CE
yontemleri ile elde edilen sonuglar karsilastirilarak oseltamivir fosfatin permeabilitesi

biyofarmasotik siiflandirma sistemine gore degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oseltamivir, HPLC, Kapiler Elektroforez, Intestinal Permeabilite
Sayfa Adedi: 114
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Senem SANLI
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DETERMINATION OF THE INTESTINAL PERMEABILITY OF
OSELTAMIVIR PHOSPHATE FROM THE ANTIVIRAL DRUGS BY
HPLC AND CAPILLARY ELECTROPHORESIS METHODS
(M.Sc. Thesis)

Giilpembe HALAY

USAK UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
December 2015

ABSTRACT

It requires too long time (about 20 years) and too much cost (800 million-1.2 billion
dolars) for a newly discovered molecule with the proven therapeutic activity to be released
in markets as a original drug in a dosage form. For this reason, countries that want to
reduce their health expenditures get significant savings by using generic drugs which were
proven for their bioequivalence by means of original drugs with expired patent protection.
According to the survey of the European Generic Medicines Association (EGA) in 2006,
Turkey takes the first place among European countries with the supply of 797 milion TL
and 51,7 % market share.

European Medicines Agency pointed out that class 1 and class 3 drugs (according to the
BCS, Biopharmaceutical Classification System) may be introduced to the markets without
considering bioequivalence study because of fast dissolving as soon as getting inside the
body and creating no bioavailability problems. In order to determine the classes of drugs in
the BCS that play an important role in the exemption from bioequivalence, it is primarily
necessary for the drugs to determine permeation coefficient from intestinal tissue and then
to be classified as high or low permeable drug according to the same guidelines. In related
work, “Single Pass Intestinal Perfusion” (SPIP) technique was used for the permeability
determination and the test drug (oseltamivir), the referance drug (metoprolol tartrate) and a
marker without intestinal transit (phenol red) were implemented to the rats. Therefore,
analytical methods are necessary for the accurate, reliable and simultaneous analysis of

these three components.

vii



The aim of our thesis work is to develop some high performance liquid chromatography
(HPLC) and capillary electrophoresis (CE) methods for the determination of intestinal
permeability of an antiviral drug active substance, oseltamivir phosphate and investigate
some validation parameters such as accuracy, precision, sensitivity and linearity to ensure
the method validity due to the lack of work about the intestinal permeability evaluation of
related compound by HPLC and CE. The permeability of oseltamivir phosphate was
evaluated according to the Biopharmaceutical Classification System by comparing the
results obtained via the developed HPLC and CE methods.

Key Words: Oseltamivir, HPLC, Capillary Electrophoresis, Intestinal Permeability

Page Number: 114
Supervisor: Asst. Prof. Senem SANLI
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Simge/Kisaltma Aciklama

AgCl Guimiis kloriir

ANDA Kisaltilmis yeni ilag basvurusu
AR-GE Arastirma-Gelistirme

BCS Bakar katalizli azit-alkin siklokatilma
BE Biyoesdegerlik

BSD Bagil standart sapma

BY Biyoyararlanim

°C Santigrat derece

CDC Amerika hastalik kontrol ve korunma merkezi
CE Kapiler elektroforez

CECK Kapiler elektrokinetik kromatografi
CGE Kapiler jel elektroforez

Cl Kimyasal iyonlasma

CM Hareketli fazdaki denge derisimi
CMV Cytomegaloviriis

CS Sabit fazdaki denge derigimi

CZE Kapiler zone elektroforez

DAD Diyot dizi dedektorii

DNA Deoksiriboniikleik asit

€ Dielektrik sabiti

El Elektron impakt iyonizasyon

EMA Avrupa ilag dairesi

FDA Amerikan ilag ve gida dairesi

FEN Fenol kirmizisi

fg Femtogram

GC Gaz kromatografisi

H3;PO4 Fosforik asit

HA Hemagliitinin

HCE-1 Karboksil esteraz-1
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Simge/Kisaltma

HCI
HIV
HPLC
HSV
HVD
IACUC
IgA
ITP
IVIVK

KH,PO,
KOH
kv
LC-MS
LLOQ
LOD
LOQ

MECK
MET
mL
mbar
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1 GIRIS

Yeni bir kimyasal molekiiliin sentezlenip ila¢ seklinde piyasaya sunulmasi, 10-12 yillik
yogun arastirma-gelistirme calismalarini gerektiren zorlu bir siirectir. Bu sureci basariyla
tamamlayarak ruhsatlandirilan ve patenti alinan ilaglara "orijinal ilag" denilmektedir. Bu
ilaglar, giiclli yasalarla, patent ve veri koruma haklar1 altinda diinyanin bir¢ok iilkesinde
belirli siireler boyunca korunurlar. Baska bir ilag sirketinin, bu siire iginde, bu ilacin
benzerini liretmesine izin verilmez [1]. Bu siire {ilkemizde 20 y1l olarak belirlenmistir.
Orijinal ilacin yasal koruma siiresinin dolmasi ile birlikte, ilag sirketleri orijinal ilacin
benzerlerini, "jenerik ilag" olarak adlandirarak piyasaya siirebilirler. Bu ilaglar, orjinal ilag
ile dozaj sekli, dozu, uygulama yolu, kalitesi ve kullanim amac1 (endikasyonu) agisindan
karsilastirilabilen ilaglardir. "Amerikan ilag ve Gida Dairesi'nden [Food and Drug
Administration (FDA)]" jenerik ilag bagvurulari, "kisaltilmis yeni ila¢ basvurusu
[Abbreviated new drug applicaton (ANDA)]" seklinde gereklestirilir. Kisaltilmis bagvuru
olarak adlandirilmasmin sebebi, basvuru sirasinda genellikle ilacin etkinlik ve
giivenirliligini  kanmitlamak amaciyla preklinik ve/veya klinik c¢aligmalar gerek
duyulmamasidir. Bunun yerine, bagvurulan ilacin orjinal ilaca biyoesdeger oldugunun
kanitlanmasi1 gerekmektedir. Orijinal triinle biyoesdegerliligi kanitlanmis jenerik ilaglar,
yiiz milyonlarca dolarlik arastirma harcamasi yapmak zorunda kalmadan, orjinal ilaglarin
kanitlanmis etkinlik ve giivenirliligine dayanilarak piyasaya sunulur.

Diinya saglik harcamalarin1 diisiirmek isteyen iilkeler, esdeger ila¢ kulanimiyla onemli
oranda tasarruf saglamaktadir. Ciinkii AR-GE maliyeti olmayan esdeger ilaglar, orijinal
tirlinlin fiyatindan ortalama %20-80 daha ucuzdur [1].

Biyoesdegerlik (BE), "ayni etkin madde veya maddelerin, ayn1 miktarini igeren iki
miistahzarm, ayni1 molar dozda verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin (absorbsiyon hiz
ve derecesi) ve boylece etkilerinin hem etkinlik hem giivenirlilik bakimindan esas olarak
ayni olmasini saglayacak derecede benzer olmasi" olarak tanimlanmaktadir. BE, iki ilacin

birbirine bagil biyoyaralanimidir ve ilaglarin performansini karsilagtirmali olarak tanimlar

2]



BE dokiimanlar1 orjinal ilag bagvurulari i¢in bazi durumlarda yararli olabilir. Bu
dokiimanlar:

=  Erken ve ge¢ donem klinik ¢alisma formulasyonlarinin karsilastirilmasinda,

»  Klinik ve kararlilik ¢alismalarinda kullanilan formulasyonlarin karsilastirilmasinda
(eger farkli ise),

» Klinik c¢alisma  formulasyonu ve piyasaya sunulan  formulasyonun

karsilastirrmasinda fayda saglayabilmektedir [2].

[laglarm biyoyararlanimlar1 ve ilag {iriinlerinin biyoesdegerlik gdsterip gdstermedigi in
vitro ve in vivo yontemlerle degerlendirilir. BE bagvurularinin zorunlu oldugu basvurular
ise kisaltilmis bagvurulardir. Test ve referans iiriiniin biyoesdegerliligi karsilagtirtlirken en
stk kullanilan biyolojik gosterge ilag-plazma profilleridir. BE Kkarsilastirmasi igin
bagvurulan in vivo ¢alismalar genellikle " altin standart" olarak goriilmektedir; ancak bu
genel varsayim degerlendirildiginde, in vitro ¢alismalarin bazen in vivo ¢alismalarin yerine
gecebilecegi gosterilmistir [3].

Bu durum birkag¢ yonden ele alinabilmektedir:

» Insan galigmalar1 yerine in vitro calismalar maliyeti dnemli l¢iide azaltmaktadir,

» In vivo calismalar ile iiriiniin performansinin  viicuttan bagimsiz olarak
degerlendirilemeyecegi agiktir. Ozellikle birey ici ve bireyler arasi varyasyonlar nedeni ile
tirtiniin kalitesi ve performansindan ¢ok net sonug¢ alinamayabilir. David ve arkadaslari,
2003-2005 yillar1 arasinda FDA'da kayith 180 farkli ilag iizerinde yapilan 1000'in
tizerindeki in vivo BE calismasini incelemistir. Bu ilaglarin % 31'1 olan HVD'lerin %51,
%]10u ve % 39'u, sirasiyla, siirekli, belirsiz ve tutarsiz degiskenlik gostermistir. Yiiksek
degiskenlik nedeni olarak etkin maddenin farmakokinetik 6zellikleri ve bitmis iiriinlin
¢Oziinme Ozellikleri incelenmistir. Bu ilaglarin %60'inin etkin maddenin farkokinetik
ozelligine bagh olarak yiiksek degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Formulasyona bagh
degiskenligin yanlizca %20 oldugu belirlenmistir [4]. Bu nedenle yiiksek degiskenlik
gosteren ilaglar i¢in formulasyon performansinin daha net incelenebilmesi igin in vitro BE
¢alismalar1 6nerilmistir [3].

* Hayvan Saghgi ve Kullanimi Komitesi (IACUC) hayvan galigmalar1 yerine
canlilarin kullanilmadig1 ¢aligmalarin yapilmasini desteklemektedir. Etik acidan canlilarla
calismanin minimize edilmesi savunulmaktadir. Bu nedenle in vivo kosullara alternatif

yontemler 6nem kazanmustir [3].



= In vitro calismalar gerceklestirildiginde daha hizli sonug alinmaktadir [3].
In vitro caligmalarin gelistirilmesinde, ilaglarin biyofarmasotik &zelliklerine gore

smiflandirilmasi yol gosterici olmaktadir [5].

1.1 Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi

Ilaglarin spesifik 6zellikleri temel almarak gruplandirilmasi, gelistirilecek olan in vitro
yontemin standardize edilmesine olanak saglamaktadir. Bu amagla 1995 yilinda Amidon
ve arkadaglar tarafindan 6zel bir siniflandirma sistemi gelistirilmistir [5]. Biyofarmasotik
Smiflandirma Sistemi [Biopharmaceutic Classification System (BCS)] olarak adlandirilan
bu sistem, ilacglarin ¢oziinme 6zellikleri ile etkin maddenin ¢oziniirliik ve permeabilite
ozelliklerine dayanan bilimsel bir yaklasimdir [5]. Hizli salimli [immediate release (IR)]
katt oral dozaj sekillerini kapsar. Salim ozelligi degistirilmis ilaglar igin uygun bir
siiflandirma sistemi degildir. Sistemin amaci, ¢oziiniirlik ve permeabilite 6l¢limlerinden
hareketle ilacin in vivo performansini tahmin etmek, in vitro ¢alismalar1 artirip, in Vivo
caligmalar1 en aza indirmek, in vitro in vivo korelasyonu (IVIVK) saglamak ve
biyoyararlanim/biyoesdegerlik  (BY/BE)  c¢alismalarindan  vazgecme  kriterlerini
belirlemektir.

BCS’ne gore ilaglar c¢oziiniirlik ve permeabilite Ozelliklerine goére 4 grup altinda

toplanmaktadir (Cizelge 1.1.) [5].

Cizelge 1.1. Ilaglarin BCS'ne gore smiflandiriimasi

Yiiksek ¢oziiniirliik Diisiik ¢oziiniirliik
Yiiksek permeabilite Smif 1 Smif 2
Diisiik permeabilite Smif 3 Sinif 4

Smif 1 ilaglar, yiiksek ¢oziintirliik, hizli ¢6ziinme ve yiiksek permeabiliteye sahip ilaglardir.
Bu smiftaki ilaglarin emiliminde hiz sinirlayict basamak ¢oziinmedir veya ilag ¢ok hizl
¢oziinme gosteriyorsa hiz smirlayict basamak mide bosalmasidir. Bu durumda ¢oziinme
profilleri iyi tamimlanmali ve tekrarlanabilir olmalidir [5]. Bu gruptaki ilaglar bazi
gereklilikleri sagladigi takdirde in vivo biyoesdegerlik c¢alismalarindan muaf
tutulabilmektedir [6]. Buna gore;

= {lag gastrointestinal kanalda dayanikli olmali,



» Formulasyonda kullanilan diger yardimci maddeler ilacin emilim hizi ve miktarini
etkilememeli,

= [lacin terapotik indeksi dar olmamali,

» [lacin emilimi ag1zda gerceklesmemelidir.
Tiim bu kosullarin saglanmasi durumunda ilag, kat1 dozaj sekli gibi degil, daha ¢ok oral
¢ozelti gibi davranmaktadir. iki ilacin biyoesdegerliginin saptanmasi igin in Vivo galismaya
gerek duyulmadan in vitro ¢éziinme hiz1 profilleri karsilastirilir. Elde edilen ¢6ziinme hizi
profilleri kandaki konsantrasyon-zaman profillerinin yerini tutar ve boylece test ve referans
ilacin biyoesdegerlik durumu in vitro testlerle belirlenir.
Sinif 2 ilaglar, diisiik ¢ozlintirlik ve yliksek permeabiliteye sahip ilaglardir. Bu smiftaki
ilaglarin emiliminde hiz sinirlayici basamak ilacin ¢oziinmesidir. Coziinme profilleri farkl
pH’larda ve en az 4-6 nokta ile tanimlanmalidir. lyi tasarlanmis in vitro kosullar saglanarak
IVIVK kurulabilir.
Siif 3 ilaglar, yiiksek ¢Oziiniirlik gosterir ve emilimleri genellikle formiilasyondan
bagimsizdir. Eger Smif 3 ilaglar i¢in ¢oziinme tiim fizyolojik pH’larda ¢ok hizliysa (15
dakika iginde %85 veya daha fazla ¢6ziinme), in vivo ortamda adeta oral ¢ozelti gibi
davranirlar. Oral ¢ozeltiler ise genellikle in vivo biyoesdegerlik ¢alismalarindan muaftirlar.
Simnif 3 ilaglar, formulasyonda kullanilan yardimc1 maddeler ile etkilesme 6zelliklerine gore
iki gruba ayrilabilir [7]:

1) Simf 3a: Yiksek ¢Oziiniirliik /Disiik permeabilite/Hizli ¢oziinme /Yardimet
maddelerden etkilenmeme

2) Smif 3b: Yiksek ¢oziiniirlik/Diisiik permeabilite/Hizli  ¢6ziinme/Yardimci
maddelerden etkilenme
Buna gore Sinif 3a ilaglar in vivo biyoesdegerlik ¢alismalarindan muaf tutulabilir [8].
Sinif 4 ilaglar, diisiik ¢coziiniirliik ve diisiik permeabiliteye sahip ilaglardir. Bu grupta yer
alan ilaglarin hem ¢oziinmesinde hem de emilmesinde belirgin problemler bulunmaktadir.

BCS’ne gore bazi etkin maddelerin siniflandirilmasi Cizelge 1.2.’de goriilmektedir [9].



Cizelge 1.2. BCS’ne gore etkin maddelerin siniflandirilmasi

Yiiksek ¢oziiniirliik

Diisiik ¢oziiniirlik

Simif 1 Sumif 2
Abakavir Atipirin Lidokin Amidaron Glipizit Fenitoin
Ergonovin Imipramin Klorfeniramin | Atorvastatin Gliburit Piroksikam
Knidin Teofilin Lomefloksasin | Azitromisin Griseofulvin  Raloksifen
° Asetaminofe Atropin Siklofosfamid | Karbamazepin  Ibuprofen Ritonavir
:::i Etambutol Ketoralak Meperidin Karvedilol Indinavir Sakinovir
3 Primakin Verapamil Desipramin Klorpromazin  Indometazin  Sirolimus
§ Asiklovir Buspiron Metoprolol Sisaprit Itrakonazol ~ Spirinolakton
; Promozin Labetolol Diazepam Siprofloksasin ~ Ketokonazol —Takrolimus
é Amiloirt Zidovudin Metronidazol | Siklosporin Lansoprazol  Talinolol
> Fluksetin Kafein Diltiazem Danazol Lovastatin Tamoksifen
Prednisolon Levodopa Midazolom Dapson Mebendazol  Terfenadin
Amitriptilin Kaptoril Minosiklin Diklofenak Naproksen Varfarin
Glukoz Levofloksasin Disopiramid Diflunisal Nelfinavir
Rosiglitazone Klorokin Misoprostol Digoksin Ofloksasin
Doksepin Nifedipin Fenobarbital Eritromisin Oksaprozin
Doksisilin Enalapril Fenilalanin Flurbiprofen Fenazopridin
Simif 3 Simif 4
Asiklovir Eritromisin Nadolol Amfoterisin B
:‘EE Amilorid Famotidin Pravastatin Klortalidon
§ Amoksisilin Sefazolin Penisilinler | Klorotiyazid
E Atenolol Setirizin Ranitidin Kolitsin
E‘ Atropin Simetidin Tetrasiklin Mebendazol
% Bifosfonatlar Feksofenadin  Trimetoprim Neomisin
R Bidisomit Folinik asit Valsartan Furosemid
Kaptopril Gansiklovir Zalkitabin
Kloksasilin Lisiniprol
Diklolsasilin Metformin




1.1.1 Biyofarmasotik Siniflandirma Sisteminde Temel Alinan Parametreler
1.1.1.1 Etkin Maddenin Coziiniirliigii

BCS kapsaminda saglik otoritelerince kabul goren ¢oziiniirlilk kriterleri olusturulurken
mide-bagirsak kanalinin fizyolojik pH degerleri dikkate alinmistir. FDA’da kabul géren
¢ozinlrlik kriterine gore, ilacin piyasadaki en yiliksek dozu 37°C’de, pH 1,0-7,5
araliginda, 250 mL veya daha az miktardaki ortamda c¢oziinebiliyorsa ilag yiiksek
¢oziiniirliik gosterir [6]. EMA (Avrupa Ilag Dairesi) 2010 yilinda giincelledigi kilavuzda
pH araligin1 1,0-6,8 olarak belirtmistir [8].

1.1.1.2 Dozaj Seklinin Coziinme Hiz1

FDA, fizyolojik degerleri géz 6niine alarak, in vitro ¢éziinme hizi ortami i¢in pH 1,0-7,5
araligini tercih etmektedir [6]. EMA 2010 yilinda giincelledigi kilavuzda ¢6ziinme
ortamlart i¢in pH araligini 1,0-6,8 olarak 6nermistir [8].

BCS’ye gore, Amerikan Farmakopesi (USP)’nde belirtilen ¢oziinme hizinda kullanilan
aletlerden USP cihaz I (doner sepet yontemi) ile 100 rpm hizda veya USP cihaz II (doner
palet yontemi) ile 50 rpm hizda, 900 mL pH 1.2 (0.1 N HCI veya enzimsiz mide sivisi), pH
4,5 ve pH 6,8 tamponu (veya bagirsak sivisi) ortamlarinin her birinde, ortama herhangi bir
yiizey etkin madde eklenmeden etkin maddenin en az %85’ 30 dakika igerisinde
coziinliyorsa ilag hizli ¢ozlinme Ozelligine sahiptir. Eger %85°1 15 dakika igerisinde
¢oziiniiyorsa ilacin ¢ok hizli ¢dziinme gosterdigi belirtilir [5]. Ornek alma araliklari igin 10,

15, 20, 30 ve 45. dakikalar onerilmektedir [8].

1.1.1.3 Etkin Maddenin Permeabilitesi

Etkin maddenin permeabilitesi dolayli olarak emilme oranina baglidir. BCS’ne gore ilacin
mide-bagirsak kanalinda dayanikli olmas1 kosulu ile 6lgiilen emilim oraninin FDA’ya gore
%90’a esit veya daha biiylik olmasi1 gerekmekte iken EMA’da bu deger %85’e esit veya
daha biiyiik olarak belirtilmektedir [6,8].

Bir etkin maddenin permeabilite degerlerinin BCS'ne gore hangi smifta yer aldigimm
belirlemek amaci ile metoprolol tartarat referans madde olarak segilir [10].

Terapotik aktivitesi kanitlanmis yeni kesfedilmis bir ilag molekiiliiniin ,bir jenerik {irliniin,
biyoesdegerlik caligmasindan muaf olarak piyasaya ¢ikabilmesi i¢in bu smiflandirmadaki

yerinin tespiti ve bunun i¢in de bagirsak permeabilitesinin tayini énemlidir. Bir ilacin



permeabilitesi, bagirsak membraninin biitiinliigl, yapisi, ilacin fizikokimyasal 6zellikleri
(hidrojen bagi yapabilme kapasitesi, molekiil biyiikliigii vb.) ve spesifik transport
mekanizmalar1 gibi faktorelere baglidir [11]. Bir ilacin permeabilite sinifi,
=  Mutlak biyoyararlanim ¢alismalari,
» Kiitle denge caligsmalari,
» Bagirsak perfiizyonu ¢aligmalari,
0 Insanda in vivo bagirsak perfiizyonu,
o Insan ya da hayvanda bagirsak dokular1 kullanarak in vitro permeasyon
o Uygun hayvan modeli kullanilarak in vivo yada in situ bagirsak perfiizyonu,
o Tek tabakal epitel hiicre (6r. CaCo-2) kiiltiirlinden permeasyon,
caligmalart ile belirlenebilir Boyle yontemlerle % 90 emilme saptanirsa, o etkin maddeye,
yiiksek oranda permeabl madde denir. Absorbsiyon derecesinin intravendz referans doza
oranla %90'dan fazla olmasi durumunda etkin maddenin permeabilitesinin yiiksek oldugu
kabul edilir. Yiiksek permeabilitenin bir gostergesi olarak kabul edilen dogrusal ve tam
absorbsiyon durumlarinda biyoyararlanimin etkilenme olasiliginin az oldugu belirtilmistir

[12].

1.1.2 Biyofarmasotik Simiflandirma Sistemine Dayal Biyomuafiyet

Bir etkin maddenin ¢oziiniirliiglinlin yiiksek oldugu biliniyorsa, {irlinlin viicuda alinmasi
sonrasinda, karsilasacagi pH araliginda dozaj sisteminin dagilmasinin ardindan hizla
¢cozlinmesi ve permeabilitesinin de bilinmesi kosuluyla ilacin herhangi bir biyoyararlanim
sorunu olusturmayacagi beklenmektedir. Bu durumda ¢6ziinme hiz1 profillerinin
benzerligine dayanarak in vivo biyoesdegerlik ¢aligmasi zorunlulugu kaldirilabilir [6].
BCS’ye dayanan biyomuafiyet kavrami in vivo biyoesdegerlik c¢alismalarini azaltmak
amactyla gelistirilmis bir yaklagimdir. Bu yaklasim terapotik indeksi dar olmayan, yiiksek
¢oziinlirliik gosteren ve emilimi bilinen ilaglar1 kapsamakta ve ayrica oral yoldan alinan
hemen salim gosteren kat1 dozaj sekillerini icermektedir [8]. Otoriteler, sadece Sinif 1 ve
Sinif 3 ilaglar i¢in gerekli kosullar saglandiginda biyomuafiyeti kabul etmektedirler.

BCS’ve davyali Sinif 1 ilaclar icin bivomuafivet:

»  Etkin madde yiiksek ¢oziiniirliilk ve tam emilim gdsteriyorsa (BCS Smif 1),
Test ve referans iirlin in vitro ¢6ziinme hiz1 testlerinde ¢ok hizli ¢6ziinme (>%85/15

dakika) veya hizli ¢6ziinme (>%85/30 dakika) gosteriyorsa,



* Formiilasyonda kullanilan yardimci maddeler biyoyararlanimi kalitatif veya
kantitatif olarak etkileyebileceginden her iki formulasyonda genellikle ayni veya benzer
yardimc1 maddeler kullaniliyorsa saglanabilir.

BCS’ve dayali Sinif 3 ilaclar icin biyomuafivyet:

»  Etkin madde yiiksek ¢oziintirliikk ve sinirli emilim gosteriyorsa (BCS Sinif 3),

» Test ve referans iirlin in vitro ¢oziinme hizi testlerinde ¢ok hizli ¢dziinme (>
%85/15 dakika) veya hizli ¢oziinme (> %85/30 dakika) gosteriyorsa,

» Formiilasyonda kullanilan yardimci maddeler biyoyararlanimi kalitatif veya
kantitatif olarak etkileyebileceginden her iki formulasyonda genellikle ayni veya benzer
yardimci1 maddeler kullaniliyorsa saglanabilir.

Biyomuafiyet kararinin uygunluk riski Smif 3 ilaglarda spesifik bolgeden emilim, tasiyici-
protein etkilesimi, yardimci1 madde kompozisyonu ve terapotik risk gibi nedenlerle Sinif
1’den daha kritik olmaktadir [8].

Biyomuafiyet i¢in yapilan in vitro ¢dziinme hiz1 profillerinin karsilastirilmasinda benzerlik
etkeni yani f, degerinin hesaplanmasi Onerilmektedir. f, degeri 50-100 arasinda ise iki
ilacin benzer oldugu yorumu yapilmaktadir. f, degeri asagidaki Es.1.1 ile

hesaplanabilmektedir:

f> = 50.1og

" ] (1.1)

Esitlikte,
n : Ornek alinan noktalarin sayisi
R(t) : Coziinen referans yilizdesinin ortalamasi

T(t): Coziinen test yiizdesinin ortalamasi

Benzerlik faktorii degerlendirmelerinde varyasyon katsayisinin (%VK) ilk zamanlarda
%20’den fazla olabilecegi, ancak daha sonraki zamanlarda %10’u ge¢cmemesi gerektigi
belirtilmistir. Ayrica ard arda gelen iki zaman noktasinin ortalamasinin standart sapmasi

%10’u ge¢memelidir. Ik 15 dakika icerisinde ilacin % 15'den fazlasmin ¢dziinmesi



durumunda f, hesaplanmasi yapilmaksizin ¢éziinme profilleri benzer kabul edilmektedir

[6].
1.2 Viriisler

Viriis, hiicre ¢ekirdegi, metabolizmasi ve organelleri olmayan, nanometrik diizeyde
Olgiilebilen ve gogalabilmesi i¢in canli hiicreye ihtiyag duyan mikroorganizmadir [13].
Viriislerde genetik bilgiyi tasiyan niikleik asitin yapisi oldukca farklilik ve ¢esitlilik
gosterir. Tiim diger canlilardan farkli olarak viriisler tek tip niikleik asit (DNA ya da RNA)
tagirlar [14]. Ayrica virisler ile diger tek hiicreli mikroorganizmalar arasindaki temel
farkliliklar baslica; biiyiikliik, besi yerinde veya hiicre disinda iireme, ikiye boliinerek
cogalma, DNA ve RNA'y1 birlikte igerme, niikleik asitin infeksiy6z olusu, yapida ribozom
olusu ve antibiyotiklere duyarlilik olarak degerlendirilmektedir.

1892 yilinda Rus bilgin Dimitri Ivanowsky viriislerin porselen siizgeglerden gectigini
ispatlamis (bakteriler gegcemez), 1898 yilinda Hollandali mikrobiyolog Martinus Beijerinck
de tiitiin bitkisindeki hastalik faktoriinii "contagium vivum fluidum" (bulasan canli sivi)
olarak adlandirmistir. Wendell Stanley aslinda bulasan etkenin bir partikiil oldugunu ortaya
koymustur. Aym1 zamanda Friedrich Loeffler ve Paul Frosch sap hastaligi viriisiinii
filtrelerden gecirmiglerdir. Latince zehir anlamina gelen viriis kelimesi ilk olarak Louis
Pasteur tarafindan kullanilmistir. Virisler ilk olarak elektron mikroskopu ile 1931 yilinda
Alman miihendisler Ernst Ruska ve Max Knoll tarafindan goriintiilenmistir. D. Baltimore
ise viral DNA ve RNA’ya dayali siniflandirma ¢alismalarinda bulunmustur [13].
Giintimiize kadar 5000’den fazla viriis bulunmus ve daha kesfedilmeyi bekleyen binlercesi

oldugu disiintiilmektedir [15].

1.2.1 Viriislerin Morfolojisi

Viriislerin morfolojisi elektron mikroskop ve X-ray teknikleriyle incelenmektedir. Isik
mikroskobuyla sadece ¢igek virtisii hakkinda sinirh bir goriiniim elde edilebilir. Viriisler en
kiiciik infeksiydz etkenlerdir. Genel olarak biiyiikliikleri 20 ile 300 nm arasinda degisir. En
kiiglik RNA viriisii (Rous sarkoma) 80 nm, en kiigiikk DNA viriisii (hepatit B) 10-26 nm’dir.
Viriislin en basit sekli olan virion, tek bir niikleik asit molekiilii ile bunu g¢evreleyen bir
protein tabakasindan olugmustur. Virionun protein tabakasina "kapsid" denilir. Kapsid,
igindeki niikleik asit ile birlikte "niikleokapsit" admi alir. Bazi virtislerde, kapsid

lipoprotein yapida bir zarfla gevrili olabilir.



Kapsid, "kapsomer" denilen, ¢ok kiiciik ve basit yapili, belli sayidaki morfolojik iinitelerin
bir araya gelmesi ile olusmustur. Infekte hiicre icinde kapsomerler ayri iinite olarak
sentezlenir ve sonra bir araya gelerek birlesirler ve kapsidi olustururlar. Kapsidin
fonksiyonu, hiicreden hiicreye niikleik asiti tagimasidir. Niikleik asidi hiicrenin niikleaz
enzimlerinden korur, konak hiicrede spesifik reseptore baglanir (zarfsiz viriislerde) ve
antijeniteyi belirler. Sentezlenen kapsomerlerin bir araya gelmeleri ve belli bir diizen
iginde birlesmeleri kapsidinin kendisine 6zel bir simetri kazandirir. Birlesmede, her bir
kapsomerdeki ‘bag’larin yapist rol oynar. Her virlis tiirii i¢in farkli olan kapsomer
birlesmesine gore virionlar degisik sekil alirlar. Genel olarak kapsid yapilarina gore
virtisler iki grupta incelenirler. Birinci grup virionlar kiip seklindedir. Olusan kiip 20
yiizliidiir (her bir yiiz eskenar bir iiggendir). ikinci grup virionlar cubuk seklinde, diizgiin
veya kiilah gibi bir ucu daralan borular halinde goriiliirler. Kiip seklindeki virionlara,
ikosahedral simetrili, boru seklindeki virionlara ise helikal simetrili virionlar denilir. Bu iki
simetri disinda, ¢igek viriisleri degisik bir yap1 gosterir. Cigek viriislerinde hem ikosahedral
hem de helikal simetri ile bir araya gelen kapsomerler viriise tugla sekli vererek kompleks
(kompleks simetri) bir yap1 olustururlar. Ayrica fajlar1 infekte eden viriislerde binal yap1

mevcuttur.

Helcal Yapt ikosahedral Yap: Binal Yapt

Sekil 1.1. Viriislerin yapisi

Viriisler, genomunu hiicre disinda tasiyan, kendini olumsuz kosullardan koruyan, konak
hiicreyi tantyarak ona tutunan ve genomun konak hiicre i¢ine girmesini saglayan protein
kiliflara sahiptirler ve ¢ok az sayida protein tiiriiniin tekrarli sekilde diizenlenip bir araya
gelmesiyle olusur. Virion, konak hiicreden tomurcuklanarak ayrilirken onceden kendi
proteinlerini de ekledikleri hiicre zarindan bir pargay1 protein kilifi izerine alarak hiicreden
ayrilir. Protein kilifin iizerindeki bu yap1 "zarf" olarak isimlendirilir [14]. Bazi viriislerin

zarfli, bazilarinin da zarfsiz oldugunu belirtmek gerekir. Zarfin kaynagi aslinda hiicre
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membranidir. Zarf lipid ve protein yapidadir. Zarf, peplomer veya spike’lar hiicre
reseptorlerini tanirlar, virlisiin hiicreden kurtulmasina yardimer olur, segmentli genomlarda
segmentin bir arada tutulmasina yani par¢alanmamasini saglar [13]. Zarfli viriisler ¢evresel
kosullara karsi ¢ok daha hassaslar. Diger yandan =zarfli viriisler konak hiicreden
tomurcuklanarak birer birer ¢iktiklar i¢in konagin 6liimiine yol agmaz ve ¢ok daha uzun

stireli ve direncli hastaliklara neden olurlar [14].

Glikoprotein
Crkintlar “C .
Zarf { Lipit Tabaka
Matriis
Proreinleri

Kapsomer
* Niikleik Asit v Nihleokapsid
Kapsid

Sekil 1.2. Tam bir viriisiin morfolojisi

1.2.2 Viriislerin Simiflandirilmasi

Viriislerin siniflandirilmasinda dikkat edilen en 6nemli nokta viriislerin DNA veya RNA
icermesidir. Kisaca viriisiin bulundurdugu niikleik asit, siniflandirmada 6nemli rol oynar.
Bu noktadan ¢ikarak viriisler familyalara boliinmiistiir. Sadece bununla kalmayip niikleik
asitlerin tek iplik veya ¢ift iplik olmasi da 6nemli kriterlerdendir. Niikleik asitlere gore
siniflandirma Baltimore adinda bir arastirici tarafindan onerilmis ve hala kullanilmaktadir.
Bu smiflandirmaya  Baltimore  simiflandirmast da  denmektedir.  Viriislerin
smiflandirilmasinda, hangi canliyr infekte ettigi (bitki, hayvan, insan) ve hangi dokuya ilgi
gosterdigi (ndyrotropik) gibi Ozellikler siniflandirmada dikkate alinmaktadir. Viriisiin
yapisi (zarfli, zarfsiz, ikosahedral, helikal) da siniflandirmada dikkate alinan bir bagka
ozelliktir [13].
Viriis siniflandirilmasi virtislerin ii¢ 6zelliginden yararlanilarak yapilmaktadir:

1) Morfoloji (biiyiikliik, sekil, niikleokapsid simetrisi ve kapsomerlerin sayisi)

2) Zarfvarhigi

3) Viral niikleik asidin tipi, yapist (DNA veya RNA; tek veya c¢ift iplikli; tek

molekiil veya parcacikli) ve replikasyon stratejisi [16].
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Fakat giiniimiizde virolojide engok kullanilan siniflandirma niikleik asit tipine gore

yapilmaktadir. Cizelge 1.3. ve Cizelge 1.4.'de viriislerin niikleik asit tipine gore

siniflandirilmasi ve bu viriislerin morfolojik 6zellikleri gosterilmistir.

Cizelge 1.3. DNA viriisleri

Papovaviriisler
45-55 nm boyutlarinda, cift iplikli ¢embersel DNA, zarfsiz, ikozahedral protein kilif,

kopyalama hiicre cekirdeginde gergeklesir. Ornegin; sigil hastaligina neden olurlar.

Adenoviriisler
65-70 nm boyutlarinda, ¢ift iplikli ¢izgisel DNA, zarfsiz, ikozahedral protein kilif,
kopyalama hiicre ¢ekirdeginde gergeklesir.

Herpetoviriisler
180-250 nm boyutlarinda, ¢ift iplikli ¢izgisel DNA, zarfli, ikozahedral protein kilif,

kopyalama hiicre ¢ekirdeginde gerceklesir. Ornegin; Herpes simplex (uguk viriisii).

Hepadnaviriisler
42 nm boyutlarinda, % 70 cift iplikli % 30 tek iplikli gembersel DNA, zarfli, ikozahedral
protein kilif, DNA's1 hiicresel DNA ile birlesme yeteneginde. Ornegin; Hepatit B viriisi.

Parvoviriisler
22 nm boyutlarinda, tek iplikli ¢izgisel DNA, zarfsiz, ikozahedral protein kilif, kopyalama

ve protein kilif olusumu hiicre ¢ekirdeginde gerceklesir.

Poxviriisler
225-300 nm boyutlarinda, cift iplikli ¢izgisel DNA, kopyalama hiicre sitoplazmasinda

gerceklesir. Ornegin; deride hastalik olusturan viriisler.

Cizelge 1.4. RNA virtisleri

&
S5

Picornavirisler

25-30 nm boyutlarinda, tek iplikli arti kutuplu RNA, zarfli,ikozahedral protein kilif.

Togaviriisler
60-70 nm boyutlarinda, tek iplikli art1 kutuplu RNA, zarfli,ikozahedral protein kilif,

Ornegin; kizanikgik viriisi.

Flaviviriisler
45-55 nm boyutlarinda, tek iplikli artt kutuplu RNA, zarfli, ikozahedral protein kilif,

sitoplazmada replike olur. Ornegin; sart humma viriisi.
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Coronaviriisler
120 nm boyutlu, tek iplikli art1 kutuplu RNA, zarfli, sarmal protein kilif. Ornegin;

SARS viriisi, soguk algmliklarinin % 10-30'undan sorumlu.

Reovirtisler
75 nm boyutunda, 10-12 pargal ¢ift iplikli RNA, zarfsiz,ikozahedral protein kilif ¢ift
tabakali,RNA bagimli RNA polimeraz enzimi tagir.

Rhabdovirtisler
180x75 nm mermi bigimli, tek iplikli eksi kutuplu RNA,sarmal protein kilif, zarfli.

Ornegin; kuduz viriisii.

Filovirusler

80 nm boyutunda filament bicimli, zarfli, sarmal protein kilif. Ornegin; ebola viriisii.

Paramyxoviriisler

150 nm boyutunda, tek iplikli eksi kutuplu RNA. Ornegin; kizamik viriisii.

Orthomyxoviriisler
80-120 nm boyutlarinda, 8 parcali tek iplikli eksi kutuplu RNA,zarfli, sarmal protein

kilif. Ornegin; grip viriisi.

Bunyavirtisler

100 nm boyutunda, zarfl1, sarmal protein kilif. Ornegin; tatarcik atesi viriisii.

Arenavirtisler
110-130 nm boyutlarinda, zarfli, sarmal protein kilif, viral zarf iginde hiicresel

ribozomlar bulunur.

Retroviriisler
100 nm boyutlarinda, art1 kutuplu birbirinin ayni iki RNA, zarfli, ikozahedral protein
kilif. Virion iginde reverse transkriptaz enzimi tasirlar. Ornegin; HIV RNA timor

virisleri.

1.2.3 Viriislerin Organizmaya Girisi ve Konak¢ida Yayillim

Viriislerin en 6nemli yayilma yolu dolagim sistemidir. Bu baglamda viriis, serbest viriis ya

da enfeksiyon olusturmadan eritrositlere tutunarak kan dolasiminda ilerlerler. Viriisler lenf

sistemi yoluyla da yayilabilirler. Bazi viriisler bagirsakta replike olur ve bagirsak

13




mukozasindaki peyer plaklart yardimiyla lenfoid sisteme girerler. Lenfositik hiicreler
enfekte olduktan sonra infeksiyéz viriisii sacabilirler.  Sinir sistemi, viriislerin
yayillmasinda diger 6nemli bir yoldur. Genellikle periferal sinir hiicrelerinden merkezi sinir
sistemine yayilirlar. Viriis degisik yollarla konakgiya girdikten sonra viriis ile hedef
hiicrenin proteinleri arasinda bir etkilesim olur. Viral proteinlerin bir ya da bir kagt
hiicredeki spesifik molekiilleri tanirlar. Virlisler cogalir ve enfeksiyon (semptomlar) olusur
[13].

Viriislerin organizmaya giris yollar1 6 farkli sekilde gerceklesmektedir. Bunlar; deriden
direkt inokulasyon, gastrointestinal kanal, iirogenital sistem, konjuktiva ve solunum sistemi
seklindedir [13].

1.2.3.1 Solunum Yolu

Mukozal ylizeylerde viriisiin girisinin engellendigi konak¢min dogal defans sistemleri
vardir. Mukozadan salgilanan mukus epitel hiicreleri kaplar ve virlisiin tutulumunu
engeller. Ayrica IgA mukozal immunitede ¢ok 6nemli rol oynar. Alveollerde makrofaj ve
diger fagositik hiicreler vardir. Baz1 viriisler (Herpesvirus, adenovirus, orthomyxoviriis,
paramyxovirtis Ve rhinoviriisler) bu bariyerleri gegerek organizmaya girebilir [13].

Bu viriisler solunum yolundan damlacik ya da salya ile girerler. Oksiirme ve aksirma ile
cok sayida viriis sagilir. 5 um’den kii¢iik viriisler havada uzun siire asili kalirlar. Biiyiik
partikiiller genellikle burun tiirbinatlarinda dogal filtrelere yakalanir ve atilirlar, ancak
5 um’den kiigiik partikiiller alveollere kadar ulasabilirler[13].

Cogu solunum yolu ajanlar1 akut iist solunum yolu enfeksiyonlar1 {iretirken bazilar1 da
zatlirre, pnemonitis ve bronsit hastaliklarina neden olurlar. Solunum yolu virisleri;
rhinoviriis, influenza viriisii, parainfluenza viriisleri, RSV, adenovirisler, coronaviriisler,
coxsackievirlisler ve achoviriisler'i igerir. Bunlara ek olarak herpes simplex viriisleri
(HSV), varicella-zoster viriisii (VZV) ve cytomegaloviris (CMV) solunum yolu

hastaliklarina neden olabilirler [17].

1.2.4 influenza Viriisii

Influenza viriis, grip denilen akut solunum yolu hastaliginin etkenidir. Influenza viriisii
yizyillardir biiyiikk kayiplara yolagmaktadir. Neden oldugu epidemilerden en onemlisi,
1918-1919°da meydana gelen ve "Ispanya gribi" olarak adlandirilan ve biitiin diinyada

yaklasik 20-40 milyon insanin 6liimiine yol ag¢an grip salginidir. 1918-1919 pandemisinin
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neden oldugu zarar ve kayiplar, grip etkenine yonelik aragtirmalarin hizlanmasina neden
olmustur [18,19]. 1920°1i yillarin sonlarinda Richard E.Shope, olas1 grip etkeni olarak filtre
edilmis mukus salgisindan elde ettigi domuz influenza viriisiiniin insana gegebilecegini
tespit etmistir. 1933’de ise Londra’daki Ulusal Tip Arastirma Enstitiisii’nde Wilson Smith
ve Sir Patrick Laidlaw influenza viriisiinii izole etmeyi basarmislardir [18,20]. Ayrica
influenza B 1939 yilinda Francis tarafindan, influenza C viriisii ise 1956’da Taylor
tarafindan izole edilmistir [21].

1957-1958 yillarinda Asya gribi (influenza A H2N2) ve 1968-1969 yillarinda Hong Kong
gribi (influenza A H3N2) gecen ylizyilin diger pandemileridir. Ayrica 1977-1978
yillarinda daha Once ortaya c¢ikan influenza A HINI1 virlisleri Rus gribi olarak da
adlandirilan yeni bir salgina yol agmistir. 2009 yil1 subat-mart aylarinda Meksika’da ortaya
cikan, nisan aymnda ABD’de tanimlanan ve hizla diinyaya yayilan "domuz kaynakli
influenza A (HIN1)" viriisii yeni bir pandemiye neden olmustur [22].

Gribin etkeni olan influenza viriisi, her yil diinyada 500000 civari Kisinin 6limiiyle
sonuglanan mevsimsel epidemilere sebep olmasinin yani sira pandemiler olusturmasi
sebebiyle de insan saglig1 igin son derece énemli ve tehlikeli bir viriistiir. influenza, soguk
alginhig: gibi diger solunum yolu enfeksiyonlarinin aksine, pek ¢ok insanda ciddi hastalik
ve hayati tehdit eden pulmoner komplikasyonlara sebep olur. Biitiin yas gruplar
influenzaya duyarl olmakla birlikte, kiigiik ¢ocuklar, ileri yasta olanlar ile kalp, akciger,
bobrek ve seker hastaligi gibi kronik hastaligi olanlar ve immun sistemi baskilanmis
kisilerde influenza virus enfeksiyonlarindan kaynaklanan komplikasyonlar ve 6lim riski
daha ytiksektir. Eriskinlerin %10’u, ¢ocuklarin yaklasik %20’si diinya ¢apinda her sene
influenza enfeksiyonu gecirmektedir [23]. Bu enfeksiyonlarin oranini agilama ile azaltmak
ve erken tanisini saglamak, antibiyotik kullaniminin azaltilmasini saglamaktadir. Agir
klinik durumlarda bu hastaligin erken tanisim1i koymak, uygun antiviral terapinin

uygulanmasini imkan vermektedir [24].

1.2.4.1 Morfolojik ve Antijenik Ozellikleri

Influenza viriisii Orthomyxoviriis ailesinden, zarfli, negatif polariteli, tek sarmalli, 80-120
nm ¢apinda bir RNA viriisiidiir. Niikleokapsid ve matrix proteinlerine gore influenza A, B
ve C olmak iizere {i¢ antijenik tipi vardir. Yapisinda hemagliitinin (HA) ve ndraminidaz
(NA) olarak adlandirilan zarf glikoproteinleri bulunur. HA  viriisiin  hiicreye

baglanmasinda, NA ise; miisin tabakay1 uzaklastirarak bu baglanmay1 kolaylastirmada

15



gorev alir. Influenza A viriisleri HA ve NA glikoproteinlerine gére alt tiplere ayrilirlar.
Insanda iic tip HA (HA-1, 2, 3) ve iki tip NA (NA-1, 2) saptanmstir. Influenza B ve C’nin
HA ve NA alt tipleri yoktur [25-27].

Influenza A viriisii, HA ve NA molekiillerinin antijenik 6zellikleri esas alinarak alt tiplere
ayrilmis ve siniflandirilmistir. Giiniimiize kadar toplam 16 HA ve 9 NA alt tipi
tanimlanmistir. Bunlar degisik kombinasyonlar halinde memelilerde bulunmaktadir [23].
Influenza viriisiiniin A, B ve C diye adlandirilan ii¢ degisik tipi iist solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Degisik niteliklerde olan bu virlislerden B ve C tipi,
insanda grip infeksiyonuna neden olurken; A tipinin kanatli hayvanlarda "Avian" adi

verilen bir ¢esit gribe neden oldugu bilinmektedir [28].

1.2.4.2 Epidomiyolojik Ozellikler

Hastalik, toplumda genellikle sonbahar mevsiminin sonlarindan ilkbahar aylarina kadar sik
olarak goriilmektedir. Havalarin soguk ve nem oraninin diistiigii donemlerde hastaligin
goriilme siklig1 artar. Bu duruma c¢evresel faktorler de katkida bulunmaktadir. Daha fazla
soguk havalarda, kalabalik, havalandirmanin iyi yapilmadigi kapali alanlar hastaligin
yaythmini tetiklemektedir [29]. Influenza viriisii; domuz, at, vizon, su samuru ve
balinalarda da solunum yolu hastaliklarina yol agabilir [30-35].

Her yasta goriilen, en sik Oksiirme ve hapsirma ile ortama sagilan damlaciklar yoluyla
insandan insana bulasan influenza enfeksiyonlari, bebek, ¢ocuk ve yashilarda daha
Oldiiriicii  seyretmektedir. Kronik hastaliklart olanlar (kronik akciger hastaliklari,
romatizmal ve koroner kalp hastaliklari, diabetes mellitus, kronik nefrit Parkinson, multipl
skleroz gibi norolojik hastaliklar, maligniteler, anemi), sigara kullananlar ve gebe olanlar
icin influenza enfeksiyonuna yakalanildigi durumda 6liimle sonuglanmasi agisindan risk
tasimaktadir [36,37]. Kulugka siiresi 1-4 giindiir. Hastalik sporadik vakalar, bolgesel

epidemiler veya pandemiler seklinde goriilmektedir [29,38].

1.2.4.3 Tedavi

Influenza viriislerinin olusturdugu enfeksiyonun tedavisinde, grip asilart ve FDA onay1
almig antiviral ilaglar] Adamantenler (Amantadine ve Rimantadine), Oseltamivir ve
Zanamivir gibi néraminidaz inhibitorleri] kullanilmaktadir. Adamantenler influenza A
viriisiine Karsi aktiftir, néraminidaz inhibitorleri ise influenza A ve B’nin her ikisine kars1

aktiftir.
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Influenza A’nin tedavisi ve profilaksisinde Amantadin ve Rimantadin &nerilen antiviral
maddelerdir. Her iki antiviral de viriisiin konak hiicreye baglanmasini engeller. Her iki ilag
da iyon kanali olusturmasini engellemek i¢in virlistin M2 proteinine baglanir. Hastaligin
baglamasindan 24-48 saat ge¢meden kullanildiklarinda enfeksiyonun tablosu hafif
seyreder. Son yillarda bu preparatlara kars1 direng gelistigi bildirilmektedir.

Zanamivir ve oseltamivir, ndraminidaz olusumunu inhibe ederler. Zanamivir, intranazal ve
intravendz olarak kullanilabilir. Intravendz zanamivir hastaligin hafif ge¢cmesini saglar ve
stiresini kisaltir.

Oseltamivir 1 yas ve isti bireylerde tedavi ve kemoprofilaksi amaci ile kullanilmaktadir.
Oseltamivir ve Zanamivir, saglikli erigkin ve cocuklara profilaktik olarak verildiginde
influenza A ve influenza B viriis enfeksiyonlarinda hastaliktan korunmada % 70-90
etkilidir [39,40].

Oseltamivir agiz yoluyla alinir. CDC, bir grip salgini sirasinda, oseltamivir ile zanamiviri

tedavide, amantadin ve rimantadini kemoprofilakside onermektedir [41,42].

1.2.5 Oseltamivir

Oseltamivir piyasada Tamiflu, Oseflu ve Enfluvir ticari adlariyla kapsiil ve siispansiyon
tozu halinde (12 mg/ml dozlarinda) bulunmaktadir. Oseltamivir, ndraminidaz inhibitorii
olup influenza A ve B virlislinlin profilaksi ve tedavisi amaciyla kullanilan spesifik
antiviral bir ajan olarak etki etmektedir. Noraminidaz enzimi, yeni olusan tiim katmanli
virlislerden sialik asit kalintilarinin ayrilmasindan sorumlu olmakla birlikte viriis dollerinin
serbest kalmasi ve yayillmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Influenza viriisleri,
oseltamivire maruz kaldiklar1 durumda, konak hiicre yiizeyinde kiimeleserek mukozal
sekresyonlar ile birlikte enfeksiyon derecesini sinirlarlar ve viral enfeksiyon riski azaltilmig
olur [43].

Oseltamivir, influenza profilaksisinde ve influenza nedeniyle 1 yas flizeri bireylerde,
belirtileri en fazla 2 giinlik olan, komplike olmayan akut hastaliklarin tedavisinde
endikedir. influenza A (H5N1) viriisii genellikle oseltamivire kars1 duyarlidir ancak klinik
etkinligi tizerine herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Oseltamivir’in kesfi, influenza viriis noraminidazinin aktif bolgesine bagl sialik asit
analoglarinin tasarimi sirasinda X-ray kristal tekniginin kullanilmasi ile miimkiin olmustur

[44]. Tigili ilacin gelistirilmesi, ilacin oral kullanimini miimkiin kilan, sialik asit iskeletinde
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yapilan modifikasyonlar (lipofilik yan zincir ilave edilmesi de dahil olmak {izere)

dogrultusunda gergeklestirilmistir [45].

1.2.5.1 Kimyasal yap1

Bir etil ester olan oseltamivir fosfat [etil(3R,4R,5S)-4-asetamido-5-amino-3-(3
pentaniloksi)-1-siklohegzen-1-karboksilat fosfat], hepatik karboksilesterazlar tarafindan
hizli bir sekilde metabolize edilen ve aktif hali oseltamivir karboksilaza (RO 64-0802,
OK), doniisen bir 6n ilagtir. Enfekte olmamis konak hiicrelerin igine viral girisi bloke

ederken, enfekte hiicrelerden virion salinimini engeller [46].

Sekil 1.3. Oseltamivir fosfat'in kimyasal yapisi

1.2.5.2 Farmakokinetik
1.25.2.1 Emilim

Bagirsak epitel hiicrelerinde ¢esitli ilaglarin emilimini saglayan membran tasiyicilar
vardir. Ozellikle ince bagirsagin firgams1 kenarinda bulunan peptid tastyic1 1’in (PEPT-1),
bir 6n ila¢ olan oseltamivir fosfatin emiliminde 6nemli role sahip oldugu tespit edilmistir
[47]. Baz1 caligmalarda PEPT-1 substratlarinin emiliminin yemeklerden etkilendigi
belirtilmektedir. Erigkin ¢aligmalarinda yagli yemek alimi ile oseltamivirin farmakokinetik
profilinde herhangi bir degisiklik olmadigi belirtilmektedir. Ancak tam tersine ilacin
yemeklerle birlikte alindiginda maksimum serum konsantrasyonunun %20 daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Ogihara ve arkadaglarinin 8 haftalik ratlarla yaptiklari bir in vivo ¢aligsmada, siit ile birlikte
oseltamivir alindiginda absorbsiyonun azaldigi goriilmiistiir. Bu bulgularla o6zellikle
yenidogan ve infantlarda ilacin anne siitii ya da formula mamalarla birlikte alindiginda
biyoyararlaniminin azalabilecegi soylenebilir [48]. PEPT-1 diizeyi ¢esitli hormonlar,

paraziter enfestasyonlar, bagirsaklarin fonksiyonel durumundan etkilenebilir. P-
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glikoprotein gibi diger tastyicilar ve ilag-ilag etkilesimlerinin de rolii olabilecegi

bildirilmektedir.

1.2.5.2.2 Dagilim

Hayvan c¢alismalarinda OK’1n akciger, orta kulak, nazal mukus ve tiikriikteki birikiminin
kandaki konsantrasyondan daha yiiksek oldugu belirtilmistir [49]. Insan ¢alismalarinda da
ilacin tiim viicut bolgelerine iyi dagildigi ve penetre oldugu bildirilmektedir [50].
Oseltamivir fosfat kanda dolasan proteinlere biiyiikk Olgiide baglanmamakla birlikte
(vaklasik %42), ilgili deger aktif metaboliti i¢in daha da diisiiktir (OK i¢in yaklasik %3)
[49]. ilacin albumin ve alfa-1-asit glikoprotein gibi plazma proteinlerinin diizeylerinden
etkilenmemesi yenidogan ve infantlar i¢in avantaj saglamaktadir [51].

Oseltamivirin kan-beyin bariyerinden aktif transportunda membran proteinlerinin roli
kanitlanmistir. Immatiir hayvanlarda ilag santral sinir sistemine (SSS) daha yiiksek
oranlarda geger bu da ilgili tasiyicilarin uygun olmayan ekspresyonu ile ilgilidir [52].
Tastyic1 proteinlerin ekspresyonu ve aktivasyonunu etkileyen genetik varyasyonlarda,
ilacin SSS toksisitesi degistirebilmektedir, bu durum bazi bdlge ve vakalardaki SSS
toksisitesi oranindaki farklilig: agiklayabilir [53].

1.2.5.2.3 Metabolizma ve Atillim

Oseltamivir fosfatin aktif metaboliti olan OK’a doniisiimii, insan karboksil esteraz-1
(HCE-1) adlhi karaciger enzimi tarafindan saglanmaktadir [53]. Aktif metabolit
bobreklerden glomertiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon yoluyla atilmaktadir. Dogum
sonrasi ilk bir yilda HCE-1 ekspresyonu hizli bir sekilde artar, yenidoganlarda HCE-1
seviyesi diisiik oldugundan aktif metabolitin diisiik miktarlar1 bile etkilidir. Yenidogan ve
infantlarda renal atilimin azligr ilag toksisitesi riskini de artirmaktadir. Yasa gore hem
HCE-1 ekspresyonu hem de renal atilim degistiginden doz ayarlamasi i¢in yas 6nemli hale
gelmektedir. Acosta ve arkadaslari, 37 hafta altindaki yenidoganlara oseltamiviri 1 mg/kg,
term yenidoganlara da 3 mg/kg dozunda onermistir. Ayni ¢alismada standart eriskin dozu
ise 75 mg (yaklasik 1 mg/kg) olarak bildirilmistir [54]. Infantlarda eriskinlere gére renal
Klirens daha yiiksek oldugundan mg/kg bazli oseltamivir dozu 3 kat daha fazladir.

Renal fonksiyon bozuklugu olanlarda ilacin eliminasyonu azaldigindan ilaca maruziyet
artar. Son donem bdbrek yetmezligi olanlarda (kreatinin klirensi <10 mL/dakika) ilacin

kullanilmas1 Onerilmemektedir. In vitro calismalarda orta diizeyde karaciger fonksiyon
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bozuklugu olanlarda oseltamivir fosfatin aktif metabolitine donlismede ciddi bir etkilenme
olmadig1 belirtilmektedir [55]. Bu nedenle son rehberlerde ilacin hafif-orta karaciger
yetmezligi olanlarda doz ayarlamasina gerek olmadan kullanilabilecegi bildirilmektedir
[56].

Oseltamivirin ¢esitli ilaglarla etkilesimi ile 1ilgili literatirde ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. ilacin parasetamol, aspirin, antiasitler ve amoksisilin ile birlikte
kullaniminda, farmakokinetiginin etkilenmedigi tespit edilmistir [49, 57-59]. Benzer
sekilde bobrek nakli yapilan hastalarda kullanilan siklosporin, mikofenolat mofetil veya
takrolimus gibi immunsupresif ajanlarla da etkilesim goriilmemisir [60]. Diger taraftan
probenesid, oseltamivirin plazma konsantrasyonunu artirmaktadir, bu durum oseltamivirin

tiibiiler sekresyonu {izerine olan inhibitor etkisi ile agiklanmistir [50, 59].

1.2.5.3 Etkililik
1.25.3.1 Tedavi

Oseltamivir influenza A ve B’ye karsi etkili bir tedavidir, ancak tedavinin, semptomlarin
baslangici itibari ile ilk 48 saat iginde baslanmasi Onerilmektedir [61]. Randomize
kontrollii, 1-3 yas arasindaki 408 ¢cocugun dahil edildigi bir calismada, oseltamivirin ilk 24
saat i¢inde baglanmasi ile kontrollere gore hastalik siiresinin 3,5 giin kisaldigi rapor
edilmistir [62]. Ancak son yillarda yayinlanan bir meta-analizde oseltamivirin ¢ocuklarda
hastalik siiresini  sadece 0,5-1,5 glin azalttigi belirtilmistir [63]. Semptomlarin
baslangicindan 2 giin sonra verilen antiviral tedavinin minimal etkili oldugu veya fayda
saglamadig1 bildirilmistir [62, 63]. Ceyhan ve arkadaslar1 (2012) yaptiklari ¢alismada,
influenza viriisii belirlenen hastalarda oseltamivir verilenlerde verilmeyenlere gore ates
stiresinin 1,7 giin, Oksiiriik siiresinin 1,1 gilin, burun akitisi siiresinin 1,2 giin, burun
tikanikligr siiresinin 1 giin kisaldigini rapor etmislerdir [64].

Oseltamivir'in semptomlarin baslangicinin erken doneminde verilmesi ile saglanan
faydanin, viral replikasyonun ilk 24-72 saatte pik yapmasina bagli oldugu bildirilmekte ve
bir ¢ok calismada viral yiik ile hastalik ciddiyetinin korele oldugu gosterilmektedir [65,
66]. Bununla birlikte erken baslanan oseltamivirin, influenza iliskili komplikasyonlarin
azaltilmasinda da etkili oldugu; sekonder pndmoni gelisimini %15, solunumsal hastalik

gelisimini %20, otitis media gelisimini de %31 oraninda azalttig1 saptanmistir [67]. Sonug
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olarak, kuvvetle influenza diisiiniilen vakalarda laboratuvar sonuclari beklenmeden erken

donemde baglanan oseltamivir oldukea etkili olmaktadir.

1.2.5.3.2 Profilaksi

Saglik calisanlar1 ve olasi influenza vakalar1 ile temas eden kisilere influenzaya bagl
komplikasyonlarin onlenmesinde profilaktik oseltamivir verilmesi oldukg¢a etkili bir
yaklagimdir. Son yayinlanan rehberlerde 1 yas lizerindeki ¢ocuklarda influenza pozitif kisi
ile temastan sonraki ilk 48 saat i¢inde oseltamivir baslanmasi 6nerilmektedir. Cocuklarda
temas sonrasi verilen profilaksinin influenza A’ya karst %49, influenza B’ye karsi da %60
oraninda koruyucu oldugu tespit edilmistir. Temas sonrasi profilaksi 10 giinden daha uzun

stire verilmemelidir [68].

1.2.5.4 Tolerans ve Giivenlilik

Oseltamivir, plasebo ile karsilastirildiginda genel olarak iyi tolere edilen bir ilagtir. Tim
yas gruplarinda en sik goriilen, ishal ve kusma gibi gastrointestinal yan etkilerdir. Dort
caligmanin dahil edildigi, oseltamivirin giinde iki kez bes giin siireyle 2 mg/kg dozda
verildigi ve toplam 1032 c¢ocugun bir analizde, plasebo grubuna goére kusma ve karin
agrisinin daha yiiksek oranda goriildiigii belirtilmistir [56]. Bu yan etkilerin de genellikle
ilacin baslandig1 ilk gilinlerde ortaya ciktigi ve ilacin kesilmesi ile birlikte diizeldigi
vurgulanmistir. Japonya’da 1 yas altindaki 771 infantin dahil edildigi retrospektif bir
caligmada ishalin en sik karsilasilan yan etki oldugu ve bunun disinda ciddi herhangi bir
yan etki ile karsilasilmadigi vurgulanmistir. Ancak pandemi sezonu siiresince 74 infant ile
yapilan bir ¢alismada, 107 yan etki bildirilmis, bunlarin 24’iiniin dokiintii ve ikisinin
konvulsiyon oldugu rapor edilmistir [69]. Bu grupta sadece menenjit tanisi ile kabul edilen
6 aylik bir infant kaybedilmis, bu vakada influenza viriisii tespit edilirken, 6liim nedeninin
akut solunum sikintist ve viral pndmoni oldugu belirtilmistir. Ilging bir sekilde bu
caligmada anne siitli alan 9 infantta cilt yan etkilerinin daha fazla oldugu, besinde dokiintii,
birinde dermatitis biilloza gelistigi goriilmiistiir.

Oseltamivir piyasaya sunulduktan sonra ozellikle Japonya’da adolesan ve erigkinlerde
gecici noropsikiatrik olaylar bildirilmistir [70]. Daha sonra ABD ve Japonya’da ¢ocuk ve
geng adolesan vakalarda da benzer durumlar goriilmiistii. Ancak bu yan etkilerin

oseltamivir kullanimi ile mi, yoksa influenzanin kendisine mi bagli oldugu kesin olarak
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belirlenememistir [71]. Bu baglamda, oseltamivir kullanilan hastalar, gésterdikleri anormal

davraniglar ve norolojik yan etkiler bakimindan yakien izlenmelidir [72].

1.2.5.5 Direnc¢

Noraminidaz inhibitorlerine karsi direng, hemaglutinin veya ndéraminidazda mutasyona
bagli gelismektedir. Ana diren¢ mekanizmalardan biri viral ndéraminidazin aktif
bolgesindeki inhibitorlere baglanma afinitesinde degisikliklere sebep olan mutasyonlardir.
En sik gosterilen mutasyon H275Y (néraminidaz alt tipi olan N1’in 275. pozisyonunda
tirozinin histidin ile yer degistirmesi)’dir. 2009 yilinda oseltamivir direngli influenza A
(HINT1)’da H275Y mutasyonu ilk kez Galler’de tespit edilmistir [73]. HSN1 gibi diger
tiplerde de mutasyonlar bildirilmistir. Oseltamivir direnci gosterilen vakalarin geneline
bakildiginda diren¢ oranlarinin ¢ocuklarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Pediatrik
calismalarda, oseltamivir kullanimi ile direng oranlarmin arttigi; influenza A HINI igin
tedavi 6ncesi ve sonrasindaki diren¢ oran1 % 27 ve % 37, influenza A H3N2 i¢in % 3 ve
% 18 oldugu saptanmustir [65]. Direng oranindaki artisin klinikteki 6nemi influenza iliskili
komplikasyonlarin artisidir. Bu nedenle tedavi verilen ancak komplikasyon gelisen

vakalarda direng olasilig1 hesaba katilmalidir.

1.3 Kromatografi

Kromatografi, karmagik (kompleks) karisimlart birbirinden ayirmak amaci ile kullanilan
fizikokimyasal bir ayirim teknigi olarak ilk kez Rus Botanik¢i M. S. Tswett tarafindan
yirminci yiizyilin baglarinda kesfedilmis olup, kendisi 1903 yilinda bazi bitki pigmentlerini
birbirinden ayirmistir. Bu ayirimin farkli renkler vermesinden dolayr adsorpsiyon temelli
ayirim teriminin yerini "kromatografi" terimi almistir [74,75]. Kromatografinin Tswett
tarafindan sivi-katt kromatografisi olarak kesfinden sonra 50 yil iginde Once gaz
kromatografisi ardindan, ince tabaka kromatografisi yontemleri gelistirilmistir [74]. 1940’1
yillarin baslarinda Martin ve Synge sivi-sivi kromatografisi yOntemini tanitmayr ve
kullanilabilir hale getirmeyi basarmislardir [74-76]. Bu yontemlerin bilime biiyiik katkilar
yapmast sonucu bu alandaki buluslarina karsilik 1952 yilinda A.J.P. Martin ve R.L.M.
Synge’ye Nobel 6diilii verilmistir.

Son yillarda hem bir¢ok yeni kromatografik teknik gelistigi hem de bilimcilerin karmasik
karisimlari ayirmak igin daha iyi tekniklere gereksinimleri arttigi igin, kromatografik

metotlar ¢ok biiyiik oranda artmistir. Giiniimiizde ise en 6nemli kromotografik metotlar;
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gaz kromotografisi (GC), yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka
kromatografisi (TLC) dir. Buna ilaveten daha yeni metotlardan bazilar siiper kritik akigkan
kromatografisi, kapiler elektroforez ve ¢ok-boyutlu kromatografik tekniklerdir [77].
Kromatografi yonteminin uygulandigi sistemler ¢cok cesitli olmakla beraber, tiimiiniin ortak
ozelligi, sistemde bir hareketli faz ile bir sabit faz kullanilmasidir. Bu ydntemlerde
genellikle belli uzunluktaki bir kolon, bir dolgu maddesiyle doldurulmakta ve bu madde
sabit faz adin1 almaktadir. Ornek, kolona verildikten sonra gaz, siv1 veya siiperkritik bir
akigkan olan hareketli faz ile kolonun bir ucundan oOteki ucuna kadar siiriiklenerck
taginmaktadir. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, bunlarin kolon i¢inde ilerleme hizlarinin
farkli olmasi sonucu gerceklesmektedir. Sekil 1.4.’te kromatografik ayirimin bir 6rnegi
goriilmektedir. Durgun faz tarafindan kuvvetli tutulan 6rnek bilesenleri, hareketli fazin
akistyla ¢ok yavas hareket ederler. Buna karsilik, durgun faz tarafindan zayifca tutulan
bilesenler hizli hareket ederler. Bu hareket hizlarimin farkliligi sonucu, 6rnek bilesenleri
birbirinden kalitatif ve/veya kantitatif olarak tayin edilebilen farkli bantlar seklinde
ayrilirlar.

Farkli fizikokimyasal Ozelliklere sahip maddelerin, biri sabit digeri hareketli iki faz
arasinda birbirlerinden ayrilmalari ve saflastirilmalari  kromatografinin  esasini
olusturmaktadir. Buna dayanarak maddeler birbirinden ayrilmakta ve teshis edilmektedir
[74,78].
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Sekil 1.4. Kromatografik ayirimin gosterimi
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1.3.1 Kromatografide Temel Parametreler

Kromatogram, tayini yapilacak numunenin i¢erdigi bir ya da birden fazla bilesenin belirli
bir zaman diliminde, belirli derisim degerlerine karsi elde edilen cevabin uygun bir
dedektor araciligi ile saptanmasiyla elde edilen grafiktir. Kromatografide elde edilen
piklerin yorumu kromatogramlarla yapilmaktadir. Bir kromatogram asagidaki
parametrelerle yorumlanabilir.

1) Alikonma zamani ve Kapasite faktori

2) Segicilik

3) Kolon etkinligi(Tabaka yiiksekligi ve Teorik tabaka sayisi)

4) Ayirim giicii

5) Pik asimetri orani

6) Kuyruklanma faktorii
Bu parametreler sistem uygunluk testleri (SUT) olarak da adlandirilir. Sistem uygunluk

testleri, kromatografik yontemlerin dogru olarak isledigini gostermek i¢in yapilir.

1.3.1.1 Alikkonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Numune enjeksiyonundan sonra analitin dedektdre ulagmasi i¢in gegen zamana alikonma
zamani (tR) denir. Sekil 1.5.’de iki analit i¢eren tipik bir kromatogram verilmistir. Burada
tr Dbilesene, tp, kolonda tutunmayan tiire ait alikonma zamanlaridir. Numune
enjeksiyonundan sonra gelen pik ig¢in, pik siiresi 6lii zaman olarak adlandirilir ve tq ile
gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama gd¢ hizini verir ve analit piklerinin

taninmasinda 6nemli rol oynar.

T .

Dedektir Cevab

Faman

Sekil 1.5. HPLC kromatogrami
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Kromatografik karsilastirmalarda kapasite faktorii "k", ¢6ziinen maddelerin kolonda gog
hizlarimi tanimlamakta kullanilan 6nemli bir parametredir ve alikonma zamani yerine

kapasite faktoriinden yararlanilir. Kapasite faktorii, Es.1.2 ile hesaplanir.

k= (tR —to) / to (1.2)

Kapasite faktorii her maddenin kendine Ozgiidiir ve kromatografik parametrelerin
optimizasyonu esnasinda dikkat edilmesi gereken en énemli parametrelerden bir tanesidir.
Bir kromatografik ayirimda, hesaplanan kapasite faktorii degerinden yararlanarak ayirim
hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Iyi bir ayirim icin kapasite faktoriiniin 1 ile 10
arasinda olmasi gerekmektedir.Burada k degerinin biiyiik olusu, bilesenin sabit fazda iyi
tutundugu icin kolon boyunca yavas ilerledigini; k degerinin kiigiik olmasi ise bilesenin
mobil faza ilgisinin fazla olmasindan dolay1 kolon boyunca hizli ilerledigini gosterir. k gok
kiiglikse, bilesik, ¢oziicii pikinden ayrilamaz; K ¢ok biiyiikse ayirma islemi ¢ok zaman alir.
k degerlerinin bu aralikta olmasi, mobil faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesi ile

saglanir.

1.3.1.2 Secicilik

Segicilik, bir kolonun, kolon igerisindeki analitleri (bilesenleri) ne kadar iyi ayiracaginin
bir dl¢iistidiir Kolonda daha uzun siire tutulan bilesene ait kapasite faktoriiniin, daha kisa
siire tutulan bilesenin kapasite faktoriine orani seciciligi verir ve o sembolil ile
gosterilir.Bir kolonda ayrilmaya calisilan ve ayni karisimda bulunan A ve B maddeleri i¢in

segicilik faktorii (o), Es.1.3 araciligi ile hesaplanir;

a = ka/ks = (trA -to)/ (trRB -to) (1.3)

Bu tanima gore, o’nin daima 1’den biiylik olmas1 beklenir. Segiciligi etkileyen esas faktor
sabit fazdir. Ancak hareketli fazin bilesimi ve az da olsa sicaklik da seciciligi

etkilemektedir.

1.3.1.3 Kolon Etkinligi

Kolon etkinligi, kolonun en 6nemli parametresidir ve pik genisligi ile alakalidir. Kolondan
cikan pikin sivri ve dar olmasi ve piklerin birbirlerinden 1yi ayrilmas ile ilgilidir. Basarili

bir kromatografi ¢aligmasinin amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik pik elde
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etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif 6l¢limiinde birbiriyle bagintili iki
terim siklikla kullanilir. Bunlar; tabaka yiiksekligi (H) ve teorik tabaka sayisi (N)' dir.
Tabaka yiiksekligi ve teorik tabaka sayisi kromatografik kolon etkinliginin nicel bir
olgiisii olarak kullanilan, birbiriyle iliskili terimlerdir. Iki terim arasindaki bagint1 Es.1.4
ile ifade edilmektedir.

N=I/H (1.4)

Burada, | kolon dolgu uzunlugudur.

Kromatografik kolonun etkinligi esdeger teorik tabaka sayisi arttik¢a ve teorik tabaka
yiiksekligi azaldikga artar. Kolon tipi ve boyutu, hareketli faz bilesimi ve akis hizina bagh
olarak kolon etkinligi degigsmektedir.

Esdeger teorik tabaka sayis1 Es.1.5 ve Es. 1.6 ile hesaplanabilir:

N=5,54(t/Wo 5)* (1.5)
N= 16 (tr/W)2 (1.6)

Bu bagintida;

N : Teorik tabaka sayis1

tr : Bilesene ait alikonma zamani

W: Elde edilen pikin taban genisligi

W5 : Pikin yar1 yiiksekligindeki pik genisligidir.

N’nin sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney kosullarina
(akis hiz1, sicaklik, kolon kalitesi gibi), dolumun tek bi¢imliligi gibi ¢esitli faktorlere
baghdir.

Tavsiye edilen deger N>2000 dir. Teorik tabaka sayis1 hesabin1 gosteren bir kromatogram

Sekil 1.6.'da verilmistir [74].

Sekil 1.6. Teorik tabaka sayis1 hesabini gosteren bir kromatogram
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1.3.1.4 Ayirma Giicii

Kromatografideki nihai hedef karisim igindeki maddelerin ayrimidir. Ayirma giicii (RS)
hedefe ne derece yaklasildiginin bir 6l¢iistidiir. Ayirma giicli genel olarak asagidaki Es.1.7

ile tanimlanmaktadir.

Rs =2 (tro — tr1) / (W1 + Wy) (1.7)

Burada,

Rs: Pik ¢ifti i¢in ayirma giicii

W: Kromatogramdaki pikin kenarindan cizilen tegetlerle taban c¢izgisi arasinda
kalan uzaklik

tr2 : 2. bilesik i¢in alikonma zamani

tr1: 1. bilesik i¢in alikonma zamanidir.

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma giicii, RS, i¢in farkli hesaplama
yontemleri gelistirilmistir. Es.2.5’e gore ayiricilig1 etkileyen ii¢ faktdr; secicilik (o), tabaka

sayist (N) ve kapasite faktorii (k) ile ayirma glicii arasindaki bagint1 Es.1.8 ile verilmistir.

Rs = (1/4) [(a-1) / &] [k / (k+1)] N/2 (1.8)

Rs = 1,5 olmasi halinde iki pik birbirinden tamamen ayrilmis sayilir. Nicel analizler
icin pikler arasindaki ayiriciligin 1.5’den biyiik (Rs >1.5) olmasi Onerilmektedir (Sekil
1.7.) [79].

Dedektér Cevabr

0 Zaman

Sekil 1.7. Ayirma giiciiniin kromatogramlara gore degisimi
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1.3.1.5 Pik Asimetri Oram ve Kuyruklanma Faktorii

Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (CM) sabit fazdaki denge derisimine (CS) kars1
grafige gecirildiginde bir dizi izoterm elde edilir. Sekil 1.8.’deki izoterm dogrusal olup

egimi dagilma katsayisini (K) verir.
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Sekil 1.8. Eliisyon izotermleri ve pik sekilleri

Biitiin CM degerlerinde K sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayn1
hizda hareket eder ve simetrik bir eliisyon piki elde edilir. Simetrik bir pikte bu faktor 1°e
esittir. Rakamin 1'den farkli olmasi kuyruklanmayi gosterir. Sekil 1.9.’da kromatogram

tizerinde kuyruklanma gosterilmistir.

h x 0.05 n
= \l
= f —i [

fe—— Wo.05s —|

Sekil 1.9. Kuyruklanma faktoriiniin kromatogram tizerinde gosterilisi (T=W0,05/2f)

Kromatografide teorik olarak kolondan ayrilan maddelere ait bantlarin normal dagilim

(Gauss dagilimi) gostermesi beklenmektedir. Ancak bu durum her zaman miimkiin
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olmayabilir. Maddeler kolonda tutunmasina gére Langmuir ve Antilangmuir davraniglar
gosterebilmektedir. Langmuir izotermi sabit fazda fazla miktarda madde oldugunu,
Antilangmuir izotermi ise sabit fazda az miktarda oldugunu gostermektedir. Bu
durumlarda eliisyon egrisinin 6niinde ve arkasinda bir alan olusur ve bu durum madde
pikinde one kayma (fronting) veya kuyruklanma (tailing) seklinde gozlemlenir. Sabit
fazdaki derigim ile hareketli fazdaki derisim arasinda dogrusal bir iliski oldugu
durumlarda, K dagilma sabiti sabittir, alikonma zaman1 madde derisimine bagh degildir ve
gozlenen pik can (Gauss) egrisi seklindedir.

Pik asimetri oran1 (PAO), Es.1.9 ile hesaplanabilir.

PAO = (CB/IAC) (1.9)

CB ve AC uzunluklar1 Sekil 1.10.’da tanimlanmistir. Tam bir simetri elde etmek i¢in

PAO=1 olmalidir. lyi bir ayirma isleminde kabul edilebilir. PAO<1,5 dur.
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Sekil 1.10. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

1.3.2 Kromatografinin Simiflandirilmasi

Kromatografik yontemler, hareketli ve sabit fazlarin fiziksel olarak nasil temas ettikleri
esas alindiginda, baslica iki ana grupta smiflandirabilir. Bunlar; kolon ve diizlemsel
kromatografidir. Birincisinde sabit faz ince bir kolonda tutulur ve mobil faz basing altinda
bu sabit faz icerisinden gegmeye zorlanir. Ikincisinde ise sabit faz diiz bir plaka iizerine
veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda mobil faz sabit faz arasindan
kapiler etkisiyle veya yercekimi etkisiyle hareket eder.

Kromatografi, kaynaklarda farkli sekilde siniflandirilmaktadir. En genel siiflandirma su

sekilde verilmektedir;

29



A. Ayrilma Mekanizmalarina Gore;
1) Adsorpsiyon Kromatografi
2) Partisyon (Dagilma Kromatografi)
3) Iyon degistirme Kromatografi
4) Jel gecirgenlik veya Jel stizme (Molecular-Exclusion/Size-Exclusion) Kromatografi
5) Afinite Kromatografisi
6) Zone Elektroforez
7) Kiral Kromatografi
B. Hareketli Faza Gore
1) Stv1 Kromatografi
2) Gaz Kromatografi
C. Uygulanan Teknige Gore
1) Kolon Kromatografi
2) Diizlem Kromatografi (Ince Tabaka Kromatografi, Kagit Kromatografi,)
D. Kullanim amacina Gore
1) Analitik Kromatografi (Kalitatif Kromatografi; Kantitatif Kromatografi)
2) Preparatif Uygulamalar (Karisimlardan Saf madde Elde Etme)

Calismamizda da kullanmis oldugumuz yiiksek performansli sivi kromatografisini (HPLC)
ayrilma mekanizmalarina gore adsorpsiyon; hareketli faza gore sivi; uygulama teknigine

gore kolon; kullanim amacina gore de analitik kromatografi olarak siniflandirabiliriz.

1.3.3 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi tiirlinde sabit faz bir dolgu maddesi {izerine
tutturulmus siv1 film ise bu kromatografi tliriine sivi-sivi kromatografisi denir. 1969'da
Kirkland, daha iyi ayirim yapilabilebilmesi amaci ile kritik faktorler olarak kanitlanmis
kiigiik partikiilleri ve yliksek basinci dnermistir. Kirkland'in bu Onerisi daha sonra sivi
kromatografisi yonteminin 06zel bir uygulamasi olan yiiksek performanshi sivi
kromatografisinin (HPLC) gelisimini saglamistir [76].

HPLC ile yapilan kimyasal tayinler gilinlimiizde, veterinerlik uygulamalarindan g¢evre
kimyasina, tarimdan biyomedikal ve klinik uygulamalari ile toksikolojik tayinlere kadar bir
cok bilimsel ¢alismada siklikla kullanilmaktadir [80-82]. Bu kimyasal ayirim teknigi ile

tayin siiresi kisalmis, ayirim igin kullanilan kolon boyutu metrelerce uzunluktaki sarmal
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kolonlardan 5-10 cm'lere kadar diismiis, ayirim igin gerekli ¢oziiniirlik oldukga
yiikselmistir. S6z konusu teknik g¢evre sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve
yiiksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz
edebilir.

HPLC ile yapilan ayirimda amag, analizi yapilacak olan karigimi tasiyan mobil fazin
yikksek basing esliginde gozenekli (porlu) yapida olan sabit faz ortamindan (kolon)
sikigtirllarak gecirilmesi ve buna bagl olarak numune i¢inde bulunan degisik yapidaki
maddelerin sabit faz-hareketli faz ara yiizeyi ile degisik etkilesimlere girmesi sonucu farkli
alikonma zamanlarinin elde edilmesidir. Kolona karisim seklinde verilen numuneden iyi
bir ayirim elde edebilmek i¢in sabit faz-hareketli faz arasindaki arayiizey yiizeye ait
alaninin biiyiik olmasi tercih edilir [74,75].

HPLC'de kolonda kullanilan silikanin polaritesine gére normal faz ve ters faz kromatografi
uygulamalart bulunmaktadir.Sivi kromatografi ¢aligmalarinin %90 kadar1 ters faz sivi
kromatografi modunda gergeklestirilir. Ters faz sivi kromatografi (RP-HPLC), hidrofobik
karakterli kimyasal bagli durgun faz ve bundan daha polar mobil faz ile gergeklestirilen bir
dagilma/adsorpsiyon kromatografisi tiiriidiir. Mobil faz olarak metanol, asetonitril ve
tetrahidrofuran gibi ¢oziicliler ile bunlarin sulu karisimlart kullanilir. Bu tip bir ¢alismada,
durgun faz apolardir. Dolayisi ile apolar bilesikler, bu tip durgun fazla daha etkin
etkileserek daha yavas hareket ederler. Daha polar bilesikler, kolonu hizla terk ederler.

[lag analizlerinde genel olarak ters faz sivi kromatografisi normal faz sivi kromatografisine
gore tercih edilir. Bunun nedeni ilaglarin genellikle daha polar yapida olmalari, ters faz sivi
kromatografisinin uygulamasinin ve sistem kontroliiniin daha kolay olmasi, hareketli faz
bilesiminde kullanilan organik ¢oziiciilerin daha ucuz olmasi ve sulu tampon ¢ozeltilerinin
oraninin yiiksek tutulmasidir.

Bu avantajlar, yeni gelistirilen bir ilacin piyasaya sunumuna kadar gegen siirecte, analizini

ve biinyesinde bulundurabilecegi safsizliklarin teshisini miimkiin kilar [83].

1.3.3.1 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Sistemi

HPLC c¢alisma prensipleri agisindan basit, pratik ve bir o kadar da yiiksek ¢oziiniirliiklii bir
tayin yontemidir. Yiiksek basing altinda (100-200 bar) gerceklestirilen bu kromatografi
yonteminde oOrnek, pompa ile kolon girisi arasinda bir enjektor yardimiyla
uygulanmaktadir. Ornek enjeksiyonu esnasinda, pompa ¢dziiciiyii kolon boyunca belli bir

hizda iterek ¢oziicii enjeksiyon blogundan gecer ve Orne8i kolona tasir. Kolonda

31



birbirinden ayrilan maddeler tasiyici faz ile birlikte 6l¢im birimi olan dedektore gelirler
burada bilesenlerin tayini gerceklesir.
Dogru bir tayin ic¢in piklerde goriilen hatalardan baslayarak hareketli faz icerigi, kolon,
kolon malzemesi ve dogru dedektor se¢imine kadar tiim ozellikler sirayla ele alinmalidir.
Ayrica tayine etki edebilecek olan tiim pargalar i¢in en uygun sartlarin arastirilmasi ile
uygulanacak olan yontemler verimli hale getirilmelidir [78].
Sekil 1.11.’de sematik olarak gosterilen bir HPLC sistemi asagidaki bilesenlerden olusur
[84]:

- Coziicu haznesi

- Hareketli faz pompalama sistemi (Pompa)

- Ornek enjeksiyon sistemi (Enjektdr ve/veya otomatik drnekleyici)

- Kolon

- Dedektor

- Veri kaydededici

Enjektor

3 - :
Pompa . E

: - Kolon
1 :

Cozuclu Haznesi

8
Veri Kaydedici

i
T

Qo

n

5

)

9‘:

Atik

Sekil 1.11. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik goriiniisii
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Sekil 1.12. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sekilsel goriiniimii

1.3.3.1.1 Coziicii Haznesi

Hareketli faz sisteminde kullanilan ¢oziiciilerin muhafaza edildigi yer olan ¢6ziicli haznesi
materyalinin hareketli faz ile etkilesmemesi, sistemde oksitlenmeye veya korozyona sebep
olmamasi1 gerekmektedir. HPLC sisteminde hacimce 250-1000 mL hareketli faz
barindirabilecek cam veya paslanmaz ¢elikten yapilmis en az iki tane hareketli ¢oziicii
haznesi bulunmalidir. Pompaya giden hareketli fazda herhangi bir kabarcik, toz, tanecik vs.
olmamalidir. HPLC’de karsilasilan problemlerden biri, mobil faz igindeki hava
kabarciklaridir. Olusan hava kabarciklari, kolonun igine yayilabilir. Bu kabarciklar,
dedektorden gegtiklerinde, ciddi ve kabul edilemez bir giiriiltiiye ve akis hizinda azalmaya
neden olurlar. Bu yiizden ¢oziinmiis gazlar, helyum veya azot gaziyla, ya da ultrasonik
banyo araciligi ile uzaklastiriimalidir.

Coziici haznelerinde bulunan hareketli faz HPLC sistemine iki farkli sekilde
uygulanabilir. Bunlar; izokratik ve gradient eliisyondur. izokratik eliisyonda, ¢oziicii
bilesimi ayirma boyunca degismez. Daha kisa analiz siiresinde daha iyi ayirma, genellikle
eluent bilesiminin analiz boyunca asamal1 olarak degistigi gradient eliisyon kullanilarak
elde edilir. Gradient eliisyonda, polaritede farklilik gosteren iki veya daha fazla ¢dzgen

sistemi kullanilir [77].
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1.3.3.1.2 Hareketli Faz Pompolama Sistemi (Pompa)

Pompalar, sikica doldurulmus kolon i¢inden hareketli fazin akisini saglayan, aletlerdir.

- Siirgiilii Pompalar (Siringa Tip Pompalar):
Stirgiilii pompalar, bir motor yardimiyla elektriksel olarak ¢alisan siringa tipi bir pistondan
olusur. Yaklasik 200 mL hacmi igine ¢eker ve sonra vuruntusuz olarak HPLC sistemine
verir [77]. Bu pompalar da, viskozite ve geri basingtan bagimsiz bir akis iiretir. Avantaji
vuruntusuz c¢iktt vermesidir. Dezavantaji siirli solvent kapasitesidir. Bu tip pompalar,
ayirim igin kiiciik mobil faz hacimleri gerektiren, mikrogézenekli kolonlara mobil faz
saglamak icin kullanilir [85,86].

- Piston Pompalar:
Tek pistonlu pompalarda piston paslanmaz celikten yapilmis bir mil {izerinde ileri-geri
hareket ettirilir. Pistonun geri hareketinde piston yataklarina dolan hareketli faz pistonun
ileri hareketinde tek yonlii valfler yardimi ile sisteme itilir. Ancak iglem sirasinda pompada
puls olusur ve bu istenmeyen bir durumdur.
Cift pistonlu pompalarda pistonlardan biri hareketli faz1 ¢ekerken digeri ¢ekilen hareketli
faz1 sisteme itmektedir. Bu avantajinin yaninda en biiylik dezavantaji maliyetinin yiiksek

olmasidir [76,78].

1.3.3.1.3 Otomatik Ornekleyici

S1v1 kromatografisinde analiz edilecek 6rnegin sisteme dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde
gonderilmesi onemlidir. Otomatik Ornekleyici, vialde bulunan numunenin (6rnegin,
analitin) yiiksek basing altinda kolona aktarilmasini saglamaktadir.

Sisteme Ornek enjeksiyonunda siringa enjektdrler, vana-sarim (valve-loop) enjektorler ve
siringa-sarim (syringe-loop) enjektorler kullanilmaktadir. Enjeksiyon sirasinda sistem
basincini diisiirmeden ve hareketli faz akisin1 durdurmadan ya da akis hizin1 degistirmeden
ornegin sisteme gonderilmesi gerekir. Siringa enjektorler 100 bar basinca kadar sisteme
ornek enjeksiyonu yapabilmektedirler. Ancak bu enjektorlerde hareketli faz akisi bir siire
durdurulur. Bu nedenle siringa enjektorlerde sistem tekrarlanabilirligi diisiiktiir ve kolay
kullanilabilir olmalarina karsin tercih edilmemektedir. Vana-sarim enjektorler 480 bar
basinca kadar kullanilabilmektedir. Belirli hacim kapasiteli sarim kullanilarak sisteme
gonderilecek &rnek hacmi standartlastirilmistir. Ornek sisteme gonderilirken hareketli faz

akisinda duraksama veya akis hizinda bir degisiklik meydana gelmez. Sarim hacimleri 10-
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1000 pL arasinda degismektedir. Yiiksek hacimde 6rnek enjeksiyonu, tayin edilen madde
icin alt tayin smirim1 daha diisiik degerlere indirebilmeyi saglarken, sisteme yani kolona
asirt madde yiiklenmesine, dolayisiyla bant genislemesine ve pik keskinliginin
kaybolmasina neden olabilir. Bu sebeple, diisiilk hacimde 6rnek enjeksiyonunun yapilmasi
daha avantajlidir. Bu tip enjektorlerde sistem tekrarlanabilirligi yiiksektir, ¢aligma basing
tist smir1 yiiksektir, otomatik Ornekleyicilerle kullanimi miimkiin oldugu i¢in birim
zamandaki standart enjeksiyon sayisi daha fazladir. Siringa enjektorler ise, vanasarim
enjektorlerle ayn1 ¢alisma prensibine sahip olmakla birlikte daha diisiik hacimde 6rnek
enjeksiyonlarin1 da yapabilmektedir. 0,5- 5 uL arasinda enjeksiyonlara olanak saglayan
mikro &rnek enjektorleri meveuttur. Ornek kaybi olmaksizin sifir 6lii hacimle enjeksiyon
yapilabilir, kiiglik hacimlerde dahi kesinlik ve dogruluk degerleri yiiksektir [87].

Otomatik ornekleyicilerde kullanilan vialler degisik boyut, sekil ve materyallerden
yapilmig olabilir. Bu vialler 300 pL-25 mL arasi hacimlerde olabilirler, ancak analitik
amacla kullanilan viallerin hacmi genellikle 1-4 mL arasindadir. Vialler genellikle
borosilikattan iiretilmektedir. Amber (koyu) renkli viyaller ise 1g1ga duyarli maddeler igin
kullanilmaktadir. Bazi maddeler vial cami ile etkilesebildikleri i¢in bu gibi istisnai

durumlarda polimer (polipropilen vb.) yapili vialler de kullanilabilir [78].

1.3.3.1.4 Kolon

Kolon (sabit faz) maddelerin kimyasal ve fiziksel oOzelliklerinden yararlanarak
birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. HPLC'de kullanilan kolon tipleri asagida verilmistir.

Uretim materyallerine gore; kolon yapiminda paslanmaz gelik, cam veya PEEK
kullanilmaktadir. LC ¢alismalarinda 6nce cam kolonlar kullanilmistir. Giiniimiizde HPLC
kolonlarinin ¢ogu paslanmaz ¢elikten yapilmakta olup yiiksek basinca, ayrica diisiik pH’l1
ortamlarin kullanildig1 ¢calismalarda kimyasal asinmaya kars1 dayanikli olacak sekilde imal
edilmektedirler.

Boyutlarina gore; analitik, prepearatif, kapiler ve nano kolon olarak ayrilmaktadir.
Giiniimiizde analiz igslemlerinde genellikle 2-5 mm i¢ ¢apli, uzunlugu 50-250 mm olan
analitik kolonlar tercih edilmektedir. Kolon uzunlugu ve i¢ capt kolonun etkinligini ve
hassasiyetini, analiz siiresini ve basincini etkilemekte, bu baglamda daha uzun kolonlar
daha iyi aymmmlarin yapilmasini saglamaktadir. Fakat kolon uzunlugu arttikga ornek

bilesenlerinin ayirimi i¢in gegen siire arttigi icin daha fazla mobil faz harcanmaktadir.
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Dolgu materyeline gore; kolon dolgu maddeleri film dolgular ve gézenekli dolgular olmak
tizere iki tiptir. Film dolgular, gozenekli olmayan cam veya polimer tanelerinden
olusmaktadir. Gozenekli dolgular, slika, aliimina, zirkonyum ve iyon degistirici regineden
yapilir. Farkli tipte ve farkli tanecik boyutunda yiizlerce tip kolon gelistirilmistir.
Gerektiginde seri baglanarak uzunluklar1 ve bir diger deyimle etkin tabaka sayilari
arttirllmaya ¢alisilmaktadir.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma verimi ile yani,
kolon dolgu maddesinin secilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu
maddesi kararli olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi
inert olmalidir. Genis ylizey alanina, diizgiin olarak dagilmis ve hareketli faza kolay
erisebilir, agik yapisal yiizeye sahip olmalidir. Yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan
etkilenmemelidir.

Ayirim gekillerine gore; ters faz, normal faz, iyon degisim ve molekiiler eleme
kromatografisi  olarak temelde dort yontem  kullanilmaktadir. Normal faz
kromatografisinde sabit faz polaritesi hareketli faz polaritesinden daha yiiksektir. Sabit faz
genellikle silika veya aliimina, kullanilan hareketli fazlar ise hekzan, metilen kloriir,
kloroform, dietil eter ve bunlarin karigimidir. Silika jelin tizerine kimyasal baglarla —CN, -
NO; veya —NH; gibi polar fonksiyonel gruplar baglanarak farkli normal faz sabit fazlari
elde edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz
ile daha fazla etkilesmekte, buna bagli olarak kolonu daha ge¢ terketmektedir [88].

Ters faz kromatograsinde ise, sabit fazin mobil fazdan daha polar oldugu durumlari
aciklamak i¢in kullanillir. Genelde sabit faz hidrokarbondur. 18 karbonlu bir n alkan olan
kimyasal bagli oktadesilsilan (ODS) en yaygin olarak kullanilan sabit fazdir. Bunun yam
sira C8 ve kisa alkil zincirleri ve aym1 zamanda siklohekzil ve fenil gruplar1 alternatif
olarak kullanilmaktadir. Hareketli (mobil) faz genellikle su karigimlari veya suda
coziilebilir c¢esitli sulu tamponlardan olusmaktadir. Baglica tercih edilen solventler;
metanol, asetonitril, etanol, propanol ve tetrahidrofuran’dir [88].

Ters faz sivi kromatografisinde genellikle polar maddelerin ayirimi gergeklestirilir. Uzun
zincirli sabit fazlar (C18) polaritesi yiiksek maddelerin; kisa zincirli sabit fazlar (C8, C2)
ise polaritesi diisiik bilesenlerin ayrilmasinda kullanilir [87].

Iyon degistirme kromatografisi, iyonik veya iyonize olabilme 6zelligi olan maddelerin

sabit fazdaki ayn1 yiikteki iyonlarla karsilikli yer degistirme ilkesine dayanan kromatografi
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¢esididir. Tyonik yapilar (K*, Na*, SO4%) veya belirli pH degerinde iyon ve iyonik yapi
veren molekiiller (organik asit veya organik bazlar), iyon degistirme kromatografisi ile
ayrilabilir. Sabit faz ile ayrilacak madde arasindaki iyonik bag ne kadar kuvvetli ise
maddenin alikonma siiresi o kadar uzundur. Dolgu maddeleri pozitif yiiklii fonksiyonel
gruba sahip ise anyon degistiriciler, negatif yiiklii fonksiyonel gruba sahip ise katyon
degistiriciler olarak adlandirilir [87].
Molekiiler eleme kromatografisi diger kromatografik yontemlere kiyasla biraz daha
farklidir. Ayirimi yapilmak istenen molekiillerin molekiil agirliklarinin farkli olmasindan
dolay1 birbirlerinden ayirilmasi esasina dayanmaktadir. Molekiil agirligi biiyiikk olan
maddeler por6z yapili kolonlarda tutunamadiklari i¢in daha ¢abuk ayirilip teshis edilirler.
Daha kii¢iik molekiil agirlikli maddeler ise porlu yapilarda tutunduklar: i¢in daha ge¢ pik
verirler. Temelde iki farkli molekiiler eleme kromatografi yontemi vardir.

- Jel filtrasyon kromatografisi

- Jel gecirgenlik kromatografisi.
Jel filtrasyon kromatografisinde sulu mobil faz ve hidrofilik sabit faz esliginde biyolojik
makromolekiillerin ayirimi gergeklestirilir. Jel gegirgenlik kromatografisinde ise hareketli
faz olarak organik bir solvent ve hidrofobik sabit faz kolon materyali ile organik polimer

yapili maddelerin ayirimi gergeklestirilir [74,78].

1.3.3.1.5 Dedektor

Hareketli faz ile taginarak kolon ¢ikisina gelen numune sinyallerinin elektrik enerjisine
cevrilip tanmmmasma yardimci olan kisimdir. HPLC i¢in ideal dedektor; genis bir
konsantrasyon araliginda ytliksek duyarliliga, diisiik giiriiltii seviyesine ve belirli segicilige
sahip olmalidir.

Siv1 kromatografi dedektorleri temel olarak iki tiptir. Yigin dedektorleri, hareketli fazin
kirma indisi, dielektrik sabiti ve yogunlugu gibi analit tarafindan degistirilen 6zelliklere
cevap veren dedektorlerdir. Bunun tersine analit dedektorleri, analitin UV absorbansi,
floresans siddeti veya diflizyon akimi gibi hareketli fazin sahip olmadig1 baz1 6zelliklerine
cevap veren dedektorlerdir. Cizelge 1.5.'"de HPLC de kullanilan dedektorler ve ozellikleri

verilmistir [89].
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Cizelge 1.5. HPLC dedektorleri ve 6zellikleri

Dedektor Analit/Ozellikler Duyarhhk
UV-GB absorbans Spesifik: UV kromofor gruplu bilesikler ng
Diyot dizisi Spesifik: UV-GB dedektorleriyle ayni, UV | ng
spektrumu da saglar.
Floresans Spesifik: Dogal floresans maddeler veya | fg-ng
floresans etiketli bilesikler
Kirilma indeksi Genel: Polimerler, sekerler, trigliseritler, | 0,1-10 ug

organik asitler

Evaporatif 1sik sagma | Genel: Ugucu olmayan veya yari ugucu | ng'dan diisiik
bilesikler, gradient eliisyona uyumludur

Elektrokimyasal Spesifik: Elektro-aktif bilesikler pg
Iletkenlik Spesifik: Anyonlar ve katyonlar, organik | ng

asitler, yiizey aktif maddeler ppm-ppb
Radyoaktivite Spesifik: Radyoaktif-etiketlenmis bilesikler | Diisiik diizeyler
Kiitle spektrometre Hem genel hem spesifik: Kesin tespit fg-pg-ng

Ultravivole/Gorlinlir Bolge Dedektorii: En fazla kullanilan dedektorlerdir Absorbans

oOl¢iiliir. Lambert-Beer yasas1 gegerlidir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda
caligmak veya dalga boyunu zamana kars1 programlamak miimkiindiir.

Tipik bir UV-GB absorbans dedektorii, doteryum lambasi ve kiigiik bir akis hiicresine 15181
odaklamak i¢in bir monokromatdrden olusur [89].

Diyot Dizi Dedektérii: Diyot dizi dedektorii, cok kanalli bir dedektordiir. UV kaynagindan

cikan 151k akis hiicresinden gecene kadar dalgaboyu bilesenlerine ayrilmaz. Akis
hiicresinden gectikten sonra her bir dalgaboyunda 1sigmn siddetini 6lgen diyot dizisi
tizerinde dagilir. DAD tek bir analizle farkli dalgaboylarinda eszamanli kromatogramlarin
toplanmasina imkan saglar. Bilgi, absorbansin alikonma zamani ve dalgaboyuna bagl
olarak kaydedilmesiyle ii¢ boyutlu gdsterim seklinde elde edilir [89].

Floresans Dedektorii: UV dedektorlere gore 1000 kat daha yiiksek hassasiyete sahiptirler.

Bir floresans dedektorii, civa buhar lambasi veya ksenon yliksek basing lambasi, uyarma ve
emisyon dalgaboylarini segmek i¢in uyarma ve emisyon monokromatori, kare akis hiicresi
ve yayilan 1s1may1 giiclendirmek i¢in bir foto-gogalticidan olusur [89].

Iletkenlik Dedektorii: letkenlik dlciiliir. Daha g¢ok anyon ve katyon analizlerinde kullanilir.

Sicaklik kontrolii ¢ok énemlidir bu sebeple kolon firini1 igerisinde ¢alisilmalidir. Kullanilan

mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa, olusan giiriiltii de o denli diisiik olur.
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Kirllma indisi Dedektérii: Bir kirilma indisi dedektorii, saf eluent ile drnek bilesenini

iceren eluent arasindaki kirilma indisi farkini 6lger. Hemen hemen biitiin maddelere cevap
verir. Fakat bu dedektorler diger dedektorlere gore daha diisiik hassasiyete sahiptirler.
Sicakliga biiyiik Ol¢lide bagimlidirlar ve bu ylizden sabit sicaklik saglanmalhidir (+
0,001°C). Mobil faz igindeki degisimlere duyarli oldugundan, gradient eliisyon i¢in uygun
degildir. Kirilma indisi tayini; seker, trigliserit, organik asit, farmasétik katki maddeleri ve
polimerler gibi diisiik kromoforik aktivite gosteren bilesikler i¢in kullanilir [77,86,89].

Elektrokimyasal Dedektor: Giintimiizde ¢esitli tipteki elektrokimyasal dedektorler

amperometri, polarografi, kulometri ve kondiiktometri esasina gore calismaktadir. Bu
dedektorler duyarlilik, basitlik, kullanighlik ve yaygin kullanim alan1 gibi ¢esitli avantajlar
sunmaktadir.

Kiitle Dedektorii: Kiitle spektrometre dedektorleri son zamanlarda peptitler ve niikleotitler

gibi ucucu olmayan ve termal olarak kararli, genis bir madde grubu igin spektrumlar veren
dedektorlerdir. Bu dedektorler kullanildiginda goézlenebilme sinirinin 1-10 pg’a kadar
diistiigii rapor edilmistir. Son zamanlarda hem elektron impakt (EI) hem de kimyasal
iyonlasma (CI) spektrumu elde etmeyi miimkiin kilan yeni tip baglantilar piyasaya

cikmustir.

1.3.3.1.6 Veri Kaydedici

Kaydedici, dedektorden gelen sinyali zamana gore kaydeder.

1.4 Elektroforez

Elektroforez Isvegli kimyaci Arne Tiselius tarafindan gelistirilen, yiiklii molekiillerin
akigkan sivi ortaminda elektrik alan1 uygulanarak ayrilmasi yontemidir. Yikli
molekiillerin elektroforetik hizlarinin farkliligi aymrimi saglar [90]. Elektroforez birgok
analitik ayirma problemlerine uygulanmaktadir. Elektroforezin en 6nemli o6zelligi,
biyoteknoloji endiistrisinde biyolojik ve biyokimyasal arastirmalarda yiiklii molekiillerin
basarili bir sekilde ayrilmasini saglamasidir. Elektroforetik ayirma olduk¢a farkli iki
formatta gercgeklestirilir: birincisi tabaka (slab) elektroforez ve ikincisi kapiler
elektroforezdir. Tabaka yonteminde ayirma, gozeneklerinde tampon ¢dzeltisi bulunan yari
kati, gozenekli bir ince jel tabakasi kullanilarak yapilmaktadir. Analiz edilecek numune, bir
damla veya bant seklinde tabaka iizerine ilave edilir, dogru akim potansiyeli belli bir siire

uygulanir. Ayirma islemi tamamlandiktan sonra potansiyel kesilir [91].
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1.4.1 Kapiler Elektroforez

Partikiillerin go¢ii esasina dayanan ilk elektroforetik metot, protein aragtirmalari igin
Tisellus tarafindan 1937 yilinda kullanilmis ve Tisellus bu bulusuyla nobel 6dili almistir.
Daha sonra yontem gelistirilmis ve giinlimiizde ¢ok c¢esitli tiirleri kullanima sunulmustur.
Kapiler elektroforez bu tiirlerden birisidir. 1981 yilinda Jongerson ve Lukacs 75 um i¢
capli kapilerde ayirma yaparak yontemin teorisini ortaya koymuslardir [92].

Kapiler elektroforez (CE), kiigiik hacimdeki 6rneklerde bulunan yiiklii pargaciklarin hizli
ve etkili sekilde ayrilmalarini saglayan modern bir analitik tekniktir. Ayirim, kapiler
icindeki elektroforetik ortamda bulunan yiiklii parcaciklarin elektroforetik hizlarindaki
farkliliga dayanmaktadir [93].

CE yontemi, klasik elektroforezin ayirma teknigi ile kromatografik yontemlerin aletsel
tasariminin birlesmesinden olugmaktadir. CE biiytik bir hizla gelisim gosteren giivenilir bir
ayirma teknigidir. Bu yontem ile inorganik katyon ve anyonlar gibi en kii¢iik iyonlardan,
DNA gibi biiyiik molekiil agirhigina sahip molekiillere kadar ¢esitli maddelerin kantitatif
ve kalitatif olarak tayini miimkiindiir. Ayrica basta inorganik anyon ve katyonlar olmak
tizere aminoasitler, ilaglar, vitaminler, karbohidratlar, peptitler, proteinler ve baska birgok
tirler analiz edilebilmektedir. Bu yontem, karmasik olmayan basit diizenegi, yiliksek
ayirma giicili, analiz hizi, kiiciik hacimde numune gereksinimi, diisiik maliyeti ve kullanim
kolaylig1 gibi daha bir¢ok ustiinlige sahiptir [94]. Bu teknigin en 6nemli 6zeliklerinden
biri, son yillarda ziraat, adli tip, genetik, biyolojik, tarim gibi ¢ok genis uygulama alanina
sahip olmasidir. Bu nedenlerden dolayi, CE tekniginin ileriki yillarda bir¢ok yontemin
yerini alacagi diisliniilmektedir.

CE bir ¢ok acidan kromatografiye benzerdir ve kromatografide kullanilan bir ¢ok terim
CE’de de kullanilir. Ornegin, ¢6ziiniirliik ve ayirma verimliligi her iki teknikte de kullanilir
ve tanimlar1 aynidir. Ancak, terminolojide mevcut bazi farkliliklar Cizelge 1.6.'da

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1.6. Bazi kromatografik terimlerin elektroforezdeki karsiliklar

Kapiler Elektroforez Kromatografi
Elektroferogram Kromatogram
Potansiyel Akis hizi
Elektrolit ¢cozelti Hareketli faz
Enjeksiyon modu )
(Hidrostatik veya elektrokinetik) Enjektor
GoO¢ zamani Alikonma zamani
Elektroforetik hareketlilik Kolon kapasite faktorii
Yiiksek voltaj giic kaynagi Pompa
Kapiler Kolon

1.4.2 Kapiler Elektroforezin Temel ilkeleri

Elektroforetik ayirma, elektrik alan uygulanan bir kapiler kolon igerisindeki iyonlarin
hizlarindaki farkliliklara baglidir. Kapiler kolon igerisindeki bir iyonun hizi su Es.1.10 ile
verilebilir;

v=pe.E (1.10)

E=V/L (Volt/cm) (1.11)

Bu denklemde v iyon hizi, pe elektroforetik hareketlilik ve E uygulanan elektrik alan
(V/cm) olarak tanimlanir [95]. Elektrik alan; Es.1.11'de goriildiigii izere kullanilan kapiler
boyu (L) ve uygulanan voltaja (V) gore degisir. Elektroforetik hareketlilik (ue), iyonun
Ozelligine ve bulundugu ortama baghdir. Bir bagka degisle pe her iyon i¢in karakteristiktir.
Elektroforetik hareketlilik, uygulanan elektrik kuvvet ile dogru (FE) ve ortamin siirtiinme

kuvveti (FF) ile ters orantilidir. Bu iki kuvvetin pe’ye etkisi Es.1.12 gosterildigi gibidir.

Elektrik kuwveti (Fg)

He O . .
shrttnme kusvweti(Fg)

(1.12)

Uygulanan elektrik kuvvetine ve iyonun siirtiinme kuvvetine ait Es.1.13 ve Es.1.14’de

verilmistir.
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FE=0q.E (1.13)

FF =-6.tn.r.v (1.14)

Esitliklerdeki q iyon yiikii, n ¢Ozelti viskozitesi, r iyon yarigapt ve v iyon hiz1 olarak
tanimlanir. Sabit elektrik alan uygulandiginda elektroforez siiresince FE ve FF kuvvetleri
dengeye gelerek sabit bir durum olusturur. Bu noktada bu iki kuvvet birbirine esit fakat zit

yonliidiir, bu duruma ait Es.1.15’de verilmistir.
FE =FF ise, q.E = 6.t.n.r.v (1.15)

Elde edilen Es.1.15 ifadesi Es.1.10'da yerine kondugunda elektroforetik hareketliligi veren
son Es. 1.16 elde edilmektedir.

q

He =
6rTInr

(1.16)

Viskozite sabit oldugunda, ayirmada q ve r orani (q/r) etkili olacaktir. Analitler bu orana
bagl olarak elektrik alanda farkli hiza sahip olurlar. Kiiglik ve ¢ok yiiklii tiirler yliksek
mobiliteye sahipken, bliyilk ve az yikli tirler diisik mobiliteye sahiptir [96]. Yiikli
¢coziinen maddeler, farkli elektroforetik mobilitelere sahip olduklari i¢in birbirlerinden
ayrilirlar. Notral ¢ozlinen maddeler, birbirlerinden degil, yiiklii ¢oziinen maddelerden
ayrilirlar. Yiksek hareketlilige sahip, daha fazla yiikli ve boyut olarak daha kiigiik
katyonlar kapilerden ilk olarak gecerler. Kapilerden en son, fazla yiikli kiigciik anyonlar
gegerler. Sekil 1.13.’de bir elektroferogram goriilmektedir [97]. Notral ¢oziinen maddeler

birbirlerinden farkl: tip kapiler elektroforez teknikleri kullanilarak ayrilirlar.

NOTRAL Kigiik cok
Kigak gok yiklid maddeler
yakli mﬂ""““\.‘ATYONLAa ANYONLAR/
>
ZAMAN

Sekil 1.13. Elektroferogram
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1.4.3 Elektroosmotik Akis (EOF)

Elektroosmotik veya elektroendoosmotik akis (EOF), CE uygulamasinin temel bir
unsurudur [96]. Kapiler elektroforezde genellikle eritilmis silika kapiler kullanilir.
Eritilmis silika kapilerin i¢ yiizeyi silanol gruplar1 (SiOH) ile kaplhidir. Kapiler i¢
yiizeyindeki silanol gruplarinin NaOH ve KOH ile muamele edilmesi neticesinde SiO’a
iyonize olurlar. Konvansiyonel CZE c¢aligmalarinda iyonlarin go¢ hareketinde EOF’un
baskin olmasi igin silanol gruplarinin iyonize oldugu pH > 3 tamponlar onerilir. Kapiler
kolon, caligma tamponu ile dolduruldugunda eksi yiikli kapiler duvari, calisma
tamponundaki katyonlar1 ¢eker. Boylece kapiler duvarinin yakininda elektriksel bir ¢ift
tabaka ve bu tabaka neticesinde bir potansiyel farki (zeta potansiyeli) olusur. Sekil 1.14.’de
gosterildigi gibi ¢epere ¢ok yakin art1 yiiklii iyonlar hareketsizken ¢eperden uzaklastikca
ceperle art1 yliklii tanecikler arasindaki elektrostatik ¢cekim kuvveti zayiflayarak kapilere
uygulanan elektriksel alanin iyonlar tizerindeki kuvveti baskin hale gelir ve arti ytikli
iyonlar topluca katota dogru go¢ ederler. Bu toplu gog kapiler igindeki tamponun katoda

dogru akmasina neden olur. Bu akisa elektroosmotik akis (EOF) denir [98,99].

N VRN PARRN FAE PN VAN VRN PIER V4
St S S St St S1 8 S
o o O 10 O” O O O
@ 5] 2 @ [ @ @ 2
@ ® @ @ @ @ @ ®
EI ElektroosmotikAkis — 3= E]
Anot Katot
@ @® @ @ @ @ @ @ Hareketlitabaka
@ ® ® @ © @ > ®  sikTabaka
o o o o o o O o
i i 1 i Si Si si
SN /Sflx /S|1\ /Sll\ /S|1\ 1N 218 1N

Kapiler Kolen

Sekil 1.14. Kapiler yiizeyinde olusan gift tabaka ve elektroosmotik akis

Kisaca tampon c¢ozelti iceren bir kapiler tiipe yliksek bir potansiyel uygulandiginda,
genellikle bir elektroosmotik akis olusur. Bu akis nedeniyle ¢oziicii katot veya anoda dogru
goc eder. Sekil 1.14.°de goriildiigi gibi elektroosmotik akisin sebebi silika ile ¢ozelti ara
yiizeyinde meydana gelen elektriksel ¢ift tabakadir [100].
Elektroosmotik akigin hizi, VEOF, Es. 1.17 ile hesaplanir.
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VEOF = E.pEOF (1.17)

VEOF : Elektroosmotik akis hizi (cm/sn)
E : Elektriksel alan (V/cm)
UEOF : Elektroosmotik hareketlilik (cm®/ V.sn)

Ayrica elektroosmotik akigin hizi, VEOF, Es.1.18 ile de hesaplanabilir.
VEOF =¢.C .E / 4.t (1.18)

Esitligin sol tarafindaki degiskenler elektroosmotik akista da degisikliklere sebep olurlar.
Burada & tamponun dielektrik sabiti, { zeta potansiyeli, E (volt/cm) elektrik alan1 ve n
tamponun viskozitesidir.

Elektroosmotik hareketlilik,

LEOF =&.(/ 4.t (1.19)

Elektroosmotik hareketlilik; dielektrik sabiti, Es.1.19'da goriildiigii tizere viskozite, pH ve
konsantrasyon (zeta potansiyelinden etkilenir) gibi tamponlarin karakteristik 6zelliklerine
baglidir ve uygulanan elektrik alanindan bagimsizdir.

Kapiler elektroforezde EOF; kullanilan tampon ¢6zeltinin dzelliklerine, ayrimin yapildigi
sicakliga ve uygulanan potansiyele gore degisiklik gostermektedir [101]. Elektroosmotik
akis, kapiler i¢inde parabolik olmayan diiz kesitli bir y18in ¢6zelti akisina neden olur. Oysa
stvi kromatografide basincin etkisi altinda olusan akis parabolik kesitlidir (Sekil 1.15.). Bu
nedenle elektroosmotik akis, sivi kromatografisinden farkli olarak bant genislemesine
onemli bir derecede etki etmemektedir ve CE'de bu nedenle dar bantli ve dik pikler elde
edilmektedir [96].

i@ Eon oo
| T (EOF}

: Ih Laminer akis
Parabolik akiz profili

Tayin

Sekil 1.15. Kapiler kolonda EOF ve parabolik akis
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1.4.3.1 Elektroosmotik Akis1 Etkileyen Faktorler

Kapiler elektroforez yonteminde elektroosmotik akis, kullanilan tampon c¢ozeltilerin
Ozelliklerine (dielektrik sabiti, viskozitesi ve dolayisiyla zeta potansiyeli biiyiikliigii) ve
ayrimin yapildigr sicakliga gore degisim gostermektedir (Cizelge 1.7.). Kapiler kolonda
kullanilan her tampon ¢o6zelti, kendi kimyasal Gzelliklerine gore degisik hareketlilige
sahiptir. Bu nedenle kolon igerisinde en uygun akisi saglamak igin ¢ozelti karisgimlari da
kullanilabilmektedir [96].

Cizelge 1.7. EOF’e etki eden faktorler

Ayirma sistemindeki degisiklik EOF'e etkisi
Tamponun pH degeri arttiginda EOF artar, EOF 'u degistirmek icin en iyi
yoldur
Tampon konsantrasyonu arttiginda Zeta potansiyeli azalir dolayistyla EOF azalir
Sicaklik arttiginda Viskoziteyi degistirir EOF artar

Zeta potansiyelini ve viskoziteyi degistirir

Organik ¢oziicii ilavesi ile _
genellikle EOF azalir

Katyonikler EOF'u tersine c¢evirir veya
Yiizey aktif maddesi ile azaltabilir.

Anyonik yiizey aktifler EOF'u arttirabilirler

Elektrik alan arttiginda EOF ile orantili artar

EOF {izerindeki en 6nemli etkilerden biri de tampon pH’1dir. Tampon pH’inin artmasi ile
kapiler i¢ duvarinda bulunan SiOH yapilarinin SiO™ 'a iyonizasyonu yiiksek miktardadir.
Kapiler yiizey yiikiinde artis, zeta potansiyelinin dolayistyla EOF’1n artmasina neden olur.
Tamponun iyonik giiciinde veya derisiminde artis zeta potansiyelini diisiireceginden EOF’1
azaltir. Diislik tampon derisimi, analiz siiresinin kisa olmasina sebep olur ancak tampon
derisimi numune derisiminden fazla degilse elektriksel iletkenlikte problem olusturur.
Sicaklik artis1, tampon viskozitesinin azalmasina, dolayisiyla da EOF’nin artmasina neden
olur. Sicaklik siirekli kontrol altinda tutulmalidir, ¢iinkii sicakliktaki artis numunenin
bozulmasina, pik genislemesine, tampon kaynamasma ve tekrarlanamayan go¢
zamanlarma neden olur [98,99]. Potansiyeldeki artis elektroosmotik akigi artirir ve

alikonma zamanini azaltir bu da kisa siirede analiz edilmesini saglar.
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1.4.4 Band Genislemesi

Ayirma etkinligi HPLC de oldugu gibi CE’de de teorik plaka sayisiyla gosterilir. Es.

1.20'de goriildiigii tizere band genisliginin artmasi ayirma etkinligini distiriir.
N=5,54.(t / wir)2 (1.20)

Band genislemesine neden olan etkenlerden en énemlisi difiizyondur. Kapilerin ¢api kiigiik
oldugu icin, kapiler ¢ap1 boyunca difiizyon ihmal edilebilir, ancak kapiler boyunca

diftizyon olusabilir. Diflizyon ve N arasindaki esitlik (1.21) soyledir:
62=2Dt=2DIL / pe.V (1.22)

Es.1.20 ve 1.21 yardimiyla teorik plaka sayisi ve diflizyon arasinda bir esitlik (1.22)

verilebilir.

N= pe.V.I / 2DL = pe.E.L / 2D (1.22)

Bu esitlikden de goriilecegi gibi teorik plaka sayisi diflizyon katsayisi arttikca azalir.
Biiytik molekiil agirligina sahip maddeler daha kiiciik difiizyon katsayilarina sahip
olduklar1 igin daha yiiksek plato sayilari ile ayrilabilirler. Ayrica Es 1.21°de goriildiigii gibi
analiz siiresi kisaldik¢a difiizyon nedeniyle pik genislemesi azalacaktir. Kapiler
elektroforezde yiiksek voltaj altinda aywrmalar genellikle ¢ok kisa siirede
tamamlandigindan pikler dik ve simetriktir. Band genislemesine neden olan diger
parametreler; termal etkiler, tampon viskozitesinde lokal degisimler nedeniyle pik
genislemesi, enjeksiyon hacmi, biiyiilk hacimlerde diflizyon nedeniyle pik genislemesi,
orneklerin duvara adsorpsiyonu, pik sekillerinde kuyruklanma, elektrodispersiyon (6rnek
ve tampon ¢oOzelti arasindaki iletkenlik farkliliklar1) ve pik sekillerinin {iggen halinde

gortilmesidir [102].

1.45 Joule Isinmasi

Yiiksek voltaj ve bunun sonucu olarak yiiksek akim kapilerin 1sinmasina neden olur. Joule
1sinmast olarak isimlendirilen bu durum kapiler elektroforez ¢aligmalarinda istenmeyen bir
durumdur. Ciinkii kapiler igindeki sivi ¢cabuk sogutulamazsa, sicaklik kapiler i¢inde artar

ve bu artig da pik genislemesine, tekrarlanamayan go¢ zamanina, numune bozunmasi veya
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tamponun kaynamasi sonucu elektriksel iletkenligin bozulmasina neden olur. Bu nedenle

calismalarda en uygun potansiyel degeri belirlenmelidir [99,103].

1.4.6 Kapiler Elektroforez Tiirleri

Kapiler elektroforezin en sik kullanilan tiirii Kapiler Zone (Kusak) Elektroforez (CZE)'dir.
CZE’de ayirim, elektrolit ¢ozeltisi ile dolu olan kapilerde, uygulanan elektrik akim altinda,
maddelerin farkli go¢ zamanlarina sahip olmasina dayanir.

Kapilerin bir polimer veya jel ¢6zeltisi ile dolu oldugu CE tiirii ise Kapiler Jel Elektroforez
(CGE)dir. CGE’de aymrim makromolekiillerin molekiiler biiyiikliiklerine  gore
gerceklesmektedir.

Yiiksiiz maddelerin ayirimi i¢in kullanilan CE tiirleri genel olarak kapiler elektrokinetik
kromatografi (CEKC) ismini alir. En yaygin elektrokinetik kromatografi tiirii Misel
Elektrokinetik Kromatografi (MEKC)'dir. MEKC’de ayirimin esast, elektrolit ¢ozeltisine
katilan yiizey aktif maddenin olusturdugu misel adi verilen kiimeler ile ¢6ziicii arasinda
yiiksiiz maddelerin paylagim farkliliklarina dayanur.

izoelektrik odaklanma kapiler elektroforez yontemi proteinlerin ayiriminda kullanilir. Bu
yontemde ayirim, proteinlerin farkli pH’larda izolelektrik noktaya sahip olmalarindan
yararlanarak yapilir.

Kapiler elektrokromatografi tam bir kromatografidir. Kapilerin i¢i yaklasik 1 pm ¢aph
sabit fazla doldurulur. Analitler uygulanan elektrik voltaj altinda sabit fazda tutunmalarina
gore ayrilirlar.

Bir diger CE yontemi izotakoforez (ITP)'dir. ITP’de 6rnek farkli iyon mobilitesine sahip
iki elektrolit ¢ozeltisi arasinda enjekte edilir.

Kapiler elektroforez tiirleri Cizelge 1.8.’de gosterilmistir [97,104]. Bu calismada bu
tiirlerden, kapiler zone (kusak) elektroforez yontemi kullanilmis ve bu yontemle ilgili genel

bilgilere yer verilmistir.
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Cizelge 1.8. Kapiler elektroforez tiirleri
Kapiler Elektroforez Tiirii

Kapiler Zone (Kusak) Elektroforez
Kapiler izotakoforez
Kapiler izoelektrik Odaklama
Kapiler Jel Elektroforez
Susuz Ortam Kapiler Elektroforez
Afinite Kapiler Elektrokromatografi
Kapiler Elektrokromatografi
Mikrogip Kapiler Elektoforez
Basingli Kapiler Elektrokromatografi
Immunoafinite Kapiler Elektroforez
Nano Kapiler Elektroforez
Mikrolit Kapiler Elektroforez
Kapiler Elektrokinetik Kromatografi

1)Miseller Elektrokinetik Kromatografi

2)Mikroemiilsiyon Elektrokinetik Kromatografi

1.4.6.1 Kapiler Zone (Kusak) Elektroforez

Kapiler kusak elektroforez oldukga genis kullanim sahasina sahip ve basit bir tekniktir. Bu

teknikte tampon, kapiler kolonun her bdlgesinde aynidir. Potansiyel uygulamasi ile kapiler

kolondaki pargaciklar kendi hareketliliklerine gore zonlara ayrilir. Bu zonlar tamamen

ayrilabildikleri gibi kismen oOrtlisme olasiliklart da vardir. Tamamen ayrilmis zonlar

arasinda tampon bulunur [79]. Kapiler kolon igerisinde meydana gelen bu zonlar kolon

igerisinde ilerleyerek dedektore ulasirlar ve aymrma gerceklesir. Sekil 1.16.°da bu

uygulamanin sematik gosterimi verilmistir.
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Ornek Enjeksiyonu
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Sekil 1.16. Kapiler Zone Elektroforez
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1.4.6.1.1 Kapiler Elektroforez Cihazimin Béliimleri

CE sistemi; kapiler, dedektor, yiiksek voltaj giic kaynagi, numune viali, giris ve ¢ikis
vialleri ve bilgisayardan olusur. Tipik bir CE cihazinin boliimleri Sekil 1.17.'de
goriilmektedir [97].

Bilgisayar

l

Detektdr

Anot Karot

i
|
Giris Tamponu Cikis Tamponu

{ Yiksek Voltay Gilig Kaynag: I —

Sekil 1.17. CE cihazinin kisimlari

Kapiler baslangict 6rnek vialinin igerisine konulur, 6rnek igeri verilir, daha sonra kapiler
girisi kaynak vialine yerlestirilir ve kaynak ve hedef vialleri arasina bir elektrik alam
uygulanir. Coziinen maddeler kapilerden goc ettikleri i¢in, bunlar dedektor tarafindan
dedekte edilirler ve bunun ¢iktisi bilgisayara gonderilir. Cikt1, dedektor yanitinin zamana
kars1 belirtildigi ve pikler halinde goriildiigii elektroferogram olarak wverilir. Bir
elektroferogram, zamana kars1 dedektor yanitlarinin grafigidir. Farkli ¢6ziinen maddeler,
kapilerden farkli oranlarda gog ettikleri i¢in, dedektorden farkli zamanlarda gegerler. Bir
elektroferogramda ayrilan bilesenler pik olarak farkli go¢ zamanlari ile belirirler. Go¢

zamanlari piklerin maksimum yaptig1 yerde 6lgiiliir ve genellikle dakika olarak verilir.

1) Yiiksek Voltaj Gii¢ Kaynagi:

Gii¢ kaynagmin amaci kapiler {izerinde bir elektrik alani olusturmaktir. Pek cogu ya sabit
potansiyel, ya sabit akim yada sabit giic modunda calisir ve polariteyi tersine gevirme
vasfina sahiptir. Gerilimler 30 kV'a kadar, akimlar 300 pA'e kadar ve giicte 6 W'a kadar
c¢ikabilir.

Yapilan ¢alismanin giivenilirligi, uygulanan voltajin kararlilifiyla yakindan alakalidir.

Es.1.11’den de goriilebilecegi gibi voltaj degisimiyle elektrik alan da degisir. Elektrik
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alanin degisimi, go¢ zamanindan alan tekrarlanirligmma bir ¢ok Onemli parametrenin

degismesine neden olur.

2) Kapiler:
CE’de kullanilan kapilerlerin i¢ ¢ap1 25-100 um; dis ¢apr 150-520 pum arasinda degisir.

Kapilerin boyu en sik 50-75 cm arasinda kullanilir. Eritilmis silika giiniimiizde en sik
kullanilan kapiler materyalidir. Kolay kirildig1r i¢in dis kismi poliimid ile kaplanip
saglamlastirilmistir. UV dedektor kullanilacaksa, 151k yolunu kapatmamasi i¢in poliimid
kaplama bu bolgeden kaldirilir.

Pyreks kapiler, eritilmis silika kapilere gore daha saglam olmasi ve dedektdr penceresi
acmaya gerek gostermemesine ragmen 280 nm'nin altinda calisilamama sakincasina
sahiptir. Teflon kapilerde homojen i¢ ¢ap elde edilemez ve 1s1 iletkenligi diisiik oldugundan
yiiksek voltaj uygulanamaz. Bu nedenlerden dolay: eritilmis silika, pyreks ve teflondan
daha sik kullanilan bir kapilerdir. Genelde i¢ ¢ap1 25-100 um olan eritilmis silika kapiler
kullanilmaktadir. Biiyilik ¢capl kapilerde yiiksek 1s1 aciga ¢cikmakta ve kapilerin i¢ duvariyla
merkezi arasindaki 1s1 farki ¢ok biiylik olmaktadir. Kiiclik capli kapiler kullanilmas: ile
UV-GB absorbans veya floresans gibi dedektdrlerde 151k yolunun kii¢iilmesinden dolayi
absorbans diismekte ve pik yiiksekligi azalmaktadir. Ayrica ¢ok kiiciik ¢apli kapilerin
partikiillerle titkanma olasilig1 oldukga yiiksektir.

Kapilerin i¢ ¢apinin ve boyunun degismesi; gb¢ zamani, sicaklik, adsorpsiyon, dedeksiyon
limiti, enjeksiyon hacmi ve ayirma etkinliginin degismesine neden olur.

Kapilerin tekrarlanabilir sonuglar vermesi i¢in ilk kullanimda ve her analizden 6nce
sartlandirma isleminin uygulanmasi gerekmektedir. Silika yilizeyinin durumu, CE'de
parcaciklarin hizlaria etki eden iki kuvvetten biri olan elektroosmotik akis (EOF) {izerinde
etkilidir. Sartlandirmayla kapilerin i¢ ceperindeki silanol gruplarinin iyonlagsma orani,
dolayisiyla EOF, her analizde ayn1 olur. Kapiler yeni ise 1 N NaOH, takiben 0,1 N NaOH,
su ve en son olarak da ¢alisma tamponu geg¢irilerek sartlandirilir. Ayrica her analizden 6nce
0,1 N NaOH, su ve calisma tamponu gecirilerek kapilerin miimkiin oldugunca ayni
sartlanmasi saglanir. Calisma bitiminde su gecirilmelidir. Eger birka¢ gilin ¢alisma
yapilmayacaksa kapiler i¢cinde mikroorganizma iireyecegi goz Oniinde bulundurularak hava

cekilmesi ve kurutulmus olarak birakilmasi yararli olur.
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3) Dedektorler:

Cizelge 1.9.'"da CE'de kullanilan dedektor c¢esitleri verilmistir [96]. En sik kullanilan
dedektorler UV-GB ve floresans dedektorlerdir. Absorbans dedektorleri CE'e
uygulanabilirlikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilirlar. Go6zlenebilme smir1 genellikle
10°-107 M araligindadir. Tek bir dalga boyunda veya dizi diyot dedektor kullamlarak bir
cok dalga boyunda absorbans alinabilir. Absorbans dedektorlerinde kapilerin kendisi
dedektor hiicresi olarak gorev yapar. Bunun i¢in erimis silika kapilerin dis kismindaki
poliimid koruyucu kaplamanin bir kism1 yakma, ¢cozme ve kazima ile uzaklastirilir. Ancak,
bu durumda 151n yolunun uzunlugu kapiler i¢ ¢apindan (50 ile 100 um) fazla olamaz ve bu
da derisim cinsinden go6zlenebilme sinirimi kisitlar. Isin yolunun arttirilmasi igin "z"

seklinde veya baloncuk seklinde dedektor hiicresine sahip kapilerler kullanilarak duyarlilik
arttirtlabilir.

Cizelge 1.9. CE'de kullanilan dedektorler

Dedektor LOD(mol/L)
UV absorbsiyon 10°-107
Indirekt UV 10-100 kat<UV
Floresans 107-10°

Lazer indiiklenmis floresans 10*4-107®
Amperometri 10%-10™
Kiitle spektrometresi 10%-10"

4) Kaynak ve Hedef Vialler:

Kaynak viali dendiginde, bazen giris Vviali veya girig rezervuari anlasilir ve hedef viali
dendiginde ¢ikis viali veya ¢ikis rezervuari anlasilir. Normalde kaynak viali, kapiler ve
hedef viali ayni tampon ile doldurulur. Tamponun olusturulmast CE’de en 6nemli
degiskenlerden biridir. Tamponun pH'indaki veya konsantrasyonundaki kiiciik
degisiklikler, ¢oziinen madde gogii oranlart ve gé¢ zamanlarinda onemli degisikliklere yol

acar. Bu nedenle tampon degistiginde; kaynak vialini, hedef vialini ve kapileri ¢ok iyi bir

bicimde ¢alkalamak 6nemlidir.

5) Enjeksiyon:

Enjeksiyon, &rnegi kapiler icerisine almak anlamma gelir. Ornekler genellikle birkag
uL'den birka¢ mL'ye kadar hacime sahip 6rnek viallerine doldurulur. Enjeksiyon hacmi 2-

20 nL arasinda degisir. Kapilere yalnizca birkag nL enjekte edildigi i¢in kii¢iik hacimde bir
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ornek yeterlidir. Asirt hacimlerde ¢alismak pik seklinin bozulmasina, band genislemesine,
rezoliisyonun azalmasina sebep olur. Ornek enjeksiyonu, kapilerin girisine yerlestirilmesi
ile yapilir. Kapilerin pozitif elektrottaki tarafi érnek vialine yerlestirilir. Ornekler kapilere
2 farkl teknikle enjekte edilir. Bunlar hidrodinamik ve elektrokinetik enjeksiyonlardir.
Hidrodinamik enjeksiyon, en ¢ok kullanilan enjeksiyon yontemi olup ii¢ sekilde
yapilabilmektedir. Bunlardan birincisi, kapilerin girig tarafina konulan numune vialine
basing uygulanmasidir. Genelde 50 mbar civarinda 1 ile 5 saniye arasi1 basing uygulanir.
Ardindan numune viali ¢ikarilip ¢calisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize
devam edilir. Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, numune viali kapilerin giris
kismindayken, ¢ikis kismindaki tampon vialine vakum uygulanmasidir. Uygulanan
vakumla istenen miktardaki numune kapilere girince vakum kesilir, numune viali ¢ikarilip
caliyma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir. Ugiincii
hidrodinamik enjeksiyon yonteminde ise, sifon etkisinden yararlanilir. Kapilerin giris
kismina takilan numune viali, ¢ikistaki tampon vialinden daha yiiksege yerlestirilir.
Yercekiminin etkisiyle, numune kapilerin i¢ine girer. Ardindan numune viali ¢ikarilip
calisma tamponu viali takilir ve voltaj uygulanarak analize devam edilir.

Elektrokinetik enjeksiyon ise, drnek kabi ile ¢ikis tampon kabi arasina ¢ok kisa siireli ve
calisma voltajindan daha diisiik bir voltaj uygulanarak yapilir. Elektrokinetik enjeksiyonun
tekrarlanirligr hidrodinamik enjeksiyona gore daha azdir. Enjekte edilen madde miktari
analitlerin elektroforetik mobilitelerine baghidir [105]. Hidrodinamik enjeksiyonlar jel ile
doldurulmus kapilerlerde ¢alismaz. Bu nedenle bu tir durumlarda elektrokinetik
enjeksiyon kullanilir. Ticari olarak kullanima hazir olan pek cok aygit, pek ¢ok vialin
yiiklenebilecegi oto Ornekleme sistemi icerir. Bu sayede ornekler yukarida listelenen

enjeksiyon tekniklerinden bir yada bir kag1 kullanilarak enjekte edilebilmektedir.

6) Datalarin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi:

Kromatografi gibi CE miikemmel bir kantitatif tekniktir. Zira pik ylikseklikleri ve pik
alanlar1 konsantrasyonla orantili haldedir. Kantitatif analiz, ilgili bilesiklerin her birinin
bilinen konsantrasyonlarini igeren standardin enjeksiyonu veya sonug piklerinin her birinin
yiiksekliklerinin veya alanlarinin Slgililmesi ile yapilir. Daha sonra 6rnek bilesenlerinin
bilinmeyen konsantrasyonlarin1 iceren bir Ornek enjekte edilir ve pik alanlar1 veya
yiikseklikleri Olciiliir. Standarttan elde edilen alan ve yiiksekliklerin 6rneklerden elde

edilenler ile karsilastirilmasiyla 6rnekteki bilesenlerin konsantrasyonlar: tayin edilebilir.
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1.5 Oseltamivir ve Permeabilite ile ilgili Bilimsel Calismalar
1.5.1 Oseltamivir ile Yapilan Bilimsel Calismalar

Chabai ve arkadaglar1 (2011), kapsiil igerisindeki oseltamivir fosfatin tayini i¢in monolitik
silika kolon kullanarak basit, segici, dogrusal, kesin ve hassas bir HPLC metodu
gelistirmis ve valide etmislerdir. Izokratik eliisyonda akis hizi 3 mL/dakika olarak
belirlenmis ve kolon olarak ters faz C18 (100x4,6 mm, Merck) kullanilarak oda
sicakliginda ayirim gergeklestirilmistir. Alikonma zamani, plaka sayisi, kuyruklanma
faktorii gibi parametreler Olglilerek uygun analiz kosullart belirlenmistir. Mobil faz
asetonitril-fosfat tamponu (100 mM, pH 4) (80:20, v/v)'dur. Analiz DAD dedektor ile 220
nm'de yapilmistir. Metot farmasotik dozaj formlarina uygulanmis ve metodun oseltamivir
fosfatin rutin analizlerinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir [106].

Thatte ve grubu (2011), farmasotik dozaj formlarinda oseltamivir fosfatin tayini igin
kolay, duyarli, hizli, ekonomik bir UV spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir.
Absorbsiyon 6l¢timleri Shimadzu 1800 UV ile spektrofotometrisi ile 221 nm'de
yapilmistir. Kalibrasyon grafigi 20-70 pg/mL araliginda ¢izilmis ve kalibrasyon denklemi
y= 0,020x + 0,168 ve korelasyon katsayist 0,999 bulunmustur. Onerilen ydntem icin
tabletteki yardimer maddelerin girisimine rastlanmadan tabletteki ilacin % geri kazanimi
99,228-99,532 + 0,1670 arasinda belirlenmistir. Gelistirilen yontem icin dogrusallik,
kesinlik ve LOD, LOQ degerleri hesaplanarak valide edilmistir [107].

Kummer ve arkadaglar1 (2009), tamiflu igerisindeki oseltamivirin belirlenmesi i¢in hizl
kapiler elektroforez yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir. Ayirma; 60,2 cm (etkin
uzunlugu 10 cm) x 7,5 um ID kapiler kolon, 15 kV potansiyel uygulanarak, 25 °C'deki
kolon sicakligi kosullarinda, 50 mM fosfat tamponu (pH 6,3) kullanililarak
gerceklestirilmis ve UV dedektor ile 226 nm'de Ol¢limler yapilmistir. Bu kosularda analiz
stiresi 1,5 dakikadan kisadir. Tekrarlanabilirlik ve orta hassasiyet icin RSD degerleri
sirastyla % 0,94 ve % 0,98'dir. Geri kazanim %98,64-%100,26 arasinda, RSD ise %0,38
olarak bulunmustur. LOD ve LOQ sirasiyla 0,97 ve 3,24 ug/mL olarak hesaplanmistir.
Valide edilen yontem, igerisinde oseltamivir igeren 3 kapsiilde (tamiflu, saiflu, fulfy)
basariyla uygulanmigtir [108].

Raut ve arkadaslar1 (2010), Fluvir tabletlerindeki oseltamivir fosfatin UV spektrofotometre
ile tayini igin metot gelistirmislerdir. Onerilen metot UV dedektdr ile 208,5 nm'de

oseltamivir fosfatin farmasdtik dozaj formlarina uygulanmistir. Bu amagla Shimadzu 1700
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UV-goriniir bolge spektrofotometre ile analizler gerceklestirilmistir. Kalibrasyon grafigi
4-24 ng/mL arasinda cizilmistir. SD 0,01125 ve RSD 0,0210 olarak hesaplanmistir.
Onerilen ydntem igin ilaclarin tabletlerdeki geri kazanimi %99,32-99,97 arasinda
degismektedir. Tabletlerin analizinde metot validasyonu i¢cin LOD, LOQ ve dogruluk
kabul edilebilir degerlerde bulunmustur [109].

Heinig ve arkadaslar1 (2008), oseltamivir ve oseltamivir karboksilatin insan kani ve idrar1
ile fare kami ve beyin-omurilik sivisi igerisindeki hassas tayinine yonelik sivi
kromatografisi-ardisik  kiitle spektrometresi (LC-MS) yontemi kullanilarak metot
gelistirmislerdir. Kat1 faz ekstraksiyonunu takiben perklorik asit ile protein ¢oktiirmesi
yapilmis ve ardindan terz faz kolon ile gradient ayirma gergeklestirilmistir. MS kisminda
bilesikler pozitif iyonlari seklinde gézlemlenmistir. LLOQ degerleri, fare kaninda yapilan
caligmada 0,1 ng/ml ve beyin-omurilik sivisinda 0,5 ng/g, insan kaninda ve idrarinda 1,0
ng/mL olarak bulunmustur. Fare numuneleri i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve bagil
hata sirasiyla % 10,2 ve % 13,9'un altindadir. Insan matrislerindeki giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ve bagil hata ise sirasiyla %11,7 ve %8.,9' un altindadir. Geri kazanim %100'e
degerdedir. Ilgili metot fare drneklerine iliskin caligmalarda basar1 ile uygulanmstir [110].
Charles ve grubu (2007), Tamiflu kapsiillerinin igerisindeki oseltamivir fosfatin kalite
kontroliiniin saglanmas1 amaci ile basit, se¢ici, dogrusal, hassas ve kesin bir HPLC metodu
gelistirmis ve metot validasyonunu saglamiglardir. Calismalar Zorbax CN (150mm X
4,6mm, Sum) kolon kullanilarak 1,2 mL/dakika akis hizinda izokratik eliisyon teknigi ile,
oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak 50:50 (v/v) oraninda 0,04 M formik
asit (pH 3) - metanol kullanilmistir. Ornek enjeksiyonu 20 pl ve calisma dalga boyu 226
nm olarak belirlenmistir. I¢ standart olarak sotalol hidrokloriir kullanilmis ve alitkonma
stireleri oseltamivir ve sotalol hidrokloriir i¢in sirasiyla 3,40 ve 2,25 dakika olarak tespit
edilmistir. Gelistirilen ydntem farmasdtik dozaj formlarma uygulanmistir. Onerilen
metodun, oseltamivir fosfatin rutin analizleri i¢in uygulanabilir olmakla birlikte hali
hazirda satisa sunulan tamiflu takliti ilaglarin kalite kontrollerinin yapilmasinda da
kullanilabilecegini belirtmislerdir [111].

Lindegardh ve grubu (2007) gergeklestirdikleri c¢alismada; insan kani, idrar ve
tikiiriiglindeki oseltamivir ve oseltamivir karboksilatin tayini i¢in sivi kromatografik-
ardisik kiitle spektrofotometrik metot gelistirmisler ve validasyonunu gergeklestirmislerdir.
Ayirma ZIC-HILIC (50mmx2,1 mm) kolon kullanilarak, 10 mM asetonitril:amonyum
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asetat ihtiva eden tampon ¢ozelti (pH=3,5) ile gradient sistemde , 500 uL/dakika akis
hizinda gerceklestirilmistir. OF tespitinde LLOQ degeri kan, tiikiirlik ve idrar i¢in sirast
ile 1, 1 ve 5 ng/mL olarak tespit edilirken, OK tespitinde LLOQ degerleri ayn1 sira ile 10,
10 ve 30 ng/mL olarak belirlenmistir. OF tayini i¢in {ist tespit sinir1 (ULOQ) kan, tiikiiriik
ve idrar i¢in sirasi ile 600, 300 ve 1500 ng/mL iken OK i¢in ayni sira ile 10,000, 10,000 ve
30,000 ng/mL olarak tespit edilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi relatif standart sapma biitiin

ornekler igin % 5'in altinda tespit edilmistir [112].

1.5.2 Permeabilite ile Yapilan Bilimsel Calismalar

Milani ve arkadaslar1 (2005) naproksen, ketoprofen ve fenol kirmizisinin fare 6rneklerinde
intestinal permeabilitelerinin es zamanl tayini i¢in ters faz sivi kromatografik yontem
gelistirmislerdir. Mobil faz olarak % 20 metanol, % 28 asetonitril, % 52 su ve 0,04 mL
trietilamin (ortofosforik asit ile pH 4' e ayarlanmis) kullanilmistir. Analiz UV dedektor ile
270 nm'de, 1,5 mL/dakika akis hizinda 20 dakikada gergeklestirilmistir. Kalibrasyon
grafigi (r > 0,999) 3 bilesik icin 15,6-250 pg/mL Konsantrasyon araliginda ¢izilmis ve
LOQ degerleri naproksen, ketoprofen ve fenol kirmizisi i¢in sirast ile 0,3, 0,25, ve 0,2
ng/mL bulunmustur. Kullanilan single pass intestinal perfiizyon teknigi ve onerilen HPLC
metodu ile yapilan ¢aligmalar sonucu naproksen ve ketoprofenin permeabilite degerleri
sirast ile 1,17 x 10™ (+0,28) cm/s ve 0,97 x 10™ (+0,2) cm/s elde edilmistir [113].

Milani ve grubu (2007), 14 adet bilesigin insan bagirsak gecirgenliginin tayini i¢in
farelerde single-pass intestinal perfizyon (SPIP) teknigini kulanarak bir metot
gelistirmislerdir. Anestezi edilmis siganlarda gecirgenlik katsayisi, ilgili bilesikler icin
belirlenmistir. Fosfat tampon igerisine ilave edilen ilag ¢ozeltileri 0,21 mL/dakika akis
hizinda SPIP teknigi ile 90 dakika siireyle perfiize edilmis ve farkli dakikalarda ¢ikis
borusundan ©6rnek alinmustir. Ornekteki ilag konsantrasyonlari HPLC yontemi ile
belirlenmis ve gecirgenlik katsayilart (Per) hesaplanmistir. Incelenen bilesikler igin
sicanlarda bagirsak gecirgenliginin kendi aralarinda yaklasik 12,5 kat farklandig: tespit
edilmistir. Bu degerler makalerle yaymlanmis insan permeabilite degerleri ile
karsilastirilmis, Petf (rat ) V€ Petf (human) degerleri arasinda giiclii bir korelasyon bulunmus (Pest
(human) = 11,04 Pegr (ary — 0,0003; R?= 0,93, P<0,0001) ve akabinde insanlarda absorbe olan
fraksiyon dozlar1 tahmin edilmistir [114].
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Song ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢aligmada single-pass intestinal perfiizyon (SPIP)
teknigi ile erkek Waster cinsi siganlarda bagirsagin izole edilmis 3 ayr1 segmentinde
(dodenum, jejenum, ileum) metforminin intestinal permeabilite degerlerini ters faz sivi
kromatografik yontemle hesaplamislardir. Perflizyon ¢6zeltisine 50 pg/mL metformin
ilavesi ile perfiize edilen jejenum, ileum ve doedonum segmentlerinden elde edilen
permeabilite degerleri sirastyla 3,26 + 0,73 x 10™ , 2,96 + 0,36 x 10° cm/s ve 4,51 + 1,08
X 10° cm/s olarak bulunmustur. Ayrica doedonumdan 10pg/mL ve 200 upg/mL
konsantrasyonlarinda metformin perfiize edilmesiyle 10 pg/ml i¢in permeabilte degeri 4,71
+ 0,86) x 10 cm/s, 200 pg/mL metforminin doedonumdan perfiizyonu ile permeabilite
degeri 2,70 + 0,63 x 10 cm/s olarak hesaplanmustir [115].
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2 MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Kulanilan Cihazlar ve Ekipmanlar

+ HPLC Cihaz1 (Agilent Technologies 1260 Infinity); Intestinal permeabilite
Olgtimlerinde kullanilmistir.

+ HPLC Kolonu (X Terra RP18 Column (4,6 x 250mm, Sum); Intestinal permeabilite
Olctimlerinde kullanilmistir.

» HPLC Dedektérii (UV); Intestinal permeabilite dlgiimlerinde kullanilmistir.

+ Kapiler Elektroforez Cihazi (Agilent Technologies G7100A ); Intestinal
permeabilite 6l¢iimlerinde kullanilmistir.

+ Kapiler Dedektérii ( DAD); Intestinal permeabilite dlgiimlerinde kullanilmustir.

+ Kapiler Kolonu (55 ¢cm (etkin uzunlugu 45 cm) X 50 um ID Column); Intestinal
permeabilite 6l¢timlerinde kullanilmistir.

» Saf Su Cihaz1 (Millipore Direct-Q 3UV ; 0,22 um); Kullanilan saf suyun temini
i¢cin kullanilmistir.

» Hassas Terazi (Mettler Toledo); Kat1 maddelerin tartilmasinda kullanilmistir.

* Manyetik Karigtirict (Falc R.P.M.); Mobil fazin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve
homojenizasyonun saglanmasi amaci ile kullanilmigtir.

* pH Metre ve elektrot(Mettler Toledo, Hanna HI 1332 Ag/AgCl kombine cam
elektrot, Hanna Ins); Mobil fazin pH'mmin ayarlanmasinda ve bagirsak perfiizyonu
calismalarinda kullanilmistir.

« Vorteks (IKA Genius 3); Enjeksiyon oncesinde Orneklerin homojenizasyonun
saglanmas1 amaci ile kullanilmstir.

 Ultrasonik Banyo (P Selecta Ultrasons H-D, Bandelin); Mobil fazin ve ¢ozeltilerin
hazirlanmas1 asamasinda hava kabarciklarin giderilmesi ve homojenizasyonun
saglanmas1 amaci ile ve bagirsak perfiizyonu ¢aligmalarinda kullanilmigtir.

+ Derin Dondurucu (Ilshin Lab. Co. Ltd.); Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda
kullanilmistir.

* Membran Filtre ( Alltech Ass. Inc.; 0,45um); Bagirsak perfiizyonu g¢alismalarinda
kullanilmastir.

* Peristaltik Pompa (Gilson); Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda kullanilmustir.
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» Tubingler (Gilson); Bagirsak perfiizyonu ¢aligmalarinda kullanilmustir.

2.1.2 Kulanilan Kimyasallar

+ Oseltamivir Fosfat (Sigma); Intestinal permeabilite dlciimlerinde standart madde
olarak kullanilmistir.

* Metoprolol (Merck); ilacin permeabilite sinifin1 tayin etmek amaciyla referans
madde olarak kullanilmistir.

* Fenol Kirmizis1i (Merck); Perflizyon deneylerinde su dengesine ulasilip
ulasilmadigini tayin etmek amaciyla referans madde olarak kullanilmistir.

+ Asetonitril  (Merck, HPLC safliginda); HPLC ile yapilan permeabilite
calismalarinda mobil faz hazirlamada kullanilmastir.

+ 20 mM Borat tampon ¢ozeltisi (Agilent Technologies); Kapiler elektroforez ile
yapilan permeabilite calismalarinda tampon olarak kullanilmaistir.

* IM Sodyum Hidroksit Cozeltisi (Agilent Technologies); Kapiler elektroforez
cihazinin elektrolit dengesini saglamak amaci ile kullanilmistir.

» Urasil (Merck, analitik saflikta); Kolonda tutunmayan tiiriin kolonu terk etme
zamanini belirlemede kullanilmistir.

« Sodyum hidroksit (Merck, analitik saflikta); Mobil faz pH’min ayarlanmasinda
kullanilmistir.

* Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, analitik saflikta); HPLC 1ile yapilan
permeabilite caligmalarinda mobil faz hazirlamada kullanilmistir.

* Potasyum hidrojen fitalat (Merck); pH metre icin kalibrasyon c¢ozeltisi olarak
kullanilmistir.

* Sodyum Kloriir (Sigma, analitik saflikta); Bagirsak perfiizyonu calismalarinda
perflizyon ¢ozeltisi hazirlamada kullanilmastir.

* Potasyum Kloriir (Sigma, analitik saflikta); Bagirsak perfiizyonu caligmalarinda
perfiizyon ¢ozeltisi hazirlamak amaci ile kullanilmigtir.

* Sodyum siilfat (Sigma, analitik saflikta); Bagirsak perfiizyonu calismalarinda
perfiizyon ¢ozeltisi hazirlamak amaci ile kullanilmistir.

» Sodyum Bikarbonat (Sigma, analitik saflikta); Bagirsak perfiizyonu galismalarinda
perfiizyon ¢ozeltisi hazirlamak amaci ile kullanilmigtir.

* Mannitol (Sigma, analitik saflikta); Bagirsak perfiizyonu ¢alismalarinda perfiizyon

¢Ozeltisi hazirlamak amaci ile kullaniimastir.
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler

Oseltamivir Fosfat ¢ozeltisi; Oseltamivir fosfatdan 0,005 g tartim kabinin igine hassas
olarak tartilip, iizerine 50 mL su eklenir ve ultrasonik bonyada tamamen ¢oziindiiriilerek
hazirlanmistir. Her bir stok ¢ozeltiden istenilen derisimde su ile seyreltmeler yapilmis ve
hazirlanan ¢ozeltiler, +4 °C buzdolabinda saklanarak ve kullanilacagi zaman laboratuvar
sicakligina ulagsmasi beklenilmistir.

Metoprolol ¢ozeltisi; 0,005 g metoprolol tartim kabinin igerisine hassas olarak tartilip
tizerine 50 ml su ilave edilip ultrasonik bonyada tamamen ¢o6ziindiiriilmiis ve manyetik
karistiricida karistirilarak homejen bir ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir stok ¢ozeltiden
istenilen derisimde su ile seyreltmeler yapilmig ve hazirlanan ¢ozeltiler, +4 °C
buzdolabinda saklanarak ve kullanilacagt zaman laboratuvar sicakligima ulasmasi
beklenilmistir.

Fenol Kirmizist ¢ozeltisi; 0,005 g fenol kirmizisi tartim kabinin igerisine hassas olarak
tartilip tizerine 50 ml su ilave edilip ultrasonik bonyada tamamen ¢oziindiirilmiis ve
manyetik karistiricida karistrilarak homejen bir ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir stok
¢Ozeltiden istenilen derisimde su ile seyreltmeler yapilmis ve hazirlanan ¢ozeltiler, +4 °c
buzdolabinda saklanarak ve kullanilacagi zaman laboratuvar sicakligina ulagsmasi
beklenilmistir.

Urasil ¢ozeltisi; ¢alisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan
urasil ¢ozeltisi, derisimi %0,01 olacak sekilde suda hazirlanmistir.

Potasyum Hidrojen Ftalat ¢dzeltisi; 2 saat 110 °C’da kurutulmustur. 0,05 molal derisimde
hazirlanmis ve caligilan ortamlara 6zgii pH referans degerleri kullanilmigtir.

%30 (h/h) Asetonitril/20 mM KH,PO, ikili karisimi; 1 litrelik stok hareketli fazin
hazirlanmasinda 300 mL asetonitril alinmis ve tizerine 700 mL su ilave edilmistir.
Hareketli faza 20 mM derisimde olacak sekilde tartilarak ilave edilip ultrasonik bonyada
tamamen c¢oziindiirilmiis ve manyetik karistiricida karistirilarak homejen bir ¢ozelti
hazirlanmis ve pH 5'e ayarlamak icin NaOH’den (1 M) ve H3PO,’den ilaveler yapilmistir.
Mobil faz ¢ozeltileri giinliik olarak hazirlanmistir.

Perflizyon ¢6zeltisi; tiim perflizyon ¢alismalarinda perfiizyon ortami olarak Golytely olarak
adlandirilan 1zo-ozmotik ¢ozelti kullanilmistir. Kullanilan perfiizyon ¢6zeltisinin bilesimi;
sodyum kloriir (25 mmol/L), potasyum kloriir (10 mmol/L), sodyum siilfat (40 mmol/L),
sodyum bi karbonat (20 mmol/L) ve mannitol (80 mmol/L)'diir.

59



2.2 Metot

2.2.1 Oseltamivir Fosfat'in Permeabilite Degerinin Belirlenmesi i¢cin Yapilan

Perfiizyon Calismalar:

Perfiizyon deneylerinde single pass intestinal perfiizyon teknigi kullanilmistir. Perflizyon
deneylerinde 200-250 g agirligindaki Sprague-Dawley cinsi erkek siganlar kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmalar inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alman izinle
gerceklestirilmistir.

Deneyden bir gece Once igme sulari kisitlanmadan ag¢ birakilan hayvanlarin deney
stiresince viicut sicakligi 37 °C'de sabit tutulmustur. Anestezi ketamin (90 mg/kg) ve
ksilazinin (5 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonu yoluyla saglanmistir. Anestezi altinda
karm duvari kesilerek jejunum ¢ikarilmistir. Perfiize edilecek segment uzunluklari jejunum
icin 4,0-10,0 cm olarak ayarlanarak izole edilen bagirsak segmentlerinin proksimal ve
distal uglarina silikon tiipler yerlestirilip cerrahi iplikle sabitlenmistir. izole segment serum
fizyolojik (37°C) ile yikanarak temizlenmis ve temizlenme gostergesi olarak ¢ozeltinin
berrak gelmesi esas alinmustir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hizi 0,2 mL/dakika
olacak sekilde ayarlanmis ve deney siiresinde perflizyon yapilmistir. Perfiize edilen
segmentin kurumasini onlemek icin iizerleri parafilm ile kapatilmistir. Deney sonunda
hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile 6ldiiriilmiistiir ve her deney sonunda perfiize
edilen bagirsak segmenti ¢ikarilarak uzunluklar tekrar 6l¢tilmiistiir.

Oseltamivir fosfatin bagirsaklardan absorpsiyonunun incelenmesi igin izole segment serum
fizyolojikle yikandiktan sonra perfiizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar (yaklasik 30
dakika) perfiize edilmistir. Perfiize edilen bagirsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra
yapilan ¢alismalar agsagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Taze olarak hazirlanan perfiizyon ¢ozeltisine literatiirdeki verilerden yararlanilarak 0,394
mg/mL oseltamivir fosfat, referans madde olarak bagirsak permeabilitesi oldukga yiiksek
olan metoprolol tartarat 0,400 mg/mL konsantrasyonda ve su dengesine ulasilip
ulagilmadigini tayin etmek amaciyla fenol kirmizis1 0,250 mg/mL konsantrasyonda ilave
edilmesinin ardindan gerekli hacme tamamlanip iyice kanstirllmistir. Uygun
konsantrasyonda oseltamivir fosfat perfiizyon ¢ozeltisine eklendikten sonra bagirsak

segmenti 60 dakika siireyle perfiize edilmis ve her 10 dakikada bir 6rnek toplanmistir.
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Toplanan 6rneklerin, oseltamivir fosfatin intestinal permeabilitesinin (Per) belirlenmesi
amact ile belirlenen uygun HPLC ve CE kosullarinda analizi gergeklestirilmistir.

Oseltamivir fosfatin permeabilite degeri (Petr) hesaplanmasinda Esg.3.1 kullanilmistir.

Oln( Cou )’
7 2xRL (3.1)
Q : Akis hizi (mL/s)
Cout : Segmentten ¢ikan perfiizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu
Cin : Segmente giren perfiizyon ¢ozeltisindeki ilag konsantrasyonu
R : Perfiize edilen bagirsak segmentinin yarigap1 (cm)
L : Perfiize edilen bagirsak segmentinin uzunlugu (cm)

Segmentlerin ortalama yarigaplari jejunum ve ileum i¢in 0,18 cm, kolon i¢in 0,2 cm olarak
kabul edilmistir [116].
Formiilde verilen (Cou/Cipn)' orani (Cou/Cin diizeltilmis) Es.3.2 ile hesaplanmustir.

((—i ) =( C—l'i)l'/ﬂ(' x ( ;L)./i’m)/red
C, C Co. (32)

Segmente giren ve segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizisi
konsantrasyon degerleri kullanilarak net water flux (NWF) net su akisi degeri Es.3.3 ile

hesaplanmistir [116]:

Tol )

2.|V] —{ o erm)//'ed
\ C‘r’lr

NWF = -

L (3.3)

Yapilan hesaplamalar sonucunda net su akis1 degerinin negatif ¢ikmast mukozal bolgeden
(limen) serozal bolgeye (kan) sivi kaybi oldugunu ifade etmektedir. Bu degerin pozitif
cikmast ise mukozal bolgeye sivi girisi oldugunu ifade etmektedir. Yapilan deneyler
sonucunda hesaplanan net su akis1 degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir.

Elde edilen biitiin veriler ortalama (Ortalama) + standart sapma (SD) olarak tablolanmustir.
Konsantrasyon-zaman profillerinin karsilastirilmasinda yapilan istatistiksel analizlerde

giiven aralifi en az % 95 olarak sec¢ilmistir. Grup ici verilerin istatistiksel

61



karsilastirilmasinda non-parametrik bir test olan eslestirilmis t-testi kullanilmistir.
Analizler GraphPad Prism 5,01 for Windows programi kullanilarak bilgisayar ortaminda
gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkin 6nemliligi elde edilen p degerinin o yanilma
diizeyinden biiyiik (p>a; istatistiksel olarak anlamsiz) veya kii¢lik (p<a; istatistiksel olarak
anlamli) olmasina gore degerlendirilmistir. Analitik yontem i¢in ise validasyon Ol¢iitlerinin

varyasyon katsayisi (VK) degerleri hesaplanmustir.

2.2.2 Oseltamivir Fosfat'in Permeabilite Degerinin Tayini icin HPLC Kosullarinin

Belirlenmesi

2.2.2.1 Metot Optimizasyonu

HPLC sistemine oseltamivir fosfat, fenol kirmizist ve metoprolol enjekte edilmeden 6nce,
sistemin dengeye gelmesi ve kanallarda (varsa) havanin giderilmesi amaciyla HPLC
sisteminden Oncelikle deiyonize su ve HPLC saflikta asetonitril gegirilmistir. Sonra da
hareketli fazin kolondan geg¢irilmesi saglanmistir. Boylece kolon ve sistem uygun hale
getirilmistir.

Oseltamivirin permeabilite tayin deneyleri i¢in HPLC optimum kromatografik kosullar
belirlenmistir. Bu amagla 250 x 4,6 mm boyunda ve 5 um partikiil i¢ ¢apina sahip X Terra
RP18 marka bir C18 kolonu uygulamalarda kullanilmigtir. ilk asamada izokratik yontem
denenmis uygun ayirma sartlar1 elde edilmis ve mobil faz olarak 30:70(v/v) oraninda
asetonitril-20 mM KH,POy, iceren ikili karistmi (pH 5.00) kullanilmistir. Bu sartlarda 1
mL/dakika akis hizinda, 30°C'de, UV dedektor ile 226 nm'de analizlerin yapilmasina karar
verilmigtir. HPLC'de metot gelistirilirken  bilesiklerin ~ kapasite  faktorlerinin
hesaplanmasinda kullanilacak ty degeri 6nemlidir. Bu amagla urasilin sudaki %0,01 (w/v)
derisimindeki c¢ozeltisi kullanilmis, urasil i¢in tp 2,522 dakika olarak bulunmustur.
Bilesiklerin kapasite faktorleri bu kosullar i¢in hesaplanmis ve sistemin uygunluguna karar

verilmistir.

2.2.2.2 Metot Validasyonu

HPLC yonteminin optimizasyonu gerceklestirildikten sonra kalibrasyon grafigi cizilerek
kalibrasyon aralig1 belirlenmis ve yontem gecerliligini gdstermek amaci ile dogrusallik,

kesinlik, dogruluk, teshis sinir1 ve tayin alt sinir1 i¢in hesaplamalar yapilmstir.
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Dogrusallik ve kalibrasyon aralig

Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisininin; 10, 20, 50, 75 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis ve en az bes kez enjekte edilmistir. Elde
edilen sonuglarla kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Belirlenen derisimlerde dogrusallik elde
edilerek ol¢im araligi belirlenmis ve kalibrasyon grafigine ait regresyon denklemi ve

korelasyon katsayisi hesaplanmistir.

Kesinlik ve Dogruluk

Olgiim sonuglarinin birbirine yakmligmin bir gdstergesi olan dogruluk ve kesinlik igin giin
i¢i ve giinler arasi ¢caligmalar yapilmistir.

Giinler arasi ¢alismalarda, OF, MET ve FEN'sinin 20 ve 50 mg/L konsantrasyonlarinda
hazirlanan ¢ozeltileri 3 farkl giinde 5 tekrarl sisteme enjekte edilmistir.

Giin i¢i ¢alismalar igin 2 farkli derisimde (20 ve 50 mg/L) hazirlanan OF, MET ve FEN
ayni giin igerisinde 5 kez enjeksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda
dogruluk yiizde bagil hata ve yiizde ortalama geri kazanim olarak ifade edilmistir. Kesinlik

sonuglari ise, bagil standart sapma (% BSD), ortalama ve standart sapma olarak verilmistir.

Duyarlilik
Oseltamivir tayininde, kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, ornekte oOlctilebilen fakat
kesin olarak miktar1 belirlenemeyen LOD ve analitin kabul edilebilir diizeyde dogru ve

kesin olarak metot kosullarinda belirlenebilen LOQ degerleri hesaplanmistir.

2.2.3 Oseltamivir Fosfat'in Permeabilite Degerinin Tayini icin Kapiler Elektroforez

Kosullarimin Belirlenmesi

2.2.3.1 Metot Optimizasyonu

CE ile en iyi ayirma ve duyarlilik saglayan kosullarin tespiti i¢in kapiler uzunlugu, tampon
derisimi ve pH's1, sicaklik, enjeksiyon modu ve siiresi ve ayirma voltaj1 taranarak optimize
edilmistir.

Tampon olarak 20 mM borat ve 55 cm (etkin uzunlugu 45 cm) x 50 um ID kapiler kolon
secilmistir. Kosullar optimize edilmedigi i¢in cihaz parametreleri olarak, enjeksiyon siiresi
100 mBar basing altinda 7sn, kolon sicakligi 25°C, uygulanan voltaj +22 kV ve DAD
dedektor ile 226 nm'de baslanmistir. Tampon pH’st igin yapilan optimizasyon

calismalarinda, bazik pH’lar (9, 9,3 ve 9,5) incelenmis, 9,3 optimum pH olarak
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belirlenmistir. Analitler lizerinde uygulanan gerilimin etkisi, +18, +20 ve +22 kV olarak
incelenmis ve analitlerin birbirinden en iyi ayrimin gozlemlendigi +20 kV optimum olarak
secilmistir. Ayrica enjeksiyon siirecini belirlemek amaci ile 100 mbar basing uygulayarak
3, 5 ve 7 sn enjeksiyon siireleri denenmis ve analitler i¢in en iyi ayrimin ve pik seklinin
oldugu 3 sn enjeksiyon siiresi olarak belirlenmistir.

Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda OF'in CE ile permeabilite tayin deneyleri igin
optimum kromatografik kosullar; 55 cm (etkin uzunlugu 45 cm) x 50 um ID kapiler kolon,
pH=9,3 20 mM borat tamponu, kapiler sicakligi 25°C, uygulanan voltaj +20 kV ve

enjeksiyon siiresi 100 mbar basing altinda 3 sn olarak belirlenmistir.

2.2.3.2 Metot Validasyonu

CE yonteminin optimizasyonu gerceklestirildikten sonra kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve
yontem gegerliligini géstermek amaci ile dogrusallik, kesinlik, dogruluk, teshis sinir1 ve

tayin alt sinir1 i¢in hesaplamalar yapilmistir.

Dogrusallik ve kalibrasyon aralig

Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisinin; 10, 20, 50, 75 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis ve optimize edilen kosullarda beser kez
enjeksiyonlar1 yapilmis ve elde edilen elektroferogramlardaki pik alanlarinin ortalamalar
alinarak her bir analit i¢in kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Belirlenen derisimlerde
dogrusallik elde edilerek kalibrasyon araligi belirlenmis ve kalibrasyon grafigine ait

regresyon denklemi ve korelasyon katsayist hesaplanmustir.

Kesinlik ve Dogruluk

Olgiim sonuglarinin birbirine yakinligmin géstergesi olan dogruluk ve kesinlik igin giin ici
ve giinler arasi ¢aligmalar yapilmistir. Giin i¢i ¢alismalarda, MET, FEN ve OF ' 20 ve 50
mg/L konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin ayni giin i¢in de 5
tekrarlt enjeksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Giinler aras1 ¢alismalarda, bilesiklerin 2 farkl
konsantrasyonda (20 ve 50 mg/L) ¢ozeltileri hazirlanarak 3 farkli giinde 5 tekrarh
analizleri gergeklestirilmistir.

Elde edilen sonuglarda dogruluk yilizde bagil hata ve yilizde ortalama geri kazanim olarak
ifade edilmistir. Kesinlik sonuglart ise, bagil standart sapma (% BSD), ortalama ve standart

sapma olarak verilmistir.

64



Duyarlhihik
CE yonteminin duyarliligin1 belirlemek amaci ile dogrusallik caligmasinda belirlenen
kalibrasyon egrisi kullanilarak kullanilan analiz yonteminin giivenilir bir sekilde analiz

edebildigi en diisiik derisimleri saptayabilmek amaciyla, teshis sinir1 (LOD) ve tayin alt
siir1 (LOQ) degerleri hesaplanmistir.
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3 BULGULAR

3.1 Oseltamivir Fosfat, Metoprolol ve Fenol Kirmuzis1i i¢cin HPLC ile Cizilen

Kalibrasyon Grafikleri ve Istatiksel Degerlendirilmesi

Gelistirilen HPLC yontemininin dogrusal araliginin belirlenmesi amaci ile boliim

2.2.2.2'de anlatildig1 gibi OF, MET ve FEN i¢in kalibrasyon grafigi olusturulmus ve

bilesiklerin kalibrasyon grafigine ait veriler Cizelge 3.1.'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bilesiklerin HPLC yontemi ile analizine ait kalibrasyon verilerinin
istatistiksel degerlendirilmesi (n=5)

Oseltamivir fosfat Metoprolol Fenol kirmizisi
Regresyon denklemi y = 12754x-2236,4 y=15360x+5121,4 y=10902x-9764,8
Korelasyon katsayisi 0,999 0,999 0,999
Kalibrasyon araligi 10 -100,00 mg/L 10 -100,00 mg/L 10 -100,00 mg/L
LOD(mg/L) 0,023 0,067 0,063
LOQ (mg/L) 0,070 0,201 0,192

Cizelge 3.1.'de belirtildigi tizere bilesikler igin belirlenen aralikta yiiksek korelasyonlu

dogrular elde edilmis ve her bir analit i¢cin konsantrasyona (ppm) kars1 ortalama pik alani

degerleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafikleri Sekil 3.1., Sekil 3.2. ve Sekil

3.3.’te verilmistir.
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Sekil 3.1. Oseltamivir fosfatin HPLC yontemi ile olusturulan kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.2. Fenol kirmizisinin HPLC y6ntemi ile olusturulan kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.3. Metoprololiin HPLC yontemi ile olusturulan kalibrasyon grafigi

OF, MET ve FEN'sinin HPLC ile tayini i¢in yapilan dogruluk ve kesinlik ¢alismalari igin
giin i¢i ve giinler arasi calismalar bolim 2.2.2.2'de anlatildig1 gibi gerceklestirilmis ve
bilesiklere ait giin igi ve giinler aras1 degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.2. ve Cizelge

3.3."te verilmistir.
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Cizelge 3.2. Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisinin HPLC yontemi ile
analizine ait glinler aras1 bulgular

Caligilan bilesiklerin i(nZS) % ort. geri % SD %BSD

derigimleri(mg/L) kazanim bagil hata

Oseltamivir fosfat | 20 20,0271 100,1355 0,1355 0,1126 0,5623
50 50,0294 100,0588 0,0588 0,0046 0,0092

Metoprolol 20 20,0955 100,4775 0,4775 0,1136 0,5656
50 50,1292 100,2584 0,2584 0,1945 0,3881

Fenol kirmizisi 20 19,9911 99,9555 0,0445 0,0135 0,0672
50 50,1168 100,2336 0,2336 0,0984 0,1962

x: ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSD: % Bagil standart sapma

Cizelge 3.3. Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisinin HPLC yontemi ile
analizine ait giinler aras1 bulgular

Calisilan bilesiklerin x(n=15) | % ort. geri % SD %BSD

derisimleri(mg/L) kazanim bagil hata

Oseltamivir fosfat | 20 20,1001 100,5005 0,5005 0,1744 0,8677
50 49,9039 99,8078 0,1922 0,0871 0,1745

Metoprolol 20 20,1544 100,7720 0,7720 0,0941 0,4668
50 50,1575 100,3150 0,3150 0,2302 0,4590

Fenol kirmizisi 20 20,0264 100,1320 0,1320 0,0339 0,1692
50 50,2578 100,5156 0,5156 0,1593 0,3169

x: ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSD: % Bagil standart sapma

Oseltamivir fosfat tayini i¢in optimize edilen HPLC yonteminde OF, MET ve FEN igin
alikonma zamanlari sirastyla 5,20, 4,00, ve 3,85 dakika olarak bulunmustur.

6 kez tekrar edilmis intestinal permeabilite deneyleri sonucunda, siganlarin

bagirsaklarindan elde edilen 0-10-20-30-40-50 ve 60. dakikalara ait perflizyon ¢ozeltileri,

enjeksiyon Oncesinde 1/10 oraninda su ile seyreltilerek optimize edilen HPLC sartlarinda
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enjeksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol
Kirmizisinin ortalama derisimlerinin (ppm) bagirsaktaki absorbsiyonuna bagli olarak
zamanla degisimi Sekil 3.4., Sekil 3.5., ve Sekil 3.6.'da gosterilmis ve her bir dakikaya ait

¢ozeltilerin kromatogramlar1 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 3.4. Oseltamivir fosfat icin HPLC yontemi ile elde edilen zamana kars1
derigim grafigi(n=6)
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Sekil 3.5. Metoprolol i¢in HPLC yontemi ile elde edilen zamana kars1
derisim grafigi (n=6)
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Sekil 3.6. Fenol kirmizisi icin HPLC yontemi ile elde edilen zaman kars1
derisim grafigi (n=6)
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Sekil 3.7. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 0. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.8. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 10. dakika
perflizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.9. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 20. dakika
perflizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)

Sekil 3.10. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 30. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)

Sekil 3.11. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 40. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.12. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 50. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)

Sekil 3.13. Oseltamivir fosfat (3), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (1) 60. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait kromatogram (226 nm)

3.2 HPLC ile Elde Edilen Verilere Gore Bilesikler icin Permeabilite Degerleri

Perfiizyon caligmalarinda kullanilan siganlara ait bilgiler oseltamivir fosfat i¢in Cizelge
3.4.°de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Oseltamivirde kullanilan siganlara ait bilgiler (Ortalama+SD)

*  Sigan Agirhigi (g)

* Perfize Edilen

Uzunluklar1 (cm)

oseltamivir fosfat (n = 6)

* Akis Hizi (mL/dakika)(0,2)

Segment

(Jejunum)

330,8 23,8
0,219 + 0,010
10,43 £2,14

Perfiizyon caligmalarinda oseltamivir fosfat ve metoprolol i¢in HPLC ydnteminden elde

edilen verilere gore hesaplanan permeabilite degerleri Cizelge 3.5.’de Ozetlenmis ve Pest

degerlerindeki degismeler Sekil 3.14.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Oseltamivir fosfat ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Perr degerleri

(ortalama + SD)

Oseltamivir Fosfat* Metoprolol Tartarat
Hayvan no 4 4
Pets (*10™ cm/s) Pets (*10™ cm/s)
1 0,24+0,18 0,59 + 0,09
2 0,06 + 0,06 0,38 £ 0,02
3 0,16 + 0,08 0,59 + 0,09
4 0,11+ 0,05 0,58 + 0,06
5 0,22 +£ 0,05 0,59 + 0,04
6 0,10 + 0,06 0,62 + 0,56
Ort 0,14 + 0,06 0,55+ 0,08
] . p<0.0001 .
S 0.60- ) 1
E : :
L 040 s
= e
a® 0.20 poomes
P
0.00- : e :
& N
& &
o"&) @‘}OQ
lLac

Sekil 3.14. Oseltamivir fosfat ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pet degerleri

(ortalama + SD) (p<0.0001)
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3.3 Oseltamivir Fosfat, Metoprolol ve Fenol Kirmizisi i¢cin CE yontemi ile Cizilen

Kalibrasyon Grafikleri ve Istatiksel Degerlendirilmesi

Gelistirilen CE yonteminin dogrusal araligin belirlenmesi i¢in boliim 2.2.3.2'de anlatildig1

gibi kalibrasyon grafigi olusturulmus ve herbir bilesik i¢in CE yonteminde olusturulan

kalibrasyon grafigine ait degerler Cizelge 3.6.'da goriilmektedir.

Cizelge 3.6. Bilesiklerin CE yontemi ile analizine ait kalibrasyon verilerinin istatistiksel

degerlendirilmesi (n=5)

Oseltamivir fosfat Metoprolol Fenol kirmizisi
Regresyon denklemi y = 1739,5x-645,48 y=2281,4x+3787,6 y=1780,2x-341,22
Korelasyon katsayisi 0,999 0,999 0,999
Kalibrasyon araligi 10 -100,00 mg/L 10 -100,00 mg/L 10 -100,00 mg/L
LOD(mg/L) 0,63 0,68 0,62
LOQ (mg/L) 1,90 2,07 1,89

Cizelge 3.6.'da belirtildigi iizere bilesikler i¢in belirlenen aralikta yiiksek korelasyonlu

dogrular elde edilmis ve her bir analit i¢in konsantrasyona (ppm) kars1 ortalama pik alani

degerleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafigi Sekil 3.15., Sekil 3.16. ve Sekil

3.17.’de verilmistir.
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Sekil 3.15. Oseltamivir fosfatin CE ile olusturulan kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.16. Fenol kirmizisinin CE ile olusturulan kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.17. Metoprololiin CE ile olusturulan kalibrasyon grafigi
Olgiim sonuglarmin birbirine yakinliginin gdstergesi olan dogruluk ve kesinlik igin giin ici

ve glinler arasi ¢alismalar bolim 2.2.3.2'de anlatildigi gibi gergeklestirilmis ve bilesiklere

ait giin i¢i ve giinler aras1 bulgular Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.8.'de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisinin CE yontemi ile analizine
ait giin i¢i bulgular

Calisilan bilesiklerin x(n=5) % ort. geri | %bagil hata SD %BSD

derigimleri(mg/L) kazanim

Oseltamivir 20 20,1749 100,875 0,8745 0,0300 0.1489

fosfat 50 50,4951 100,990 0,9902 0,3514 0,6959

Metoprolol 20 20,0501 100,251 0,2505 0,0999 0,4982
50 50,3825 100,765 0,765 0,0600 0,1190

Fenol kirmizisi 20 19,9754 99,877 0,123 0,0559 0,2799
50 50,1072 100,214 0,2144 0,1234 0,2462

x: ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSD: % Bagil standart sapma

Cizelge 3.8. Oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol kirmizisinin CE ydntemi ile analizine
ait glinler aras1 bulgular

Calisilan  bilesiklerin x(n=15) | %ort geri | %bagil hata SD %BSD

derigsimleri(mg/L) kazanim

Oseltamivir 20 20,1309 100,655 0,645 0,1332 0,6614

fosfat 50 50,7568 101,514 1,514 0,3025 0,5960

Metoprolol 20 19,9948 99,974 0,026 0,0931 0,4655
50 50,8647 101,729 1,729 0,2270 0,4463

Fenol kirmizisi 20 19,8597 99,294 0,702 0,0747 0,3762
50 50,3933 100,787 0,787 0,2844 0,2843

x: ortalama, n: deney sayisi, SD: standart sapma, %BSD: % Bagil standart sapma

fosfat,

Oseltamivir fosfat tayini i¢in optimize edilen CE yoOnteminde oseltamivir
metoprolol ve fenol kirmizist i¢in gé¢ zamanlari sirasiyla 2,793, 2,406, ve 5,908 dakika
olarak bulunmustur.

6 kez
bagirsaklarindan elde edilen 0-10-20-30-40-50 ve 60. dakikalara ait perflizyon ¢ozeltileri,

tekrar edilmis intestinal permeabilite deneyleri sonucunda, sicanlarin

enjeksiyon oOncesinde 1/10 oraninda su ile seyreltilerek optimize edilen CE yo6ntemi
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kullanilarak enjeksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen oseltamivir fosfat, metoprolol

ve fenol kirmizisinin ortalama derisimlerinin (ppm) bagirsaktaki absorbsiyonuna bagl

olarak zamanla degisimi Sekil 3.18., Sekil 3.19., ve Sekil 3.20.'de gosterilmis ve her bir

dakikaya ait ¢ozeltilerin elektroferogramlar1 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 3.18. Oseltamivir fosfat i¢in CE yontemi ile elde edilen zamana karsi- derigim grafigi

(n=6)
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Sekil 3.19. Metoprolol i¢in CE yontemi ile elde edilen zaman karsi-derisim grafigi (n=6)
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Sekil 3.20. Fenol kirmizisi i¢in CE yontemi ile elde edilen zamana karsi-derisim grafigi
(n=6)
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Sekil 3.21. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 0. dakika perfiizyon
¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)
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Sekil 3.22. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 10. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)
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Sekil 3.23. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 20. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)
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Sekil 3.24. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 30. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)
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Sekil 3.25. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 40. dakika
perflizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)
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Sekil 3.26. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 50. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)

Sekil 3.27. Oseltamivir fosfat (2), metoprolol (1) ve fenol kirmizisi (3) 60. dakika
perfiizyon ¢ozeltisine ait elektroferogram (226 nm)

3.4 CE ile Elde Edilen Verilere Gore Bilesikler i¢cin Permeabilite Degerleri

Oseltamivir fosfat i¢in perfiizyon calismalarinda kullanilan siganlara ait bilgiler icin
Cizelge 3.4.’de verilmistir.

CE yonteminden elde edilen verilere gore oseltamivir fosfat ve metoprolol i¢in hesaplanan
permeabilite degerleri Cizelge 3.9.’da 6zetlenmis ve Pess degerlerindeki degismeler Sekil

3.28.de gosterilmistir.
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Cizelge 3.9. Oseltamivir fosfat ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pes degerleri
(ortalama + SD)

Oseltamivir Fosfat* Metoprolol Tartarat
Hayvan no . .
Pess (*10™ cm/s) Pesr (*10™ cm/s)
1 0,13+£0,26 0,45+0,13
2 0,59 £0,02 0,21 +£0,04
3 0,46 + 0,47 0,40+0,12
4 0,23+0,15 0,39+0,11
5 0,27+0,13 0,47 +£0,12
6 0,16 +0,31 0,55+0,08
Ort 0,30+0,18 0,41+0,11
0.50- . p=0.3872 2
E s :'-'-'-'-.-.-.-.-.:::
§ o0.30- e
vo - RN £
= 0.20+
E - -I . -
m 0'10- - III.I.I-I-I .l
o.oo_ - -
Q‘°\°\
o

iLAG

Sekil 3.28. Oseltamivir fosfat ve metoprolol tartarat i¢in tayin edilen Pets degerleri
(ortalama + SD).
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4 SONUC ve YORUM

Bu ¢aligmada liimenden kayip esasina dayanan, bagirsak segmentinin (jejunum) simultane
olarak sirkiile edilmeden perfiize edildigi single pass intestinal perfiizyon teknigi
kullanilarak oseltamivir fosfatin bagirsak dokularindan absorbsiyonu incelenmis ve bu
amagla orneklerin analizi igin valide edilen HPLC ve CE yontemleri kullanilmis ve her iki
yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

Perfiizyon deneylerinde perfiizyon ¢ozeltisi olarak notr pH degerine sahip, izo-ozmotik bir
cozelti olan Golytely ¢ozeltisi kullanilmistir. Oseltamivir fosfat ile ilgili literatiir verileri
incelenerek perfiizyon c¢ozeltisine 394 mg/L oseltamivir fosfat, 400 mg/L. metoprolol ve
250 mg/L fenol kirmizisi ilave edilmistir. Caligmada, metoprolol siganlarda oseltamivir
fosfatin permeabilitesinin BCS'ne gore hangi sinifta yer aldigini degerlendirmek amaci ile
referans madde olarak kullanilmistir. Permeabilitesi metoprolol tartarattan daha diisiik olan
ilaglarin diisiik permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir. Yapilan perfiizyon
calismalart Indnii Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan alman izinle
gerceklestirilmistir.

Oseltamivir fosfatin perfiizyon deneylerinden elde edilen 6rnekler Usak Universitesi
Analitik Kimya Laboratuvari'nda gelistirilen HPLC ve CE cihazlari ile ¢alisilmistir.
Oseltamivir fosfatin HPLC ile permeabilite tayin deneyleri i¢in X Terra RP18 (250 x 4,6
mm, 5 upm) kolon kullamlarak UV dedektor ile 226 nnm 30 °C'de analizler
gerceklestirilmistir. 1 mL/dakika akis hizinda 30:70 (v/v) oraninda asetonitril-20 mM
KH,PO, igeren karisimi (pH 5,00) mobil faz olarak kullanilmistir. Oseltamivir fosfat,
metoprolol ve fenol kirmizisi igin alikonma zamanlari sirasyila 5,20, 4,0 ve 3,85 dakikadir.
Bir diger yontem olan CE ile oseltamivir fosfatin permeabilite tayin deneyleri igin
optimum kromatografik kosullar; 55 cm (etkin uzunlugu 45 cm) x 50 um ID kapiler kolon,
pH=9,3 20 mM borat tamponu, kolon sicakligi 25°C, uygulanan voltaj +20 kV ve
enjeksiyon siiresi 100 mbar basing altinda 3 sn olarak belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda HPLC yontemi ile oseltamivir fosfatin ve metoprololiin
jejenumda tayin edilen permeabilite degeri sirasiyla 0,14 + 0,06 x 10™ cm/s, 0,55 = 0,05 X
10™ cm/s olarak bulunmustur. Gelistirilen kapiler elektroforez yontemi ile ise oseltamivir

fosfatin ve metoprololiin jejenumda tayin edilen permeabilite degeri sirasiyla 0,30 + 0,18 X
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10* cm/s, 0,41 + 0,11 x 10 cm/s olarak bulunmustur. Her iki yontemde de oseltamivir
fosfat i¢in bulunan permeabilite degerleri metoprolol igin bulunan permeabilite
degerlerinden diisik oldugu gozlemlenmis ve biyofarmasdtik siniflandirma sistemi esas
alimarak kiyaslandiginda oseltamivir fosfatin diisiik permeabilite degerine sahip oldugu
sonucuna varitlmistir. Her iki yontemle elde edilen sonuglar veri gifti t testi ile
karsilastirilmis ve % 95 giliven seviyesinde iki yontem arasinda bir fark olmadig
gozlemlenmistir.

Tez kapsaminda gelistirilen HPLC ve CE yoOntemlerinin validasyon parametreleri
degerlendirilmis ve yiiksek dogruluk ve kesinlik elde edilmis, LOD ve LOQ kabul
edilebilir degerlerde bulunmustur. Bu baglamda oseltamivir fosfat, metoprolol ve fenol
kirmizistnin HPLC ve CE yontemleri ile es zamanli tayinine ve oseltamivir fosfatin

permeabilite tayini i¢in yontemlerin gegerliligine karar verilmistir.

83



KAYNAKLAR

[1] Cetin, M. and Aricioglu, F., 2009, "Upon the original drug and generic drug
discussions”, Bulletin of Clinical Psychopharmacology, 19(3): 211-213.

[2] Chen, M. L., Shah, V., Patnaik, R., Adams, W., Hussain, A., Conner, D., Mehta, M.,
Malinowski, H., Lazor, J., Huang, S. M., Hare, D., Lesko, L., Sporn, D. and Williams, R.,
2001, "Bioavailability and bioequivalence: an FDA regulatory overview", Pharm. Res.,
18(12): 1645-50.

[3] Polli, J. E., 2008, "In vitro studies are sometimes better than conventional human
pharmacokinetic in vivo studies in assessing bioequivalence of immediate-release solid
oral dosage forms", AAPS J., 10(2): 289-299.

[4] Davit, B. M., Conner, D. P., Fabian-Fritsch, B., Haidar, S. H., Jiang, X., Patel, D. T.,
Seo, P. R. H., Suh, K., Thompson, C. L., Yu, L. X., 2008, "Highly variable drugs:
observations from bioequivalence data submitted to the FDA for new generic drug
applications”, AAPS J. 10(1): 148-156.

[5] Amidon, G. L., Lennernas, H., Shah, V. P., Crison, J. R., 1995, "A theoretical basis for
a biopharmaceutic drug classification: the correlation of in vitro drug product dissolution
and in vivo bioavailability”, Pharm. Res., 12(3): 413- 420.

[6] U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration Center
for Drug Evaluation and Research, 2000, "Guidance for Industry: Waiver of In Vivo
Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral Dosage
Forms Based on Biopharmaceutics Classification System", CDER Food and Drug
Administration, Rockville, 1-13.

[7] Blume, H. H., Schug, B. S., 1999, "The biopharmaceutics classification system (BCS):
class 111 drugs - better candidates for BA/BE waiver?", Eur. J. Pharm. Sci., 9(2): 117-121.

[8] The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products , Committee for
Medicinal Products for Human Use, 2010, "Guideline on the Investigation of
Bioequivalence", EMA/ CHMP, London, 1-25.

[9]Wu, C. Y. and Benet, L. Z., 2005, "Predicting drug disposition via application of BCS:
transport/absorption/elimination interplay and development of a biopharmaceutics drug
disposition classification system", Pharm. Res., 22(1): 11-23.

84



[10] Takagi, T., Ramachandran, C., Bermejo, M., Yamashita, S., Yu, L. X., Amidon, G. L.,
2006, "A provisional biopharmaceutical classification of the top 200 oral drug products in
the United States, Great Britain, Spain, and Japan”, Mol. Pharmaceut., 3(6): 631-643.

[11] Takamatsu, N., Welage, L. S., Idkaidek, N. M., Liu, D. Y., Lee, P. I. D., Hayashi, Y.,
Rhie, J. K., Lennernas, H., Barnett, J. L., Shah, V. P., Lesko, L., Amidon, G. L., 1997,
"Human intestinal permeability of piroxicam, propranolol, phenylalanine, and PEG 400
determined by jejunal perfusion”, Pharm. Res., 14(9): 1127-32.

[12] US Food and Drug Administration, 2000 August, "Waiver of In Vivo Bioavailability
Bioequivalence Studies For Immediate-Release Solid Oral Forms Based on a
Biopharmaceutics Classification System", FDA, Rockville.

[13] Murphy, F. A., Gibbs, E. P. J., Horzinek, M. C., Studdert, M. J., 1999, "Veterinary
Virology 3" edition", Elsevier Science, USA, 3-260

[14] Giilsagan, M., 2003, Kasim, "Virisler", Bilim ve Teknik, 432: 56-59.

[15] Heeney, J. L., Dagleish, A. G. and Weiss, R. A., 2006, "Origins of HIV and the
evolution of resistance to AIDS", Science, 313(5786): 462-66.

[16] Topgu, A. W., Soyletir, G., Doganay, M., "Infeksiyon hastaliklar1", 1996, Nobel Tip
Kitapevleri, istanbul, 3-685.

[17] Simsek, G. D., 2007, "Viral Enfeksiyonlar®, Bitirme Tezi, Ege Universitesi, Dis
Hekimligi Fakiiltesi, 1zmir, 2-8.

[18] Wright, P. F. and Webster, R. G., 2001, "Orthomyxoviruses", Fields Virology,
Editors: Knipe, D. M., Howley, P. M., Griffin, D. E., Lamb, R. A., Martin, M.A., Roizman,
B., Straus, S. E., Lippincott Williams&Wilkins, Philadelphia, 1533-79.

[19] Reid, A. H., Fanning, T. G., Hultin, J. V., Taubenberger, J. K., 1999, "Origin and
evolution of the 1918 'Spanish' influenza virus hemagglutinin gene", Proc. Natl. Acad. Sci.,
96(4): 1651-56.

[20] Potter, C. W., 2001, "A history of influenza", J. Appl. Microbiol., 91(4): 572-579.

[21] Gambaryan, A., Tuzikov, A., Pazynina, G., Bovin, N., Balish, A., Klimov, A., 2006,
"Evolution of receptor binding phenotype of influenza A (H5) viruses", Virology, 344(2):
432-438.

[22] Morens, D. M., Taubenberger, J. K., Harvey, H. A., and Memoli, M. J., 2010, "The
1918 influenza pandemic: lessons for 2009 and the future”, Crit. Care Med., 38(4): €10-20.

85



[23] Cox, N. J., Ziegler, T., 2003, "influenza Viruses", Manual of Clinical Microbiology 1%
ed., Editors: Muray, P. R., Baron, E. J., Jorgensen, J. H., Pfaller, M. A., Yolken, R. H.,
ASM Press, Washington, 1360-67.

[24] Aslan, S. S., 2006, "Influenza Virusunun Tamsinda Hiicre Kiiltiirii, Hizl1 Test, Real
Time PCR YQntemlerigin Karsilastirilmas: ve Izole Edilen Yirﬁslerln Tiplendirilmesi",
Doktora Tezi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 7-50.

[25] Badur, S., 2007, "Insanlarda kus gribi tanis1", Flora, 12(1): 22-25.

[26] Tumpey, T. M., 2005, "Characterization of the reconstructed 1918: Spanish influenza
pandemic virus", Science, 310(5745): 77-80.

[27] World Health Organization, 2001, "influenza pandemic preparedness and response”,
WHO, EB115/ 44/20.01.2001, Switzerland.

[28] Hien, T. T., de Jong, M., Farrar, J., 2004, "Avian influenza- A challenge to global
health care structures”, N. Engl. J. Med., 351(23): 2363-65.

[29] Johnson, N. P. and Mueller, J., 2002, "Updating the accounts: global mortality of the
1918- 1920 'Spanish’ influenza pandemic”, Bull. Hist. Med., 76(1): 105-115.

[30] Cox, N. J., Subbarao, K., 1999, "Influenza", Lancet, 354(9186): 1277-82.

[31] Glezen, W. P., 1982, "Serious morbidity and mortality associated with influenza
epidemics"”, Epidemiol. Rev., 4: 25-44.

[32] Murphy, B. R., 1996, "Orthomyxoviruses", Fields Virology, Editors: Fields, K. D.,
Howley, P. M., Lippincott, Philadelphia, 1397-1445.

[33] Oxford, J. S., 2000, "Influenza A pandemics of the 20th century with special reference
to 1918: virology, pathology and epidemiology", Rev. Med. Virol., 10(2): 119-133.

[34] Steinhauer, D. A., Wharton, S. A., 1998, "Structure and function of the
haemagglutinin”, Textbook of Influenza, Editors: Nicholson, K. G., Webster, R. G., Hay,
A. J., Blackwell Science, Oxford, 54-64.

[35] Whittaker, G. R., Helenius, A., 1998, "Nuclear import and export of viruses and virus
genomes", Virology, 246(1): 1-23.

86



[36] World Health Organization, 1999, "Influenza Pandemic Preparedness Plan. The role
of WHO and Guidelines for national and regional planning”, WHO,
WHO/CDS/CSR/EDC/99.1, Switzerland, 34-66.

[37] Kobasa, D., 2004, "Enhanced Virulence of influenza A viruses with the
haemagglutinin of the 1918 pandemic virus", Nature, 431(7009): 703-707.

[38] Beishe, R. B., Swierkosz, E. M., Anderson, E. L., Newman, F. K., Nugent, S. L.,
Massab, H.F., 1992, "Immunization of infants and young children with live attenuated
trivalent cold-recombinant influenza A/HIN1, H3N2 and B vaccine", J. Infect. Dis.,
165(4): 727-732.

[39] Smith, J. R., Rayner, C. R., Donner, B., Wollenhaupt, M., Klumpp, K., Dutkowski R.,
2011, "Oseltamivir in seasonal, pandemic, and avian influenza: a comprehensive review of
10-years clinical experience"”, Adv. Ther., 28(11): 927-959.

[40] Das, K., 2012, "Antivirals targeting influenza A virus", J. Med. Chem., 55(14): 6263-
77.

[41] Johnston, S. L. and Siegel, C. S., 1990, "Evolution of direct immuno fluorescense,
enzyme immunoassay centrifugation culture and conventional culture for the detection of
respiratory synctial virus", J. Clin. Microbiol., 28(11): 2394-97.

[42] Yen, H. L., Monto, A. S., Webster, R. G., Govorkova, E. A., 2005, "Virulence may
determine the necessary duration and dosage of oseltamivir treatment for highly
pathogenic A/Vietnam/1203/04 influenza viriis in mice", J. Infect. Dis., 192(4): 665-672.

[43] McNicholl, I. R., McNicholl, J. J., 2001, "Neuraminidase inhibitors: zanamivir and
oseltamivir", Ann. Pharmacother., 35(1): 57-70.

[44] Lew, W., Chen, X., Kim, C. U., 2000, "Discovery and development of GS 4104
(oseltamivir): an orally active influenza neuraminidase inhibitor”, Curr. Med. Chem., 7(6):
663-672.

[45] Kim, C. U., Lew, W., Williams, M. A., Wu, H., Zhang, L., Chen, X., Escarpe, P. A.,
Mendel, D. B., Laver, W. G. And Stevens, R. C., 1998, "Structure-activity relationship
studies of novel carbocyclic influenza neuraminidase inhibitors”, J. Med. Chem., 41(14):
2451-60.

[46] Oxford, J., 2005, "Oseltamivir in the management of influenza", Expert Opin.
Pharmaco., 6(14): 2493-2500.

87



[47] Saito, H., Okuda, M., Terada, T., Sasaki, S., Inui, K., 1995, "Cloning and
characterization of a rat H+/peptide cotransporter mediating absorption of betalactam
antibiotics in the intestine and kidney", J. Pharmacol. Exp. Ther., 275(3): 1631-37.

[48] Ogihara, T., Kano, T., Wagatsuma, T., Wada, S., Yabuuchi, H., Enomoto, S.,
Morimoto, K., Shirasaka, Y., Kobayashi, S., Tamai, I., 2009, "Oseltamivir (tamiflu) is a
substrate of peptide transporter 1", Drug Metab. Dispos., 37(8): 1676-81

[49] He, G., Massarella, J., Ward, P., 1999, "Clinical pharmacokinetics of the prodrug
oseltamivir and its active metabolite Ro 64-0802", Clin. Pharmacokinet., 37(6): 471-484.

[50] Wattanagoon, Y., Stepniewska, K., Lindegardh, N., Pukrittayakamee, S.,
Silachamroon, U., Piyaphanee, W., Singtoroj, T., Hanpithakpong, W., Davies, G., Tarning,
J., Pongtavornpinyo, W., Fukuda, C., Singhasivanon, P., 2009, "Pharmacokinetics of high-
dose oseltamivir in healthy volunteers", Antimicrob. Agents Chemother., 53(3): 945-952.

[51] Kearns, G. L., Abdel-Rahman, S. M., Alander, S. W., Blowey, D. L., Leeder, J. S,
Kauffman, R. E., 2003, "Developmental pharmacology: the impact of ontogeny on drug
disposition and action”, N. Engl. J. Med., 349(12): 1157-67.

[52] Ose, A., Kusuhara, H., Yamatsugu, K., Kanai, M., Shibasaki, M., Fujita, T.,
Yamamoto, A., Sugiyama, Y., 2008, "P-glycoprotein restricts the penetration of
oseltamivir across the blood-brain barrier”, Drug. Metab. Dispos., 36(2): 427-434.

[53] Abdel-Rahman, S. M., Newland, J. G., Kearns, G. L., 2011, "Pharmacologic
considerations for oseltamivir disposition: focus on the neonate and young infant”,
Paediatr. Drugs, 13(1): 19-31.

[54] Acosta, E. P., Jester, P., Gal, P., Wimmer, J., Wade, J., Whitley, R. J., Kimberlin, D.
W., 2010, "Oseltamivir dosing for influenza infection in premature neonates”, J. Infect.
Dis., 202(4): 563-566.

[55] Snell, P., Dave, N., Wilson K, Rowell, L., Weil, A., Galitz, L., Robson, R., 2005,
"Lack of effect of moderate hepatic impairmenton the pharmacokinetics of oral oseltamivir
and its metabolite oseltamivir carboxylate”, Br. J. Clin. Pharmacol., 59(5): 598-601.

[56] Dutkowski, R., Thakrar, B., Froehlich, E., Suter, P., Oo C., Ward, P., 2003, "Safety
and pharmacology of oseltamivir in clinical use", Drug Safety, 26(11): 787-801.

[57] Oo, C., Barrett, J., Dorr, A., Liu, B., Ward, P., 2002, "Lack of pharmacokinetic
interaction between the oral anti-influenza prodrug oseltamivir and aspirin”, Antimicrob.
Agents Ch., 46(6): 1993-95.

88



[58] Snell, P., Oo, C., Dorr, A., Barrett, J., 2002, "Lack of pharmacokinetic interaction
between the oral anti-influenza neuraminidase inhibitor prodrug oseltamivir and antacids”,
Br. J. Clin. Pharmacol., 54(4): 372-377.

[59] Hill, G., Cihlar, T., Oo, C., Ho, E. S., Prior, K., Wiltshire, H., Barrett, J., Liu, B.,
Ward, P., 2002, "The anti-influenza drug oseltamivir exhibits low potential to induce
pharmacokinetic drug interactions via renal secretion: correlation of in vivo and in vitro
studies”, Drug. Metab. Dispos., 30(1): 13-19.

[60] Aoki, F., Lam, H., Jeffrey, J. R., 2005, "Oseltamivir does not interact
pharmacokinetically with cyclosporine, mycophenolate or tacrolimus in renal transplant
patients”, Annual Meeting of the Infectious Diseases Society of America, San Francisco,
522.

[61] Fiore, A. E., Fry, A., Shay, D., Gubareva, L., Bresee, J. S., Uyeki, T. M., 2011,
"Antiviral agents for the treatment and chemoprophylaxis of influenza: recommendations
of the Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP)", MMWR Recommend.
Rep., 60(1): 1-24.

[62] Heinonen, S., Silvennoinen, H., Lehtinen, P., Vainionpaa, R., Vahlberg, T., Ziegler,
T., Ikonen, N., Puhakka, T., Heikkinen, T., 2010, "Early oseltamivir treatment of influenza
in children 1-3 years of age: a randomized controlled trial”, Clin. Infect. Dis., 51(8): 887-
894.

[63] Shun-Shin, M., Thompson, M., Heneghan, C., Perera, R., Harnden, A., Mant, D.,
2009, "Neuraminidase inhibitors for treatment and prophylaxis of influenza in children:
systematic review and meta-analysis of randomised controlled trials”, BMJ, 339: b3172.

[64] Ceyhan, M., Karadag Oncel, E., Badur, S., Akcay Ciblak, M., Alhan, E., Sizmaz
Celik, U., Kurugol, Z., Saz, E. U., Ozsurekci, Y., Celik, M., Ozkaya Parlakay, A., 2012,
"Effectiveness of a new bioequivalent formulation of oseltamivir (Enfluvir®) on 2010-
2011 seasonal influenza viruses: an open phase IV study”, Int. J. Infect. Dis., 16(4): e273-
e278.

[65] Moscona, A., 2005, "Neuraminidase inhibitors for influenza", N. Engl. J. Med.,
353(13): 1363-73.

[66] Lee, N., Chan, P. K. S., Hui, D. S. C., Rainer, T. H., Wong, E., Choi, K. W., Lui, G.
C. Y., Wong, B. C. K., Wong, R. Y. K., Lam, W. Y., Chu, I. M. T., Lai, R. W. M,,
Cockram, C. S., Sung, J. J. Y., 2009, "Viral loads and duration of viral shedding in adult
patients hospitalized with influenza”, J. Infect. Dis., 200(4): 492-500.

[67] Dutkowski, R., 2010, "Oseltamivir in seasonal influenza: cumulative experience in
low- and high risk patients”, J. Antimicrob. Chemother., 65(2): 11-24.

89



[68] Hayden, F. G., Belshe, R., Villanueva, C., Lanno, R., Hughes, C., Small, 1.,
Dutkowski, R., Ward, P., Carr, J., 2004, "Management of influenza in households: a
prospective, randomized comparison of oseltamivir treatment with or without postexposure
prophylaxis”, J. Infect. Dis., 189(3): 440-4499.

[69] Donner, B., Bader-Weder, S., Schwarz, R., Peng, M. M., Smith, J. R., Niranjan, V.,
2011, "Safety profile of oseltamivir during the 2009 influenza pandemic”,
Pharmacoepidem. Dr. S., 20(5): 532-543.

[70] Anonymous, 2007, "New concerns about oseltamivir”, Lancet, 369(9567): 1056.

[71] Morishima, T., Togashi, T., Yokota, S., Okuno, Y., Miyazaki, C., Tashiro, M., Okabe,
N., 2002, "Encephalitis and encephalopathy associated with an influenza epidemic in
Japan”, Clin. Infect. Dis., 35(5): 512-517.

[72] Roche Laboratories Inc., 2009, "Tamiflu (oseltamivir phosphate) capsules and oral
suspension”, http://www.roche-australia.com/content/dam/internet/corporate/roche /en_AU
[files/anti_virals/tamiflu-pi.pdf

[73] Gulland, A., 2009, "First cases of spread of oseltamivir resistant swine flu between
patients are reported in Wales", BMJ, 339: b4975.

[74] Kazakevich, Y., Lobrutto, R., 2007, "HPLC for Pharmaceutical Scientists 1% edition",
John Wiley & Sons Inc., New Jersey, 4-10.

[75] Scott, R. P. W., 2003, "Principles and Practice of Chromatography Book 1", Library
for Science, 12-15.

[76] Scott, R.P.W., 2007, "Liquid Chromatography Book 3", Library for Science, 37-47.

[77] Kellner, R., Mermet, J. M., Otto, M., Valcarcel, M., Widmer, H. M., 2004, "Anaytical
Chemisty: a modern approach to analytical science 2" edition”, Wiley-WCH, Germany, 65-
79

[78] Weston, A., Brown, P. R., 1997, "HPLC and CE: Principle and Practice 2" edition”,
Academic Press, San Diego, 24-79.

[79] Skoog, D. A., Holler, F. J., Nieman, T. A., 1998, "Enstriimental Analiz Ilkeleri birinci
bask1", Ceviri Editorleri: Kilig, E., Koseoglu, F., Yilmaz, H., Bilim Yayincilik, Ankara.

[80] Todoroki, K., 2011, "Development of novel fluorescence-derivatization-HPLC

methods enabling highly sensitive and selective analysis of biological compounds”,
Yakuga. Zasshi, 131(8): 1207-11.

90



[81] Kakinuma, M., Watanabe, Y., Hori, Y., Oh-i, T., Tsuboi, R., 2005, "Quantification of
hydroxyproline in small amounts of skin tissue using isocratic high performance liquid
chromatography with NBD-F as fluorogenic reagent”, J. Chromatogr. B, 824(1-2), 161-
165.

[82] Inoue, H., Kohashi, K., Tsurata, Y., 1998, "Simultaneous determination of serum and
urinaryhydroxyproline and proline by liquid chromatography using two fluorescent
labeling reagents”, Anal. Chim. Acta, 365(1-3), 219-226.

[83] Ahuja, S., Rasmussen, H., 2007, "HPLC Method Developement for Pharmaceuticals
8" edition", Elsevier Science, North Carolina, 32-40.

[84] Mevyer, V. R., 2004, "Practical High Performance Liquid Chromatography 4™ edition",
John & Wiley Sons, Switzerland, 9.

[85] Cazes, J., 2005, "Ewing’s Analitical Instrumentation Handbook 3™ edition"”, Marcel
Dekker, New York, 15-45.

[86] Skoog, D. A., Holler E. J., Crouch, S. R., 2007, "Principles of Instrumental Analysis
6" edition", Broooks & Cole, Canada.

[87] Sewell, P. A., Clarke, B., Kealey, D., 1987, "Chromatographic Separations”, John
Wiley & Sons, London, 13-80.

[88] Skoog, D., Holler, E. J., Neiman, T. A., 1999, "Enstriimantal Analiz Ilkeleri 5.Basim",
Bilim Yayincilik, Ankara, 739-741.

[89] Ahuja, S., Dong, M. W., 2005, "Handbook of Pharmaceutical Analysis by HPLC 6™
edition”, Elsevier, New York, 19-30.

[90] Weinberger, R., 2004, "Practical Capillary Electrophoresis 2" edition", Academic
Pres, San Diego, 125.

[91] Pico, Y., Fekete, A., Kopplin, P. S., 2007, "Food Toxicants Analysis: Techniques,
Strategies and Developments"”, Elsevier, Amsterdam, 561.

[92] Jongerson, J. W., and Lukacs, K. D., 1981, "Zone Electrophoresis in Open- Tubular
Glass Capillaries”, Anal. Chem., 53(8), 1298-1302.

[93] Li, S. F. Y., 1992, "Cappilary Electrophoresis 1* edition", J.of Chrom. Library vol 52,
Elsevier, Netherland.

91



[94] Jorgenson, J. W., 1986, "Electrophoresis”, Anal. Chem., 58(7), 743A-760A.

[95] Lunte, S. M., Radzik, D. M., 1996, "Pharmaceutical and Biomedical Applications of
Capillary Electrophoresis”, vol 2, Elsevier, England, 5-30.

[96] Heiger, D. N., 1992, "High Performance Capillary Electrophoresis: An Introduction”,
Hewlett-Packard Company, France, 136.

[97] Baker, D. R., 1995, "Capillary Electrophoresis 1* edition", John Wiley & Sons Inc.,
New Jersey, 1-51.

[98] Smith, N. W., Evans, M. B., 1994, "Capillary Zone Electrophoresis in Pharmaceutical
and Biomedical Analysis", J. Pharmaceut. Biomed., 12(5): 579-611.

[99] Ahuja, S., Jimidar, M., 2008, "Capillary Electrophoresis Methods for Pharmaceutical
Analysis", Elsevier, USA, 18-30.

[100] MacTaylor, C. E., Ewing, A. G., 1997, "Critical review of recent developments in
fluorescence detection for capillary electrophoresis”, Electrophoresis, 18(12-13): 2279-90.

[101] Chen, D. Y., Dovichi, N. J., 1994, "Yoctomole detection limit by laser-induced
fleorescence in capillary electrophoresis”, J. Chromatogr. B, 657(2): 265-609.

[102] Engelhardt, H., Beck, W., Schmitt, T., 1994, "Capillary Electrophoresis”, Vieweg,
Braunschweig, 8.

[103] Tang, G. Y., Yang, C., Gong, H. Q., Chai, J. C., Lam, Y. C., 2006, "Numerical
Simulation of Joule Heating Effect on Sample Band Transport in Capillary
Electrophoresis”, Anal. Chim. Acta, 561(1-2): 138-149.

[104] Altria, K. D., 1999, "Overview of Capillary Electrophoresis and Capillary
Electrochromatography”, J. Chromatogr. A, 856(1-2): 443-463.

[105] Bjergegaard, C. and Michaelsen, S., 1999, "Chromatography and Capillary
Electrohoresis in Food Analysis", Paston Prepress, Denmark.

[106] Chabai , H., Ouarezki, R., Guermouche, S., Guermouche, M. H., 2011, "Rapid
determination of oseltamivir phosphate in pharmaceutical preparation using monolithic
silica HPLC column”, J. Lig. Chromatogr., 34(17): 1913-24.

[107] Thatte, A. A., Kadam, R. J., Pramila, T., Bhoi, U. A., Deshpande, K. B., 2011,
"Development, validation and application of UV-spectrophotometric method for the

92



determination of oseltamivir phosphate in bulk and pharmaceutical dosage form", Int. J.
ChemTech Res., 3(2): 569-573.

[108] Laborde-Kummer, E., Gaudin, K., Joseph-Charles, J., Gheyouche, R., Boudis, H.,
Dubost, J. P., 2009, "Development and validation of a rapid capillary electrophoresis
method fort he determination of oseltamivir phosphate in Tamiflu and generic versions”,
J. Pharmaceut. Biomed., 50(3): 544-546.

[109] Raut, C. S., Gharge, D. S., Dhabale, P. N., Gonjari, I. D., Hosmani, A. H., Hosmani,
A. H., 2010, "Development and validation of oseltamivir phosphate in fluvir by UV-
spectrophotometer”, Int. J. PharmTech Res., 2(1): 363-366.

[110] Heinig, K., Bucheli, F., 2008, "Sensitive determination of oseltamivir and
oseltamivir carboxylate in plasma, urine, cerebrospinal fluid and brain by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry”, J. Chromatogr. B, 876(1): 129-136.

[111] Joseph-Charles, J., Geneste, C., Laborde-Kummer, E., Gheyouche, R., Boudis, H.,
Dubost, J. P., 2007, "Development and validation of a rapid HPLC method fort he
determination of oseltamivir phosphate in Tamiflu and generic versions”, J. Pharmaceut.
Biomed., 44(4): 1008-1013.

[112] Lindegardh, N., Hanpithakpong, W., Wattanagoon, Y., Singhasivanon, P., White, N.
J., Day, N. P. J., 2007, "Development and validation of a liquid chromatographic-tandem
mass spectrometric method for determination of oseltamivir and its metabolite osletamivir
carboxylate in plasma, saliva and urine”, J. Chromatogr. B, 859(1): 74-83.

[113] Zakeri-Milani, P., Barzegar-Jalali, M., Tajerzadeh, H., Azarmi, Y., Valizadeh, H.,
2005, "Simultaneous determination of naproxen, ketoprofen and phenol red in samples
from rat intestinal permeability studies: HPLC method development and validation”, J.
Pharmaceut. Biomed., 39(3-4): 624-630.

[114] Zakeri-Milani, P., Valizadeh, H., Tajerzadeh, H., Azarmi, Y., Islambolchilar, Z.,
Barzegar, S., Barzegar-Jalali, M., 2007, "Predicting human intestinal permeability using
single-pass intestinal perfusion in rat", J. Pharm. Pharm. Sci., 10(3): 368-379.

[115] Song, N. N., Li, Q. S., Liu, C. X., 2006, "Intestinal permeability of metformin using
single-pass intestinal perfusion in rats", World J. Gastroenterol., 12(25): 4064-70.

[116] Wagner, D., Spahn-Langguth, H., Hanafy, A., Koggel, A., Langguth, P., 2001,
"Intestinal Drug Efflux: Formulation and Food Effects”, Adv Drug Deliv Rev., 50: 13-31.

93



OZGECMIS
GULPEMBE HALAY

gulpembecoban_85@hotmail.com

Dogum Tarihi / Yeri: 04.01.1985/ KONYA
Medeni Durum: Evli
Uyrugu: T.C.

Egitim Geg¢misi:

2014 Subat-  Yiiksek Lisans, Usak Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Anabilim Dali

2004-2010 Lisans, Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Bolimii

1999-2003 Aksehir Selcuklu Lisesi (Yabanci Dil Agirlikli Siiper Lise Boliimii)

Gerceklestirilen Projeler:

o TUBITAK 211T007 no'lu proje (Baz1 Antiviral Ilaglarin Permeabiliteleri ile Dozaj
Formlarindan Tayini ig¢in Ters Faz Sivi Kromatografik Metodun Gelistirilmesi)- Arastirmact
Bursiyer

. TUBITAK 1147135 no'lu proje (Stvi Kromatografisi Sirali Kiitle Spektroskopisi

(LC-MS/MS) Teknigi ile Pazopanib ve ilgili Stres Bozunma Bilesiklerinin Incelenmesi ve Tayini

icin Metot Optimizasyonu)- Arastirmaci Bursiyer

Kongre ve Konferanslar:
. XV. Ulusal Kromatografi Kongresi, “Oseltamivir Fosfatin Intestinal
Permeabilitesinin Kapiler Elektroforez Yontemi ile Tayini”, 08-10 Nisan 2015, Usak, TURKIYE.
o XV. Ulusal Kromatografi Kongresi, “Diet Kolada Bulunan Aspartam, Sakkarin,
Fenil Alanin, Asesiilfam K ve Kafeinin Ters Faz Sivi Kromatografik Yontem ile Tayini”, 08-10

Nisan 2015, Usak, TURKIYE.

o XV. Ulusal Kromatografi Kongresi, Yerel Organizasyon Komitesi, 08-10 Nisan
2015, Usak, TURKIYE.
o VIIL. Ulusal Analitik Kimya Kongresi, “Lamividin'in intestinal Permeabilitesinin

Ters Faz S1tvi Kromatografik Yontem ile Tayini”, 01-05 Eyliil 2014, Kahramanmaras, TURKIYE.

o VII. Ulusal Analitik Kimya Kongresi, “Oseltamivir Fosfat'm Intestinal
Permeabilitesinin Ters Faz Sivi Kromatografik Yontem ile Tayini”, 01-05 Eylil 2014,
Kahramanmaras, TURKIYE.

. 1. Ulusal Organik Kimya Kongresi, 24-26 Eyliil 2014, Ankara, TURKIYE.

94



Sertifikalar:

HPLC (Yiiksek Performans Stvi Kromatografisi) cihazi kullanim sertifikasi
Kapiler Elektroforez cihazi kullanim sertifikasi

TS-EN I1SO 9001-2008 Kalite Yonetim Sistemi

Kurulus I¢i Kalite Denetgisi

OHSAS 18001:2007 Is Saglhig1 ve Giivenligi Yonetim Sistemi

TS-EN ISO 14001 Cevre YOnetim Sistemi

Burslar:
TUBITAK-Proje Bursu, 2014-2015 (10 ay)
TUBITAK-Proje Bursu, 2015 Ocak (6 ay)
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