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VALGANSIKLOVIR VE LAMiVUDININ PERMEABILITE VE BOZUNMA
URUNLERININ TAYINI iICIN METOT OPTIMIZASYONU

OZET

ilaclarin uygulama yollari ilacin 6zelliklerine ve tedavi amacina gére belirlenmektedir. Bu
uygulama yollari enteral, parenteral ve diger uygulama yollari olarak ¢ temel gruba
ayrilmaktadir. Oral (enteral) uygulama, en glvenli ve en kolay uygulama oldugu igin sistemik
etki etmek amaciyla en ¢ok tercih edilen uygulama yoludur.

Oral yolla verilen ilaglarin absorpsiyonu ve biyoyararlanimi tzerine ilacin fizikokimyasal
Ozellikleri, dozaj sekline ait faktorler ve fizyolojik faktorler Gnemli derecede etki etmektedir.
Oral yolla uygulanan ilaglarin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonlarinin kisith olmasi

duslk biyoyararlanim nedenlerinden biridir.

Biyofarmasotik siniflandirma sistemi (BCS) ilaglarin ¢ozindrlik ve permeabilitelerine gore
siniflandirildigi, Amidon ve ark. Tarafindan ortaya atilmis, bilimsel bir ¢ercevedir. Bu tez
calismasinda, antiviral ilaclardan olan lamivudine ve valgansiklovirinin intestinal
permeabiliteleri, Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi (BCS)’ne gore degerlendirilmistir.

Bunun igin ters faz sivi kromatografik yontem kullaniimistir.

Stress testleri, etkin maddelerin zorlanmis kosullardaki pargalanma Griinleri ve parcalanma
mekanizmalari hakkinda bilgi edinmek icin yapilir. Calismanin ikinci asamasinda ise,
lamivudine ve valgansiklovirin bozunma urunleri LC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir. Bu
amagcla etken maddenin asidik, bazik, oksidative, termal ve fotolitik kosullarda stres testleri
yapilmistir. LC-MS yontemi ile elde edilen m/z degerleri ve parcacik drneklerine dayanarak,

ilacin olasi bozunma mekanizmalari ve bozunma driinlerinin ne oldugu tahmin edilmistir.

Bilim Kodu

Anahtar Kelimeler : Lamivudin, Valgansiklovir, intestinal permeabilite, Bozunma triinleri,
YPSK, LC-MS/MS

Sayfa Adedi e
Tez Yoneticisi : Yrd. Dog. Dr. Senem SANLI



METHOD OPTIMIZATION FOR DETERMINATION OF PERMEABILITY AND

DEGRADATION PRODUCTS OF VALGANCYCLOVIR AND LAMIVUDINE

ABSTRACT

The types of application of drugs are determined by the drug properties and therapeutic
purposes of these drugs. These types of applications are divided into three basic groups as
enteral, parenteral and the other types of applications. Orally (enternal) type is the most

preferred because of its safety and easier application.

The physicochemical properties of drugs, the factors about the phsigological and dosage
forms are affected to absorption and bioavailability of orally administered drugs. The reason
of low absorption of the drugs which are orally used from gastrointestinal tract, is low

bioavailability.

Biopharmaceutical Classification System (BCS) is a scientific framework according to the
solubility and permeability of drugs put forward by Amidon et al. In this study, lamivudine
and valgancyclovir’s intestinal permeability were evaluated according to Biopharmaceutical
Classification System (BCS). For this purpose reverse phase liquid chromatographic method

was used.

The stress tests are performed to learn about the forced degradation products in terms of
active substances and degradation mechanisms. In the second part of these study, degradation
products of lamivudine and valgancyclovir were determined by LC-MS/MS method. For this
purpose, the active ingredient stress tests were performed in the acidic, basic, thermal and
photolytic conditions. According to m/z values and decomposition products, possible drug

degradation mechanisms and decomposition products were estimated.

Science Code

Key Words : Lamivudine, Valgancyclovir, Intesinal permeability, Decomposition
products, HPLC, LC-MS/MS
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1.GIRIS

Farmos6tik maddeler organik kimya biliminin gelismesine paralel olarak 20. ylizyilda insan
hayatina yaygin bir sekilde girmeye baslamis ve glinimize kadar kullanilan miktar ve
cesitleri de strekli artis gostermektedir [1].

Teshis, tedavi ve profilaktik amacla kullanilan ilaclar farkli yollarla uygulanmaktadir [2].
Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilan uygulama yolu oral yoldur. Oral yolla verilen
ilaglarin absorpsiyonu ve biyoyararlanimi tzerine ilacin fizikokimyasal Ozellikleri (partikl
blyaklaga, kristal sekli, polimorfizm, tuz-ester yapisi gibi), dozaj sekline ait faktorler (dozaj
seklinin tipi, Uretim degiskenleri, formulasyondaki diger bilesenler ve kullanilma oranlari) ve
fizyolojik faktorler (mide-bagirsak kanalindan gecis suresi, pH’s1, gastrointestinal membranin
kalinhgi, kan akis hizi, bireysel farkliliklar gibi) 6nemli derecede etki etmektedir [3].
Dolayisiyla biyolojik sivilarda disuk ¢ozinlrlik ve dusik ¢oziinme hizi, fizyolojik pH’larda
¢cozinmus ilacin stabilite problemi, biyolojik membranlardan dusik permeasyon, asiri
presistemik metabolizasyon ve gastrointestinal kanaldan absorpsiyonun kisitlanmasi oral yolla
kullanilan ilaglar icin biyoyararlanimin azalmasina neden olmaktadir. Biyoyararlanimla ilgili
problemleri giderebilmek icin farkli yaklasimlar bulunmaktadir. Genel olarak bu yaklasimlar
farmasotik, farmakokinetik ve biyolojik olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir [4]. ilag Griiniinin
fizikokimyasal Ozellikleri ve Uretim yontemi degistirilerek, formulasyonda degisiklikler
yapilarak farmasotik yaklasimla, kimyasal yapi degisiklikleriyle ilacin absorpsiyon,
metabolizasyon ve eliminasyonu dizenlenerek farmakokinetik yaklasimla veya ilacin
uygulama yolu degistirilerek biyolojik yaklasimla biyoyararlanim degistirilebilir. BCS
ilaclarin ¢ozindrluk ve permeabilitelerine gore siniflandirildigi, Amidon ve ark. Tarafindan

ortaya atiimis, bilimsel bir gercevedir.
1.1. Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS)

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi Amidon ve ark. (1195) tarafindan 6nerilmis ve FDA
( Food and Drug Administration) tarafindan uygulamaya konulmus bir sistemdir. Bu kavram,
tedavide kullanilan etkin maddelerin sudaki c¢ozundrlikleri ile bagirsaktan gecebilme
yetenekleri (permeabiliteleri) Uzerine kurulmustur. Bu etkin maddeleri kullanarak, oral kati
ilag sekilleri (tablet, kapsul, v.b.) ile formilasyonlari yapildiktan sonra bu sekillerden olusan



cozinme hizlar ile beraber degerlendirilmesine dayanir. Ozetlenirse BCS, oral Kati ilag

sekillerinden olusan biyoyararlanimi (g etken ile degerlendirir:

1- Sudaki ¢6zunarlik,
2- Bagirsak permeabilitesi,

3- Dozaj seklinden olusan ¢oziinme.

BCS, etken maddeleri asagidaki sekilde siniflar:

Sinif 1 : Yuksek ¢ozinarlik - yiuksek permeabilite

Sinif 2 : Dustuk ¢ozundrlik - yliksek permeabilite

Sinif 3 : Yiksek ¢ozunurlik - disuk permeabilite

Sinif 4 : Dustk ¢ozinarlik - dusik permeabilite

Bu siniflandirmaya ilaveten, dozaj sekilleri yavas veya hizl ¢éziinme olusturmalarina gore de

ayrilirlar [5].

1.1.1. Gozunurluk

ilaci piyasaya cikartacak firmanin hazirladii, en yiiksek dozlu dozaj seklindeki bir birim
(s6zgelimi 100, 200 ve 400 mg'lik tabletlerinden 400 mg olani), 250 mL veya ug¢ farkli
ortamda ¢ozlnebilmelidir. Bu ortamlarin pH’si genellikle 1,2, 4,5 ve 7,5'tir. Bu ortamlarda

tamamen eriyebiliyorsa, o etkin maddenin yuksek ¢ozunurluk gosterdigi kabul edilir.

1.1.2. Permeabilite

Bir etkin maddenin permeabilitesi, dolayli olarak insanlarda emilme oranina baghdir. Bu,
farmakokinetik ¢calismalarla saptanir. Diger bir yol da, in vitro hiicre kaltlrl (s6zgelimi Caco-
2) calismalaridir. Boyle yontemlerle % 90 emilme saptanirsa, o etkin maddeye, ylksek oranda
permeabl madde denir. Bir maddenin bagirsaklardan emilebilmesi icin 6nce bagirsak sivisinda
¢cozinmus olmasi gerekir. Bu amaca yonelik olarak ¢oziinme sayisi (dissolution number)
tanimlanmistir.

Cizelge 1.1'de bazi etkin maddelerin permeabiliteleri verilmistir:



Cizelge 1.1. Permeabilite tablosu

Etkin madde Permeabilite sinifi
Antipirin Yiksek
Kafein Yuksek
Karbamazepin Yiksek
Filuvastatin Yuksek
Ketoprofen Yiksek
Metoprolol Yiksek
Naproksen Yiksek
Propranolol Yiksek
Teofilin Yuksek
Verapamil Yiksek
Amoksisilin Dusuk
Atenolol Dusuk
Furosemid Dusuk

Yeni gelistirilmis bir jenerik Urinun biyoesdegerlik calismasindan muaf olarak piyasaya
cikabilmesi icin bu siniflandirmadaki yerinin tespiti ve bunun igin de bagirsak
permeabilitesinin tayini 6nemlidir. in-Situ intestinal permeabilite calismalari ilaclarin

bagirsak permeabilitelerinin tayini icin literatiirde en sik kullanilan yéntemdir.

1.2. Membranlardan Gegis Mekanizmalari

ilaglar bagirsak epitelinden transseliiler veya paraseliiler yollarla absorbe olmaktadir. (Sekil
1.1). Transselller absorpsiyon epitel hiicre membranindan, paraseliiler absorpsiyon ise epitel
hiicreler arasindaki siki kavsaklardan absorpsiyonu ifade eder [5-7]. Her iki absorpsiyon

yolunda da farkli mekanizmalarla gerceklesmektedir (Cizelge 1.2.).



b

1

@
Y

BAZAL

Sekil 1.1. intestinal absorpsiyon yollari (A) Paraseliiler difiizyon, (B) Siki kavsaklari diizenleyici
maddeler tarafindan artirilmis paraseliler difuizyon, (C) transseliiller pasif diftizyon (C* hiicre ici
metabolizasyon), (D) tasiyici aracih transseliler tasinma, (E) Apikal ylzeydeki polarize eksorpif
(efflux) mekanizmasiyla diizenlenmis transselller diftizyon, (F) transselller vezikiler tasinma

Cizelge 1.2. Membranlardan gecis mekanizmalari

Transselller absorpsiyon mekanizmalari Paraselller absorpsiyon mekanizmalari
Pasif Difuzyon Pasif Difuzyon
Aktif Tasima

Kolaylastiriimis Diflizyon

Vezikiler Tasima

1.2.1. Transseltler Absorpsiyon Mekanizmalari

Pasif Difiizyon

Bircok ila¢c molekull, bagirsak membranlarindan tasinirken yiksek konsantrasyondan disuk
konsantrasyona dogru hareket etmektedir. Bu olay pasif difizyon olarak adlandiriimaktadir.
Bu tasinma olayi igin enerjiye gereksinim olmayip, kendiliginden gerceklesmektedir. Hiicre
membraninin her iki tarafindaki ilag konsantrasyonu pasif difizyon olayini baslatan itici

guctur. Fick’in difuzyon kuralina gére ilag molekillerinin hareketi gerceklesir.




dQ /dt=D.AK (CGGC) /h

(1.1)
dQ/dt : Difuizyon hizi
D : Difuizyon katsayisi
A : Membran yuzey alani
K : Partisyon katsayisi
Cal - Gastrointestinal kanaldaki ila¢ konsantrasyonu
Cp - Plazmadaki ila¢ konsantrasyonu
h : Membran kalinhgi
Aktif Tasima

Aktif tasima, disitik konsantrasyon olan bdlgeden yiksek konsantrasyon olan bélgeye dogru
konsantrasyon farkina karsi tasinimi ifade eder. Tasiyici aracili membran gegisi olarak da
tanimlanmakta olup enerji gerektirir. Bu tastyicilar ilag molekdilleri ile kompleks olusturarak
membrandan gecerler. Membranin diger tarafinda ilag molekilint serbest birakirlar. Aktif
tasimada belli miktarda tasiyici mevcut oldugu icin yiksek ila¢ konsantrasyonunda tasiyicilar

doygunluga ulasacagindan ila¢ absorpsiyonu belli bir slire sonra degismeyecektir.

Kolaylastirilmis Diflizyon

Kolaylastiriimis difiizyon da aktif tasima gibi tasiyici aracili absorpsiyonu ifade etmektedir.
Ancak bu absorpsiyon mekanizmasindaki fark, yiksek konsantrasyondan disik
konsantrasyona dogru konsantrasyon gradyani ile ayni yonde tasinim olmasidir. Bu nedenle
enerji gerektirmez. Fakat aktif tasimada oldugu gibi doygunluk sdz konusudur. Benzer

yapidaki ilaglar tastyiciya baglanmak igin yarisirlar.

Vezikuler Tasima

Partikllerin hiicre icine ¢ekildigi veya hicre tarafindan ¢ézunduraldigi bir tasima yoludur.
Pinositoz ve fagositoz vezikiler tasima cesitleridir. Pinositoz kiicik ¢ézinmus maddelerin ve
sivilarin, fagositoz ise daha bulyidk molekillerin veya makromolekdllerin  makrofajlar
tarafindan hicre icine alinmasini ifade etmektedir. Endositoz ve ekzositoz ise sirasiyla
makromolekdllerin hiicre icine ve hiicre disina tasinmasi islemidir. Endositoz ve ekzositoz

esnasinda hicre membrani tasinacak olan molekdlin etrafini sararak vezikiul veya vakuol
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seklinde yapilar olusturur. Vezikiler tasinim cesitli blyik molekullerin ve proteinlerin

absorpsiyonuna olanak saglamaktadir [8].

1.3. Paraseltler Absorpsiyon

Paraselller yol, komsu hucreler (enterositler) arasindaki alan boyunca uzanan sulu bir ortam
olarak tanimlanmaktadir. Paraseliiler boslugun boyutu 10 ile 30-50 A arasinda olup, molekiil
biiyukligu 3.5 kDa (molekiil yarigapi 15 A)’nu asmayan molekiillerin gecisine olanak saglar
[9]. Paraseliler yolun sulu bir ortam olmasi nedeniyle suda ¢6zunmdas besin, iyon gibi kucik
maddelerin pasif diftizyon araciligi ile gecisi kolaylasmaktadir. Paraseluler tasinma, kiguk
hidrofilik molekiiller ve bazi ilaglarin ana absorpsiyon yolu olup paraseluler boslukta yer alan
su akimindaki degisiklikler maddelerin tasinmasini etkilemektedir. Paraseliler permeabilite
hiicrelerin apikal yizeylerinde yer alan ve absorpsiyon icin hiz sinirlayici bariyerler olarak

degerlendirilen siki kavsaklar tarafindan diizenlenmektedir [10-11].

1.4. Enfeksiyon

Enfeksiyon, mikroorganizmalarin vicut dokularina invazyonu ve burada c¢ogalmasi
sonucunda bulgularla birlikte immunolojik bir yanitin meydana gelmesidir. Enfeksiyon
etkenlerinin ¢ogunu mikroorganizmalar olusturmaktadir. Bunun yaninda, bazi pironlar
insanlarda ¢ogalarak enfeksiyon etkeni olmalarina karsin, klasik mikroorganizma grubuna
girmemektedir. Hastalik olusturabilen bir¢cok helmint insanda cogalmadigi ve gozle
gorulebilecek kadar biylk olduklari halde insanlarda enfeksiyon olusturabilmektedir.
Enfeksiyon etkenleri konakta cogaldiktan sonra immdinolojik, inflamatuar ve dejeneratif
olaylar gibi cesitli yanitlara neden olmaktadirlar; bu yanitlar 6zgul etkene goére degiskenlik
gostermektedir. Enfeksiyon etkenlerinin konakta olusturdugu imminolojik yanita 6rnek
olarak romatizmal ates ve otoimmun demiyelinize hastaliklar verilebilir. Romatizmal ates
grup A streptokoklarin membran antijenleri ile kalp miyofibrilleri arasindaki molekdler
benzerlik nedeniyle, capraz reaksiyon sonucunda meydana gelmektedir. Bunun yaninda,
otoimmun demiyelinize hastaliklar ise bir enfeksiyon sonrasi ya da inaktive virlsle asilama
sonucu sinir dokularina karsi olusmus yanlis immdanolojik yanita bagli olarak olusmaktadir.
Enfeksiyon etkenlerine karsi gelisen diger yanit inflamasyondur. Ozellikle bakterilerle olusan
enfeksiyonlarda, enfeksiyon bdlgesinde biriken polimorfonikleer 16kositlerin - cesitli

urtinlerine bagh olarak hastada ates ve halsizlik gibi olgular ortaya ¢ikmaktadir.



Enfeksiyonlara karsi gelisen dejenerasyon (6lim/azalma) ise daha ¢ok viral enfeksiyonlarda
gorilmektedir. Ornegin poliomiyelit olgularinda 6zellikle 6n boynuzi pons ve medulanin
motor ve otonom sinir hucrelerinde dejenerasyon gelismektedir. Ayrica kazanilmis immdan
yetmezlik sendromunda (AIDS) konakta viris miktari arttikca CD4+T lenfosit sayisinda
dikkat cekici bir azalma meydana gelmektedir.

Gunimuzde dogada kag cesit enfeksiyon etkeninin bulundugu ve bunlarin konakta hastalik
olusturabilmesi icin enfektif dozlarinin ne olmasi gerektigi kesin olarak bilinmemektedir.
Bunun en 6nemli nedenlerinden birisi de her gecen giin yeni etkenlerin mikroorganizma
duinyasina katilmasidir. Ustelik, mikrop diinyasinda isimlendirme ve siniflandirmada da hizla
degisiklik yapiimakta; bu da gerek etkenlerin gerekse yol agtiklari enfeksiyonlarin
ogrenilmesinde zorluklara yol agmaktadir.

Enfeksiyon hastaliklari etkenlerinin tanimlanmasi, hastaligin patogenezinde, teshis ve
tedavisinde en 6nemli basamagi olusturmaktadir. Bu etkenler belirli 6zellikleriyle birbirinden
ayrilmaktadirlar (Cizelge 1.3) [12-13].

Cizelge 1.3. Enfeksiyon etkenlerinin gruplandiriimasi

Aselluler
Prionlar (<5 nm)
Viroidler (<5 nm)
Virusler (20-30 nm)

Tek hucreliler

Prokaryotikler (200-2000 nm)
Bakteriler
Klamidyalar
Mikoplazmalar
Riketsiyalar

Okaryotikler (> 2000nm)
Mantarlar (maya)
Protozoonlar

Cok hcreliler
Mantarlar (kuf)
Helmintler
Acrtropotlar




1.4.1. Hepatit B Enfeksiyonu

Hepatit B diinyadaki en yaygin karaciger enfeksiyonudur. Karacigere dogrudan niifuz ederek
hasar veren hepatit B virisiniin neden oldugu bir hastaliktir. Kan, cinsel iliski, paylasilan ya
da tekrar tekrar kullanilan siringalar yoluyla, hamilelik ve dogum sirasinda hepatitli anneden
bebege gecer.

Vicut Hepatit B virlsu ile ilk kez Kkarsilasiyorsa "Akut Hepatit B", eger kan testlerinde 6
aydan uzun bir suredir Hepatit B virlsu ¢ikiyorsa "Kronik Hepatit B" olarak adlandirilir [16].
Kronik hepatit sirotik evrede olabilir veya siroza ilerleyebilir. Kronik hepatitler kronik viral
hepatit, otoimmun hepatit, ilaca bagh kronik hepatit ve kriptojenik (sebebi bilinmeyen) kronik
hepatit olmak Gzere 4 gruba ayrilir [14].

Sekil 1.2 HBV partikillerinin elektron mikroskobu goriintist

Elektron mikroskop gorintileri ile HBV ile enfekte bir hastanin serumundan izole edilen
orneklerde 42-47 nm capinda c¢ift katmanli “Dane partikllleri”’nin yani sira, 20 nm capinda
kire ve tubuler yapilarinda bulundugu 3 tip HBV partikili gézlemlenmistir (Sekil 1.3.). Bu
partiklllerin hepsinin ylizeyinde Hepatit B yizey antijeni (HBsAg) olarak adlandirilan ortak



bir antijenin dolasimdaki ylksek titresinin HBV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilabilecegi

takip eden yillarda kesfedilmistir [15].

1.4.1.1. HBV Enfeksiyonunun Belirtileri

Yenidogan bebekler hepatit B ile ilgili belirgin olarak herhangi bir belirti vermez. ilerleyen
yas belirti verme ile dogru orantilidir. Yas ilerledikce yapilan arastirmalar belirtilerin arttigini
gostermistir. Hepatit B'nin hastalik belirtileri; tim vicutta asiri halsizlik, ates, bas agrisi, istah
kaybi, bulanti, 6zellikle karaciger bolgesinin tzerinde agri ve hassasiyet, kabizlik veya ishal,
kas ve eklemlerde agri ve deride kizarikliktir.

Bunlar bir ¢ok hastalikta gorulebilir. Fakat karacigerin oldugu yerde agri, yapilan kan
testlerinde  karacigerdeki enzim miktarlarinin  artmasi ve sarihk bu hastaligin

belirtilerindendir.

1.4.1.2. HBV Enfeksiyonunun Tedavisi

Akut HBV enfeksiyonu eriskinlerde %90-95 oraninda kendiliginden iyilesmektedir. Diger
viral hepatitlerde oldugu gibi olgularin blyuk bir bélimiinde hastane tedavisine gerek yoktur.
Az sayida hastada akut donem klinik olarak agir gecer ve uzun sureli olur. Hastanede izlenen
akut HBV enfeksiyonlarinda tedavi genel olarak destekleyicidir. HBV enfeksiyonunun
kroniklesmesi s6z konusu oldugunda antiviral ilaclarla tedaviler denenir.

Kronik HBV enfeksiyonlarinda ¢ok sayida antiviral ajanin HBV'ye karsi etkinligi in vitro ve
hayvanlarda in vivo deneylerde arastiriimaktadir. Basta interferonlar (IFN) 6zellikle de IFN-
a2 HBV'nin replikasyonunu baskilamakta ve hastaligin remisyonunu saglamada belli bir
dizeyde etkinlik gostermektedir [16].

1.4.2. insan immiin Yetmezlik Virust (H1V) Enfeksiyonu

Enfeksiyonun etkeni olan virlis (HIV), lentivirus ailesine mensup bir retrovirlstir.
RetrovirUsler, tek sarmalli RNA iceren zarfli virislerdir. Reverse transkriptaz enzimi aracihgi
ile genetik materyallerini ¢ift sarmalli DNA'ya cevirip konakgl kromozomuna integre etme
ozelliklerine sahiptir. insan lenfositlerinin yiizeyinde, hiicre aktivitesi ve fonksiyonunda rol
alan spesifik glikoproteinler mevcuttur. CD4 hicre yuzey antijeni tasiyan lenfositler,
immunolojik reaksiyonlara yardim eden hicrelerdir. CD4 + lenfositler ayni zamanda HIV
enfeksiyonun primer hedefleridir. HIV enfeksiyonun seyri boyunca CD4 +T hiicre sayisi
giderek azalir, buna bagli olarak da AIDS igin karakteristik firsatgi enfeksiyonlar ve kanserler

ortaya ¢ikar [17].



1.4.2.1. HIV Enfeksiyonunun Belirtileri

HIV'nin vicuda girmesinden 2 ila 4 hafta sonra, kiside grip veya mononukleoz-benzeri
belirtiler ortaya cikabilir. Genellikle yiksek ates, lenfadenopati (lenf bezlerinin
sismesi), faranjit, ciltte yaygin dokintiler ve kirmizi lekeler, kas agrisi, halsizlik, basagrisi,
mide bulantisi ve kusma, karaciger biytmesi, kilo kaybi, pamukguk ve nérolojik belirtiler

goraliir. Enfekte olan Kisilerde bu belirtilerin tim, bir kismi veya hicbiri ortaya ¢ikmayabilir.

1.4.2.2. HIV Enfeksiyonunun Tedavisi

HIV infeksiyonunda virlst ortadan kaldiran bir tedavi henlz yoktur, ancak virisin
cogalmasini kontrol eden ilaglar vardir. Bu ilaglarin genel adi Antiretroviral ilaglardir. Bu
ilaclarla yapilan tedavi de antiretroviral tedavidir. Tedavide CD4 + hiicre sayisinin ylkseldigi
ve Ozellikle yogun tedavi ile yasam siresinin uzadigdi tespit edilmistir. Antiretroviral tedavide
gindeme gelen ilk ilaclar, "Reverse Transcriptaz" inhibitorleridir. Reverse Transcriptaz
enzimi, viriis RNA'sindan DNA sentezlenmesinde rol oynayan enzimdir. HIV ile istenmeyen

temasa maruz kalan saglik personeli ve HIV ile infekte gebe kadinlar tedavi edilmelidir [17].

1.4.3. Sitomegaloviris (CMV) Enfeksiyonu

Sitomegaloviriis enfeksiyonu, CMV virlsinin neden oldugu bir enfeksiyondur. CMV,
herpesvirus ailesinden cift zincirli DNA’ya sahip bir virtstiir [18]. immiin sistemi normal olan
konaklarda hi¢ belirti vermeyen CMV enfeksiyonu, acquired immune deficiency syndrome:
kazanilmis immun yetmezlik sendromu (AIDS) ve transplant hastalari gibi immin sistemi
bozulmus bireylerde ciddi sorunlara neden olmaktadir [19].

CMV orofarengeal sekresyonda, tukulrikte, idrarda, servikal ve vajinal sekresyonda,
spermatik sivida, anne sitiinde, ter ve kanda rezerve olur ve bireylerin direk ya da indirek

temasiyla bulasir [20].
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1.4.3.1. CMV Enfeksiyonunun Belirtileri

CMV'nin primer enfeksiyonu genellikle subklinik seyreder. Cocuklarda ve eriskinlerde virls
ile ilk temastan sonra 4-8 haftalik bir kulucka doneminin ardindan enfeksiy6z monontiikleazis
benzeri bir hastalik tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalik halsizlik, bitkinlik, kas agrilari,
atesin yikselmesi ve karaciger fonksiyon degerlerinde yukselme ile belirlenir. Hastalik
iyilestikten sonra viris vicuttan uzaklasmamakta ve diger herpes virlsler gibi yasam boyu
viicutta kalmaktadir. Glnimuzde AIDS'in giderek artmasina bagli olarak eriskinlerde gortlen
CMV enfeksiyonlari her gun biraz daha fazla saptanmaktadir.

Organ nakli sonrasi gelisen CMV enfeksiyonunun en Onemli etkilerinden gram negatif
basiller, Listeria monocytogenes, Pneumocystis Jiroveci ve mantarlari iceren mikrobiyal
ajanlarin yasami tehdit edici stiperenfeksiyonlarin gelismesidir.

CMV ayni zamanda koryoretinis, c¢esitli gastrointestinal hastaliklar, santral sinir sistemi

hastaliklari ve bazi tiplerdeki ateroskleroza da neden olabilmektedir [21].

1.4.3.2. CMV’nin Tedavisi

Sitomegaloviris enfeksiyonlarinin tedavisinde mevcut tedavi secenekleri sinirhdir. Etkili
antiviral ajanlar ganciclovir (GCV), valganciclovir, cidofovir, foskarnet ve fomivirsen olarak
bilinmektedir. Bu ilaglar birgok hastada klinik diizelme saglamakla birlikte oral yoldan kot
emilimleri, dusuk etki guciinde olmalari, zamanla olusan diren¢ gelisimi, doza bagimli yan
etkileri bulunmasi ve hospitalizasyona ihtiya¢ duyulmasi gibi bazi dezavantajlari mevcuttur
[22].
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1.5. Lamivudin

Formild

Kapali formuli

CgH11N303S

Sistematik Adi

4-amino-1-[(2R,5S)-2-(hydroxymethyl)-1,3-oxathiolan-5-yl]-1,2-dihydropyrimidin-2-one

NH,

[

P ' oH

Sekil 1.3. Lamivudin’in yapisi

Lamivudine, 1998 yilinda kronik hepatit B tedavisinde ruhsat alarak kullaniimaya baslanmis

olan ilk L-niikleozit analogudur [23]. Lamivudin virislere karsi savasan (antiviral) bir ilagtir.

Lamivudin HIV hucrelerinin vicutta cogalmasini engelleyerek calisir.

Lamivudin’in sivi formu ve 150 mg’lik formu AIDS’e sebep olan HIV enfeksiyonunun
tedavisinde kullanilir. Lamivudin HIV veya AIDS icin kokten bir tedavi degildir.
Lamivudin’in 100 mg’lik formu ise kronik hepatit B tedavisinde kullanilir [24].
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1.6. Valgansiklovir

Formild

O
NH
O
{\N% NH-

N

3

HoN O N

2 o
OH

Sekil 1.4. Valgansiklovir'in yapisi

Kapali formuli

C14H22N6Os

Sistematik Adi

2-[(2-amino-6-0x0-6,9-dihydro-3H-purin-9-yl)methoxy]-3-hydroxypropyl-(2S)-2-amino-3-
methylbutanoate

Valgansiklovir virtslere karsi savasan (antiviral) bir ilactir. Valgansiklovir virGslu hucrelerin
vicutta cogalmasini engelleyerek calisir. Valgansiklovir sitomegalovirlisi (CMV) tamamen
ortadan kaldirmaz, ancak enfeksiyonun kontrol edilmesine yardimci olur. Valgansiklovir
AIDS hastasi olan kisilerdeki CMV kokenli g6z enfeksiyonlarini tedavi eder, ayrica organ

nakli (bobrek, kalp veya pankreas) olan kisilerde CMV enfeksiyonunu onler [23].

13



1.7. Kromatografi

Ayrilmalari ¢cok gu¢ oldugundan, diger metotlarla yapilamayan maddelerin ayrilmalar
kromatografi metotlariyla yapilir [26]. Kromatografi birbirine fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
bakimindan benzeyen maddelerin, birbirinden ayrilmasini, taninmasini ve tayinini saglayan
yontemlerin genel adidir [27].

Kromatografik ayirmalar, biri sabit oteki hareketli olan iki faz arasinda gergeklestirilir.
Ayrilmasi istenen madde veya maddeler ¢ozinmis halde hareketli faza ilave edilir. Hareketli
faz sivi, gaz veya superkritik bir akiskan olabilir. Hareketli faz bir kolon icinde ya normal
gravitasyon kuvvetiyle ya da basin¢la kolondaki sabit faz icinden asagiya dogru indirilir. Bu
indirme esnasinda hareketli fazda ¢0ztinmus halde bulunan maddelerle sabit faz arasinda
fiziksel ve kimyasal bazi cekim kuvvetleri meydana gelir. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde igin
ayridir. Bundan dolayi hareketli faz, sabit faz icinden veya yuzeyinden asagi dogru inerken
icinde bulunan maddelerin kolon igindeki hizlari farkh olur. Sabit faz arasindaki g¢ekim
kuvveti en az olan kolon icinde en hizli yol alirken, sabit fazla arasindaki ¢ekim kuvveti en
cok olan en yavas yol alir. Kolona ayni anda enjekte edilen maddeler kolun ¢ikisina farkl
zamanlarda ulasirlar. Bu esnada her maddenin tanecikleri kendi aralarinda kiimeler meydana

getirerek kolondan asagiya dogru bantlar halinde yol alirlar [25].
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Sekil 1.5. Kromatografik ayirimin sematik olarak gosterilmesi
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1.7.1. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi

Yuksek performanshi sivi kromatografisi (YPSK), biyoteknoloji ve farmasotik endustri
alaninda arastirma ve gelistirmeden kalite glivenliginden ve validasyona uzanan islemlerin her
basamagindaki molekulleri teshis etmek, karakterize etmek ve saflastirmak icin kullanilan en
onemli yontemlerden birisidir. Cozelti halinde, ¢ozinur durumdaki molekallerin ayrilmasi ve
saflastirilmasi icin uygun bir yontemdir.

Gunumuzde YPSK, aminoasitler, peptitler, proteinler, karbonhidratlar, nikleik asitler ve
lipitleri kapsayan biyomolekdllerin bir¢ok sinifinin analizinde kullanilan bir tekniktir ve 40

yildan fazla zamandir kullaniimasina ragmen yerini alacak ¢ok az teknik mevcuttur [28].

Yiksek performansli sivi kromatografisinde kullanilan hareketli ve sabit fazlar

Kromatografide hareketli sivi faz olarak su dahil bitiin organik ¢ozuculer ve bu c¢ozuculerin
cesitli oranlardaki karisimlari  kullanilabilir. Bu karisimlar da dikkate alindiginda

kromatografide kullanilan hareketli sivi fazlarin, dolayisiyla ¢éziculerin sayisi ¢ok fazladir.

Sabit faz olarak da oldukca gesitli maddeler kullanilir. Bunlardan bazilari [26]:
Silikajel
Alumina
Komdr
Florisil
Kalsiyum karbonat ve kalsiyum oksit
Magnezyum karbonat ve magnezyum oksit
Diatome topraklari
Poliamitler
Nisasta
Toz seker
Talk
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1.7.1.1. YPSK Donanimi

YPSK sistemi, Sekil 1.6’da goruldigl gibi pompa, enjektdr, kolon, dedektor ve kaydedici
birimlerinden olusmaktadir. Analiz, ¢cozlclde ¢ozunmis 6rnegin sisteme enjekte edilmesi ile
baslar. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan drnek, kolon icinde bilesenlerine ayrilir.
Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan kaydedilir. Dedektor tarafindan
kaydedilen ve kaydediciye aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirihir [29].
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Sekil 1.6. Yiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik goérinisi

1.7.1.1.1. Pompa

Bir YPSK sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca akisini saglamaktir. Bir
YPSK pompalama sistemi igin gerekli sartlar sunlardir:

1. Ust basing sinirinin 400 atm (= 400bar = 6000 Ib/in®) olmasi gerekmektedir,

2 Normal ¢alisma basinci =100-200 atm olmalidir,

3. "Pulssuz" veya "puls” giderici ile birlikte kullaniimalidir,

4

Sinyal/guralti orani dustik olmalidir,
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Analitik uygulamalar icin 1-10 mL/dakika arahiginda akis saglamahdir,
Kullanilan ¢ozeltilere karsi eylemsiz olmalidir,
Sistem 610 hacmi distk olmalidir,

Cozelti degistirmek kolay olmahidir,

© © N o O

Bakimi ve tamiri kolay olmahdir,
10. Conta, halka, valf gibi kolay asinan parcalarin dayanikli ve yedek
parcalarinin kolay bulunabilir olmasi gerekir.
Bir YPSK sisteminde kullanilan pompalar sabit hacim pompalari ve sabit basing pompalari
olmak Uzere iki ana baslikta toplanabilir. Calisma farkliligina bagl olarak ise; pistonlu

pompalar, siringa pompalar ve pnématik pompalar olmak tzere tge ayrilirlar [30-31].

Pistonlu pompalar

Pistonlu pompalarda, pistonun geri hareketinde giris kontrol vanasi acilir ve silindire hareketli

faz dolar. Pistonun ileri hareketinde hareketli faz kolona aktarilir.
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Sekil 1.7. YPSK i¢in pistonlu pompa

Siringa tipi pompalar

1960 yillarinda gelistirilmistir ve yaygin kullanilan YPSK pompalari iginde en basit tasarima
sahiptir. Motor surusli bir piston (plunger) rezervuarda (siringa) bulunan siviyr aktarir. Bu
sistemin baslica Ustiinligu ¢ok dusik akis hizlarinda bile ¢ozucinin dogru aktariimasidir. En

onemli sakincasi ise bu pompalarda siringanin hacminin sinirli olusudur [28].
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Pndmatik pompalar

En basit pndmatik pompalarda sivi, sikistirillmis bir gaz ile basinglandirilabilen bir kap icine
yerlestirilmis, portatif bir kap icine konur. Bu tip pompalar pulssuzdur. Ancak kapasitesi
distk olup, cikis basinci disuktir ve ¢ikis hizi ¢oziicu viskozitesi ile kolon geri basincina
baghdir [27].

1.7.1.1.2. Enjektor

YPSK analizlerinde o6l¢imlerin kesinligini belirleyen faktér, numunenin kolon dolgu
maddesine gonderilmesinin tekrarlanabilirligidir. Asiri numune yuklenmis kolonlarda gorilen
bant genislemesi de kesinligi etkiler. Bu yuzden kullanilan hacim ¢ok kugcik olmalidir ve
sistemin basincini distrmeden numunenin sisteme girisinin saglanmasi gereklidir. Temel

olarak, el ile (manuel) ve otomatik olmak tzere iki tip enjektor vardir [27].

1.7.1.1.3. Kolon

Tipik YPSK kolonlari 10, 15, 25 cm uzunlugunda, kicik boyutlu partikil iceren (3, 5 veya 10
pMm) ve i¢ capl 4, 4,6 ya da 7,8 mm olan yiksek basinca dayanikli celik kolonlardir. Bu
boyutlar 6rnek kapasitesi, stirekli faz tiketimi, hiz ve ayiricilik agisindan yiiksek performans
saglayan degerlerdir. Kolonun kiiclk captaki partikillerle doldurulmasi ve verimli bir sekilde
calistirlimasi deneyim, beceri ve 6zel cihazlar gerektiren bir calismadir. Bu yizden cogu

YPSK kullanicisina hazir doldurulmus kolonlari kullanmalari 6nerilir [29].

1.7.1.1.4. Dedektorler

YPSK sisteminde anahtar bilesen dedektordir. Kromatografi ile ayrilan herhangi bir molekil
nitel veya nicel olarak anlaml sonuclar almak icin analiz edilir. Dedektoriin islevi numune
derisimi ile orantil elektriksel bir sinyal Uretmektir ve bu sinyal derisimdeki artisla dogrusal
olarak artmalidir. ideal bir dedektoriin bant yaylmasina katkisinin olmamasi sicakliktan,
etkilenmemesi, kullanilan strdkleyiciler icin sinyal dretmemesi ve numunedeki tim analitler
icin derisim araliginin tamaminda cevap Uretmesi gereklidir. Preparatif uygulamalarda

dedektor numuneye zarar vermemeli, numunenin geri kazanimina olanak saglamalidir [28].
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Bir dedektdrde bulunmasi gereken 6nemli 6zellikler sunlardir [27]:
Duyarlilik,
Genis bir dogrusal calisma araligt,
Iyi bir kararhlik ve tekrarlanabilirlik,
Universal ve akis hizindan bagimsiz kiiciik cevap zamani,
Dogru cevap, kosullarin degisiminden etkilenmeme,
Numuneyi tahrip etmeme,
Bant genislemesini azaltmak amaciyla, minimum i¢ hacim,

Ucuzluk ve kolay kullanimi.

YPSK'da en ¢ok kullanilan dedektor tipleri sunlardir [27-28]:

Fotometrik dedektorler (UV/GB, Floresans, Dizi diyot, Infrared)Kirilma indisi,
Floresans,
Elektrokimyasal,

a) Amperometrik,

b) Kulometrik,

c) iletkenlik,
Radyoaktivite,
Isik sagilmasi,

Ktle spektrometri dedektorleri.

Bu calismada UV/Gorunir Bolge (DAD) dedektori kullanildigindan, sadece bu dedektérden

bahsedilecektir.

1.7.1.1.4.1. Ultraviyole-Gorunur Bolge Dedektoru

YPSK icin en c¢ok kullanilan dedektorler ultraviyole (UV) ve gorundr boélge (VIS)
spektrofotometrelere dayanir. Bunlar secici dedektorler olarak siniflandirilir ¢linkii sadece

uygun spektral karakteristiklere sahip bilesikler saptanir. UV/VIS dedektérler Lambert-Beer
yasasina uyan cevap Uretir. Absorbans, gegen is1gin fraksiyonu ile orantihdir.
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A= ebc= Iong”
(1.2)

Bu esitlikte € molar absorptivite veya molar ekstinksiyon katsayisi, b cm olarak hiicre yol
uzunlugu, ¢ mol/litre olarak numune derisimi, lp referans isik siddeti ve | numune 1sIk
siddetidir [28].

Hicreden gecen analit, bir miktar UV sinini absorblar ve dedektor tarafindan bu
absorbsiyona bagli olarak bir sinyal olusturulur Bu sinyal, analit derisimi ile orantilidir. Tek
bir dalga boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi bir monokromator ile gesitli dalga
boylarini secerek calisan dedektorler de vardir. Tek dalga boyunda calisan dedektérlerde 11k
kaynagi olarak genellikle 254 nm’de 1sima yapan Hg lambasi, c¢esitli dalga boylarini 6lcebilen
dedektorlerde ise doteryum lambasi kullanilir. Dalga boyunun her bir bilesene gore
ayarlanabilmesi nedeni ile secimli bir dedektor tiri olan UV-gorinir bolge dedektor
sisteminde secilen ¢ozuculerin UV 1sinlarini absorpladigi dalga boylarina dikkat edilmeli ve
secilen calisma dalga boyu ¢dzicunun absorpsiyon yaptigr dalga boyu degerinden yuksek
olmalidir. Bu durum o6zellikle distk dalga boylarinda absorpsiyon yapan 6rnekler igin son
derece énemlidir (CH3OH 205 nm, CH3CN 190 nm, v.b.). Ayrica elue edicinin pH degerinin
UV-gorinir bolge spektrumunu etkileyecegi de g6z ondnde bulundurulmalidir. En gucli
ultraviyole spektrofotometrik dedektorler diyod-dizili cihazlardir. Bu cihazlar, spektrumun
tamami icin gerekli olan verileri yaklasik bir saniyede toplayabilmektedir. Boylece, her bir
kromatografik pik icin spektral veriler, analit kolondan c¢ikarken toplanip saklanabilir.
Tdrlerin teshisine ve kantitatif tayin icin sartlarin secimine yardimci olan bu spektrum sekli,

uc boyutlu grafik olarak verilebilmektedir [27].
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Sekil 1.8. YPSK'da kullantlan bir UV dedektori

UV/VIS dedektdrin Usttnlikleri

Yiiksek duyarlilik (107°- 107,

Yuksek secicilik,

200 nm'nin altindaki dalga boylarinda universale yakin 6zellik gostermesi,

Bircok YPSK c¢ozlcusi ile dusuk zemin sinyali Gretmesi, bu ylzden gradient
suruklenmeye uygun olmasi,

Numuneyi tahrip etmemesi,

Kolay calisma imkanidir.

UV/VIS absorbans dedektorlerinin sinirlamalari

Analitin absorbansinin UV veya gorinur boélgede olmasi gerekliligi,
Cozicilerin UV gozlenebilme degerinin altindaki dalga boylarinda calisilamamasi,
Belirli bir dalga boyunda molekdllerin absorptivitesine bagli olarak yanitin

degismesidir. [28].

1.7.1.1.5. Kaydedici

Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildigi sistemlerde hareketli faz akis hizi, enjektor,
kolon firini, 6rnek alma sistemi, detektor ve veri kaydi sistemi merkezi bir veri kayit cihazi ile

kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanilmasi kromatografik sistemde
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tekrarlanabilirligi arttirmakta, sistem validasyon parametrelerinde daha dogru degerler elde

edilmesine olanak saglamaktadir [27].

1.7.1.2. YPSK’da Yontem Gelistirme

Numune hakkinda bilgiler ve ayirma amacinin tanimlanmasi,

Ozel bir YPSK teknigi veya numune én isemine gerek olup olmadigi,
Dedektor ve ilgili ayarlarin secimi,

Ayirma kosullarinin optimizasyonu,

Ozel bir yontem icin problem ve kosullarin kontroli,

Saflastiriimis materyalin geri kazanimi,

Nitel ayar,

Nicel yontem,

Rutin uygulamalar igin yontemin validasyonu.

1.7.1.3. Ters Faz Sivi Kromatografisi

Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz sabit faza gore daha fazla polardir. En ¢ok
kullanilan, kimyasal olarak baglanmis fonksiyonel grup tasiyan sabit fazlardan biri ODS (18
karbon atomu zincirinden olusan oktadesilsilan)'dir. Bunun yani sira fonksiyonel grup olarak
daha kisa zincirli (C8, C2 gibi), fenil ve siyano (CN) baglanan sabit fazlar da kullantlir.
Ters-faz sivi kromatografisinde hareketli faz bileseni olan tampon ¢ozeltiler 6nemlidir. Bu
cozeltileri hazirlarken suyun oldukca saf olmasi gerekir. Diger dnemli hareketli faz bilesenleri
ise, suyla karisabilen organik ¢ozuculerdir. Hareketli fazlarda kullanilan organik ¢ozucdler ile
polariteleri ve elutropik dizilisleri Cizelge 1.4'de verilmistir.

Ters-faz sivi kromatografisinde genellikle apolar maddelerin ayrimi gerceklestirilir. Uzun
zincirli sabit fazlar (C18) daha apolar maddelerin, kisa zincirli sabit fazlar (C8, C2) ise polar
maddelerin ayrilmasinda kullanilir. Buna gére polar maddeler uzun alkil zincirli sabit fazlarda

daha az tutunurken, apolar maddeler de kisa zincirli sabit fazlarda daha az tutunurlar [31-34].
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Cizelge 1.4. Cozucdlerin fiziksel dzellikleri

Cozicu RI GB Viskozite | KN d P’

(nm) | (cP) (°C)

Cut-

off
n-Pentan 1,358 | 210 0,23 36,0 7,1 0,0
n-Hegzan 1,375 | 210 - 68,7 7,3 0,0
n-Heptan 1,388 | 210 0,41 98,4 7,4 0,0
Siklohegzan 1,427 | 210 1,00 81,0 8,2 0,0
izopropil eter 1,368 | 220 0,37 69,0 7,0 2,2
2-kloropropan 1,378 | 225 0,33 34,8 - -
Toluen 1,496 | 285 0,59 110,6 |89 2,3
1-kloropropan 1,389 | 225 0,35 46,6 8,3 -
Klorobenzen 1,525 | 280 0,80 132,0 |96 2,7
Benzen 1,501 | 280 0,65 80,1 9,2 3,0
Bromoetan 1,424 | 225 0,41 38,4 8,8 3.1
Etil eter 1,353 | 220 0,23 34,6 7,4 2,9
Kloroform 1,443 | 245 0,57 61,2 91 4.4
Diklorometan 1,424 | 245 0,44 41,0 9,6 3,4
Tetrahidrofuran 1,408 | 222 0,55 65,0 91 4,2
Metil etil keton 1,381 | 330 0,43 79,6 - 4,5
Aseton 1,359 | 330 0,32 56,2 9,4 54
Dioksan 1,422 | 220 1,54 1040 |98 4,8
Etil asetat 1,370 | 260 0,45 77,1 - 4,3
Metil asetat 1,362 | 260 0,37 57,1 9,2 -
Dimetil sulfoksit 1,478 | 270 2,24 190,0 | 12,8 |65
Anilin 1,586 | 325 4,40 1840 |- 6,2
Nitrometan 1,394 | 380 0,67 1008 | 11,0 | 6,8
Asetonitril 1,344 | 210 0,37 80,1 118 | 6,2
Propan-2-ol 1,380 | 210 2,30 82,4 10,2 | 4,3
Etanol 1,361 | 210 1,20 78,5 11,2 |52
Metanol 1,329 | 210 0,60 65,0 129 |66
Etilen glikol 1,427 | 210 1,90 198,0 | 14,7 |54
Asetik asit 1,372 | 251 1,26 1185 | 124 | 6,2
Su 1,333 | <190 | 1,00 100 23,3 |90

23



RI : Kirllma indeksi
CB cut-off  : Goriindr bolge, bu dalga boyunun altinda ¢ozicl kullanilamaz
Viskozite : Viskozite

KN : Kaynama noktas
d : Hildebrand ¢ézlnarlik parametresi
P’ : Polarite indeksi, Rohrschneider’s verileriyle hesaplanan

1.7.2. Sivi Kromatografik Analizler igin Saptanmasi Gereken Validasyon Parametreleri

1. Sistem uygunluk testi parametrelerinin tayini
2. Dogruluk
3. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik (enjeksiyonlar arasi)

Orta kesinlik

Tekrar edilebilirlik
4. Secicilik
5. Teshis sinir (LOD)
6. Tayin alt siniri (LOQ)
7. Dogrusallik
8. Aralik
9. Duyarlilik
10. Saglamlik
11. Tutarhhk
12. Kararlihk

Sistem uyqunluk testi parametrelerinin tayini

Cihazin validasyonu ve gelistirilen analitik yontemin diger validasyon parametrelerinin

hesaplanmasindan énce en basta yapilip bulunulmasi gereken degerlerdir.
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Dogruluk

Analizler sonucu elde edilen degerlerin dogru veya gercek degere yakinliginin 6lcisu
dogruluk olarak tanimlanir. Dogruluk herhangi bir sistemik hata veya gelistirilen yéntemle
elde edilen degerlerin dogru degerden sapmalari hakkinda fikir verir. Dogruluk, numunenin
hazirlanisinin  etkisini  olger. Geri kazanimin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon
esitliginin, esas analizde dogrusallik olarak verilen esitlikle ayni olmasi gereklidir. Ortama

ilave edilen analitin, analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir.

Kesinlik

Analiz icin gelistirilen sivi  kromatografik yontemin gercek calisma kosullarindaki
tekrarlanabilirliginin 6lgistudir. Analizi yapilan ilag etken maddesinin gelistirilen sivi
kromatografik yontemle elde edilen sonuglarinin birbirine yakinliginin élgtsudir. Sonuclar
%BSS veya %VK (validasyon katsayisi) olarak ifade edilirler.

Olctim yapilan her bir derisim diizeyi icin en az 5-6 tayin yapilmalidir. Elde edilen sonuglarin
en az 5 tanesinin sonucunun %BSS'si teorik degerin %15'inden daha fazla sapmamalidir.

Kesinlik (¢ kisimda hesaplanir.

Tekrarlanabilirlik (enjeksiyon arasi) : Kisa zaman dilimindeki ayni islem kosullari altindaki

(ayn1 anda hazirlanmis ¢ozelti, hareketli faz, kolon sartlari vb.) kesinligi ifade eder.

Orta kesinlik: Ayni giinde, farkli ¢ozeltiler hazirlanip analiz edilerek saptanan bir kesinlik

derecesidir.

Tekrar edilebilirlik: Gelistirilen sivi kromatografik yontemin farkl sartlarda, farkli glnlerde,

farkli laboratuvarlardaki kullaniminin kesinligini belirtir.

Secicilik
Sivi kromatografik bir yontemin seciciligi, analizi yapilacak numunede var olan ve analizi
yapilacak maddeyle girisim yapabilecek diger bilesenlerin yaninda analiz edilmek istenilen

maddenin o6lc¢llebilme kabiliyetidir. Seciciligi olmadigi veya yeterli olmadigi bir

kromatografik analiz yonteminin diger performans parametreleri de anlamsizdir.
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Teshis sinir1 (LOD)

Analizi yapilan 6rnegin kromatogramdaki pikinin ve yerinin belirdigi ama miktar tayini
sinirlari igerisine girmeyen en alt derisimidir. Birkag¢ yolla bulunabilir. Yapilan deneylerden
elde edilen sonuclarin kullanildigi hesaplamalardan bulunabildigi gibi, dogrudan goézlenerek

de bulunabilir. Hesaplamak icin kullanilan formil esitlik de verilmistir.

3.3xs
m

LOD =

(1.3)

Tayin alt siniri (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir dizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi, dogrusallik araligi disinda olan veya araligin en alt sinirini olusturan derisim
dizeyidir. Yapilan deneylerden elde edilen sonuglarin kullanildigi hesaplamalardan
bulunabildigi gibi, dogrudan gozlenerek de bulunabilir. Hesaplamak igin kullanilan forml
esitlik de verilmistir.

10xs
LOQ =

(1.4)

Dogrusallik

Derisime karsi analit cevabinin gelistirilen yontemde dogru orantili olarak degismesi ve
cizilen grafikte cevabin diiz bir ¢izgi Uzerinde yer almasidir. Korelasyon (r) ve tayin (r%)
katsayisi dogrusalligi veren parametrelerdir.

Degisik derisimdeki analitin kromatogramlarindan elde edilen cevap degerlerine karsi derisim
miktarlari regrasyon analizi ile matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik analit cevap
degerleri cizilen dogru iizerinde ne kadar yer aliyorsa ve r veya r’ degerleri 1'e ne kadar

yakinsa saglanmis demektir.

Aralik

Aralik yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gegerli oldugu alt ve st

sinirlar arasinda yer alan derisim araligidir.
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Duyarhilik

Duyarlilik, dogrusalligin gecerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir.

Saglamlik

Gelistirilen bir kromatografik yontemin analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden
etkilenmeden kalabilme kapasitesidir. Bu parametreler, hareketli faz kompozisyonunda

bulunabilen organik ¢ézlcinin ylzdesi, pH, iyonik gug, sicaklik vb. etkenlerdir.

Tutarlihik

Yontemin gercek kullanim kosullari altinda tekrar edilebilirliginin bir 6lgisudir. Bunun igin
gelistirilen bir calismanin, ayni laboratuvarda farkl analizciler tarafindan, farkli laboratuvarda
benzer cihazlarda, reaktif ve cozicllerin markalari degistirilerek, farkli gunlerde, farkl
sicakhiklarda yapilmasi gibi normal test parametrelerinin degistirilmesi, YPSK yonteminde

kolon degisimi ile deneylerin tekrarlanmasi sonucunda saptanir.

Kararlilik

Kararlilik, Amerikan Farmakopesi tarafindan yapilmasi zorunlu bir validasyon parametresi
olarak tanimlanmakla birlikte, tekrar edilebilir ve glvenilir sonuglarin elde edilebilmesi igin
tavsiye edilen bir validasyon basamagidir. Kararliliklarini belirli bir stire koruyabilen numune,
standart madde ve ¢ozicilerle tekrarlanabilen, dogru ve kesin sonuglar elde edilir. Kararlilik
calismasi icin ne kadar surreye ihtiya¢ duyuluyorsa (1 gun, 1 hafta, 1 ay, 1 yil) o kadar sure
icerisinde gergeklestirilmelidir [28].
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1.8. Sivi Kromatografisi-Kitle Spektrometrisi (LC-MS)

Kiitle spektroskopisi teknigi 1950'li yillardan beri kullanilan bir tekniktir. iyon, elektriksel
alan ve vakum olarak Ozetlenebilecek ¢ ana esas Uzerinde calisir. Teknigin temeli gaz
fazinda, Uzerinde elektriksel yik tasiyan bilesenlerin vakumlanmis boslukta uygulanan
elektriksel veya manyetik alanda ugurulmasina dayanir. Bilesenler kitle/yuk oranlarina gore
elektriksel alanda ucus farkliliklari gostermekte ve bu farktan yararlanilarak birbirlerinden
ayrilabilmektedir. Birbirinden ayrilan iyonlar uygulanan elektriksel veya manyetik alan ile
yonlendirilip bir yizeye carptirilarak elektrik sinyali olustururlar. Boylece iyonik bilesenler
hem birbirinden ayrilmis hem de miktarlariyla dogru orantili olarak sinyale ¢evrilmis olurlar
[28].

LC-MS birgok amagc icin kullanilan yuksek secicilik ve hassasiyete sahip gucli bir tekniktir.
Genellikle belli bir karisim icerisinde bilhassa ugucu olmayan karmasik organik ve
biyokimyasal karisimlardaki kimyasal maddenin miktarini belirlemek icin kullantlir [35].

Bir kitle spektrometresi ile ikinci bir kitle spektrometresi birbirine baglanarak birlikte
kullanilabilir (MS/MS). Bu yontemde birinci kutle spektrometresinde yumusak iyonlastirma
yoluyla belli bir maddenin molekil iyonu bol miktarda dretilir ve ikinci Kkitle
spektrometresinde bu molekil iyonunun pargalanma drlnleri daha duyarli bir bigimde
saptanir. Ayrica, iki kitle spektrometresini ardarda baglamakla birinci spektrometreyi belli bir
(m/e) degerine ayarlayarak 6rnekte bulunan maddeleri birbirinden hizli bir sekilde ayirmak ve
ikinci spektrometre ile de ayrilan bu iyonu veya parcalanma trlnlerini izlemek mimkin olur.
Boylece, LC-MS yontemlerinde kullanilan kromatografi aletlerinde oldugu gibi, érnekteki
birlesenlerin kromatografi kolonundan ¢ikisini belli bir stire beklemek gerekmez [36].
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Sekil 1.9 Agilent marka bir LC-MS/MS cihazi

LC-MS sistemlerinde atmosferik basingta bilesenleri sivi fazdan gaz fazina gegiren ve bir
yandan da iyonlastiran birtakim teknikler uygulanmaktadir. API odaciklar kullanilan
iyonlastirma teknigine gore elektrosprey iyonlastirma (ESI), atmosferik basingta kimyasal
iyonlastirma (APCI) ve atmosferik basincta foto iyonlastirma (APPI) olarak cesitlenmektedir.
ESI yonteminde MS'ten ¢ikan maddeleri tasiyan hareketli faz elektriksel bir alanda azot gazi
yardimiyla sprey edilmektedir. Sprey asamasinda sivi hareketli faz damlaciklara donismekte
ve bu damlaciklar giderek kuculerek igerisindeki iyonlar Coulomb patlamasiyla sivi fazdan
kurtulup uygulanan elektrik alani yardimiyla kutle ayristiriciya dogru hizlandirilmaktadir.
Kutle ayirictya gelmeden iyonun etrafindaki olasi ¢oziclyl ugurmak igin ¢ozicl ugurma
(desolvatizasyon) (nitesi bulunur. Bu bolimde iyonlara karsidan sicak azot verilir ve
¢ozlcunin tamamen buharlasarak iyonun tamamen gaz fazina gegmesi saglanir.

APCI yonteminde MS'den ¢ikan hareketli faz piskirtme asamasinda 120°C’ye isitilir ve sivi
hareketli fazin gaz fazina donismesi saglanir. Gaz fazina donlsen hareketli faz elektrik yikli
bir igneye dogru puskartalir. Gaz fazindaki hareketli faz iyonlar ya da puskdrtiici gazin

olusturdugu iyonlar ile hareketli fazin tasidigi maddeler arasinda proton aktarimi ya da
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birbirlerine eklenme yolu ile iyonlastirma gerceklestirilir. Akabinde olusan iyon, kitle
analizorine girmeden desolvatizasyon unitesine geger.

APPI yonteminde APCI yontemimde oldugu gibi MS'den c¢ikan hareketli faz plskirtme
asamasinda 120°C'ye isitilir ve sivi hareketli fazin gaz fazina donusmesi saglanir. APPI
yonteminde APCl'daki yikli igne yerine UV radyasyonu yayan bir UV lambasi kullantlir
[28].

LC-MS sisteminde kullanilan hareketli fazlar

LC-MS sisteminde iyonlastirma puskirtme yontemiyle yapildigindan hareketli fazin akis hizi
plskdrtme sirasinda olusan damlacik biydkligind, dolayisiyla analizére giren iyon miktarini
degistirebilmektedir. Bu nedenle bilinen YPSK analizlerinde kullanilan akis hizlarindan daha
dustik akis hizlari (0,1-0,2 mL/dakika) tercih edilmektedir. Yavas akis hizi, iyonlastirma
odacigindaki puskurtmenin verimini arttirmaktadir.

Kullanilan hareketli faz bakimindan da konvaksiyonel YPSK calismalarindan farklilik
gostermektedir. LC-MS calismalarinda kullanilan hareketli faz igeriklerinde ugucu olmayan
bilesenler kullaniimamalidir [28].

LC-MS calismalarinda iyonlastirma odaciginda bilesenlerin iyonlasmasini saglamak icin
hareketli faza ugucu 6zellikteki H* ya da OH™ kaynaklari eklenmelidir. Genellikle asetik asit,

formik asit ve amonyak c¢ozeltileri bu amacla kullanilir [37].

1.8.1. Iyonizasyon Bolumii

Bir molekul, atom veya iyondan bir elektron uzaklasmasi olayina iyonizasyon denir.
Iyonlastirma teknikleri; gaz, sivi ve kati gibi maddenin farkli fiziksel durumuna ve maddenin
1sisal kararlihgina bagh olarak secilir [38].

1.8.2. Kutle Analizorleri

Kitle analizérleri bilesenlerin gaz fazinda ucurulup m/z oranlarina gore birbirlerinden
ayrildigi bolimdur. LC-MS sistemlerinde siklikla kullanilan kitle analizorleri dort ¢ubuklu

(quadrupole), iyon tuzagi ve ucus zamanl kitle analizorleri ile seri baglanmis quadrupole

kiitle analizorlerinden olusmus tandem-ucli quadrupole analizérleridir [39].
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1.8.3. Dedektorler

Kutle analizorlerinde ayrilmis iyonlarin garparak elektriksel sinyal rettikleri kisimdir. Genel
olarak ¢ farkl tip dedektor kullanihir. Birincisi elektron ¢ogalticilardir. Bu tip dedektorlerde
iyonlar bir dinota carparak elektron koparirlar, kopan elektron boynuz seklindeki ¢ogalticiya
girerek elektrik sinyali olusturur.

ikinci tip dedektor, dinotlu foto cogalticidir. Bu dedektérde iyonlar dinota carparak bir
elektron kopartirlar. Kopan elektron bir fosfor kaynagina carparak foton emisyonu yaratir ve
foton katoda ulasir. Ardindan da bir cogaltici tarafindan elektrik sinyaline cevrilir. Bu tip
dedektorler elektron ¢ogaltici dedektdrden daha uzun émurlidr.

Uciincli tip dedektor ise mikro kanalli yizeydir. Bu dedektorler cok hizh sinyal uretirler.

Duyarliliklari diger dedektorlerden ustindir [28].

1.9. Literatur Taramalari

1.9.1. Lamivudin ile yapilan calismalar

Bedse ve arakadaslari (2009), lamuvidinin bozunma drinlerini ICH Klavuz Q1A(Ry)'ye
uygun olarak (asidik, bazik-n6tr ortamlarda, oksidatif, fotolitik ve termal stres kosullarinda)
tayin etmislerdir. Yapilan deney sonuclari sonucu, maddenin notr ortamda, 11k ve termal stres
altinda kararh oldugu fakat, asit, oksidatif ve alkali ortamlarinda ise bozundugu tespit
edilmistir. Ayrica 6zellikle oksidatif ortamda ilacin bozunma yiizdesinin oldukca fazla oldugu
belirtilmistir. Sivi kromatografik deneyler sonucu, 5 bozunma Uriinl tespit edilmis ve bu

urtinlerinin belirlenmesinde LC-MS/TOF yontemi kullantimistir [40].

Balasekarreddy ve arkadaslari (2010), lamivudin ve stavudinin eszamanli tayini ic¢in basit,
hizli, hassas ve dogru izokratik ters faz kararhih§i gosteren RP-HPLC metodu
gelistirmislerdir. Ayirmada YMC Pack C8 (150mm x 4,6mm, 5u) kolonu kullaniimistir.
Mobil faz olarak 90:10 (v/v) su-metanol ve tampon cozelti olarak amonyum asetat (pH 3,5)
kullanitimistir. Akis hizi 1,0 mL/dakikadir. Bu kosulda alikonma sireleri, lamivudin igin 3,087
ve stavudin igin ise 6,09 olarak bulunmustur. Calisma dalga boyu olarak 265 nm secilmistir.
Kalibrasyon grafigi lamivudine icin 20-220ug/mL (r=0,99997), stavudine i¢in ise 5-50pug/mL
(r=0,99989) araliginda cizilmistir [49]. Gelistirilen yontem farmasotik dozaj formlarina

uygulanmistir. ikinci asamada ilaclar, asit, baz, peroksit, termal, fotolitik ve nem stres
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testlerine tabi tutulmustur. YUlzdesel olarak hesaplamalar sonucu, en fazla bozunma asidik

ortamda, en az ise peroksit ortaminda bozunma gozlenmistir [41].

Krishnareddy ve arkadaslari (2011), lamivudinin tabletlerde analizi icin basit, hizli ve hassas
ters faz yuksek performansli sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Kolon olarak C18
(250mm x 4,6mm, 5um) kullaniimistir. %0,1 orto fosforik asit, asetonitril ve metanol
20:45:35 (v/viv) iceren mobil faz kullaniimistir. Akis hizi 1,0 mL/dk olarak ayarlanmis ve UV
dedektor ile 271 nm'de 6lcum gerceklestirilmistir. Bu kosullarda analiz siiresi 6 dakikadir,
Kalibrasyon dogrusu 0,1mg/mL-0,5mg/mL araliginda c¢izilmistir ve tespit limiti 20ng

bulunmustur. Geri kazanma standart ilave metodu ile %91,3 olarak hesaplanmistir [42].

Kumar ve arkadaslari (2013), zidovudin, lamivudin, ve nevirapinenin insan plazmasindan es
zamanli tayini icin LC-MS/MS yodntemi gelistirmislerdir. Mobil faz olarak %0,1 formik asit
(suda) ve metanol karisimi (15:85, v/v) kullaniimistir. Konsantrasyon araligi zidovudin ve
lamivudin igin 5-1500ng/mL, nevirapinen i¢in 10-3000ng/mL olarak belirlenmistir. Numune

hazirlik asamasinda kati faz ekstraksiyonu kullaniimistir [43].

1.9.2. Valgansiklovir ile yapilan calismalar

Sawant ve arkadaslari (2014), valgansiklovirin bozunma Urlnlerini LC/MSMS yodntemi ile
tayin etmislerdir. Calismada Hypersil Gold C-18 (4,6x250mm, 5um) kolon kullaniimistir.
Mobil faz 95:5 (v/v) oranind potasyum dihidrojen orto fosfat tamponu (pH 5):asetonitrildir.
Akis hizi 0,6mL/dakika ve calisma dalga boyu 252nm olarak belirlenmistir. Yontem ilag
formilasyonuna uygulanmistir. Bozunma drinlerinin tayini icin ila¢ asidik, bazik-notr,
oksidatif, fotolitik ve termal strese tabi tutulmustur. ilacin sadece asidik ve foto asidik
kosullar altinda bozunma goOstermistir. Asidik stres bozunma drini LC-MS/MS ile
karakterize edilip mekanizma Onerilmistir. [44].

Annapuma ve arkadaslari (2013), tablet dozaj formlarinda valgansiklovir belirlenmesi icin

yuksek performansli sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. C18 (250mmx4,6mm,
5um) kolon kullanilarak, 0,8 mL/dakika akis hizinda calisiimistir. Dalga boyu 254nm'dir.
Dogrusallik 1,0-200ug/mL konsantrasyon araliginda, regresyon denklemi y=50968x+86374

ve korelasyon katsayisi 0,999 bulunmustur. Gelistirilen yontem farmasoétik dozaj formlarina
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uygulanmistir. Daha sonra valgansiklovir asidik, bazik, oksidatif, fotolitik ve termal

bozunmalar maruz birakilmistir [45].

Dogan ve arkadaslari (2007), tablet ve insan serum numunelerinde valgansiklovir analizi igin
yuksek performansh sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Analizde fluvastatin i¢
standart olarak secilmistir. Hareketli faz asetonitril:metanol:KH,PO,4(0,02M)(40:20:40;
viviv)(pH5) olarak belirlenmistir. Akis hizi 1,0mL/dakikadir ve dalga boyu 255nm’dir.
Alikonma siresi valgansiklovir ve fluvastatin igin sirasiyla 3,41 ve 5,60 dakika olarak
bulunmustur. Kalibrasyon grafigi (> > 0,99), mobil faz ve serumda 10-30,000ng/mL
araliginda cizilmistir. Gelistirilen yontem valide edilmistir. Tespit ve tayin siniri sirasiyla
mobil fazda 2,95 ve 9,82ng/mL, insan serumunda 1,73 ve 5,77ng/mL olarak bulunmustur
[46].

Rao ve arkadaslari (2012), tabletlerde valgansiklovir belirlenmesi icin bir ters fazl yiksek
performansli sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir. Symmetry C18 (4,6 x 150mm,
5um) kolon kullanilmustir. izokratik metotla calisiimistir ve mobil faz 60:40 (v/v), asetonitril:
0,05M KH,PO,-fosforik asit (pH 4,0) tir. Akis hizi dakikada 0,8mL/dakika ve ¢alisma dalga
boyu 254nm’dir. Alikonma suresi 2,6 dakika olarak bulunmustur. Kalibrasyon dogrusu 0,01-
60 pg/mL arah@inda cizilmistir. Geri kazanim %98,64-%100,91 bulunmustur. Onerilen

yontem farmasotik dozaj formlarina uygulanmistir [47].

Kumar ve arkadaslari (2012), valgansiklovirin analizi icin ters faz sivi kromatografik yontem
gelistirmislerdir. Ayirma Zorbax SB C18 kolon kullanilarak yapilmistir. Optimum kosullarin
tespiti icin merkezi kompozit tasarima uygulanmistir. Gradient eliisyonda, %0,1 trifloro asetik

asit ve metanol vardir [48].
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2.1. Genel Bilgi

2.GEREC VE YONTEM

Bu bolimde lamivudin ve valgansiklovirin intestinal permeabilitelerinin ve bozunma

drdnlerinin tayininde kullanilan cihazlar ve kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Gerecler

Cizelge 2.1'de calismada kullanilan cihazlar ve gerecler belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan cihazlar ve gerecler

Adi Kullanim Amaci Aciklama

YPSK Cihazi Intestinal permabilite | Agilent Technologies 1260
Olcimlerinde kullanilmistir. | Infinity

YPSK Kolonu Intestinal permabilite | X Terra RP18 Column

6lgtimlerinde kullaniimistir.

(4,6 x 250mm, 5um)

YPSK Dedektor

Intestinal permabilite

6lgtimlerinde kullaniimistir.

1260 MWD VL

Ultrasonik Banyo

Cozeltilerin hazirlanmasinda

kullaniimistir.

P Selecta Ultrasons H-D

Hassas Terazi

Kati maddelerin 6lglimiinde

kullaniimistir.

Mettler Toledo

pH Metre ve elektrot

Mobil fazin pH’sInIn
ayarlanmasinda

kullaniimistir.

Mettler Toledo
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Adi Kullanim Amaci Aciklama
Saf su cihazi Kullanilacak  saf  suyun | Millipore Direct-Q 33UV
temini icin kullaniimistir. (0,22um)

Derin Dondurucu

Bagirsak perfluizyonu

calismalarinda kullaniimistir.

lIshin Lab. Co. Ltd.

Membran Filtre (0,45um)

Bagirsak perflizyonu

calismalarinda kullaniimistir.

Alltech Ass. Inc.

Ultrasonik Banyo Bagirsak perflizyonu | Bandelin
calismalarinda kullaniimistir.

pH Metre Bagirsak perflizyonu | Hanna Ins.
calismalarinda kullaniimistir.

Peristaltik Pompa Bagirsak perflizyonu | Gilson
calismalarinda kullaniimistir.

Tubingler Bagirsak perflizyonu | Gilson

calismalarinda kullaniimistir.

LC-MS/MS Cihazi

Bozunma urdnleri tayininde

kullaniimistir.

Agilent 6460 Triple Quad.

LC-MS/MS Kolonu

Bozunma urinleri tayininde

kullaniimistir.

ZORBAX Eclipse Plus C18
Rapid Dolution HD (2,1 x

50mm, 1,81)

2.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan bitiin kimyasal maddeler, analitik

calismada kullantlan bilesikler Cizelge 2.2 *de verilmistir.

veya HPLC safliktadir. Bu
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Cizelge 2.2. Calisilan bilesikler ve ozellikleri

Bilesik dzellikleri Maksimum Absorbans Yaptigi Dalga Boyu
Lamivudine (Sigma) UV@ 270 nm
Valgancyclovir (Sigma) UV@ 254 nm
Metoprolol Tartarat(Merck) Uv@ 226 nm
Fenol Kirmizisi (Merck) UV@ 226 nm

Calismada yararlanilan diger kimyasal maddeler ve 6zellikleri Cizelge 2.3'de belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Aciklama

Sodyum hidroksit Hareketli faz pH’sinin Merck, analitik
ayarlanmasinda kullaniimistir. saflikta

Potasyum hidrojen | pH metre icin kalibrasyon c¢ozeltisi Merck

fitalat (Referans  Deger
Standardi)
Asetonitril Su ile ikili karisimlari halinde | Merck , HPLC
calistlan ortam, hareketli faz. safliginda
Orto fosforik asit Hareketli faz pH’sinin Merck, analitik
ayarlanmasinda kullaniimistir. saflikta
Metanol Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda | Merck , HPLC
kullaniimistir. safliginda

Sodyum klorur

Bagirsak perfiizyonu calismalarinda | Sigma,  Analitik
kullaniimistir. Saflikta

Potasyum Klor(r

Bagirsak perfuzyonu calismalarinda | Sigma,  Analitik

kullaniimistir. Saflikta

Sodyum slfat

Bagirsak perfiizyonu calismalarinda | Sigma,  Analitik
kullaniimistir. Saflikta
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Adi

Kullanim amaci

Aciklama

Sodyum bikarbonat

Bagirsak perfuzyonu calismalarinda

Sigma, Analitik

kullantimistir. Saflikta

Mannitol Bagirsak perflzyonu calismalarinda | Sigma,  Analitik
kullantimustir. Saflikta

Formik asit LC-MS/MS calismalarinda Merck, Analitik

Saflikta

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler

Calisilan bilesiklerden lamivudin 0,0050 g, 50 mL metanolde ¢Ozulerek 100 ppm’lik stok

cozeltileri hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmislerdir. Valgansiklovir ise ayni miktarda

suda cozllerek hazirlanmistir. Her bir stok cozeltiden istenilen derisimde hareketli faz ile

seyreltmeler yapilmis ve hazirlanan galisma ¢ozeltilerinden 10 pL sivi kromatografi cihazina

enjekte edilmistir.

Potasyum Hidrojen Ftalat Cozeltisi

CsH4(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak kullaniimistir. 2 saat

110°C’de kurutulmustur. 0,05 molal derisimde hazirlanmis ve cahsilan ortamlara 6zgi pH

referans degerleri kullaniimistir.

Fosfat Tamponu

20 mM NaH,PO, ¢ozeltisi suda hazirlanarak istenilen pH degerine H3PO, ile ayarlanmistir.

Calismalarda gerekli cozeltiler, kullanilacaklari gin hazirlanmislardir.
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2.2.Yontem

2.2.1 intestinal Permeabilite Calismalari

YPSK sistemine bilesikler enjekte edilmeden 6nce kanallarda bulunan havanin giderilmesi ve
kolonun sartlanmasi icin hazirlanan hareketli faz yaklasik 30 dakika kanallardan gegirilir ve
boylece kolon sartlanir, sistem basinci uygun hale gelir.

Lamivudin ve valgansiklovirin intestinal permeabilite tayin deneyleri icin optimum
kromatografik kosullar saptanmistir. Bu amacla ilk asamada izokratik yontem denenmistir
fakat uygun ayirma sartlari elde edilememistir. Bu nedenle ilag, fenol kirmizisi ve
metoprolilun ayriminda gradient metot kullaniimistir. Uygulanan gradient programlar Cizelge

2.4’de ve Cizelge 2.5’de verilmistir.

Pompa A'da 20 mM KH,PQy iceren saf su (pH 5), pompa B'de ise asetonitril vardir.

Cizelge 2.4. Lamivudin icin uygulanan gradient program (30°C)

Dakika Mobil Faz A Mobil Faz B
0 %90 %10
6 %70 %30
8 %60 %40
15 %60 %40

Pompa A'da 20 mM KH,PQOy iceren saf su (pH 3), pompa B'de ise asetonitril vardir.

Cizelge 2.5. Valgansiklovir icin uygulanan gradient program(25°C)

Dakika Mobil Faz A Mobil Faz B
0 %98 %2
0,5 %80 %20
5 %70 %30
6,5 %60 %40
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Lamivudin ve valgansiklovir icin belirlenen kromatografik kosullarda intestinal permeabilite
deneyleri icin kalibrasyonlari ¢izilmis ve siganlardan elde edilen numunelerin analizi
yaptimistir.

Tim perflizyon deneylerinde in situ bagirsak perflizyon teknigi kullaniimistir.

Perfizyon deneylerinde 200-250g agirligindaki Sprague-Dawley cinsi erkek siganlar
kullanilmistir. Yapilan calismalar inénii Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan
alinan izinle gerceklestirilmistir.

Deneyden bir gece dnce icme sulari kisitlanmadan a¢ birakilan hayvanlarin deney siresince
viucut sicakligr 37°C'de sabit tutulmustur. Anestezi ketamin (90 mg/kg) ve ksilazinin (5
mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonu yoluyla saglanmistir. Anestezi altinda karin duvari
kesilerek ileum cikarilmistir. Perfuze edilecek segment uzunluklari ileum icin 4.0-10.0 cm
olarak ayarlanarak izole edilen bagirsak segmentlerinin proksimal ve distal uclarina silikon
tiipler yerlestirilip cerrahi iplikle sabitlenmistir. izole segment serum fizyolojik (37°C) ile
yikanarak temizlenmis ve temizlenme gostergesi olarak ¢oOzeltinin berrak gelmesi esas
alinmistir. Peristaltik pompa araciligiyla akis hizi 0,2 mL/dakika olacak sekilde ayarlanmis ve
deney suresinde perflizyon yapilmistir. Perfize edilen segmentin kurumasini 6énlemek icin
uzerleri parafilm ile kapatiimistir. Deney sonunda hayvanlar servikal dislokasyon yontemi ile
oldurtlmustar ve her deney sonunda perfiize edilen bagirsak segmenti ¢ikarilarak uzunluklar
tekrar olculmustdr.

Tim perfizyon calismalarinda perfizyon ortami olarak Golytely (Cizelge 2.6) olarak
adlandirilan izo-ozmotik ¢ozelti kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan perfuzyon ¢ozeltisine
test maddeleri (lamivudin, valgansiklovir) ilavesinin ardindan gerekli hacme tamamlama
yapilarak iyice karistiritlmistir. Perflizyon c¢o6zeltisine eklenen madde konsantrasyonlarina
literatirdeki verilerden vyararlanilarak karar verilmistir  (lamivudin: 1200 mg/mL,
valgansiklovir: 1800 mg/mL). Bagirsak permeabilitesi oldukca yiiksek olan metoprolol
tartarat referans madde olarak 400 mg/mL konsantrasyonda, su dengesine ulasilip
ulasiimadigini tayin etmek amaciyla referans madde olarak fenol kirmizisi 250 mg/mL

konsantrasyonda perflizyon ¢ozeltisine eklenmistir.
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Cizelge 2.6. Bagirsak perfuizyonu ¢alismalarinda kullanilan perfiizyon ¢ézeltisinin bilesimi

Madde Konsantrasyon (mmol/L)
NaCl 25
KCI 10
NaxSO4 40
NaHCOs 20
Mannitol 80

Lamivudinin bagirsaklardan absorpsiyonunun incelenmesi icin izole segment serum
fizyolojikle yikandiktan sonra perflizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar (yaklasik 30
dakika) perflize edilmistir. Perfize edilen bagirsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra
yapilan calismalar asagida belirtildigi sekilde gerceklestirlmistir.

Grup 1: Uygun konsantrasyonda lamivudin perfuzyon cozeltisine eklenerek bagirsak

segmenti (ileum) 60 dakika sureyle perfiize edilmis ve her 10 dakikada bir 6rnek toplanmistir.

Valgansiklovirin bagirsaklardan absorpsiyonunun incelenmesi icin izole segment serum
fizyolojikle yikandiktan sonra perflizyon ¢ozeltisiyle dengeye ulasana kadar (yaklasik 30
dakika) perflize edilmistir. Perfize edilen bagirsak segmentleri dengeye ulastiktan sonra
yapilan calismalar asagida belirtildigi sekilde gerceklestirlmistir.

Grup 2: Uygun konsantrasyonda valgansiklovir perfuzyon c¢ozeltisine eklenerek bagirsak

segmenti (ileum) 60 dakika sureyle perfiize edilmis ve her 10 dakikada bir 6rnek toplanmistir.

Veri analizi icin, bagirsak perfiizyonu calismalarinda zamanin fonksiyonu olarak toplanan
orneklerdeki madde miktarlari hazirlanan standart dogru denklemleri kullanilarak
konsantrasyon olarak ifade edilmistir. Tayin edilen konsantrasyon deQerleri rezervuardaki
madde konsantrasyonuna oranlanarak normalize edilmistir. Normalize edilen bu
konsantrasyon degerleri zamana karsi grafiklenerek bagirsak segmentinin (ileum) limeninden
zamanin fonksiyonu olarak absorpsiyonu gosteren konsantrasyon zaman profilleri elde

edilmistir.

40



Test maddeleri (lamuvidin ve valgansiklovir) ve metoprolol tartaratin permeabilite degerleri

(Per) hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullantimistir [49].

Q In( out )
o ZpRL
(3.2)

Q . Akis hizi (mL/s)
Cout : Segmentten c¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki ila¢ konsantrasyonu
Cin : Segmente giren perflizyon ¢ozeltisindeki ila¢g konsantrasyonu
R . Perflize edilen bagirsak segmentinin yaricapi (cm)
L : Perflize edilen bagirsak segmentinin uzunlugu (cm)

Segmentlerin ortalama yaricaplari jejunum ve ileum igin 0,18 cm, kolon igin 0,2 cm olarak
kabul edilmistir [50].
Formilde verilen (Couw/Cin)' orani (Cou/Cin dizeltilmis) asagida verilen denklem ile

hesaplanmistir:

Couvi — Costvr. ,Ci
—) = (2 )jlac " (—2) fenolred
(C ) (C )ilag (C )

in in out

(3.2)

Segmente giren ve segmentten ¢ikan perflizyon ¢ozeltisindeki fenol kirmizisi konsantrasyon
degerleri kullanilarak (net water flux (NWF)) net su akisi degeri hesaplanmistir [51]:

X

out_+ fenolredu

NWF = “v 8 u

L

(3.3)

Yapilan hesaplamalar sonucunda net su akisi degerinin negatif ¢cikmasi mukozal bdlgeden

(lumen) serozal bélgeye (kan) sivi kaybr oldugunu ifade etmektedir. Bu deQerin pozitif
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citkmasi ise mukozal bélgeye sivi girisi oldugunu ifade etmektedir. Yapilan deneyler
sonucunda hesaplanan net su akisi degerleri bu dogrultuda degerlendirilmistir.

Elde edilen bitun veriler ortalama (Ortalama) + standart sapma (SS) olarak tablolanmistir.
Konsantrasyon-zaman profillerinin karsilastiriimasinda yapilan istatistiksel analizlerde glven
aralig1 en az % 95 olarak secilmistir. Grup ici verilerin istatistiksel karsilastiriimasinda non-
parametrik bir test olan eslestirilmis t-testi kullaniimistir. Analizler GraphPad Prism 5.01 for
Windows programi kullanilarak bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki
farkin 6nemliligi elde edilen p degerinin o yanilma dizeyinden buyuk (p>a; istatistiksel
olarak anlamsiz) veya Kkiglk (p<a; istatistiksel olarak anlamli) olmasina gore
degerlendirilmistir. Analitik yontem icin ise validasyon oélcitlerinin varyasyon katsayisi (VK)
degerleri hesaplanmistir.

2.2.2. Bozunma Calismalari

2.2.2.1. LC-MS/MS Yonteminin Optimizasyonu

Kullanilan cihaza ait optimize edilmis analiz kosullari asagida verilmistir.
Enjeksiyon hacmi  :1pL

Akis hizi : 0,5 mL/dakika

Siire : 2 dakika

Lamivudinin bozunma drlnleri tayin deneyleri igin optimum LC-MS/MS kosullari
saptanmistir. Bu amagla izokratik yontem denenmis, sicaklik 30 °C, akis hizi 0,5 mL/dakika
olarak ayarlanmistir. Hareketli faz olarak ACN-su karisimi kullaniimis ve bu ¢6zeltiye 1/1000

oraninda formik asit eklenmistir.

Oncelikle mobil faz olarak %5 ACN-su ¢ozeltisi denenmistir fakat lamivudin kolondan gok
kisa siirede elue oldugu icin %2 ACN-su ¢ozeltisinde calismalar yapilmistir.
Lamivudinin bozunma drinlerinin tayini icin madde; asidik, bazik, oksidatif, termal ve

fotolitik ortamlarda stres testlerine tabi tutulmustur.

Valgansiklovirin bozunma drinleri tayin deneyleri icin optimum LC-MS/MS kosullari
saptanmistir. Bu amagcla izokratik yontem denenmis, sicaklik 25 °C, akis hizi 0,5 mL/ dakika

olarak ayarlanmistir. Bu ¢alisma icin hareketli faz organik duzenleyici oraninin (%210-%5-%2
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ACN-su(h/h)), mobil faza eklenen formik asit miktarinin ve sicakhgin etkileri incelenmistir.

Bu amagla asagidaki ortamlar denenmistir:

1. %10'luk ACN-su mobil faz ¢dzeltisine sirasiyla 1/1000, 10/1000 ve 20/1000 (v/v)
oranlarinda formik asit eklenmis ve her kosul icin 25, 30 ve 40°C sicakhk
denemeleri de yapilmis fakat pik yarilmasi goralmustar.

2. %2'lik ACN-su mobil faz c¢ozeltisine sirasiyla 1/1000, 10/1000 ve 20/1000 (v/v )
oranlarinda formik asit eklenmis ve her kosul icin 25, 30 ve 40°C sicakhk
denemeleri de yapilmis fakat pik yarilmasi goralmustar.

3. %5'lik ACN-su mobil faz ¢ozeltisine sirasiyla 1/1000, 10/1000 ve 20/1000 (v/v )
oranlarinda formik asit eklenmis ve her kosul igin 25, 30 ve 40°C sicaklik

denemeleri de yapiimistir.

Optimum kosul, 25°C'de %5 ACN-su mobil faz ¢ozeltisi (1/1000 (v/v ) formik asit) olarak
bulunmustur.
Valgansiklovirin bozunma Urlnlerinin tayini icin madde; asidik, bazik, oksidatif, termal ve

fotolitik ortamlarda stres testlerine tabi tutulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. intestinal Permeabilite Calismalari

3.1.1.Lamivudin, Metoprolol ve Fenol Kirmizisi icin Cizilen Kalibrasyon Grafikleri ve

istatiksel Degerlendirilmesi

Lamivudinin intestinal permeabilitesinin YPSK ydntemi ile tayini icin dogrusal arahigin ve
kalibrasyon dogrusunun saptanmasinda, lamivudin, metoprolol ve fenol kirmizisinin, 10
ng/mL ile 100 ng/mL arasinda farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri mobil faz ile hazirlanmis
ve en az U¢ kez enjekte edilmistir.

Kalibrasyon dogrusu, her bir derisim degeri icin elde edilen pik alanlarinin, derisim deg§erine
karsi grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Gelistirilen YPSK yonteminde calisilan bilesikler
icin 10 ny/mL ile 100,00 mg/mL derisimleri arasinda dogrusallik saptanmistir. Lamivudin
analizi icin optimize edilen YPSK yonteminde kalibrasyon fonksiyonu y = 26392 x+43195;
R?=0,999 (Sekil 3.1), fenol kirmizisi icin y=11614x+9870; R*=0,999 (Sekil 3.2) ve
metoprolol igin de y=18160x+16647 ; R?=0,999 (Sekil 3.3) olarak saptanmistir.

3000000 -
y = 26392x + 43195
2500000 - R?=0,999

2000000 -
1500000 -

1000000 -

500000 -

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.1. Lamivudin analizi icin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.2. Fenol kirmizisi analizi igin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.3. Metoprolol analizi icin kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.1. Lamivudinin YPSK yontemi ile analizine ait kalibrasyon verilerinin istatistiksel
degerlendirilmesi (n=5)

Regresyon Denklemi” y = 26392x + 43195
Regresyon Katsayisi (R?) 0,999
Kalibrasyon Araligi (nmg/ml) 10,00-100,00
Teshis Siniri (mg/ml) 0,028
Tayin Alt Sinirt (ng/ml) 0,085

* y = ax + b; x : mg/ml biriminde derisim, y: lamivudinin pik alani degerleri, a : egim, b :kesisim.

Gun ici calismalari iki farkh derisim diizeyinde ve bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni gln
icerisinde, gunler arasi calismalar ise yine iki farkli derisim diizeyinde bes bagimsiz c¢ozelti

kullanilarak ¢ ayri ginde yapilmistir.

Cizelge 3.2. Lamivudin, metoprolol ve fenol kirmizisinin YPSK yontemi ile analizine ait gln
ici ve gunler arasi bulgulari

Calisilan bilesiklerin | Gun igi Glnler arasi
derigimleri (nmg/ml) % Ortalama Geri | % Ortalama Geri
Kazanim * %BSS Kazanim * %BSS

Lamivudin 20 99,547 + 0,193 99,765 + 0,439

50 100,059+ 0,009 99,808+ 0,174
Metoprolol 20 99,547 + 0,193 100,047 + 0,078

50 99,765 + 0,439 99,961 + 0,132
Fenol 20 99,986 + 0,057 100,033+ 0,176
Kirimizisi 50 99,956 + 0,097 100,211 + 0,320

Asagida lamivudin icin gerceklestirilen intestinal permeabilite deneylerinden sonra elde
edilen numunelerden 0-10-20-30-40-50 ve 60. dakika perflizyon c¢0zeltilerinin

kromatogramlari 6rnek olarak verilmistir.

46



—— WO g A eI L L LR TR T N N A T el e e e B ALK T O TR T

Sekil 3.4. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 0. dakika perfuizyon
cOzeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.5. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 0. dakika perfuizyon
cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.6. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 10. dakika perflizyon
cOzeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.7. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 10. dakika perfuzyon

cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.8. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 20. dakika perflizyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.9. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 20. dakika perflizyon

cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.10. Lamivudin (1), metoprolol

(2) ve fenol kirmizisinin (3) 30. dakika perfuizyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.11. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 30. dakika perflizyon

cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.12. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 40. dakika perflizyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.13. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 40. dakika perfuizyon

cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.14.

Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 50. dakika perfiizyon
cOzeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.15.

Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 50. dakika perflizyon
cozeltisine ait kromatogram (270 nm)
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Sekil 3.16. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 60. dakika perfiizyon
cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.17. Lamivudin (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) dakika. dk perfuizyon
cozeltisine ait kromatogram (270 nm)

3.1.2. Valgansiklovir, Metoprolol ve Fenol Kirmizisi i¢in Cizilen Kalibrasyon Grafikleri

ve istatiksel Degerlendirilmesi

Valgansiklovirin intestinal permeabilitesinin YPSK yontemi ile tayini i¢in dogrusal araligin
ve kalibrasyon dogrusunun saptanmasinda, valgansiklovir, metoprolol ve fenol kirmizisinin,
10 ng/mL ile 100 ngy/mL arasinda farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltileri mobil faz ile
hazirlanmis ve en az Ug¢ kez enjekte edilmistir.

Kalibrasyon dogrusu, her bir derisim degeri icin elde edilen pik alanlarinin, derisim degerine
karsi grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Gelistirilen YPSK yonteminde calisilan bilesikler
icin 10 nmg/mL ile 100,00 ng/mL derisimleri arasinda dogrusallik saptanmistir. Valgansiklovir
analizi icin optimize edilen YPSK yonteminde kalibrasyon fonksiyonu y = 20409x - 34083;
R?=0,999 (Sekil 3.18), fenol kirmizisi icin icin y=10638x+25924; R?=0,999 (Sekil 3.19) ve
metoprolol i¢in de y=15517x+17772 ; R?=0,999 (Sekil 3.20) olarak saptanmistir.
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Sekil 3.18. Valgansiklovir analizi icin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.19. Fenol kirmizisi analizi igin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.20. Metoprolol analizi i¢in kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.3. Valgansiklovirin YPSK yontemi ile analizine ait kalibrasyon verilerinin
istatistiksel degerlendirilmesi (n=5)

Regresyon Denklemi” y = 20409x - 34083
Regresyon Katsayisi (R%) 0,999
Kalibrasyon Araligi (nmg/ml) 10,00-100,00
Teshis Siniri (mg/ml) 0,831
Tayin Alt Siniri (mg/ml) 2,518

* y = ax + b; x : mg/ml biriminde derisim, y: valgansiklovirin pik alani degerleri, a : egim, b :kesisim.

Gun ici calismalari iki farkh derisim diizeyinde ve bes bagimsiz ¢ozelti kullanilarak ayni gin
icerisinde, gunler arasi calismalar ise yine iki farkli derisim diizeyinde bes bagimsiz ¢ozelti

kullanilarak ¢ ayri ginde yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Valgansiklovir, metoprolol ve fenol kirmizisinin YPSK yontemi ile analizine ait
gun ici ve gunler arasi bulgular

Calisilan bilesiklerin | Gun igi Gunler arasi
derigimleri (nmg/ml) % Ortalama Geri | % Ortalama Geri
Kazanim * %BSS Kazanim * %BSS

Valgansiklovir 20 100,137 = 0,286 100,409 + 0,881

50 100,080+ 0,229 99,923+ 0,282
Metoprolol 20 100,670 + 0,159 99,518 + 0,346

50 100,133 £ 0,091 100,215 + 0,694
Fenol 20 99,956 + 0,067 100,233 + 0,196
Kirimizisi 50 99,956 + 0,067 100,516 + 0,319

Asagida valgansiklovir icin gerceklestirilen intestinal permeabilite deneylerinden sonra elde

edilen numunelerden 0-10-20-30-40-50 ve 60. dakika perfiizyon c¢Ozeltilerinin
kromatogramlari 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 3.21. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 0. dakika perflizyon
cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.22. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 0. dakika perfuizyon ¢ozeltisine ait
kromatogram (254 nm)
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Sekil 3.23. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 10. dakika perfuzyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.24. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 10. dakika perftizyon ¢ozeltisine ait

|

kromatogram (254 nm)
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Sekil 3.25. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 20. dakika perfuzyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.26. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 20. dakika perfiizyon ¢ozeltisine ait

kromatogram (254 nm)
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Sekil 3.27. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 30. dakika perfuzyon

cozeltisine ait kromatogram (226 nm)

—1 I Beceomd m i O B8 T RPREE ST o NI O e s e

e i

il — T T

=
——

T ¥
= - -]

Sekil 3.28. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 30. dakika perflizyon ¢ozeltisine ait

kromatogram (254 nm)
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Sekil 3.29. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 40. dakika perfiizyon
cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.30. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 40. dakika perfiizyon ¢ozeltisine ait
kromatogram (254 nm)
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Sekil 3.31. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 50. dakika perfiizyon
cOzeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.32. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 50. dakika perftizyon ¢ozeltisine ait
kromatogram (254 nm)

C3 WIS C ST d bl RN LT R, S, - - - " e gl 2 TR O W - N T

to X

3

§
"
"
n el

- T
B =

e
L3

Sekil 3.33. Valgansiklovir (1), metoprolol (2) ve fenol kirmizisinin (3) 60. dakika perfuizyon
cozeltisine ait kromatogram (226 nm)
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Sekil 3.34. Valgansiklovir (1) ve fenol kirmizisinin (2) 60. dakika perfiizyon ¢ozeltisine ait
kromatogram (254 nm)

58




3.1.2.Perflizyon Deneyleri

Tum perflizyon calismalarinda kullanilan sicanlara ait bilgiler lamivudin (Grup 1) ve
valgansiklovir (Grup 2) gruplari icin sirasiyla Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmistir (Sekil
3.35- Sekil 3.37).

Cizelge 3.5. Grup 1°de kullanilan si¢anlara ait bilgiler (OrtalamaSS)

Grup 1 (lamivudin) (n = 6)
Sican Agirhgi (g) 332,5+30,0
Akis Hizi (mL/dakika) (0,2) 0,205+0,003
Perfiize Edilen Segment Uzunluklari
(cm) 10,60+2,31
ileum

Cizelge 3.6. Grup 2’de kullanilan siganlara ait bilgiler (OrtalamazSS)

Grup 2 (Valgansiklovir) (n = 6)
Sican Agirhgi (g) 305,8+11,92
Akis Hizi (mL/dakika)(0.2) 0,20£0,00
Perfiize Edilen Segment Uzunluklari
(cm) 8,20+0,65
ileum
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Sekil 3.35. Gruplara gore hayvan agirliklari

Akis Hizlan

Grup

Sekil 3.36. Gruplara gore akis hizlari
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Segment Uzunluklan
15+

Segment Uzunlugu {em)

Grup

Sekil 3.37. Gruplara gore segment uzunluklari

Her grupta perfuizyon ¢ézeltisine; test maddesi (lamivudin veya valgansiklovir), metoprolol ve
fenol kirmizisi eklenmistir. Test maddelerinin Biyofarmasétik Siniflandirma Sistemi’ne gore

hangi sinifta yer aldigini belirlemek icin referans madde olarak metoprolol tartarat

kullaniimistir.

3.1.2.1. Lamivudin Grubuna Ait Bulgular

Perfiizyon calismalarinda lamivudin ve metoprolol tartarat icin hesaplanan permeabilite
degerleri Cizelge 3.7'de 0Ozetlenmis ve Pes degerlerindeki degismeler Sekil 3.38°de

gOsterilmistir.
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Cizelge 3.7. Lamivudin ve metoprolol tartarat icin tayin edilen Pes degerleri (ortalama + SS)

Havvan no Lamuvidin* Metoprolol Tartarat
W Pest (x10™ cm/sn) Pest (x10™ cm/sn)
1 0,16+0,05 0,50+0,14
2 0,24+0,18 0,59+0,07
3 0,02+0,01 0,55+0,06
4 0,15+0,04 0,61+0,05
5 0,09+0,05 0,61+0,08
6 0,12+0,07 0,62+0,10
Ort+SS 0,13+0,07 0,58+0,05
0.80+
p<0.0001
T 0.60- '
[
E
(£
T 040+
=
S
o® 0.20-
0.00-

Sekil 3.38. Lamivudin ve metoprolol tartarat icin tayin edilen Pg deQerleri (ortalama + SS).
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3.1.2.2. Valgansiklovir Grubuna Ait Bulgular

Perfiizyon calismalarinda valgansiklovir ve metoprolol tartarat igcin hesaplanan permeabilite
degerleri Cizelge 3.8’de Ozetlenmis ve Pe degerlerindeki degismeler Sekil 3.39°da

gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Valgansiklovir ve metoprolol tartarat igin tayin edilen Pes degerleri (ortalama £
SS) (*p<0.0001)

Hayvan no Valgans_i4klovir* Metoprolt_)J Tartarat
Pett (x10™ cm/sn) Pett (x10™* cm/sn)

1 0,10+0,05 0,42+0,10

2 0,15+0,03 0,30+0,17

3 0,12+0,09 0,33+0,09

4 0,06+0,02 0,28+0,03

5 0,06+0,02 0,32+0,09

6 0,07+0,01 0,34+0,12

Ort£SS 0,09+0,03 0,33+0,05

Sekil 3.39. Valgansiklovir ve metoprolol tartarat icin tayin edilen Pes degerleri (ortalama £
SS)
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3.2. Bozunma Urinlerinin Belirlenmesi Deneyleri

Lamivudin ve valgansiklovirin LC-MS/MS yodntemi ile olasi bozunma drdnlerinin 6nerilmesi

amaciyla tabi tutulduklari stres kosullari ¢izelge 3.9 'da verilmistir.

Cizelge 3.9. Lamivudin ve valgansiklovire uygulanan stres kosullar

Uygulanan Stres Kosulu

Bekleme Stiresi

1M HCI 30dk (80°C'de)
1M NaOH 30dk (80°C'de)
%30 H,0, 30dk (80°C'de)
Sicaklik 24 saat (100°C’de)
uv 24 saat

3.2.1. Lamivudinin Bozunma Uriinlerinin Belirlenmesi Deneyleri

Lamivudinin bozunma Urinlerinin tayini icin LC-MS/MS yontemi kullaniimistir. Bu amacla

etken madde asidik, bazik, oksidatif, termal ve fotolitik kosullarda stres testlerine tabi

tutulmustur. Bu amacla 100 pg/mL etken madde mobil faz ile 10 pg/mL’'ye seyreltilmistir.

Deneyler sonucunda lamivudinin asidik, bazik ve oksidatif stres kosullarinda bozunmaya

ugradigi, termal ve fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi gozlenmistir. Ayrica oksidatif

kosulda ise madde tamamen bozunmaya ugramis ve lamivudinin kitle spektrumu

g0Ozlenememistir.

Sekil 3.40, 3.41 ve 3.42'de sirasiyla asidik bazik ve oksidatif stres testleri sonucundaki ktle

spektrumlari verilmistir.
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Sekil 3.40. Lamivudinin asidik strese tabi tutulmasi sonucundaki kiitle spektrumu (DP-1 ve
DP-2 bozunma drnleridir)
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Sekil 3.41. Lamivudinin bazik strese tabi tutulmasi sonucundaki kitle spektrumu (DP-1
bozunma Urunudur)
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Sekil 3.42. Lamivudinin oksidatif strese tabi tutulmasi sonucundaki kdtle spektrumu

Cizelge 3.10'da lamivudinin olasi bozunma Grtnleri 6nerilmistir.

Cizelge 3.10. Lamivudinin olasi bozunma triinleri

Urin Teorik Kiitle Molekil Formali
DP-1 112,000 C4HsN30

DP-2 140,900 CsHgN30-
Lamivudin 230,000 C3H11N3038

3.2.2. Valgansiklovirin Bozunma Uriinlerinin Belirlenmesi Deneyleri

Valgansiklovirin bozunma drunlerinin tayini igin LC-MS/MS yontemi kullantimistir.

Bu

amacla etken madde asidik, bazik, oksidatif, termal ve fotolitik kosullarda stres testlerine tabi

tutulmustur. Bu amacla 100 pg/mL etken madde mobil faz ile 10 pg/mL'ye seyreltilmistir.

Deneyler sonucunda valgansiklovirin asidik ve oksidatif stres kosullarinda bozunmaya
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ugradigi, bazik, termal ve fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi gdzlenmistir. Ayrica
oksidatif kosulda madde tamamen bozunmaya ugramis ve valgansiklovirin kitle spektrumu

g0Ozlenememistir.

Sekil 3.43 ve 3.44'de sirasiyla asidik ve oksidatif stres testleri sonucundaki kiitle spektrumlari

verilmistir.
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Zortene MEnedlE

Sekil 3.43. Valgansiklovirin asidik strese tabi tutulmasi sonucundaki kitle spektrumu (DP-1,
DP-2 ve DP-3 bozunma drinleridir)
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Sekil 3.44. Valgansiklovirin oksidatif strese tabi tutulmasi sonucundaki kutle spektrumu
Cizelge 3.11'de valgansiklovirin olasi bozunma driinleri énerilmistir.

Cizelge 3.11. Valgansiklovirin olasi bozunma trtinleri

Urin Teorik Kiitle Molekil Formuli
DP-1 136,900 CsHsN4,O
DP-2 152,000 CsHsNsO
DP-3 179,100 CeHsNsO2
Valgansiklovir 355,100 CsHsNs0,
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4. TARTISMA

Bir ilacin dahil oldugu permeabilite sinifinin tayin edilmesi amaciyla kutle-denge calismalari,
mutlak biyoyararlanim calismalari veya intestinal perfiizyon calismalari kullaniimaktadir.
intestinal permeabilitenin tayini icin bagirsak perfiizyonu, dokulardan permeasyon ve tek
tabakali epitel hicre kultirinde permeasyon ¢alismalarinin yapiimasi dnerilmektedir.
Bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabiliteyi incelemek amaciyla perfiizyon ¢ozeltisinin tek
gecisli (single pass) [52-53] veya sirkiilasyonlu (recirculation) [54] olarak gerceklestirildigi
yontemler mevcuttur. Yapilan calismalarda perflizyon c¢ozeltisinin sirkile edildigi yontemin
en blylk dezavantajinin zamanin fonksiyonu olarak perflizyon cozeltisinden eksilen kisim
olculdigu icin, absorpsiyonu dusuk olan maddelerle ¢alisildiginda hatali sonuclara yol agmasi
oldugu belirtilmistir [55].

Bu calismada bazi antiviral ajanlarin bagirsaklardan absorpsiyonu incelemek amaciyla
Iimenden kayip esasina dayanan, bagirsak segmenti (jejunum)’nin simultane olarak sirkile
edilmeden perfuze edildigi in situ single pass perflizyon teknigi kullaniimistir [50]. Bu
yontemin secilme nedenleri; cerrahi yontemin kolay olmasi, farkli bagirsak segmentlerinin es
zamanl olarak perflizyonunun gergeklestirilebilmesi ve in vivo kosullara yakin bir teknik
olmasidir. Yontemin dezavantajlari ise; perfiizyon ¢ozeltisi sirkile edilmedigi icin daha fazla
miktarlarda c¢ozeltiye ihtiyagc duyulmasi, cerrahi islem esnasinda bagirsaklarin iyi
temizlenememesi ve perflize edilen segmentlerden kan sizintinin olmasina bagli olarak
numunelerin limen igerigi ile kontamine olmasidir.

Perfiizyon deneylerinde deney hayvani olarak sican kullaniimistir. Perfiizyon ¢ozeltisi olarak
notr pH degerine sahip, izo-ozmotik bir ¢ozelti olan Golytely ¢ozeltisi kullaniimistir [56].
Perfiizyon c¢ozeltisine ilave edilecek madde miktarlar literatir wverileri kullanilarak
belirlenmistir. Bu calismada test ilaci olarak kullanilan lamivudin ve valgansiklovir igin
konsantrasyon sirasiyla 1200 ve 1800 mg/mL olarak secilmistir. Test ilaclarinin
bagirsaklardan absorpsiyonu ve permeabilitesinin degerlendirilmesinde referans madde olarak

kullanilan metoprololiin konsantrasyonu 400 mg/mL olarak secilmistir.

Bu grupta yapilan calismalar sonucunda lamvudin igin ileumda tayin edilen permeabilite
degeri 0.13 + 0.07 x 10" cm/s olarak belirlenmistir. Lamivudinin bagirsaklardan absorpsiyon
ve permeabilitesini belirlemek icin referans madde olarak metoprolol kullaniimistir.

Metoprolol
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tartarat icin tayin edilen bu deger ileumda 0.58 + 0.05 x 10™* cm/s olarak bulunmustur.

Metoprolol tartarat bir ilacin permeabilite sinifini tayin etmek amaciyla referans madde olarak
kullaniimaktadir. Permeabilitesi metoprolol tartarattan daha dusik olan ilaglarin distk
permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir. Bu degerler biyofarmasoétik siniflandirma
sistemi esas alinarak kiyaslandiginda lamivudinin dusiik permeabilite degerine sahip oldugu
(p<0.0001) gOzlenmistir. [57-58]. Lamivudinin permebilitesi tartismalidir. Literattrdeki
calismalar incelendiginde yiksek veya dlsuk permeabiliteye sahip oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Dinya saglik érgatiinin 2006 yilinda yayimlamis oldugu listede yiiksek
permeabiliteye sahip oldugu bildirilmektedir [57]. Ayrica Patel ve ark. 2012 yilinda
yayimladiklari bir calismada da yiksek permeabiliteye sahip oldugunu bildirmislerdir [58].
Ancak buna karsin iki farkli calismada ise disuk permeabiliteye sahip ila¢ olarak

tanimlanmistir [59-60].

Valgansiklovir grubunda yapilan calismalar sonucunda valgansiklovir icin ileumda tayin
edilen permeabilite dederi 0,09 + 0,03 x 10 cm/s olarak belirlenmistir. Valgansiklovirin
bagirsaklardan absorpsiyon ve permeabilitesini belirlemek igin referans madde olarak
metoprolol kullaniimistir. Metoprolol tartarat icin tayin edilen bu deger ileumda 0,27 + 0,06 x
10™ cm/s olarak bulunmustur. Metoprolol tartarat bir ilacin permeabilite sinifini tayin etmek
amaciyla referans madde olarak kullanilmaktadir. Permeabilitesi metoprolol tartarattan daha
distik olan ilaclarin disuk permeabiliteye sahip oldugu kabul edilmektedir. Bu degerler
biyofarmasotik siniflandirma sistemi esas alinarak kiyaslandiginda valgansiklovirin disik

permeabilite degerine sahip oldugu (p=0,0001) g6zlenmistir [57,60].

Calismanin ikinci asamasinda, antiviral ilaclarin (lamivudin ve valgansiklovir) bozunma
urtinleri testip edilmeye calisiimistir.

Lamivudinin asidik, bazik ve oksidatif stres kosullarinda bozunmaya ugradigi, termal ve
fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi gozlenmistir. Ayrica oksidatif kosulda ise madde
tamamen bozunmaya ugramis ve lamivudinin kitle spektrumu gézlenememistir.
Valgansiklovirin ise asidik ve oksidatif stres kosullarinda bozunmaya ugradigi, bazik, termal
ve fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi goézlenmistir. Ayrica oksidatif kosulda madde

tamamen bozunmaya ugramis ve valgansiklovirin kitle spektrumu goézlenememistir.
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5. SONUCLAR

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS)’ ne gore Sinif I’de (yuksek c¢ozinurlik
yuksek permeabilite) yer alan metoprolol tartarat referans olarak kullanildiginda
lamivudinin permeabilitesinin diisiik oldugu tayin edilmistir.

Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi (BCS) ne gore Sinif I’de (ylksek c¢ozinurlik
yuksek permeabilite) yer alan metoprolol tartarat referans olarak kullanildiginda
valgansiklovirin permeabilitesinin dusiik oldugu tayin edilmistir.

Deneyler sonucunda lamivudinin asidik, bazik ve oksidatif stres kosullarinda
bozunmaya ugradigi, termal ve fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi gozlenmistir.
Deneyler sonucunda valgansiklovirin asidik ve oksdatif stres kosullarinda bozunmaya

ugradigi, bazik, termal ve fotolitik stres kosullarinda stabil kaldigi gozlenmistir.
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