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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilr.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karart ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l
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o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. 13/02/2025

Mehmet Emre OZDEMIRHAN
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yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamusg ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkant
olusturabilecek bilgi ve bulgulart iceren tezler hakkinda tez danismanimin énerisi ve enstitii anabilim dalinin
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konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii cercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili
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OZET

Ozdemirhan M.E., Baz1 Antiviral flaclarin Farmasotik Dozaj Sekillerinden ve
Plazmadan Sivi Kromatografisi ile Nicel Analizleri, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Programm Doktora Tezi, Ankara, 2025.
Antiviral ilaglar, insan sagligini tehdit eden viral enfeksiyonlarin tedavisinde hayati
oneme sahiptir. Bu ilaglarin gelistirilmesi ve kullanima sunulmasi siirecinde, kalite
kontrol analizlerinin biiylik bir titizlikle yapilmas1 gerekmektedir. Bu tez ¢calismasinda,
antiviral ilaclarin analizine yonelik farmasotik dozaj sekillerinden ve plazma
orneklerinden analizleri igin iki farkli yontem gelistirilmistir. ik olarak, alt1 antiviral
ilacin (emtrisitabin, entekavir, favipiravir, gansiklovir, valasiklovir ve valgansiklovir)
es zamanli olarak tayin edilmesi i¢in yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen HPLC yontemi, 50 mM fosfat tamponu (pH 4):
asetonitril (90:10, h/h) hareketli fazi1 kullanilarak Exsil™ Mono 100 C18 kolonunda,
0.5 mL/dakika akis hiz1 ile gergeklestirilmistir. UV dedeksiyonu 215 nm'de
yapilmigtir. Yontem, Uluslararast Uyumlastirma Konseyi (ICH) Q2(R2) kilavuzlarina
gore valide edilmis ve yontemin dogrusal (R*>0.9938), hassas, kesin (<%1.97 BSS),
dogru (<%1.34 BH) ve saglam oldugu belirlenmistir. Ayrica, yontemin gevresel etkisi
(AGREE puant: 0.79), pratikligi (BAGI indeksi: 85) ve siirdiiriilebilirligi (Beyazlik
degeri: 74.7) agisindan da bagarilt oldugu gosterilmistir. Son olarak gelistilen yontem
ticari preparatlara uygunlamis ve elde edilen sonuglarin etiket icerigi ile uyumlu
oldugu gosterilmistir. Ikinci olarak, dokuz antiviral ilacin (asiklovir, emtrisitabin,
entekavir, gansiklovir, lamivudin, lopinavir, oseltamivir, valasiklovir ve
valgansiklovir) plazmadan analizleri i¢in Kati Faz Mikro Tiiketme (SPME) ile Sivi
Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi gelistirilmistir.
LC-MS/MS yontemi C8 kolon kullanilarak %0.1 formik asit iceren su ve asetonitril
hareketli fazlariin gradient eliisyon uygulamasi ile gerceklestirilmistir. Hareketli faz
akis hiz1 0.35 mL/dakika ve kolon sicakligt 40 °C’ye ayarlanmistir. SPME-LC-
MS/MS yontemi ICH 10M kilavuzuna gore valide edilmistir. Gelistirilen yontem 5-
1000 ng/mL araliginda dogrusal (R>>0.99) bulunmustur. LOD degerleri 2 - 48 ng/mL
arasinda degisirken, LOQ degerleri 10 - 1.45 ng/mL arasinda bulunmustur. Giin i¢i ve
giinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri %15'ten diisiik bulunmustur. Ayrica,
yontemin kiiciik degisimlere karsi kararli oldugu saglamlik ¢aligsmasi ile gosterilmistir.
Gelistirilen SPME-LC-MS/MS yontemi, hasta drneklerinde basariyla uygulanmistir.
Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda gelistirilen her iki yontem de antiviral ilag
analizlerinde giivenilir ve etkili sonuclar sunmaktadir. Gelistirilen bu yontemlerin,
antiviral ilaglarin kalitesinin kontroliinde ve tedavi siireglerinin izlenmesinde 6nemli
bir rol oynayacagi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antiviral, kat1 faz mikro tiiketme (SPME), s1v1 kromatografisi,
plazma, farmasatik triinler.
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ABSTRACT

Ozdemirhan M.E., Quantitative Analysis of Some Antiviral Drugs from
Pharmaceutical Dosage Forms and Plasma by Liquid Chromatography,
Hacettepe University Graduate School Health Sciences Pharmacy Department of
Analytical Chemistry Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2025. Antiviral drugs
are crucial in the treatment of viral infections that pose a threat to human health. During
the development and implementation of these drugs, quality control analyses must be
carried out with great care. In this thesis, two different methods were developed for
the analysis of antiviral drugs from pharmaceutical dosage forms and plasma samples.
First, a high-performance liquid chromatography (HPLC) method was developed for
the simultaneous determination of six antiviral drugs (emtricitabine, entecavir,
favipiravir, ganciclovir, valacyclovir, and valganciclovir). The developed HPLC
method was performed using a 50 mM phosphate buffer (pH 4): acetonitrile (90:10,
v/v) mobile phase on an Exsil™ Mono 100 C18 column at a flow rate of 0.5
mL/minute. UV detection was performed at 215 nm. The method was validated
according to the International Council for Harmonisation (ICH) Q2(R2) guidelines and
was found to be linear (R*>0.9938), sensitive, precise (RSD < 1.97%), accurate (bias
< 1.34%), and robust. Furthermore, the method was shown to be successful in terms
of its environmental impact (AGREE score: 0.79), practicality (BAGI index: 85), and
sustainability (whiteness value: 74.7). Finally, the developed method was applied to
commercial preparations and the results obtained were shown to be in agreement with
the label content. Secondly, a Solid Phase Microextraction (SPME) coupled with
Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) method was
developed for the analysis of nine antiviral drugs (acyclovir, emtricitabine, entecavir,
ganciclovir, lamivudine, lopinavir, oseltamivir, valacyclovir and valganciclovir) from
plasma. The LC-MS/MS method was performed using a C8 column with a gradient
elution of water and acetonitrile mobile phases containing 0.1 % formic acid. The
mobile phase flow rate was set at 0.35 mL/minute and the column oven temperature
was set to 40°C. The SPME-LC-MS/MS method was validated according to the ICH
10M guideline. The developed method was found to be linear (R*>0.99) in the range
of 5-1000 ng/mL. The LOD values ranged from 2 to 48 ng/mL, while the LOQ values
ranged from 10 to 1.45 ng/mL. Intra-day and inter-day precision and accuracy values
were found to be less than 15%. In addition, the robustness study showed that the
method was stable against small changes. The developed SPME-LC-MS/MS method
was successfully applied to patient samples. In conclusion, both methods developed in
this thesis provide reliable and effective results in the analysis of antiviral drugs. It is
believed that these developed methods will play an important role in the quality control
of antiviral drugs and in the monitoring of treatment processes.

Key Words: Antiviral, solid phase microextraction (SPME), liquid chromatography,
plasma, pharmaceuticals.
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1. GIRIS ve AMAC

Virilisler genellikle submikroskopik bakterileri gecirmeyen filtrelerden
gecebilen, tek tip niikleik asit ile protein bir kilif igeren enfeksiyona sebep olan
ajanlardir. Virtsler hiicre i¢i zorunlu parazitlerdir. Virologlarin ¢alismalar1 sonucu
viriisler 50 familya altinda toplanmis ve smiflandirmasinda Viral niikleik asit tipi
(DNA veya RNA), niikleik asitin yapist (halkasal, dogrusal, tek-¢ift zincirli) ve zarf

olup olmamasi gibi ii¢ dnemli 6zellik g6z oniine alinmigtir [1].

Viriislerin ¢ogalmasi tiim canlilardan farkli olarak kendisine 6zgii bir yolla
gerceklesir. Zorunlu bir hiicre i¢i mikroorganizma olan viriisiin replikasyonu,
kendisine uygun bir konak hiicreye tutunmasi ile baslar hiicre igerisine giris, kapsidin
soyulmasi, biyosentez, viriisiin toplanmasi, olgunlasma basamaklarin1 takiben
olusturulan birgok yeni viriis par¢aciginin konak hiicreden ayrilmasi ile son bulur.

Virtisler bir¢ok enfeksiyonun yani sira kanserin olusumunda da énemli rol oynar [2].

Viriisler, insanlarda soguk alginligi, grip, sugigegi, uguklar, kuduz, Ebola,
AIDS (HIV), kus gribi ve hepatit gibi bir¢ok ciddi hastaliga neden olmaktadirlar [2].
Bununla birlikte, akut solunum yolu hastaliklarina yol agan en 6nemli etkenlerdendir.
Bu hastaliklar insanlarda yiliksek oranda goriilebilmekte, ciddi derecede is giicii
kaybiyla ve hatta 6liimle sonuglanabilmekte, her yil diinya genelinde iki milyondan
fazla kisinin hayatini kaybetmesine neden olmaktadir. Giinlimiizde saglik alanindaki
ilerleyen teknolojiyle viriis enfeksiyonlarina karsi antiviral ilaglarin kullanimi devam

etmektedir [2].

[lk antiviral ilag olan idoksuridin 1963 yilinda onaylandigindan beri,
enfeksiyon kaynakli hastaliklarin tedavisi icin ¢esitli islevsel gruba ayrilan 90 antiviral
ilag resmen onaylanmistir [3]. Antiviral ilaglar, Anatomik Terapotik Kimyasal
Siiflandirma Sistemi'nde (ATC/DDD Indeksi), aktif bilesenlerine, etkiledikleri
sisteme, farmakolojik ve kimyasal 6zelliklerine gore on iki ayr1 gruba smiflandirilir
[4, 5]. Calismamizda, Tiirkiye'de lisanslanmig 5 gruptan (i¢ standart molnupiravir ile

birlikte) on bir antiviral madde kullanilmistir [6].



Bu tez ¢aligmasinin temel amaci, antiviral ilaglarin analizinde yeni yontemler
gelistirerek, ilaglarin kalitesinin kontroliinii ve tedavi siireclerinin izlenmesini daha
etkin hale getirmektir. Literatiirde antiviral ilaclarin ¢ogunlukla tek tek analiz edildigi,
es zamanli analiz yontemlerinin ise sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, bu
calismada hem farmasoétik formiilasyonlardaki hem de insan plazmasindaki antiviral

ilaclarin tayini i¢in iki ayr1 yontem gelistirilmesi ve valide edilmesi planlanmaistir.

Bu amacla ¢alismanin ilk agsamasinda, alt1 antiviral ilacin (EMT, ENT, FAV,
GAN, VAL ve VLG) es zamanlh olarak analiz edilebilmesi ve kromatografik
davraniglarinin belirlenmesi i¢in HPLC yontemi gelistirilmesi ve farmasdtik dozaj

sekillerinde analizlerinin gerceklestirilmesi amaglanmigtir.

Calismanin ikinci asamasinda, dokuz antiviral ilacin (ASI, EMT, ENT, GAN,
LAM, LOP, OSE, VAL ve VLQG) insan plazmasindaki derisimlerinin 6l¢iilmesi i¢in
SPME-LC-MS/MS yonteminin gelistirilmesi planlanmistir. Bu amagla uygun sorbent,
¢ozelti ve tiiketme siirelerinin optimize edilmesi amaglanmistir. Gelistirilen bu yontem
ile tedavi siirecinde antiviral ilaclarin plazma derisimlerinin takip edilerek doz
ayarlamalarinin yapilmasima ve tedavi etkinliginin izlenmesine olanak saglanmasi
planlanmistir. Ayrica ilk kez SPME’ler secilen antiviral ilaglarin plazmadan analizleri

icin gelistirilmistir.

Gelistirilen her iki yontemin de validasyon calismalari yapilarak gilivenilirlik
ve dogruluklarinin kanitlanmasi planlanmistir. Bu sayede, antiviral ilaglarin analizinde
daha hizli, hassas ve giivenilir sonuglar elde edilmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma,
antiviral ilaglarin kalitesinin kontroliine ve tedavi siireglerinin iyilestirilmesine 6nemli

katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antiviral Tlaclar

Soguk alginligi, grip, sucicedi, herpes, kuduz, Ebola, AIDS (HIV), kus gribi ve
hepatit gibi hastaliklar1 kapsayan viral enfeksiyonlar, insan sagligi icin énemli bir
tehdit olusturmaktadir. Ozellikle akut solunum yolu hastaliklar1, oldukga yaygindir ve
is kaybu1, kalic1 sakatlik ve 6liim dahil olmak iizere ciddi sonuglara yol acabilmektedir.
Her yil, iki milyondan fazla insan bu enfeksiyonlar nedeniyle diinya genelinde hayatini
kaybetmektedir. Tarih, kizamik, grip, HIV, SARS, Ebola ve Lassa hummasi gibi yikici
viral salginlarla doludur ve her biri 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olmustur
[7, 8]. SARS-CoV-2 viriisii tarafindan neden olan yakin tarihli COVID-19 pandemisi,
viriislerin yikici potansiyelini, hizli kiiresel yayilimi ve pndmoni ve organ yetmezligi
gibi ciddi komplikasyonlar gelistirme potansiyeli ile daha da vurgulamaktadir.
Gegmisteki bu viral salginlar, diinya sagligi icin siirekli bir tehdit olusturan bu
viriislere kars1 etkili tedavi yontemleri bulmak i¢in siirekli aragtirma yapmanin ve yeni

ilaglar gelistirmenin ne kadar 6nemli oldugunu agikca gostermistir [9].

COVID-19 pandemisi sirasinda klorokin, favipiravir, remdesivir ve
molnupiravir gibi ilaglar tedavide Onemli bir rol oynamustir [10]. Saglik
teknolojisindeki ilerlemeler, ¢ok cesitli viral enfeksiyonlara karsi antiviral ilaglarin
geligtirilmesini ve kullanimint  siirdiirmektedir. Giiniimiizde, saglik alanindaki
ilerleyen teknoloji ile birlikte, viral enfeksiyonlara karsi antiviral ilaglarin kullanimi

devam etmektedir.

2.1.1. Smmiflandirmalari

Antiviral ilaglar aktif bilesenleri, etki gosterdigi sistem, farmakolojik ve
kimyasal 6zelliklerine gére Anatomik Terapotik Kimyasal Siniflandirma Sisteminde

(ATC/DDD Index) on iki ayr1 grupta simiflandirilmistir (Tablo 2.2.1) [4, 5].



Tablo 2.1. ATC/DDD Indeksine gére antiviral ilaglarm siniflandiriimasi

Grup * Antiviral

JOSAA .

Tiyosemikarbazonlar Metisazon

JOSAB Asiklovir, idoksuridin, vidarabin, gansiklovir, famsiklovir,

Niikleozit ve niikleotit haric  valasiklovir, sidofovir, pensiklovir, valgansiklovir, brivudin,
ters transkriptaz inhibitorleri  remdesivir, brinsidofovir, molnupiravir

JOSAC

Siklik aminler Rimantadin, tromantadin

JOSAD
Fosfonik asit tiirevleri Foskarnet, fosfonet
JOSAE Sakuinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir,

fosamprenavir, atazanavir, tipranavir, darunavir, ensitrelvir,

Proteaz inhibitorleri . . .
nirmatrelvir, ritonavir

JOSAF Zidovudin, didanozin, zalsitabin, stavudin, lamivudin, abakavir,
Niikleozit ve niikleotit ters tenofovir disoproksil, adefovir dipivoksil, emtrisitabin, entekavir,
transkriptaz inhibitorleri telbivudin, klevudin, tenofovir alafenamit

JOSAG

- . Nevirapin, delavirdin, efavirenz, etravirin, rilpivirin, doravirin
Niikleozit olmayan ters pn, ’ ’ - TP ’ ’

transkriptaz inhibitorleri clsulfavirin

JOSAH. S . Zanamivir, oseltamivir, peramivir, laninamivir
Noraminidaz inhibitorleri ’ ’ ’

JO5SAJ

. e s Raltegravir, elvitegravir, dolutegravir, kabotegravir
Integraz inhibitorleri cgravir, elvitegravir, doluteg > kabotegrav

Ribavirin, telaprevir, boseprevir, faldaprevir, simeprevir,
asunaprevir, daklatasvir, sofosbuvir, dasabuvir, elbasvir,

JOSAP grazoprevir, koblopasvir, ravidasvir, narlaprevir, sofosbuvir-
HCV enfeksiyonlarinda ledipasvir, dasabuvir-ombitasvir-paritaprevir-ritonavir, ombitasvir-
kullanilanlar paritaprevir-ritonavir, elbasvir-grazoprevir, sofosbuvir-velpatasvir,

sofosbuvir-velpatasvir-voksilaprevir, glesaprevir-pibrentasvir,
daklatasvir-asunaprevir-beklabuvir

Zidovudin-lamivudin, lamivudin-abakavir, tenofovir disoproksil-
emtrisitabin, zidovudin-lamivudin-abakavir, zidovudin-lamivudin-
nevirapin, emtrisitabin-tenofovir disoproksil-efavirenz, stavudin-
lamivudin-nevirapin, emtrisitabin-tenofovir disoproksil-rilpivirin,
emtrisitabin-tenofovir disoproksil-elvitegravir-kobisistat, lopinavir-
ritonavir, lamivudin-tenofovir disoproksil-efavirenz, lamivudin-
tenofovir disoproksil, lamivudin-abakavir-dolutegravir, darunavir-
kobisistat, atazanavir-kobisistat, lamivudin-raltegravir,
emtrisitabin-tenofovir alafenamit, emtrisitabin-tenofovir
alafenamit-elvitegravir-kobisistat, emtrisitabin-tenofovir
alafenamit-rilpivirin, emtrisitabin-tenofovir alafenamit-biktegravir,
dolutegravir-rilpivirin, emtrisitabin-tenofovir alafenamit-darunavir-
kobisistat, atazanavir-ritonavir, lamivudin-tenofovir disoproksil-
doravirin, lamivudin-dolutegravir, darunavir-ritonavir, lamivudin-
tenofovir disoproksil-dolutegravir, stavudin-lamivudin,
emtrisitabin-tenofovir alafenamit-dolutegravir

Moroksidin, lisozim, inozin pranobeks, plekonaril, enfuvirtit,
maravirok, maribavir, umifenovir, enisamium iodit, letermovir,
tiloron, pentanedioik asit imidazolil etanamit, ibalizumab,
tekovirimat, baloksavir marboksil, amenamevir, favipiravir,
bulevirtit, fostemsavir, lenakapavir, riamilovir, labuvirtit

* J Antienfektifler, sistemik kullanim igin, JO5 Antiviraller, sistemik kullanim igin, JO5SA Direkt etkili
antiviraller

JOSAR
HIV enfeksiyonlarinda
kullanilanlar, kombinasyonlar

JOSAX
Diger antiviraller




Bunlardan niikleozit ve niikleotit ters transkriptaz inhibitorleri, niikleozit
olmayan ters transkriptaz inhibitorleri, niikleozit ve niikleotit hari¢ ters transkriptaz
inhibitorleri, proteaz inhibitorleri, néraminidaz inhibitorleri, integraz inhibitdrleri,
HCV enfeksiyonlarinda kullanilanlar, HIV enfeksiyonlarinda kullanilanlar ve diger
antiviraller olmak tizere dokuz gruba ait antiviral ilaglarin Tiirkiye’de ruhsath

miistahzarlar1 bulunmakta ve kullanilmaktadir [6].

2.1.2. Etki Mekanizmalari

Antiviral ilaglar son yillara kadar RNA viriislerine etkili olanlar ve DNA
viriislerine etkili olanlar olmak tizere iki grupta siniflandirilmiglardir. Ancak, viriisiin
konakgida hastalik olusturma evreleri ve bu evrelerde rol oynayan biyokimyasal
mekanizmalarin ayrintili bir sekilde 6grenilmesinden sonra bdyle bir siniflandirmanin
yeteriz oldugu anlasilmistir. Antiviral bilesikler mekanizmalarina gore su sekilde de

siiflandirilabilirler [11]:

e Viriis Giris Asamasimi Engelleyen Ilaglar: Viriisiin konak hiicre yiizeyindeki
spesifik reseptorlere baglanmasi, fiizilasyonu (membran kaynagmasi) ve hiicreye

girisini bloke eder.

e Kapsidin A¢ilmas Inhibitérleri: Viriis hiicre igine girdikten sonra, kapsidini

acarak genetik materyalinin serbest kalmasini ve replikasyon siirecini inhibe eder.

e Viral Niikleik Asit Replikasyonunu Engelleyen Ilaglar: Viriisiin genetik
materyalinin (RNA veya DNA) sentezini, transkripsiyonunu veya replikasyonunu

durdurur.

o Niikleozit/ Nukleotit Analoglari: Viral polimeraz tarafindan yanliglikla

eklenerek zincir uzamasini sonlandirir (6rnegin, herpesviriislerde asiklovir).

o Non-niikleozit Analoglar: Polimerazin aktif bolgesine baglanarak ya da

konformasyonunu degistirerek fonksiyonunu engeller.

e Viral Proteaz Inhibitdrleri: Bircok viriis, genomlarindan iirettikleri uzun

poliproteinleri, olgun ve fonksiyonel proteinlere bdlmek zorundadir. Proteaz



inhibitorleri, bu kesme (proteoliz) islemini durdurarak viriisiin olgunlagsmasini

engellerler.

e Viral Enzim ve Fonksiyonel Bilesenlerin Diger Asamalarini Hedef Alan

Maglar:

o Noraminidaz Inhibitérleri: Ozellikle influenza viriislerinde, yeni olusan
virilis partikiillerinin konak hiicreden ayrilmasini (budding) ve yayilmasini saglayan

nodraminidaz enzimini inhibe ederler.

o Entegrasyon Inhibitérleri: Retroviriislerde, 6rnegin HIV’de, viriis

DNA’sinin konak hiicre genomuna entegrasyonunu engeller.

e Viral Montaj ve Salimmm Asamasmi Engelleyen Ilaglar: Viriis
partikiillerinin montajlanmasi, olgunlasmas1 veya konak hiicreden salinmasi
asamalarini1 hedef alarak enfeksiyonun yayilmasini azaltir. Bu asamay1 hedef alan

ajanlar, 6zellikle baz1 yeni gelistirilen antiviral stratejiler arasinda yer almaktadir.

2.1.3. Direng ve Klinik Kullanimlari

Antiviral tedavide ila¢ direnci 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Bu direng,
kalic1 viral replikasyon ve uzun siireli ilag maruziyetinin direngli suslarin se¢ilmesine
yol actigi immiin sistemi baskilanmis hastalarda ortaya cikabilmektedir. ilag
direncinin sonugclar1, ikinci basamak antiviral ajanlarin kullaniminda bulunan
toksisiteden, siddetli hastaliga ve hatta (etkili bir alternatif tedavi bulunmadiginda
ilerleyici viral enfeksiyondan dolayi) 6liime kadar uzamaktadir. Bilimsel teknoloji,
antiviral direncin bu yakin mekanizmalarindan bir kismini tanimlamig olsa da,
viriislerin daha biiyiik evrimsel egilimleri belirsizligini korumaktadir. Mutasyonlari,
rekombinasyon oranlarini, bulasmanin demografik geg¢mislerini ve antiviral ilag
tedavisine viral adaptasyon sirasinda secici kuvvetleri degerlendirmek igin yeni
Olgiitler gelistirilmistir. Genotiple ilgili analizlerin dogru yorumlanmasi igin ¢esitli
mutasyonlarin  verdigi diren¢ ve c¢apraz direng seviyelerinin anlagilmasi
gerekmektedir. Ila¢ tedavisine karsi viral direncin tanimlanmasi, belirgin viral

degisikliklerin (fenotipik direng) bir dizi antiviral ilaca baglanmasiyla miimkiindiir.



Antiviral direnci azaltmak i¢in ilag uygulamasini optimize etme, diren¢ mekanizmalari

bilgisine dayali alternatif tedavi segme ve yeni antiviraller gelistirme ihtiyaci vardir

[11].

Tez kapsaminda analiz edilen antivirallerin direng mekanizmalar1 asagida

Ozetlenmistir.

Asiklovir ve valasiklovir: Direng, immiinokompetan bireylerde nadirdir ancak
immiin sistemi baskilanmis hastalarda ortaya cikabilir. Direng genellikle viral timidin
kinaz genindeki mutasyonlar1 igermekte ve bu da ilag aktivasyonunun azalmasina

neden olmaktadir [12, 13].

Emtrisitabin ve tenofovir disoproksil fumarat: Bu ilaglar HIV ve HBV ig¢in
kullanilir. Emtrisitabin igin M184V/I ve tenofovir i¢in K65R gibi diren¢ mutasyonlari
etkinligi azaltabilir. Direnci Onlemek i¢in genellikle kombinasyon tedavisi

kullanilmaktadir [14-16].

Entekavir: Yiiksek genetik bariyeri nedeniyle direng daha az yaygindir. Ancak,

Ozellikle daha 6nce lamivudin direnci olan hastalarda ortaya ¢ikabilmektedir [14, 15].

Favipiravir ve molnupiravir: Bu yeni antiviral ajanlar, influenza ve SARS-
CoV-2 gibi RNA viriislerine kars1 potansiyel gostermistir. Diren¢ mekanizmalar1 hala
arastirtlmaktadir, ancak RNA viriislerindeki hizli mutasyon oranlar1 6nemli bir zorluk

teskil etmektedir [17].

Gansiklovir ve valgansiklovir: Sitomegalovirus direnci genellikle UL97 kinaz
genindeki veya UL54 DNA polimeraz genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir

ve bu da ilag¢ aktivasyonunun veya baglanmasinin azalmasina yol agmaktadir 13, 18].

Lamivudin: HBV tedavisinde diren¢ yaygindir ve viral polimeraz genindeki
M204V/I gibi mutasyonlar goriildiiglinden, alternatif ilaglarin veya kombinasyon

tedavilerinin kullanilmasini gerektirmektedir [15, 19].



Lopinavir: HIV tedavisinde kullanilan bu ilag i¢in direng, ila¢ baglanmasini ve
etkinligini azaltabilen proteaz genindeki mutasyonlar1 igermektedir. Direnci 6nlemek

icin diger antiretrovirallerle kombinasyon tedavisi uygulanmaktadir [20].

Oseltamivir: Gripteki direng, esas olarak ilag baglanmasini azaltan H275Y gibi
ndraminidaz genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Grip mevsimlerinde

izleme ve alternatif tedaviler esastir [13].

Tenofovir disoproksil fumarat: Bu ilag¢ i¢in diren¢ daha az yaygindir ancak
uzun siireli kullanimda, 6zellikle diger niikleozit analoglarina karsi daha 6nce direnci

olan hastalarda ortaya ¢ikabilmektedir [14, 15].

2.1.4. Yan Etkileri

Bir¢ok antiviral ilag, ates, yorgunluk ve kas agrilar1 gibi gribe benzer
semptomlara neden olabilmektedir. Bu semptomlar genellikle doza baghdir ve geri
dondiiriilebilirdir. Hematolojik anormalliklere anemi, ndtropeni ve trombositopeni
gibi durumlar dahildir. Noropsikiyatrik semptomlar: sinirlilikten siddetli depresif
sendromlara kadar uzanmaktadir. Bu yan etkileri yonetmek i¢in antidepresanlar

kullanilabilmektedir [21, 22].

Asiklovir ve valasiklovir: Genellikle iyi tolere edilir ancak 6zellikle dnceden

bobrek rahatsizligi olan hastalarda bobrek toksisitesine neden olabilmektedir [23-25].

Emtrisitabin ve lamivudin: Bu ilaglar iyi tolere edilir ancak ila¢ direngli viral
suslarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmekte ve bu da etkinliklerini azaltabilmektedir

[21, 22].

Entekavir: Genellikle iyi tolere edilir ve minimal yan etkilere sahiptir ancak

diger antiviraller gibi nadir durumlarda laktik asidoza neden olabilmektedir [21, 22].

Gansiklovir ve valgansiklovir: Bu ilaglar ndtropeni ve trombositopeni dahil

olmak tizere 6nemli hematolojik nefrolojik toksisiteye neden olabilmektedir [23-25].



Lopinavir: Yaygmn yan etkiler arasinda ishal ve mide bulantist gibi

gastrointestinal sorunlar ve potansiyel karaciger toksisitesi bulunmaktadir [26].

Oseltamivir: Genellikle iyi tolere edilir ancak mide bulantisi, kusma ve nadir

durumlarda néropsikiyatrik olaylara neden olabilmektedir [23-25].

Molnupiravir: Sinirli veri mevcuttur ancak genellikle iyi tolere edilir ve 6nemli

kardiyovaskiiler etki bildirilmemistir [28].

Bu ilaglarin hematolojik, noropsikiyatrik ve nefrolojik yan etkileri
yonetilebilmektedir. Filgrastim gibi hematopoietik biiyiime faktorlerinin kullanimi
ndtropeniyi yonetmede, secici serotonin geri alim inhibitorleri gibi antidepresanlar
ndropsikiyatrik olarak faydali olabilmektedir [21, 22]. Nefrotoksik antiviral kullanan
hastalar i¢in serum kreatinin, fosfatemi ve proteiniirinin diizenli olarak izlenmesi
onemlidir [27]. Hasta giivenligini ve tedavi etkinligini saglamak i¢in antiviral ilaglarin

yan etkilerinin ve plazma diizeylerinin izlenmesi ve yonetilmesi son derece dnemlidir.

2.1.5. Kimyasal Yapilar

Antiviral ilaglar, viriislerin ¢ogalmasini, yagsam dongiilerinin belirli agsamalarini
hedef alarak engellemesi i¢in tasarlanmistir. Bu ilaglarin kimyasal yapilari, etki
mekanizmalarini ve etkinliklerini belirlemede kritik 6neme sahiptir. Tez ¢alismasinda
kullanilan on bir adet antiviralin kimyasal yapist Sekil 2.1°de [29], fiziksel ve kimyasal

ozellikleri Tablo 2.2°de [29-33] verilmistir.
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Tablo 2.2. Tez caligmasinda kullanilan antivirallerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Coziiniirlik MA

Kapah formiil LogD LogP (/L) (g/mol) pKa
ASI CsH1iNsO; -1.46 -1.76 9.08 225.2 2.27ve 9.25
EMT CsH10FN30;S -0.73 -0.41 0.268 2473 5.47
ENT C12H15N503 -0.80 -0.96 6.59 277.3 12.00
FAV CsH4FN30, -0.00 0.78 8.7 157.1 9.39
GAN CoH13N504 -1.72 -2.06 11.5 255.23 10.16
LAM CsHiiN;O5S -1.00 -0.71 2.76 229.26 14.29
LOP C57H4sN4Os 5.24 6.26 0.00192 628.8 13.39
OSE C16H2sN204 -1.07 1.50 0.686 3124 7.7
VAL C13H20N6O4 -3.17 -0.88 3.55 324.34 11.99
VLG C14H22N¢Os -3.14 -1.28 4.79 354.36 11.98
MOL Ci3H19N307 -0.76 -0.17 5.77 329.31 8.21

D: dagilma katsayisi, P: partisyon katsayisi, MA.: molekiiler agirlik.

2.1.6. Coziiniirliik Ozellikleri

Elde edilen etken maddelerin ¢oOziiniirliik o6zelliklerinin incelenmesi
kapsaminda analiz sertifikalar1 ile birlikte Avrupa Farmakopesi (EP), Ingiliz
Farmakopesi (BP), Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi (USP-NF), Hint
Farmakopesi (IP) ve Japon Farmakopesi (JP) gibi uluslararasi gecerliligi olan giincel
farmakopelerdeki monograflar da taranarak ideal ¢oziiciiler hakkinda bilgi edinilmistir
(Tablo 2.3). Ayrica kromatografik ayrimda kullanilan ¢6ziicli sistemler igin
farmakopelerde bulunan hareketli faz bilesimleri verilmistir (Tablo 2.7.2).
Degerlendirmeler 1518inda analizlerde maddelerin ¢dziindiiriilmesi i¢in su veya

metanol kullanilmasina karar verilmistir.
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Tablo 2.3. Antiviral etken maddelerin ¢6ziiniirliik 6zellikleri

12

Analiz sertifikasi EP BP USP 1P JP
Suda az ¢6ziiniir
Suda az ¢6ziiniir ve etanolde
) 0,
etanolde (%96) ¢ok az (g)29u9nflz C(;) l; az
¢Oziiniir, heptanda hemen ¢ L
o mol/L HC1 TS
ASI - hemen hig¢ ¢6ziinmez. + + + ve sevreltik
Mineral asit ve alkali % dyuylrn
hidroksitlorin seyrelu hidroksit TS
¢ozeltilerinde ¢ozlniir. .
igerisinde
¢Ozunur.
Metanol ve suda
e Suda
kolay ¢oziiniir, Sziiniir
EMT  diklorometanda - - - ¢ )
. Metanolde
hemen hemen hig e
. zor ¢oziniir.
¢Ozlinmez.
Su, susuz etanol ve
heptanda hemen Suda, susuz etanolde ve
pnr  omen b heptanda hemen hemen :
¢Ozlinmez. Su ve hig ¢6zlinmez, metanolde
metanolde ¢ok az az ¢Ozinr.
¢Ozliniir.
ACN ve metanolde
FAV zor ¢Oziiniir, su ve - - - - +
etanolde az ¢Oziiniir.
Suda az ¢6ziiniir,
etanolde (%96) ¢ok az
¢oOzliniir. Mineral asit ve
GAN Nemgeker alkali hidroksitlerin L
seyreltik ¢ozeltilerinde
¢Ozliniir.
- Suda
Suda ¢6ziiniir, metanolde Sziiniir
LAM - zor ¢Oziiniir, etanolde + + ¢ ’
e Metanolde
(%96) az ¢oziiniir. PR
zor ¢oziniir.
Metanol ve alkolde Metanol ve
e . diklorometa
kolay ¢oziiniir, Suda hemen hemen hig nda kola
izopropanolde ¢ozlinmez, metanol ve ca xo'ay
LOP e . .. + + ¢Ozunur; -
¢0Oziiniir, suda metilen kloriirde gok
. e suda hemen
hemen hemen hig ¢ozlindr. .
o hemen hig
¢Ozlinmez. -
¢oziinmez.
MOL - - - - -
Su ve n}et? n91de Su ve metanolde kolay
kolay ¢oziiniir. Oziiniir. Metilen Suda
OSE Metilen kloriirde gozunur. + + e -
. kloriirde hemen hemen ¢Oziiniir.
hemen hemen hig L
. hi¢ ¢dzlinmez.
¢Ozlinmez.
Suda kolay
¢Ozunr,
Suda ¢6ziiniir. Suda kolay ¢dziiniir, ?(E/a gglgf ok az
VAL Diklorometanda susuz etanolde az + + - éoziin'ﬁr QO 05
¢Ozlinmez. ¢Ozliniir. ¢ o
mol/L
hidroklorik asit
TS de ¢oziiniir.
Suda kolay ¢oziiniir.
VLG Metanolde zor - - + - -

¢Ozunir.

+ : Ilgili etken madde farmakopede bulunur ama ¢dziiniirliigii hakkinda bilgi igermez. - : Tlgili etken

madde farmakopede bulunmaz.
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Bilimsel kaynaklarda antivirallerin farmasétik iirlinlerden ve biyolojik
materyallerden analizlerine rastlanmaktadir. Bu calismalarin ¢ogu tek bir antiviral
ilacin analizine odaklanmistir [34-69], birkag tanesi iki veya daha fazla antiviral ilacin
es zamanl analizini icermektedir [36, 44, 53, 55, 62, 63, 69]. Bu analizlerde kullanilan
yontemler ultraviyole-goriiniir spektrofotometri [58], florimetri [35, 54], kapiler
elektroforez [62, 63], yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC-UV/FD) [35,
37-40, 42, 43, 46-49, 51, 55, 56, 59-62, 64-66, 70, 71], siv1 kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS) [36, 41, 50, 53, 57, 67, 68], ve yiiksek performansli ince
tabaka kromatografisi (HPTLC-UV) [34] gibi kromatografik teknikler kullanilarak
antiviral ilaclarin nicel analizi i¢in bildirilmistir. Antiviral ilaglarin analizlerinde

kullanilan yontemler Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.



Tablo 2.4. Tez kapsaminda caligilan antivirallerin farmasdtik dozaj sekillerinden ve biyolojik materyallerden analizleri

% Geri

ila¢ Matriks Yontem Numune Hazirlama Hareketli Faz Dogrusalhk LOD/LOQ Kazamm Kay.
. - RP-HPLC DMSO:ACN ACN: %0.1 Fosforik asit: 83.6 ng/mL
ASI Mikropartikil (PDA) (20:80 h/h) MeOH (50:40:10, h/h) 0.5-30 pg/mL 109.5 ng/mp 0171041 [72]
%0.1 Amonyum
ASI s RP-HPLC . . . 1-100 pg/mL, 98.6-100.8,
VAL Dozaj Sekilleri V) Cozme asetat tamp(l)lr/llllleCN (95:5, 1-100 pg/mL - 99 1-101.5 [65]
ASI . . o ASI: 0.1-25 ng/mL . 95.4-99.0,
VAL Glossina pallidipes LC-MS/MS SPE (MeOH) ACN:Su:FA VAL: 0.5-25 ng/mL LOQ: 0.1ng/mL 91.0-97.0 [67]
. iy RP-HPTLC .. RP-HPTLC: MeOH:Su; 10.3 ng/band
EMT Dozaj Sekilleri NP-HPTLC Cozme NP-HPTLC: Toluen: McOH 30-800 ng/mL 30.9 ng/band 100.8-98.3  [34]
. Protein ¢oktiirme . 0.025-2.5 pg/mL 0.01 mg/L
EMT Plazma HPLC (Florometrik) (ACN) ACN:Su:FA (R*=.9999) 5 mg/L. 107 [35]
Protein ¢oktiirme o 2-1000 ng/mL )
EMT Plazma LC-MS/MS (ACN) MeOH:Su:FA (R2=0.9999) LOD: 1 ng/mL 68.5 [36]
HPLC . . 0.01 pg/mL
EMT Tablet (DAD) Cozme ACN:Fosfat Tamponu 25-250 pg/mL 0.03 ug/mL 99.1-101.2  [37]
o HPLC . . 0.02 pg/mL
EMT Dozaj Sekilleri (UV) Cozme MeOH:Su:Trietilamin 20-240 pg/mL 0.06 ug/mL 92.3-129.8  [38]
HPLC - . 0.25-20 pg/mL
EMT Tablet (PDA) Dissoliisyon ACN:Su:FA (R?=0.999) 100.6 [39]
EMT  Kuru kan (DBS) LC-MS/MS Sl“'&‘}éé‘ﬂ‘)etme MeOH:Su:FA 5-1000 ng/mL (R>>0.99) LOQ: 5ng/mL  99.9-101.6  [73]
Plazma HPLC Stvi-sivi tiiketme (%6 25 mM Fosforik asit (pH 3):
EMT idrar (Florometrik) TCA) MeCN (89:11, h/h) 0.1-1.0 pg/mL LLOQ 2.5 ng/mL  101.9-98.8  [40]
ENT Tablet, HPLC Safénff:e Yae i’;‘ll;let ANC: 10 mM Fosfat Tamponu ~ 0.039-100 pg/mL 00097 mg/m o 0 o 74
Plazma (UV/Vis) gozme, plaz (80:20, h/h) (R>>0.996) 0.039 pg/mL - 07
ornekleri
ACN: Potasyum dihidrojen
RP-HPLC . . 0-70 pg/mL 0.05 pg/mL 0.15
ENT Tablet (UV/Vis) Cozme fosfat tamponE/(lgH3.4), (40:60, (R?>0.991) ng/mL 98.98-99.57 [43]
Protein ¢oktiirme o 0.039 ng/mL 0.02
ENT Plazma UPLC-MS/MS (ACN) ACN:Su:FA - ng/mL 88.8 [44]

14!



Tablo 2.5. (Devam) Tez kapsaminda ¢alisilan antivirallerin farmasétik dozaj sekillerinden ve biyolojik materyallerden analizleri

Cesitli Cevresel Kat1 Faz Tiiketme . 2-200 ng/mL 0.49 ng/mL
ENT Matrisler UPLC-MS/MS (SPE) ACN:Su:FA (R%0.993) 1.64 ng/mL 91-116 [45]
. . ACN: Potasyum dihidrojen
Saf Madde, Dozaj RP-HPLC Saf madde ve dozaj . 2.186 pg/mL
FAV Sekilleri (UV/Vis) sekli cozme fosfat tamponlﬁ/glp)HlS), (10:90, 50-250 pg/mL 6.626 pg/mL 100.2-100.3  [46]
ACN: 50 mM Potasyum
FAV  Dozaj Sekilleri (é{\l; k,(fs) Cozme dihidrojen fosfat tamponu 1(();21 Ooogg%g;L ;2 “gﬁi 99.19-100.17 [47]
(pH2.3), (10:90, h/h) s OHe
25.0 mM fosfat tamponu (pH
) , : o 6.25-250.00 pg/mL 1.02 pg/mL
FAV Tablet HPLC-DAD Cozme 3.5): MeOH.h//XhC)N (62:28:10, (12, 0.9999), 3.01 pg/mL 101.3 [48]
Tablet Micellar HPLC (ozme 0.02 M Brij-35: 0.ISMSDS: - ) 35 0/mr 0004 pg/mL 0.011
FAV Plazma Spektroflorimetrik Protein ¢oktiirme 0.02 M disodyum hidrojen (12, 0.999) mL 101.7 [49]
i P (ACN) fosfat (pH 5.0) s He
Protein ¢oktiirme . . . 1-1000 ng/mL 0.045 pg/mL
FAV Serum LC-MS/MS (ACN) MeOH:Su:Formik Asit (R?=0.999) 0.135 pg/mL 99.8-110.1  [50]
FAV Plazma RP-HPLC P rme&gi\ll‘)mme MeOH: Su (35:65, h/h) 02-32pgmL  LOQ 0.72 pg/mL  97.6-1002  [51]
0.1 M SDS: 0.01 M Brij-35, : 0.04 ne/mL
FAV Tablet Micellar HPLC Dissoliisyon 0.02 M monobazik potasyum 0.5-50.0 pg/mL U HE 99.99 [52]
0.12 pg/mL
fosfat (pH 3.1)
ASI Protein ¢oktiirme o . . ASI:2-1000 ng/mL ) 95-97.1
GAN Serum LC-MS/MS (ACN) ACN:Su:Formik Asit GAN:5-1000 ng/mL LOD: 0.5 ng/mL 95.99 8 [53]
Plazma, . Protein ¢oktiirme o 0.0400-4.00 pg/mL LLOQ: 0.0400
GAN o HPLC (Florometrik) (ACN) ACN:Su:FA (R~0.990) ey 97.4-105  [54]
ASI . Protein ¢oktiirme o . ASI 20-2000 ng/mL LOD:20 ng/M1 9391
GAN Plazma HPLC (Florometrik) (ACN) TFA(0.08 %V/V):MeOH GAN 20-2000 ng/ml.  LOD:20 ng/mL 9742 [55]
Serum C
? Protein ¢oktiirme 100.17
Tablet, ACN:MeOH:KH2P0O4(0.02M) LOD:1.73 ng/mL
VLG Hamn madde RP-HPLC (ACN),Saf Enadde ve (40:20:40; h/hvh) (pH 5.0) 10-30,000 ng/mL LOQ:5.77 ng/mL 100.56 [56]
tablet ¢cozme
Su/MeOH 15/85 (h/h) (A)
GAN Protein ¢oktiirme Su/AC 10/90 (h/h) (B) 16-40000 ng/mL 16 ng/mL 86.2-91.6
VLG Plazma HILIC-MS/MS (ACN) 5 mM amonyum format 4-10000 ng/mL 4 ng/mL 79.7-85.8 D]

%0,2 formik asit

Sl



Tablo 2.6. (Devam) Tez kapsaminda ¢alisilan antivirallerin farmasétik dozaj sekillerinden ve biyolojik materyallerden analizleri

LOD:0.0522
Saf Madde, Dozaj Saf madde ve dozaj pg/mL
VLG Sekilleri UV-GB sekli ¢ozme Su 1-6 pg/mL LOQ:0.1589 994-1004 58]
pg/mL
LOD:%0.004
0, . - -
VLG Saf Madde HPLC Saf madde 0.1% TFA:MeOH LOQ:% 0.013 90-95 [59]
Saf Madde, Dozaj Saf madde ve tablet ACN:KH2PO4(0.02M) LOD: 0.933
VLG Sekilleri UPLC-PDA cozme (55:45 h/h) 25-150 pg/ml LOD:2.827 ug/ml 98-102 [60]
GAN . Protein ¢oktiirme o . . AST10.1-10 pg/mL LOD:25 ng/mL
ASI Plazma HPLC (Florometrik) (ACN) ACN:Su:Formik Asit GAN 0.1-10 pg/mL 1£0Q:100 ng/mL 99.2-10 [61]
Kapiler Elektroforez CE: Fosfat tamponu 0.04-0.1 UM
VLG Dozaj Sekilleri (CE) Dozaj sekli ¢ozme HPLC: ACN:Su:NaH,PO4 - ’ K [62]
HPLC 90:10 (h/h)
Miseller . LOD: 0.032 96.5-99.79
VAL Dozaj Sekilleri Elektrokinetik Dozaj sekli ¢ozme Sodyum Bsorffzts(g%y;)m Dodesil XQIL 01;;)8 Hg//EII: pg/mL 98.8-102 [63]
Kromatografisi ! ) He LOD:0.013 pg/mL
VAL Tablet RP-HPLC Tabletleri ¢6zme MeOH:Su 6-90 ng/mL (R?=0.999) LOD: 3.4 pg/mL  99.9-1004  [64]
VAL . e . - . 2-8 ug .
ASI Dozaj Sekilleri HPLC Dozaj sekli ¢ozme MeOH:Su 0.026-0.077 ug LOD: 0.15 pg/mL 99.2 [66]
S LOQ: 48 ng/mL
VAL Protein ¢oktiirme o . ASI0.005-1.75 ng/mL . 84
ASI Plazma LC-MS/MS (ACN) %0.1 FA:MeOH VAL 0.5-10.22 pg/mL LOQ: 5 ng/mL 92 [68]

91
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2.2. Ayirma Teknikleri

Analiz edilecek bir maddenin yapisinin incelenmesi, safsizliklarin
uzaklastirilmas1 ya da fiziksel oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in ayirma teknikleri
uygulanir. Bu tekniklerde analiz edilecek madde ve ortamda bulunan diger maddeler
farkli fazlarda (kati, sivi, gaz) olacak sekilde ayrilir. Ayirma islemi Oncesinde
genellikle tim maddeler aym1 fazda bulunurken, islem sonucunda analiz edilecek

madde ya da digerleri farkl bir faza aktarilir.

Analitik kimyada genellikle ¢ozelti faz1 tercih edilir. Ancak orneklerin sivi
olmast sart degildir; kati Ornekler de uygun ¢oziicliler yardimiyla sivi faza

dondistiiriiliir. Ayirma iglemleri dokuz olasi faz transferi ile gergeklestirilir (Tablo 2.5).

Tablo 2.7. Analitik ayrimlardaki faz transferleri.

Ik Faz Son Faz Analitik Teknik

Siv1 Kati Coktiirme, iyon degisim kromatografisi
S1vi Sivi-sivi tiikketme, s1vi kromatografisi
Gaz Distilasyon

Gaz Kati Adsorpsiyon, gaz-kat1 kromatografisi
Siv1 Absorpsiyon, gaz-sivi kromatografisi
Gaz Gaz difiizyonu (izotop ayirimzi)

Kati Kati Manyetik ayirim
S1vi Perkolasyon
Gaz Stiiblimlesme

Tez ¢aligmasi kapsaminda sivi-kat1 mikro tiiketme ve sivi kromatografisi ile
deneyler gergeklestirildiginden bu teknikler hakkinda ayrintili bilgi asagida

verilmistir.

2.2.1. Sivi-Kati Tiiketme

Sivi-kat1 tiiketme (SPE), bir numunedeki analitlerin s1v1 bir karisimdan kat1 bir
sabit faz lizerine segici olarak tutulmasi prensibine dayanarak ayrilmast iglemidir. SPE,
hem basit bir teknik olmas1 hem de bir¢ok alanda uygulanabilirligi nedeniyle yaygin
bir sekilde kullanilan bir ayirma yontemidir. Bu islemde, analitler ya sabit faz tizerinde

tutulup safsizliklar eliie edilir ya da safsizliklar tutulup analit eliie edilerek ayrilir.
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SPE Sisteminin Temel Bilesenleri: SPE sisteminde temel olarak {i¢ ana unsur
bulunur. Ilk olarak, matriks, numunenin ¢dzelti halindeki ortamin1 ifade eder. ikinci
unsur, sorbent olarak adlandirilan ve analitleri secici bir sekilde tutan kati sabit faz
malzemesidir. Son olarak, analit ise ayirma isleminin hedefindeki kimyasal

maddelerdir.

SPE Islem Adimlari: SPE islemi birkac temel adimdan olusur. Ik adim olan
numunenin hazirlanmasi, numunenin uygun bir ¢6ziicii ile ¢ozelti haline getirilmesi,
iyonik kuvvetin ayarlanmasi ve analitin ¢ozeltide serbest hale getirilmesini igerir.
Ikinci adimda, sabit faz uygun bir ¢dziiciiyle yikanarak aktif hale getirilir; bu islem
sartlandirma olarak adlandirilir. Ardindan, numunenin yiiklenmesi asamasinda
numune ¢ozeltisi sabit faz iizerine yavas bir akisla uygulanir. Dordiincii adim olan
yikama sirasinda safsizliklar sabit fazdan uzaklastirilirken analit sabit fazda tutulur.
Son olarak, eliisyon agsamasinda analit, uygun bir ¢oziicii kullanilarak sabit fazdan geri

kazanilir.

SPE’nin Avantajlari: Bu yontemin Onemli avantajlar1 arasinda kolay
uygulanabilirlik, hizli sonu¢ elde etme, az miktarda ¢oziici kullanimi, yiiksek geri
kazanim oranlar1 ve genis uygulama alanlar1 bulunur. SPE, ¢evre, gida, biyokimya ve

toksikoloji gibi bir¢ok alanda etkili bir ayirma yontemi olarak kullanilmaktadir.
2.2.2. Sivi-Kat1 Mikro Tiiketme (SPME)

SPME, SPE’ye benzeyen ancak ¢ok daha hassas ve mikro o6lgekli bir
yontemdir. Bu teknikte, analitler bir fiber {izerine secici olarak adsorbe edilir ve fiber

tizerindeki maddeler analiz i¢in kullanilir.

SPE, bir sivi karisimda ¢o6ziinen veya silispansiyon halindeki bilesiklerin,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore bu karigimdaki diger bilesiklerden ayrildigi,
izole edildigi veya saflastirildigi bir kati-sivi ekstraksiyon teknigidir. Analitik
laboratuvarlarda, analiz i¢in numuneleri yogunlastirmak ve saflagtirmak i¢in SPE

kullanilmaktadir. SPE, idrar, kan, su, icecekler, toprak ve hayvan dokusu dahil olmak
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lizere ¢ok cesitli matrislerden ilgi ¢ekici analitleri izole etmek i¢in kullanilabilir [75,

76].

SPE, bir sivida ¢6zlinmiis veya silispansiyon halinde bulunan maddelerin
(hareketli faz) kiiciik bir kolonun i¢indeki kat1 bir dolguya olan afinitesini kullanir ve
numunenin i¢inden gegirilir (sabit faz) ve bir karigimi istenen ve istenmeyen
bilesenlere ayirir. Temel olarak, numunedeki istenen analitler veya istenmeyen
safsizliklar sabit fazda tutulur. Sabit fazdan gecen kisim, istenen analitleri veya
istenmeyen safsizliklar1 igerip icermedigine bagli olarak toplanir veya atilir. Sabit
fazda tutulan kisim istenen analitleri igeriyorsa, sabit fazin uygun bir eliientle

durulandig1 ek bir adimda toplanmak iizere sabit fazdan ¢ikarilabilmektedirler[77].

SPME, su ve toprak 6rneklerinde kirletici, pestisit ve ilaglarin belirlenmesi gibi
cevresel analizlerde, gida iirlinlerinde bulas, katki maddeleri ve diger analitlerin
tespitinde, ilag ve metabolitlerinin biyolojik sivilardaki analizlerinde, biyolojik
orneklerde biyobelirteclerin belirlenmesi gibi klinik analizlerde olmak tizere cesitli

alanlarda uygulanmaktadir [78].

Hedef analitler i¢in yiiksek secicilik saglamasi, nispeten basit ve hizli bir
numune hazirlama teknigi olmasi, gerekli numune hacmini en aza indirmesi ve bulas
riskini azaltmasi ve ¢ok diisiik miktarlarda ¢oziicii kullanilmasi dolayisiyla gevre dostu

bir teknik olmasi avantajlar1 arasinda gosterilebilmektedir [79].

SPME’nin Temel Bilesenleri: SPME sisteminde fiber, analitlerin
adsorplandig1 kat1 faz1 ifade eder. Fiberin kaplamasi, analitlerin hidrofobik, polar ya
da iyonik 6zelliklerine gore se¢ilir. Numune ortami ise analizin s1v1 ya da gaz halindeki

ortamini tanimlar.

SPME Islem Adimlar: ilk asama olan fiberin numuneye daldirilmasi, fiberin
numune ¢dzeltisine veya gaz ortamina yerlestirilmesini igerir. Ikinci asamada
adsorpsiyon islemi gergeklesir ve analitler fiber iizerine adsorbe edilir. Son olarak,
termal desorpsiyon asamasinda fiber kromatografik analiz i¢in enjeksiyon portuna

yerlestirilir ve adsorplanan analitler termal olarak desorbe edilir.
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SPME’nin Avantajlari: SPME, ¢oziicii kullanmadan ayirma yapabilmesi, ¢ok
kiigiik miktarlardaki analitleri tespit edebilmesi ve tasinabilirligi sayesinde sahada
kullanim imkan1 saglamasiyla 6ne ¢ikar. Bu yontem, cevre analizleri, adli tip, gida

analizi ve ilag sektorii gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.3. Siv1 Kromatografisi

Sivi  kromatografisi, kimyasal karigimlardaki bilesenlerin  ayrilmasi,
tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan yaygin bir tekniktir. Hareketli

faz s1v1 ya da gaz, sabit faz ise genellikle kat1 bir malzemedir.

Kromatografinin Siniflandirilmasi: Bunun i¢in ayrilma mekanizmasi da dahil
olmak iizere bir cok yontem vardir. Ancak yaygin kullanimda hareketli faz bi¢cimine

gore olan siniflandirma tercih edilmektedir. Buna gore:

e Gaz Kromatografisi (GC)

e Sivi Kromatografisi (LC)

GC-MS ve LC-MS analizleri ise bu kromatografi kolonlarinin MS ile
birlestirildigi yontemlerdir [46].

Ayirma mekanizmasina gore sivi kromatografisi; adsorpsiyon, dagilma, iyon
cifti olusumu, iyon degistirme, molekiiler eleme ve afinite kromatografisi olarak

siiflandirilir.

e Adsorpsiyon Kromatografisi: Bilesenlerin sabit faz yiizeyine adsorplanmasi

esasina dayanir.

e Dagilma Kromatografisi: Sabit ve hareketli faz arasindaki dagilma

farklarina dayanarak ayirma yapilir.

o Iyon Cifti Kromatografisi: Iyonize maddelerin hareketli fazdaki iyon ¢iftleri

ile etkilesimlerine dayanir.
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o lIyon Degisim Kromatografisi: Iyonik bilesiklerin sabit fazdaki zit yiiklerle

etkilesim gostermesi prensibine dayanir.

e Molekiiler Eleme Kromatografisi: Maddelerin molekiilerinin boyutlarina

gore ayrilmasi esasina dayanir.

o Afinite Kromatografisi: Antijen-antikor gibi biyokimyasal etkilesimlere

dayanan segcici bir tekniktir.

2.2.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) [80-82]

HPLC cihazi, karmasik karigimlardaki bilesenlerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve
miktariin belirlenmesi i¢in kullanilan giiclii bir analitik tekniktir. Temel bilesenleri;
pompa, enjektor, kolon, dedektér ve kaydedici olup, Sekil 2.2'de sematik olarak

gosterilmistir. Bu bilesenlerin gorevleri su sekilde 6zetlenebilir:

Sekil 2.2. HPLC cihaz1 kisimlariin sematik gosterimi

Pompa: HPLC sisteminin kalbidir ve hareketli fazin sabit bir hizda ve basincta
kolona aktarilmasini saglar. Pompa, ayirma isleminin tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti
i¢cin hayati bir role sahiptir. Pompa tiirleri genellikle izokratik (sabit ¢oziicli orani) ve

gradyan (¢Oziicii oranlarinin zamana bagh degisimi) olmak {izere ikiye ayrilir:

o lIzokratik pompalar: Siirekli ayn1 bilesime sahip bir hareketli faz kullanir.

Daha basit analizlerde tercih edilir.

e Gradyan pompalar: Farkli ¢oziiciiler arasindaki orani1 zamanla degistirir.

Daha karmasik karigimlarin analizinde kullanilir. Bu pompalar, genellikle 1-400 bar
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aras1 yliksek basing saglayabilir ve hassas akis hizlariyla (6rnegin 0.1-5 mL/dak)
calisir.

Enjektor: Numunenin kolona hassas bir sekilde ve dogru miktarda verilmesini
saglayan bir sistemdir. HPLC sistemlerinde numune enjekte etmenin iki ana yolu

vardir;

e Manuel enjektor: Operator tarafindan, bir siringa kullanilarak numune

sisteme enjekte edilir.

e Otomatik numune yiikleyiciler (Otodrnekleyici): Cok sayida numunenin
sirali sekilde ve otomatik olarak yiiklenmesini saglar. Numunenin dogru bir sekilde
enjekte edilmesi, analiz dogrulugunu artirir ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesine

katki saglar.

Kolon: HPLC sisteminde analitlerin ayrilmasinin gergeklestigi temel
bilesendir. Genellikle paslanmaz celikten iiretilmis bir tiip seklinde olan kolonlar,
uzunluk, ¢ap ve sabit faz partikiil boyutu gibi 6zellikleriyle farkli analiz ihtiyaglarina
uygun sekilde tasarlanmistir. Cogu kolon, 50-250 mm uzunlugunda ve 2-4.6 mm
capinda olup, bu boyutlar kullanilan analizin tiirtine gore degisiklik gosterebilir.
Kolonun i¢indeki sabit faz malzemesi, genellikle 3-10 pm arasinda partikiil boyutuna
sahiptir. Daha kiigiik partikiil boyutlari, analitlerin sabit fazla temas yiizeyini artirarak
daha iyi bir ayirma saglar. Kolon, analitlerin sabit faz ve hareketli faz ile etkilesimleri
sonucunda ayrilmasini saglar. Bu ayrilma islemi, genellikle analitlerin polaritesine,
boyutuna veya diger fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine dayanir. Kolonun tasarimi ve

dolgu malzemesi, analiz tiiriine ve hedeflenen ayirma performansina gore segilir.

Dedektor: Kolondan ¢ikan maddelerin tespiti i¢in kullanilir. HPLC sisteminin
en Onemli parcalarindan biridir ve iki grup altinda toplanirlar: Maddeye yonelik

dedektorler ve ¢cozeltiye yonelik dedektorler.

Maddeye yonelik dedektorler: Hareketli faz igerisindeki maddenin spesifik

Ozelliklerini tayin eden dedektorlerdir. Bu grupta en yaygin kullanilan dedektdr tiirleri
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sunlardir: fotometrik dedektorler (6rnegin UV, GB ve IR fotometreleri), floresans
dedektorler, elektrokimyasal dedektorler, ayirim sonrasi tepkime dedektorleri,
radyoaktivite dedektorleri ve kiitle spektrometreleri. Bu dedektorler, analitlerin
fiziksel veya kimyasal 6zelliklerini algilayarak hareketli fazdaki maddelerin varliginm

ve miktarim belirler.

(Cozeltive yonelik dedektorler: Hareketli faz icerisindeki maddeye degil,
¢Ozeltinin fiziksel Ozelliklerine odaklanir. Bu dedektorler, ¢ozeltinin 6zelliklerine
spesifik algilama yapar ve su sekilde siniflandirilabilir: refraktif indeks dedektorleri,
dielektrik sabiti dedektorleri, kondiiktivite dedektorleri ve yogunluk dedektorleri. Her
iki dedektdr tiirii de analitin belirlenmesi icin farkli yaklagimlar sunsa da, analizlerin
hassasiyeti ve dogrulugu acisindan kritik 6neme sahiptir. Dedektor se¢imi, analiz

edilen numunenin tiirine ve hedeflenen 6l¢iim duyarliligina bagli olarak yapilir.

Bu c¢alismada UV/GB ve MS dedektorii kullanildigindan, bu dedektor
hakkinda bilgi verilecektir.

UV/GB Dedektor

HPLC sistemlerinde en yaygin kullanilan dedektér tipi UV/GB
(Ultraviyole/Goriiniir Bolge) dedektorleridir. Bu dedektdrler, birgok organik bilesigin
ultraviyole ve gorilinlir 15181 yiiksek derecede absorplamasi nedeniyle yiiksek
duyarlilikla 6l¢iim yapma yetenegine sahiptir. UV/GB dedektorleri, sicaklik ve akis
hiz1 degisikliklerine fazla duyarli olmadiklar1 i¢in gradyan eliisyon islemleri i¢in

idealdir. Bu dedektorler, sabit dalga boylu ya da degisken dalga boylu olabilir.

Degisken dalga boylu dedektorler icerisinde Dizi Diyot Dedektér (DAD)
UV/GB dedektorlerinin gelismis bir tiiriidiir ve yliksek hassasiyetli optik sistemi
sayesinde genis bir dalga boyu araliinda analiz yapabilir. Sistem, doteryum
lambasindan yayilan polikromatik 15181 akis hiicresinin iizerine yonlendirir ve 15181
optik agda dagitarak foto diyot dizisine yollar. Bu sayede DAD, 200-900 nm dalga
boyu araliginda 6l¢iim yapabilir ve 0.1 saniyelik araliklarla veri toplayabilir. Ayni
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anda birden fazla dalga boyunda Ol¢iim alabilmesi sayesinde DAD, ozellikle

kromatografik piklerin saflik kontrolii ve piklerin yapisal analizi i¢in sik¢a tercih edilir.

Ayni anda tiim dalga boylarinda pik 6l¢iimii yapmasi, tek enjeksiyonla en
yiiksek dalga boylarini saptayabilmesi ve birden fazla dalga boyunda kromatogramlari
olusturulabilmesi DAD’in dikkat ¢eken oOzellikleri arasinda yer alir. Ayrica
kromatografik olarak tam ayrilamamais piklerin nicel analizini yapabilir, farkli referans
dalga boylar1 kullanarak maddelerin ayrilmasini saglayabilir ve spektrumlarin
cakistirilmas1 yontemiyle pik safligin1 tespit edebilir. Bu o6zellikler, DAD’in
kromatografik analizlerde hassasiyet ve dogruluk saglama agisindan vazgegilmez bir
ara¢ olmasini saglar. Hem yapisal analiz hem de spektral bazli veri toplama yetenekleri

sayesinde DAD, HPLC sistemlerinde yaygin olarak tercih edilen bir dedektordiir.

Kiitle Spektrometresi (MS)

Analitlerin kiitle-yiik oranina (m/z) gore tespit edilmesini saglayan son derece
giiclii ve hassas bir dedektor olarak kullanilir. LC-MS sistemi, LC’nin yliksek
performansli ayirma kapasitesini, MS’in molekiiler yapt ve bilesen tanimlama
yetenegiyle birlestirir. Bu kombinasyon, o0zellikle karmasik karigimlarda hem

analitlerin nitel hem de nicel analizini ger¢eklestirmek icin tercih edilir.

LC-MS sisteminin temel ¢alisma prensibi, LC'de ayrilmis olan bilesenlerin MS
dedektoriine taginmasi, burada iyonize edilmesi, kiitle-ylik oranlarina gore ayrilmasi
ve dedektor tarafindan tespit edilmesidir. Iyonizasyon islemi igin genellikle iki ana

teknik kullanilir:

Elektrosprey Iyonizasyon (ESI): Ozellikle polar ve iyonik bilesiklerin
analizinde kullanilir. S1iv1 sekildeki analit, yiiksek voltaj altinda ince bir sprey seklinde

piskiirtiilerek iyonize edilir.

Atmosferik Basing Kimyasal Iyonizasyon (APCI): Daha az polar veya non-
polar bilesiklerin analizinde uygundur. Analit, bir 1sitma mekanizmasi ile

buharlastirilir ve ardindan iyonize edilir.
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MS, analitlerin iyonize edilmis seklini kiitle-yiik oranlarina gore ayirir ve her
bir bilesigin spesifik spektrumunu olusturur. Bu spektrum, analitin molekiiler yapisi,
kiitlesi ve kimyasal o6zellikleri hakkinda bilgi saglar. Hatta bazi MS cihazlarinda
tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) kullanilarak, analitler birden fazla defa
parcalanabilir ve daha ayrintili yap1 bilgisi elde edilebilir. Bu 6zellik, LC-MS sistemini

hem spesifik hem de ¢ok hassas bir analiz yontemi haline getirir.

LC-MS’nin baslica avantajlar1 arasinda diisiik derisimdeki analitlerin tespit
edilebilmesi, molekiiler kiitle ve yap1 tanimlamasi yapabilmesi, yiiksek duyarlilik ve
secicilik sunmasi bulunur. Ayrica, sistem ayni anda birden fazla bilesigin tespit
edilmesine olanak tanir. Bu nedenle, HPLC-MS, farmasotik analizlerden cevresel
kirlilik tespitine, biyoteknolojik iirlinlerin karakterizasyonundan gida analitiklerine ve

adli bilimlere kadar genis bir uygulama alanina sahiptir.

Ornegin, farmasotik sektdriinde ilaglarin  metabolitlerinin  tespiti  ve
biyoyararlanim ¢aligmalari i¢in yaygin olarak kullanilirken, ¢evresel analizlerde su,
hava ve toprak Orneklerinde iz seviyesindeki kirleticilerin tespiti igin de
kullanilmaktadir. Ayrica, biyomolekiiler ¢alismalarda proteinler, peptitler, niikleik
asitler gibi biyolojik makromolekiillerin karakterizasyonunda etkili bir yontemdir.
Adli tipta ise, toksikolojik analizlerde ilaglar, zehirler ve diger kimyasal maddelerin

tanimlanmas1 ve miktarlarinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

Sonug¢ olarak, LC-MS, eczacilik, kimya, biyokimya ve biyoteknoloji
alanlarinda hem arastirma hem de uygulamali analizlerde vazge¢ilmez bir aractir.
Karmasik matrislerde bile spesifik analitlerin yiiksek hassasiyetle tespit edilebilmesi,

bu yontemi modern analitik kimyanin en gii¢lii tekniklerinden biri haline getirmistir.

Kaydedici: Dedektoriin iirettigi sinyalleri toplayan, isleyen ve analiz eden bir
birimdir. Modern HPLC sistemlerinde bu gorev genellikle bilgisayar tabanli yazilimlar
tarafindan gerceklestirilir. Kaydedici, kromatogram adi verilen grafiksel bir ¢ikti
olusturur. Bu kromatogramda X ekseni zamani, Y ekseni ise dedektor sinyali
yogunlugunu ifade eder. Kromatogramin analizi, analitlerin kalitatif (nitel) ve

kantitatif (nicel) 6zelliklerinin belirlenmesini saglar.
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2.3. Kromatografide Temel Parametreler [80-83]

2.3.1. Alikonma Zamani ve Kapasite Faktorii

Numunenin enjeksiyonundan sonra dedektére ulagmasi i¢in gecen zamana
alikonma zamani denir (tr). Alikonma zamani terimi yerine alikonma hacmi (V&) de
kullanilir. Bir maddenin alikonma hacmi bir bilesenin sabit fazdan eliie olmasi i¢in
gerekli olan hareketli faz hacmi olup alikonma zamani ve hacimsel akis hizi (F)’ndan

hesaplanabilir.

VR = tR X F (2.1)

Bir maddenin alikonma hacmi, 6lii hacim (Vo) terimini icerecek bicimde de
tanimlanabilir. Kapasite faktorii (k") olarak bilinen bu kavram Esitlik 2.2°de verilmistir

(Sekil 2.18).

k' = (Vr- Vo) / Vo (2.2)

Eliisyon sirasinda hacimsel akis hiz1 (F) sabitse esitlik;

k' = (tr-to) / to (2.3)

bi¢iminde yazilabilir. Kolon ile herhangi bir etkilesmeye girmeyen maddeler
Vo’ da eliie edilirler. Esitlik 2.2 ve 2.3’te Vo ve to sirasi ile 6lii hacim ve 6lii zaman

olarak tanimlanmustir.

Sekil 2.3. Kapasite faktoriiniin hesaplanmasi
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Kapasite faktorii her maddenin kendine 6zgiidiir ve bir karisimi olusturan
bilesikleri segici olarak ayiran kromatografik sistemin se¢iminde géz Oniinde tutulan
en onemli parametredir. Uygun bir hareketli faz-sabit faz ¢ifti segildiginde belirli bir
karisimdaki her bir bilesen i¢in farkli kapasite faktorii degerleri elde edilir. Genellikle
hareketli faz bilesimi degistirilerek kapasite faktorii ayarlanir. Akis hizi
degisikliklerinde, alikonma zamani degisir fakat kapasite faktorii sabit kalir [81].

2.3.2. Secicilik

Iki maddeye ait kapasite faktorii oran1 segicilik (o) veya ayirim faktorii olarak

adlandirilir ve asagidaki esitlikle verilir.

o =Kk2/ki=02 — t)/(ta — to) (2.4)

Bu esitlikte, k1 kisa alikonma zamanli maddenin, k"> ise daha uzun alikonma
zamanli maddenin kapasite faktorii olarak tanimlanmistir. Segicilik, esas olarak sabit

faz ozelliklerine baglidir ancak hareketli faz bilesimi de seciciligi etkiler.

2.3.3. Kolon Etkinligi

Kolon etkinligi, pik genisligi ile ilgilidir. Etkinligi yiiksek olan kolonlar, dar
pikler verirler ve bu kolonlarla maddeleri ayirmak daha kolaydir. Basarili bir
kromatografinin asil amaci verimli bir ayirim ve dar bir kromatografik bant elde
etmektir. Kolon etkinliginin 6l¢iisii kolonun esdeger teorik tabaka sayisi (N)’dir ve

asagidaki esitlikle verilir;

N = 16 X (te / w)> (2.5)

Bu esitlikte w, eliisyon pik yiiksekliginin % 10’undaki pik taban genisligidir.

Kolon etkinligi esdeger teorik tabaka yiiksekligi (H) ile de gosterilebilir ve
kolon uzunlugunun (L) teorik tabak sayisina (N) boliinmesiyle hesaplanir (Esitlik 2.6).
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H=L/N (2.6)

Etkinlik; kolon uzunlugunun, partikiill boyutunun ve akis hizinin bir
fonksiyonudur. Bu parametrelerin degisimi kolonun basincini da etkiler. Bunun

yaninda kolon uzunlugu ve akis hizinin degisimi alikonma zamanini da degistirir.

2.3.4. Aymncilik

Kromatografik islemlerde kolon etkinligi ve ¢oziicii etkinliginin ortak etkisi
aymricilik  kavramiyla ifade edilir. Ayiricilik genel olarak asagidaki esitlikle

verilmektedir:

(tr2 - tr1)
(Wl + Wz)

Rs = 2 X

2.7)
2.3.5. Pik Simetrisi

Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (Cm) sabit fazdaki denge derisimine
(Cs) kars1 grafige gegirildiginde bir dizi izoterm elde edilir. Ideal durumlarda K=Cs/Cm
sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayn1 hizda hareket eder ve

simetrik (gauss) bir eliisyon piki elde edilir.

Pik simetrisinin belirlenmesinde kullanilan pik asimetri oran1 asagidaki esitlik

yardimziyla hesaplanir.

As = B/A (2.8)

B ve A uzunluklari Sekil 2.21°de tanimlanmustir. lyi bir ayirma isleminde, pik

asimetri oraninin 1.00 ile 1.25 arasinda olmasi istenir [84].



29

Sekil 2.4. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi

2.4. Analitik Yontemlerin Yesilligi, Maviligi ve Beyazhgi

Bir analitik yontemin Yesillik (Greenness), Mavilik (Blueness), ve Beyazlik
(Whiteness) kavramlari, ¢evresel siirdiiriilebilirlik, insan saglig: tizerindeki etkiler ve
genel kalite gibi yonlerden yontemin degerlendirilmesi i¢in kullanilan kavramlardir.
Bu terimler, analitik kimyada siirdiiriilebilirlik, giivenlik ve metodolojinin biitiinciil

degerlendirilmesine odaklanan modern yaklasimlarin bir parcasidir:

2.4.1. Yesillik

Yesillik, bir analitik yontemin gevresel siirdiiriilebilirligini ifade eder. Bu
kavram, analitik yontemlerin ¢evresel etkisini degerlendirmek i¢in gelistirilmistir ve
genellikle yesil kimya prensipleri ile iligkilidir. Bir yontemin ne kadar "yesil"

oldugunu belirlemek i¢in su faktorler degerlendirilir:

e Zararl kimyasallarin kullanim1 ve miktar1

Atik miktar1 ve atigin ¢evresel etkisi

Enerji tiiketimi (yiiksek enerji gerektiren cihazlar veya siirecler)

Yenilenebilir kaynaklarin kullanimi

Coziictilerin ve reaktiflerin ¢evre dostu olup olmadigi
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Ornegin, su bazli bir solvent kullanan, diisiik enerji tiiketimi gerektiren ve
minimum atik iireten bir yontem, "yesil" olarak kabul edilir. "Analitik Yesil Kimya"

(Green Analytical Chemistry - GAC), bu prensiplere odaklanan bir alt disiplindir.

Analitik yontemlerin c¢evresel etksini degerlendirmek i¢in bir ¢ok yazilim
mevcuttur. Bu yazilimlar i¢erisinde AGREEprep , numune hazirlama yontemlerinin
cevresel etkisini degerlendirmek icin tasarlanmis ilk yesil metrik aracidir ve 2022
yilinda TUPAC iiyeleri tarafindan tanitilmistir. Yesil Numune Hazirlama (Green
Sample Preparation - GSP) prensipleri temel alinarak gelistirilen AGREEprep, atik
minimizasyonu, enerji tiiketimi, tehlikeli maddelerin kullanimi, otomasyon ve
operator giivenligi gibi on farkli kriteri degerlendirir. Her bir degerlendirme adimi, en
kotii performansi temsil eden 0 ile en 1yi performansi temsil eden 1 arasinda bir puan
alir. Bu kriterler, literatiirde bildirilen geleneksel ve en yeni numune hazirlama
yontemlerinin deneysel kosullar1 dikkate alinarak belirlenmistir. Her bir kriterin,
toplam puana katkida bulunacak sekilde varsayilan bir agirligr vardir. Her kriterden
aliman puanlar agirliklandirilir ve toplam puan O ile 1 arasinda bir deger olarak
hesaplanir. Bu toplam puan, 1'e yaklastikca optimum performansi ya da numune
hazirlama adiminin bulunmamasini ifade eder. Sonuglar, her yontemin gii¢lii ve zayif

yonlerini vurgulayan sezgisel bir dairesel piktogramda gorsellestirilir.

Kriterlerin Tanimlari:

1. Numune hazirlamay: in situ olarak gerceklestirmeyi tercih etme:
Numunenin dogrudan numune alma noktasinda veya numune alma ile entegre sekilde
hazirlanmasin1 6nceliklendirir. Bu, malzeme ve enerji kullanimin1 en aza indirir ve
numunenin taginmasi sirasinda bozulma risklerini azaltir. Pasif 6rnekleyiciler ve in

vivo yontemler gibi in situ yaklagimlar, yesil uygulamalarda en yiiksek puani alir.

2. Daha giivenli coziiciiler ve reaktifler kullanma: Toksik olmayan, daha az
tehlikeli ya da ¢oziiciisiiz ve reaktifsiz yontemlerin kullanilmasini tegvik eder. Daha
cevre dostu ¢oziicii ve reaktifler, daha ytiksek puan alir ve tehlikeli madde kullanimini

en aza indiren yontemler tercih edilir.
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3. Siirdiiriilebilir, yeniden kullanilabilir ve yenilenebilir malzemeler
hedefleme: Yenilenebilir, biyolojik bazli veya yeniden kullanilabilir malzemelerin
kullanimin1 degerlendirir. Bu kriter, tiikkenebilir kaynaklara bagimliligi azaltir ve uzun

Omiirlii veya tekrar kullanima uygun malzemelere oncelik verir.

4. Atig1 en aza indirme: Numune hazirlama sirasinda olusan atik miktarini,
ornegin ¢oziict, reaktif ve tek kullanimlik malzemeler gibi, azaltmaya odaklanir. Daha

az atik iireten yontemler ¢evresel performansi dogrudan artirir.

5. Numune, kimyasal ve malzeme miktarlarim1 en aza indirme: Numune
boyutunun ve kullanilan malzemelerin miktarini, analitik dogruluktan 6diin vermeden
azaltmay1 tesvik eder. Daha az giris miktari, maliyetleri, enerji tiiketimini ve atik

tiretimini diigtirtir.

6. Numune isleme verimini artirma: Belirli bir zaman biriminde islenen
numune sayisini degerlendirir ve verimliligi artirmay1 hedefler. Daha hizli veya paralel

isleme teknikleri daha yiiksek puan alir.

7. Adimlar1 entegre etme ve otomasyonu tesvik etme: Silire¢ adimlarinin
birlestirilmesini ve is akislarinin otomasyonunu destekler. Bu, zaman, malzeme kaybi,
enerji tiiketimi ve insan miidahalesini azaltir. Entegre ve otomatik sistemler, hatalari

ve zararli maddelere maruz kalmay azaltarak Yesilligi artirir.

8. Enerji tiiketimini en aza indirme: Enerji verimliligini degerlendirir ve
numune basina minimum enerji gerektiren yontemleri tercih eder. Daha diisiik enerji
gereksinimine sahip teknikler, siirdiiriilebilir uygulamalarla uyumludur ve daha

yiiksek puan alir.

9. Numune hazirlama sonrasi analiz icin en yesil yapilandirmay1 se¢cme:
Numune hazirlama sonrasi, enerji ve reaktif tiiketimi en diisiik olan analitik tekniklerin
kullaninmim1 tegvik eder. Daha basit ve daha az kaynak tiiketen yapilandirmalar

onceliklidir.

10. Operator icin giivenli prosediirler saglama: Insan saghigma yonelik

riskleri en aza indirmeye odaklanir ve operatdrlerin toksik, korozif veya reaktif
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kimyasallara maruz kalmasini azaltir. Daha gilivenli calisma kosullar1 saglayan

yontemler daha yiliksek puan alir.

Bu kriterler, AGREEprep aracinin hem c¢evresel siirdiiriilebilirligi hem de
kullanic1 giivenligini 6nceliklendiren biitlinciil bir degerlendirme sistemi sundugunu

gostermektedir.

2.4.2. Mavilik

Mavilik, bir analitik yOntemin insan saghigr iizerindeki giivenligi ve
zararsizligini ifade eder. Yontemin laboratuvar personeline, kullaniciya veya dolayh
yoldan topluma sagladig: giivenlik, bu kategoride degerlendirilir. Su unsurlar dikkate

alinir;

Mavilik, analitik bir yontemin kullanici giivenligi ve insan saghgina
uygunlugunu degerlendiren bir kriterdir. Bu konsept, yontemlerin laboratuvar
calisanlar1 iizerindeki dogrudan etkilerini inceleyerek, kimyasallarin toksisite
seviyeleri, fiziksel riskler ve kullanici ergonomisi gibi faktorleri géz Oniinde
bulundurur. Blueness, 6zellikle laboratuvar giivenligi ve ¢alisan sagligina odaklanir ve

yontemin operatorler i¢in ne kadar giivenli oldugunu temsil eder.

Mavilik Degerlendirmesinde Kullanilan Parametreler:

1. Kimyasal Giivenlik: Yontemin kullanilan kimyasallarin toksik, kanserojen
veya reaktif ozelliklerini igerip igermedigi incelenir. Daha az zararli kimyasallarin

tercih edilmesi, blueness puanini artirir.

2. Fiziksel Riskler: Yangin, patlama veya laboratuvar kazalarina neden
olabilecek tehlikeler degerlendirilir. Daha gilivenli ¢aligma kosullar1 saglayan

yontemler daha yiiksek puan alir.

3. Maruz Kalma Seviyesi: Operatorlerin toksik veya tehlikeli maddelere
dogrudan maruz kalma ihtimali analiz edilir. Otomasyonun artmasi ve manuel

midahalenin azalmasi, blueness acisindan olumlu degerlendirilir.
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4. Ergonomi ve Kullammm Kolayhgi: Yontemin operatorlerin rahat
kullanabilecegi sekilde tasarlanmis olmasi, fiziksel zorlanma riskini azaltir ve

kullanic1 dostu ¢oziimler sunar.

5. Koruyucu Ekipman Ihtiyaci: Yontemin uygulanabilmesi icin ozel
koruyucu ekipman gereksinimi olup olmadigina bakilir. Daha az koruyucu ekipman

gerektiren ve diisiik riskli yontemler daha yliksek blueness puani elde eder.

BAGI, yukarida belirtilen kriterleri birlestirerek O ile 1 arasinda bir skor
olusturur. 1, yontemin ¢evresel olarak en dost canlis1 ve siirdiiriilebilir oldugunu ifade
eder. Bu skor, yontemin g¢evresel etkilerini azaltan yesil kimya prensiplerine ne kadar

uygun oldugunu gosterir.

Mavilik, analitik yontemlerin sadece g¢evresel siirdiriilebilirligini degil, ayni
zamanda laboratuvar kullanicilarinin giivenligi ve sagligini da koruyan yontemlerin
secilmesini destekler. Bu kavram, daha az riskli, daha ergonomik ve kullanici dostu
yontemlerin benimsenmesine yardimci olur. Yiiksek blueness skoru, yontemin giivenli
calisma kosullar1 sundugunu ve operatorlerin saglik risklerini minimuma indirdigini

gosterir.

2.4.3. Beyazhik

Beyazlik, analitik bir yontemin Beyaz Analitik Kimya (White Analytical
Chemistry - WAC) prensiplerine uygunlugunu ifade eder ve genellikle RGB12
algoritmasi kullanilarak degerlendirilir. Bu algoritma, yontemin performansini ¢ok
boyutlu bir perspektifte degerlendirerek ¢evresel siirdiiriilebilirlik, kullanici glivenligi,
maliyet etkinligi ve genel analitik kalite gibi farkli parametreleri ele alir. Beyazlik,
analitik yontemlerin yalnizca ¢evre dostu ve giivenli olmasini degil, ayn1 zamanda

bilimsel dogruluk ve kalite standartlarina uygunlugunu da temsil eder.
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RGB12 Algoritmasi Kullanilarak Degerlendirilen Parametreler:

1. Dogruluk : Yontemin gercek sonuglara ne kadar yakin oldugunu olger.

2. Kesinlik: Ayn1 numuneyle yapilan tekrar Ol¢iimlerdeki varyasyonu

degerlendirir.

3. Dogrusallik: Analitin derisimine bagli olarak elde edilen Olgiimlerin

dogrusal bir iligki gosterip gostermedigini inceler.

4. Gozlenebilme Simir1 (LOD): Yontemin tespit edebilecegi en diisiik analit

miktarini belirler.

5. Alt Tayin Sinir1 (LOQ): Analitin miktarinin kesin olarak 6l¢iilebilecegi en

diisiik derisimi ifade eder.

6. Numune Hazirlama : Numune hazirlama islemlerinin basitligi, otomasyon

seviyesi, atik iiretimi ve kimyasal kullanimini1 degerlendirir.

7. Enerji Verimliligi: Yontemin enerji tiikketimini degerlendirir; daha diisiik

enerji gereksinimi, daha ytiksek puan anlamina gelir.

8. Atik Azaltimi: Yontemin g¢evreye zararli atik miktarin1 en aza indirip
indirmedigini inceler.
9. Kullanicr Giivenligi: Yontemin laboratuvar personelinin toksik, reaktif

veya tehlikeli maddelere maruz kalmasini ne derece minimize ettigini analiz eder.

10. Maliyet Etkinligi: Yontemin ekonomik uygulanabilirligi ve maliyet-

fayda dengesi goz oniine alinir.

11. Uygulama Esnekligi: Yontemin farkli matrislerde ve analitlerde

uygulanabilme kapasitesini degerlendirir.

12. Siirdiiriilebilirlik:  Coziici, reaktif ve enerji  kaynaklarinin

yenilenebilirligi ve genel gevresel siirdiirtilebilirligi dlger.
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RGB12 algoritmasi, bu 12 parametreyi degerlendirerek bir yontemin genel
Beyazlik puanin 0 ile 1 arasinda hesaplar. 0, yontem performansinin zayif oldugunu,

1 ise optimum bir performans ve tam WAC uyumlulugunu ifade eder.

Bu algoritma, analitik yontemlerin ¢evresel etkilerini, operator giivenligini ve
bilimsel dogrulugunu biitiinciil bir sekilde degerlendirmeye olanak tanir. Boylece,
cevresel siirdiiriilebilirlik, giivenlik ve analitik performansin bir arada optimize
edilmesine yonelik rehberlik saglar. Bir yontemin "beyaz" olmasi, onun giivenilir,
dogrulanmis ve ¢esitli uygulamalar i¢in uygun oldugunu goésterir. Beyazlik, analitik

yontemin bilimsel biitlinliiglinii ve uygulama degerini temsil eder.

Biitiinsel Degerlendirme

Bu ti¢ kavram birlikte, bir analitik yontemin yalnizca bilimsel ve teknik olarak
etkili olup olmadigini degil, ayn1 zamanda ¢evreye olan etkisini, kullanict giivenligini
ve genel kalite diizeyini dikkate alir. Modern analitik kimyada, bu tiir biitlinsel
degerlendirmeler giderek daha énemli hale gelmistir. Ozellikle Yesil Analitik Kimya
ve sirdiiriilebilirlik hedefleri dogrultusunda, yontemlerin Yesillik, Mavilik ve
Beyazlik 6zelliklerini optimize etmek, ¢cevre dostu, giivenli ve giivenilir yontemlerin

gelistirilmesini tesvik eder.

Bu kavramlarin yontem degerlendirme araglariyla (6r. Analytical Eco-Scale,
AGREE metric gibi) Olgiilebilir hale getirilmesi, yOntemlerin objektif

karsilagtirilmasini da saglar.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
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Asetik asit

Asetonitril (MeCN) (>%99.9saflig1)
Asiklovir (ASI) (99.0%)

Metanol (MeOH) (>%99.9saflig1)

Potasyum dihidrojen fosfat (98.0-100.5%)

Hidroklorik asit
Emtrisitabin (EMT) (99.5%)

Entekavir monohidrat (ENT) (101.4%)

Favipiravir (FAV) (101.18%) ve
Oseltamivir fosfat (OSE) (99.84%)

Gansiklovir sodyum (GAN) (100.3%),

Merck
Sigma-Aldrich
Polifarma Ila¢ San.
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

ILKO Ilag San..
ILKO Ilag San..
Atabay Kimya San.
Atabay Kimya San.
World Medicine San.

Lopinavir (LOP) (98.6%) World Medicine ilag San.
Valasiklovir hidrokloriir (VAL) (99.2%) World Medicine Ilag San.
PBS Tablet (pH 7.2-7.6) Sigma-Aldrich
Amonyak (NH3) (28-30%) Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit Merck
Lamivudin (LAM) (100.0%) Nobel Ilag San.
Molnupiravir (MOL) Optimus Drugs
Valgansiklovir hidrokloriir (VLG) (100.2%) Ali Raif Ilag Sanayi
Sodyum fosfat monobazik monohidrat (>99.0%)  Sigma Aldrich
Formik asit (>%98) Merck
3.2. Kullanilan Cihazlar
HPLC-1 (Shimadzu LC-20 AB)
Pompa (Shimadzu LC-20AB)
Oto ornekleyici (Shimadzu SIL 20AC HT)
Kolon firmi (Shimadzu CTO 20AC)
Dizi diyot dedektor (Shimadzu SPD- M20A)
HPLC-2 (Hitachi Organizer)
Pompa (Hitachi Pump L-2130)
Otodrnekleyici (Hitachi Autosampler L-2200)
Kolon firmi (Hitachi Column Oven L-2300)
UV dedektor (Hitachi UV Detector L.-2400)
LC-MS/MS (Shimadzu 8030 MS/MS)
Pompa (Shimadzu LC-20AB)
Otodrnekleyici (Shimadzu LC20QTV)
Kolon firmi (Shimadzu LC10)
Kiitle spektrometresi (Shimadzu 8030)
Hassas terazi (Mettler Toledo AG 285)

Milli-Q su cihazi
Otomatik mikropipet

(Barnstead NanoPure Diamond)
(Ependorf 10-100 pl ve 100-1000 ul)
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e pH metre (Mettler Toledo MA 235)

e  Santrifijj (Hettich, EBA 20)

e Hassas terazi (Mettler Toledo AG 285)

e Terazi (Shimadzu Libror EB-330 H)

e  Ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex RK 514 BH)

e  Vorteks karistirici (Heildoph Reax Top)

e UV-GB spektrometresi (Agilent 8453 UV)

e  Fluorimetri (Shimadzu RF-6000)
3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

e (Cam pipet (1-10 mL’1ik, pyreks®)

e Balonjoje (5-1000 mL’lik, pyreks®)

e Beher (Cesitli hacimlerde)

e SPME sorbentleri

»  Hidrofilik-lipofilik dengeli (HLB)

* Hidrofilik-lipofilik dengeli - kuvvetli anyon degistirici (HLB-SAX)

»  Hidrofilik-lipofilik dengeli - kuvvetli katyon degistirici (HLB-SCX)

* Polidimetilsiloksan (PDVB)

= Poli(metakrilik asit) (poly(methacrylic acid) (PMAA)

e Membran filtre (Titan 0.45 pum)

e Siringa

e Vialler (vida kapakli, 1.5 mL)

e Insertler (200 uL)

e  Meziirler (50 ve 100 mL)

e Ependorf tiipler (1.5ve2mL)

e Balonjojeler (5, 10, 100 ve 500 mL)

e Kolonlar

= ExsilTM Mono 100 C18 (150 mm x 4.6 mm, 3 um; Exmere Ltd., Carnforth,
Birlesik Krallik)

» Zorbax SB-C8 (3.0 x 50 mm 1.8 um; Agilent, Kaliforniya, ABD)
Milli-Q su aritma sisteminden (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) elde edilmistir.

3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Stok ASI ¢ozeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg standart ASI tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢6ziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmigtir.

Stok EMT c¢ozeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg standart EMT tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmigtir.



38

Stok ENT ¢ozeltisi (1000 ug/mL): 10.0 mg standart ENT tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL MeOH ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye

MeOH ile tamamlanmustir.

Stok FAV c¢ozeltisi (1000 ug/mL): 10.0 mg standart FAV tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmustir.

Stok GAN c¢ozeltisi (1000 ug/mL): 10.0 mg standart GAN tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢6ziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmustir.

Stok LAM c¢ozeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg standart LAM tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmigtir.

Stok LOP c¢ozeltisi (1000 pg/mL): 10.0 mg standart LOP tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL MeOH ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye

MeOH ile tamamlanmuistir.

Stok MOL c¢ézeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg standart MOL tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢6ziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmigtir.

Stok OSE cozeltisi (1000 ug/mL): 10.0 mg standart OSE tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmigtir.

Stok VAL ¢ozeltisi (1000 ug/mL): 10.0 mg standart VAL tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasik 5 mL su ile ¢6ziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmustir.
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Stok VLG cozeltisi (1000 pug/mL): 10.0 mg standart VLG tartilip 10 mL’lik
balonjojeye aktarilmis ve yaklasitk 5 mL su ile ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye su ile

tamamlanmugtir.

Biitiin stok ¢ozeltiler 1 mL’lik kisimlar halinde béliinerek -20 °C’de saklanmustir.
10.00, 1.00 ve 0.10 pug/mL derisimdeki c¢ozeltiler stoklardan seyreltilerek giinliik

hazirlanmastir.

50 mM Fosfat Tamponu Cézeltisi: 3.4 gram potasyum dihidrojen fosfatin 500
mL ultra saf suda ¢oziilmesiyle 50 mM fosfat tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti
bir membran filtreden (47 mm ¢apinda, 0.45 um gbézenek boyutlu) sliziilmiistiir. Tampon
cozeltileri giinliik olarak hazirlanmig ve fosfat tamponunun pH degeri IM HCl veya 1M

NaOH c¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmustir.

PBS (pH 7.4) c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Bir adet PBS tablet 200 mL suda
coziinerek PBS ¢ozeltisi hazirlanmistir (pH:7.4).

%0.1 FA ¢ozeltisi: 500 mL’lik bir balonjojeye hacme kadar ultra saf su alinmis ve
tizerine 50.0 puL. FA eklenmistir.

%0.1 FA iceren ACN c¢ozeltisi: 500 mL’lik bir balonjojeye hacme kadar ACN

alinmig ve tizerine 50.0 uL FA eklenmistir.

Desorpsiyon ¢ozeltisi 1: Otomatik mikropipet ile 4.0 mL ACN, 4.0 mL MeOH,
2.0 mL ultra saf su ¢ekilerek 10 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve iizerine 10.0 pL FA

eklenmistir.

Desorpsiyon ¢ozeltisi 2: Otomatik mikropipet ile 4.0 mL ACN, 4.0 mL MeOH,
2.0 mL ultra saf su ¢ekilerek 10 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve tlizerine 10.0 uL NH3

eklenmistir.

Desorpsiyon ¢ozeltisi 3: Otomatik mikropipet ile 8.0 mL ACN, 2.0 mL ultra saf
su ¢ekilerek 10 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve iizerine 10.0 uL FA eklenmistir.
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Desorpsiyon ¢ozeltisi 4: Otomatik mikropipet ile 8.0 mL MeOH, 2.0 mL ultra saf
su ¢ekilerek 10 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve iizerine 10.0 pnL. FA eklenmistir.

Desorpsiyon ¢ozeltisi 5: Otomatik mikropipet ile 5.0 mL ACN, 5.0 mL ultra saf
su ¢ekilerek 10 mL’lik balonjojeye aktarilmis ve iizerine 10.0 uL FA eklenmistir.

3.5. Antivirallerin Farmasotik Dozaj Seklinden Analizleri

3.5.1. Numune Hazirlanmasi

Her bir antiviral tablet dozu i¢in ayr1 ayr1 on tablet tartilmis ve toz haline
getirilmigtir. FAV, VAL ve VLG i¢in tabletlerine es deger miktar tartilarak ve 100 mL
hacimli balonjojeye aktarilmigtir. 75 mL su:ACN (90:10, h/h) karigimi eklenmis ve
balonjoje 15 dak boyunca sonikasyona tabi tutularak ayni c¢oziici ile hacme
tamamlanmustir. Antiviral ¢ozeltilerin uygun hacimleri alinarak 50 mL hacimli
balonjojede suyla seyreltilmis ve son derisim 100 pg/mL olarak elde edilmistir. Antiviral
¢ozeltilerin uygun hacimleri alinarak 50 mL hacimli balonjojede suyla seyreltilmis ve son
derisim 100 pg/mL olarak elde edilmistir. ENT tabletine es deger miktar tartilarak ve 5
mL hacimli balonjojeye aktarilmigtir. 4 mL MeOH eklenmis ve sise 15 dak boyunca
sonikasyona tabi tutularak ayni ¢6ziicii ile hacme tamamlanarak 100 pg/mL derisim elde

edilmigstir. Son olarak, 6rnek ¢ozeltiler gelistirilen HPLC yontemiyle analiz edilmistir.

3.5.2. Plasebo Numuneler

Plasebo formiilasyonlar1, ilgili aktif farmasotik bilesenlerinin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerini yakindan taklit etmek icin dikkatlice gelistirilmis, analitik
validasyon ve geri kazanim c¢aligmalarinda tutarlilik saglanmistir. Her antiviral ilacin
plasebosu, farmasotik iirlinlin bilesimini taklit etmek i¢in belirli yardimer maddeler
kullanilarak formiile edilmistir. Yardimci maddelerin hassas bir sekilde tartilmasi ve

tyice karistirilmasiyla tiim formiilasyonlarda tekdiizelik ve homojenlik saglanmistir.
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EMT plasebo tablet icerigi laktoz monohidrat, mikrokristalin seliiloz, dnceden
jelatinize edilmis musir nisastasi, kroskarmeloz sodyum, magnezyum stearat ve

Opadry II Blue (32K205003) kullanilarak hazirlanmastir.

ENT plasebo tablet igerigi, laktoz monohidrat (s1gir kaynakli), mikrokristalin
seliloz 101 ve 102, PVP K-30, krospovidon, magnezyum stearat ve Instacoat
Universal White (AO5SR00009) icermistir.

FAV plasebo tablet igerigi povidon, kolloidal silikon dioksit, krospovidon,

sodyum stearil fumarat ve Opadry Yellow kullanilarak hazirlanmistir.

GAN enjeksiyon ¢ozeltileri NaOH kullanilarak hazirlanmistir.

VAL plasebo tablet icerigi mikrokristalin seliiloz, krospovidon, povidon K90,
magnezyum stearat, susuz kolloidal silika, hidroksipropilmetilseliiloz, titanyum

dioksit, polietilen glikol 400, polisorbat 80 ve karnauba mumu ile formiile edilmistir.

VLG plasebo tablet i¢erigi mikrokristalin seliiloz, povidon K-30, krospovidon,
stearik asit ve Opadry Pink (15B24005) ile hazirlanmistir.

Bu formiilasyonlar, farmasotik analiz sirasinda analitik islemlerin
giivenilirligini ve dogrulugunu garanti ederek yontem gelistirme i¢in temel kontroller

saglamigtir.

3.5.3. Kromatografik Sartlar

Hareketli faza izokratik olarak 50 mM fosfat tamponu (pH 4) ve ACN (90:10,
h/h) karigimi uygulanmistir. Hareketli fazin karistirilmasi, analiz sirasinda bir
kuaterner gradyan pompasi yardimiyla yapilmistir. Akis hiz1 0.5 mL/dak, enjeksiyon
hacmi 5 pL, kolon sicakligi 30 °C, otomatik Ornekleyici sicakligi 15 °C olarak
ayarlanmigtir. UV tespiti 215 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.
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3.5.4. Farmasotik Preparattan Analizler icin Validasyon Calismalar

Onerilen yontemin gegerlilik parametreleri (sistem uygunlugu, kararlilik,
dogrusallik, duyarhilik, dogruluk, kesinlik, se¢icilik ve saglamlik) ICH Q2(R2) [85]

kilavuzuna gore degerlendirilmistir.

Sistem uygunlugu

Sistem uygunluk testleri, EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG'nin 10.0 pg/mL
cozeltisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Uygunluk, alikonma zamanlan (Rt), kapasite
faktorleri (ka), teorik tabaka sayilar1 (N), ayirim giicli (Rs) ve kuyruklanma faktorleri (TF)
hesaplanarak degerlendirilmistir. Olii zamani belirlemek i¢in urasil enjeksiyonu

kullanilmustir.

Kararhhk

EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG'nin (10.0 pg/mL) kararlilig1, sogutulmus
ornekler ile (+4°C) otomatik ornekleyici (+15°C) kosullarinda degerlendirilmistir.
Buzdolabinda saklanan stok cozeltileri bes hafta boyunca ikiser kez analiz edilmis,

otomatik 6rnekleyici kararliligi 0, 6 ve 12. saatlerde degerlendirilmistir.

Duyarhhk

Yontem duyarliligi, her bir analit igin sirasiyla 3:1 ve 10:1 sinyal-giiriiltii
oranlarina dayali olarak tespit siir1 (LOD) ve tayin smirt (LOQ) belirlenerek

degerlendirilmistir.

Dogrusallik

Kalibrasyon egrileri her bir antiviral i¢in sekiz ayr1 derisimde standart ¢ozeltiler ile
olugturulmustur. Kalibrasyon egrileri her bir antiviralin pik alaninin antiviral derisimine

kars1 grafige gecirilmesiyle olugturulmustur.
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Yontemlerin dogrusalligy; kalibrasyon egrilerinin istatistiksel olarak (ANOVA
testi) degerlendirilmesi ile kontrol edilmistir. ANOVA testi ile korelasyon katsayisinin

Onemi ve regresyon katsayilarinin sifirdan farkli olup olmadigi degerlendirilmistir.

Kesinlik ve Dogruluk

Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk, EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve
VLG'nin dort derigim seviyesinde (LOQ, diisiik, orta ve yiiksek) ti¢lii 6rneklerinin analiz
edilmesiyle degerlendirilmistir. Giin i¢i Ol¢iimler ayn1 giin, giinler aras1 dlglimler ise ii¢
ardisik glin boyunca gergeklestirilmistir. Kesinlik, bagil standart sapma (BSS%)
kullanilarak, dogruluk ise bagil hata (BH) kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, yontem
dogrulugunun daha 1iyi degerlendirilmesi i¢in geri kazanim c¢alismalarnt da

gerceklestirilmistir.

Secicilik

Y ontemin segiciligi, plasebo 6rneklerinin kromatogramlarinin karsilagtirilmasiyla

degerlendirilmistir.

Saglamhk

Yontem saglamligi deneysel tasarim yaklagimiyla degerlendirilmistir (Tablo 3.1).
Takip eden parametreler dar bir aralikta degistirilmistir (Tablo 3.2). Bu degisikliklerin
etkisi ANOVA testi kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.1. Saglamlik ¢aligmasi i¢in pargali faktdriyel tasarim

ACN (%) pH Akis hiz1 (mL/dak) Kolon sicakhigi (°C)  Tampon derisimi (mM)
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Tablo 3.2. Saglamlik calismalari i¢in parametreler ve seviyeleri

Seviye

Parametre

-1 0 +1
ACN (%) 9 10 11
pH 3.9 4 4.1
Akis hz1 (mL/dak) 0.49 0.50 0.51
Kolon sicakhg (°C) 29 30 31
Tampon derisimi (mM) 49 50 51

3.5.5. Yontemin Yesillik, Mavilik ve Beyazhgi

Yontemin  Yesillifi AGREE ve AGREEprep araclart kullanilarak
degerlendirilirken, pratikligi BAGI endeksi ile degerlendirilmistir. Siirdiirtilebilirlik
performansi, Beyaz Analitik Kimya prensiplerine uygun olarak Beyazligi 6l¢gmek i¢in

RGBI12 algoritmasi kullanilarak belirlenmistir.
3.6. Antivirallerin Plazma Orneklerinden LC-MS/MS ile Analizleri

Antivirallerin ~ plazmadan  analizleri SPME  fiberleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Fiberler Orta Dogu Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Bo6limii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Ezel Boyaci ve ekibi tarafindan

sentezlenmistir.
3.6.1. SPME Polimer Sentezleri:
HLB Parcaciklarinin Sentezi

HLB parcaciklarinin sentezi ¢oktiirme polimerizasyonu ile gergeklestirilmistir.
150.0 mL ACN ve 50.0 mL toluen, manyetik karistirict kullanilarak ii¢ boyunlu bir
balonda karistirilir, ardindan, 1.0 mL N-vinilpirolidon, 4.0 mL divinilbenzen ve 50.0
mg 2,2'-azobis(2-metilpropionitril) (AIBN) eklenmistir. Daha sonra, polimerizasyon
tepkimesi 80°C'de bir yag banyosunda 24 saat boyunca 250 rpm hizda karistirilarak
gergeklestirilmistir. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra, HLB parcaciklar

MeOH ile yikanmis ve 24 saat kurumaya birakilmistir [86].
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Polimetakrilik Asit (PMAA) Parcaciklarinin Sentezi:

Polimetakrilik asit (PMAA) parcaciklart da baslatict olarak 0.090 g 2,2'-
azobis(2-metilpropionitril) (AIBN) ve capraz baglayici ajan olarak 20.0 mmol
trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) ile 200.0 mL ACN iginde 8.0 mmol MAA
kullanilarak ¢oktliirme polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Karisim 24 saat boyunca
70°C'de polimerlestirilmistr. Sentez tamamlandiktan sonra, pargaciklar MeOH ile

yikanmis ve kurutulmustur [87].

HLB-SCX Parcaciklarinin Hazirlanmasi

HLB-SCX pargaciklari, sentezlenen HLB parcaciklarinin modifikasyonu ile
hazirlanmistir. Bu modifikasyon i¢in HLB pargaciklari 1,2 dikloroetan'da islatilmistir.
Bu arada, 10.0 mL asetik anhidrit, 3.0 mL derisik stlfiirik asit ve 10.0 mL 1,2
dikloroetan'in -20°C'de karistirilmasiyla asetil siilfat in situ olarak sentezlenmis ve
¢ozelti acik sar1 olana kadar karistirilmistir. Renk degisikliginden sonra, balon soguk
banyodan c¢ikarilmig ve oda sicakligina getirilmistir. HLB silispansiyonu balona
eklenmis ve bu karisgtm HLB'nin siilfonasyonunu tamamlamak i¢in oda sicakliginda 3
saat bekletilmistir. Daha sonra, deiyonize su kullanilarak tepkime sonlandirilmas,

fonksiyonlandirilmis pargaciklar su ile yikanmis ve 24 saat kurutulmustur [86].

HLB/SAX Parcaciklarinin Sentezi

HLB/SAX parcaciklar, HLB sentez protokoliiniin hafif modifikasyonu ile
sentezlenmistir. Farkli olarak, vinilbenziltrimetil amonyumkloriir (VBTMAC) ilk
adimda ti¢lincli monomer olarak eklenmistir. Bu sekilde, kuaterner amonyum gruplari

HLB yapisina dahil edilmistir.

HLB sentezinde oldugu gibi, 150.0 mL ACN ve 50.0 mL toluen, manyetik
karistiric1 kullanilarak ii¢ boyunlu bir balonda karistirilmistir. VBTMAC monomeri de
bu asamada eklenmistir. Ardindan, 1.0 mL N-vinilpirolidon, 4.0 mL divinilbenzen ve
50.0 mg 2,2'-azobis(2-metilpropionitril) (AIBN) eklenmis ve polimerizasyon
tepkimesi 80°C'de bir yag banyosunda 24 saat boyunca 250 rpm hizda karistirilarak
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gerceklestirilmistir. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra, HLB/SAX

pargaciklar1 MeOH ile yikanmis ve 24 saat kurumaya birakilmaigtir.

PDVB Nanopartikiillerinin Sentezi

PDVB nanopartikiilleri mini emdiilsiyon polimerizasyonu kullanilarak
sentezlenmistir. 0.90 g ylizey aktif madde sodyum dodesil stilfat (SDS) 12.0 mL suda
¢Oziilmiistiir. Bu arada, 0.05 g AIBN (bagslatic1), 0.162 mL heksadekan (HD) (ko-
stabilizator) ve 3.0 mL DVB karistirilmis ve SDS igeren siseye dokiilmiistiir. Daha
sonra karisim 990 rpm hizda 30 dakika karistirllmistir. Bundan sonra, 6n polimer
¢ozeltisinin homojen bir emiilsiyonunu elde etmek i¢in, karigim 3 dakika boyunca bir
sonotrot prob kullanilarak ultrasonik banyoda bekletilmistir ve elde edilen emiilsiyon,
polimerizasyonun ger¢ceklesmesi igin 18 saat boyunca 990 rpm hizda 72°C'deki bir yag
banyosunda tutulmustur. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra, parcaciklar

MeOH ile yikanmis ve 24 saat kurutulmustur [88].

SPME Fiberlerinin Hazirlanmasi

Daldirma yontemiyle kaplamada, tiiketme faz parcaciklarini nitinol telin
ylizeyine sabitlemek i¢in biyouyumlu bir baglayici olarak poliakrilonitril (PAN, 150
kDa) kullanilmigtir. Tiiketme faz pargaciklari, kaplama bulamacini elde etmek igin

DMF iginde ¢oziinen PAN ile karistirilmistir.

Daldirma yontemi, fiberin bulamag icine daldirilmasi, fiberin bulamagtan
bilinen sabit bir hizda ¢ekilmesi ve ¢oziiciiniin buharlagsmasi i¢in fiberin kurutulmasi
dahil olmak {izere ii¢ asamay1 igerir. Bu ¢alisma i¢in, kaplama uzunlugu 9 mm olarak

ayarlanirken, kaplama kalinligi 15 pm’dir.

3.6.2. SPME

SPME icin HLB fiberleri kullanilmistir. Tiiketme 6ncesinde sorbentin en az 24
saat 6n kosullandirmasi yapilmistir. Sonrasinda fiberler 1 mL’lik numune igine

daldirilmis ve oda sicakliginda ve 1000 rpm hizda 30 dakika boyunca tiikketme islemine
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tabi tutulmustur. Desorpsiyon ¢ozeltisine daldirilmadan 6nce bir saniye ultra saf su
icinde hizlica durulanmistir. Desorpsiyon islemi, 100 uL desorpsiyon ¢ozeltisinde
(ACN:MeOH:su:FA 4:4:2:0.01, h/h) oda sicakliginda 1000 rpm hizda 15 dakika
boyunca gerceklestirilmistir. Validasyon caligmalarinda ve hasta plazma 6rneklerinde
desorpsiyon ¢dozeltisine i¢ standart (1 ppm MOL) eklenerek tiiketme islemi
geceklestirilmistir. Elde edilen eliisyon ¢ozeltisi LC-MS/MS analizlerinden 6nce 100

L %0.1 FA iceren su ile seyreltilmis ve sonrasinda analiz edilmistir.

3.6.3. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Bos plazma numuneleri {izerinde antivirallerin stok ¢ozeltilerinden uygun
hacimde antiviraller eklenerek 8 noktadan olusacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
plazma sandartlarindan 1 mL alinmis ve 1.5 mL’lik viallere aktarilmistir. Sonrasinda

SPME islemi uygulanmistir.

3.6.4. Numunelerin Hazirlanmasi

Hasta plazma numunelerinden 1 mL alimmigs ve 1.5 mL’lik viallere

aktarildiktan sonra SPME ile tiiketme islemi uygulanmistir.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilen hasta plazmalarina dair demografik

bilgiler paylasilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Hastalarin demografik bilgileri

Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3 Hasta 4 Hasta 5

Hasta kodu: AY AA ECG HS Iy
Cinsiyet Erkek Erkek Erkek Erkek Erkek
Yas (yil) 27 48 23 30 33
Boy (cm) 184 173 190 171 177
Agirhik (kg) 83 75 75 73 71

Tenofovir Tenofovir Tenofovir
Antiviral ilag ad: dlsoEionk?ll alagi\r/lIaTm_lt alaéel\l/lf}fm_lt Do}uﬁ;gﬁvu Do}tﬁ;gﬁwr

dolutegravir  biktegravir  biktegravir
Antiviral ilacin dozu (mg): 200 (EMT) 200 (EMT) 200 (EMT) 300 (LAM) 300 (LAM)
Antiviral kullanim giinii: 600 giin 9 giin 120 giin 1400 giin 4000 giin
ilacin uygulama yolu: Oral Oral Oral Oral Oral
ilacin uygulama zamam: 1 saat 6nce 12 saat once 15saat6nce 17 saat once 10 saat 6nce
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3.6.5. Analiz Yontemi

Antiviral analizleri optimize edilen LC-MS/MS yontemi ile gerceklestirilmistir.

Optimizasyon Calismalari

MS/MS Kosullarinin Optimizasyonu

MS/MS ydnteminin optimizasyonunda kullanilmak iizere her bir antiviral
standard1 (1 pg/mL) stok c¢ozeltisinden %0.1 formik asit: %0.1 formik asit igeren
asetonitril (1:1, h/h) ¢ozeltisi ile seyreltilerek hazirlanmistir. Hazirlanan standart
cozeltiler LC-MS/MS sistemine dogrudan 0.35 mL/dak akis hizinda %0.1 formik asit:
%0.1 formik asit igeren asetonitril (1:1, h/h) hareketli faz kullanilarak sirasiyla enjekte

edilmistir. MRM kosullarinin optimizasyonu i¢in agsagidaki adimlar izlenmistir:

1. Iyonizasyon Modu ve Oncii Iyonlarn Belirlenmesi: Metabolit standart
cozeltileri MS sisteminde pozitif ve negatif modda analiz edilerek uygun iyonizasyon

modu ve metabolitlere ait molekiiler iyonlar1 belirlenmistir.

2. Parcalanma Iyonlarmin Belirlenmesi: Ayn1 ¢ozeltiler, secilen iyonizasyon

modunda farkli ¢arpigsma enerjileri kullanilarak pargalanma tirtinleri belirlenmistir.

3. Carpisma Enerjisi ve Dort Kutuplu Voltajlarin Optimizasyonu: Secilen
parcalanma iyonunun en yiiksek sinyal siddetinde elde edilebilmesi igin her bir
metabolite ait carpisma enerjisi ve dort kutuplu voltajlar (Q1 ve Q3) optimize

edilmistir.

3.6.6. Kromatografik Kosullar

Hareketli faz, ikili gradient pompa ile %0.1 FA iceren su ile %0.1 FA iceren
MeCN analiz sirasinda karistirilarak olusturulmustur. Hareketli fazin bilesenlerinin
her biri 0.45 um filtreden siiziildiikten sonra ultrasonik banyoda 15 dak tutularak gazi
uzaklastirilmigtir. Analiz sirasinda uygulanan gradient eliisyon sartlar1 Tablo 3.1°de

verilmistir. Akis hiz1 0.35 mL/dak, enjeksiyon hacmi 5 uL ve kolon sicakligi 40°C
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olarak belirlenmistir. Analizler Zorbax SB-C8 (3.0 x 50 mm 1.8 pm; Agilent,
Kaliforniya, ABD) kolonda ger¢eklestirilmistir.

Tablo 3.4. LC-MS/MS analizleri i¢in gradient eliisyon sartlari

Zaman (dak) %0.1 FA (%) %0.1 FA iceren ACN (%)
0 80 20
5 40 60
6 40 60
6.3 80 20
10 80 5

Tablo 3.5. LC-MS/MS analiz parametreleri.

Parametre Birim
Nebulizer gaz akisi 3 L/dak
Iyon kaynag sicaklig 400 °C
Kolon sicaklig 40 °C
Iyon kaynag: Elektrosprey
Iyon tarama sekli MRM

3.6.7. Plazmadan Analizler icin Validasyon Calismalari

Onerilen yontemin gecerlilik parametreleri (sistem uygunlugu, kararlilik,
dogrusallik, duyarlilik, dogruluk, kesinlik, secicilik ve saglamlik) ICH 10M

kilavuzuna gore degerlendirilmistir [89].

Sistem uygunlugu

Sistem uygunluk testleri, her bir antiviralden 1.0 pg/mL i¢eren karisim ¢6zeltisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Uygunluk, alikonma zamanlar1i (Rt), kapasite
faktorleri (ka), teorik tabaka sayilart (N), ayirim giicii (Rs) ve kuyruklanma faktorleri
(TF) hesaplanarak degerlendirilmistir. Olii zamani belirlemek igin urasil enjeksiyonu

kullanilmuistir.
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Kararhhk

Antivirallerin (1.0 pg/mL) kararlilifi, otodrnekleyici ve dondur ¢oz
dongiisiinde degerlendirilmistir. Otomatik 6rnekleyici kararliligi 0, 6 ve 12. saatlerde,

3 kez ise dondur-¢6z dongiisii i¢cin degerlendirilmistir.

Duyarhhk

Yontem duyarlilii, her bir analit icin sirasiyla 3:1 ve 10:1 sinyal-giiriiltii
oranlarina dayali olarak tespit sinir1 (LOD) ve tayin smir1 (LOQ) belirlenerek

degerlendirilmistir.

Dogrusalhk

Kalibrasyon egrileri plazma igerisine sekiz ayr1 derisimde standart ¢ozelti
eklenerek her bir antiviral i¢in olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi her bir antiviralin
pik alaninin IS’nin pik alanina béliinmesiyle elde edilen degerin antiviral derisimine

kars1 grafige gecirilmesiyle olusturulmustur.

Yontemlerin dogrusalligy; kalibrasyon egrilerinin istatistiksel olarak (ANOVA

testi) degerlendirilmesi ile kontrol edilmistir.

Kesinlik ve Dogruluk

Glin i¢i ve giinler arast kesinlik ve dogruluk, antivirallerin dort derigim
seviyesinde (LOQ, diisiik, orta ve yiiksek) iiclii orneklerinin analiz edilmesiyle
degerlendirilmistir. Giin i¢i 6lgiimler ayn1 giin, giinler aras1 6l¢iimler ise ii¢ ardisik giin
boyunca gergeklestirilmistir. Kesinlik, bagil standart sapma (%BSS) kullanilarak,
dogruluk ise bagil hata (%BH) kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, yOntem
dogrulugunun daha 1iyi degerlendirilmesi i¢in geri kazanim c¢alismalari da

gerceklestirilmistir.



Secicilik

Yontemin  segiciligi,

karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir.

Saglamhk

Yontem saglamligi deneysel tasarim yaklasimiyla degerlendirilmistir. Bu
amagla 8 deneyli parcali faktoriyal tasarim kullanimistir (Tablo 3.5). Takip eden
parametreler dar bir aralikta degistirilmistir (Tablo 3.6). Bu degisikliklerin etkisi
ANOVA testi kullanilarak degerlendirilmistir.

bos

plazma

orneklerinin

Tablo 3.6. Saglamlik ¢aligmasi i¢in pargali faktdriyel tasarim

kromatogramlarinin

Sudaki FA (%)  ACN (f,iA‘:;“ FA 3111(11?/(11-213 Sicaklik (°C)

1 -1 -1 -1 -1

2 -1 -1 +1 +1

3 -1 +1 +1 -1

4 -1 +1 -1 +1

5 +1 -1 +1 -1

6 +1 -1 -1 +1

7 +1 +1 -1 -1

8 +1 +1 +1 +1

Tablo 3.7. Saglamlik calismalari i¢in parametreler ve seviyeleri
Seviye
Parametre
-1 0 +1
Sudaki FA (%) 0.09 0.10 0.11
ACN’deki FA (%) 0.09 0.10 0.11
Akis Hizi (mL/dak) 0.34 0.35 0.36
Sicaklik (°C) 39 40 41
Tasinma EtKisi

En yiiksek derisim olan 5 pg/mL antiviral standart karisimi sistemine enjekte
edilmig, ardindan tasinma etkisi potansiyelini degerlendirmek icin desorpsiyon
¢ozeltisi analiz edilmistir. Tasinma etkisi, bos drnekteki kalan antiviral miktarinin, 5

ng/mL standardaki antiviralin derisimi ile karsilastirilarak hesaplanmastir.
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Seyreltme Etkisi

Bu c¢aligmada, analitik yOntemin seyreltme etkileri, cesitli seyreltme
faktorleriyle (6rnegin, 1:2, 1:5, 1:10) kullanilarak hazirlanmistir (n=5). Seyreltme
islemi bos plazma ile gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarinin dogrulugu ve kesinligi

degerlendirilmistir.

Matriks EtKisi

Matriks etkisi, biyolojik matrislerin (6rnegin kan, plazma, idrar) analitik 6l¢lim
tizerindeki etkilerini ifade eder. Matriks, analitin sinyalini baskilayabilir veya
artirabilir, bu da yanlis sonuglara yol acabilir. Matris etkisi, farkli kaynaklardan (en az
6 farkli kaynaktan) alinan numunelerle test edilmelidir. Yontemin dogrulugu nominal
derisimin +%15 i¢inde ve hassasiyeti (CV) %15°1 gegcmemelidir. Matris etkisi varsa,
matris uyumlu kalibrasyon veya o6rnek hazirlama modifikasyonlar1 gibi diizeltici

Onlemler alinabilir.
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4. BULGULAR

4.1. Farmasotik Dozaj Sekillerinden Antivirallerin Analizleri Icin HPLC

Yontemi Bulgular:

Anttivirallerin ayn1 anda nalizler i¢in uygun dalga boyunun se¢ilmesi i¢in her
bir antiviralin UV spektrumu alinmistir (Sekil 4.1.). Tiim antivirallerin absorbans

gosterdigi 215 nm HPLC analizlerinde kullanimak iizere secilmistir.

1. LAM 3. LOP 5. FAV 7. VLG 9. EMT
2. ENT 4. T DF 6. GAN 8. VAL 10. OSE

Sekil 4.1. Antiviral standart ¢cozeltilerin UV spektrumlari

4.1.1. HPLC Yonteminin Optimizasyon Calismalar:
Sabit Faz Secimi

Antiviral ilag karigimi icin etkili bir kromatografik ayirim yontemi gelistirmek
amactyla kapsamli bir optimizasyon caligmasi yiriitilmiistiir. Caligmanin odak
noktasi, analiz siiresini en diisiik degere ¢ekerken yakin eliisyon zamani problemini
¢ozmek olmustur. Bilimsel kaynaklara dayanarak, antiviral ayrimi i¢in yaygin olarak
kullanilan oktadesil silan sabit faz1 ve fosfat tamponu iceren bir ters faz sistemi
secilmigtir [68, 83]. Optimizasyon sirasinda kullanilan kromatografik kosullar Tablo

4.1.°de verilmistir.
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Tablo 4.1. HPLC yontemine ait kromatografik sartlar

Sabit faz: Exsil Mono 100 C18 (150 mm x 4.6 mm, 3 pum)
Hareketli faz: Asetonitril (ACN) : Fosfat tamponu (50 mMol)
Akis hizi: 0.5 mL/dak

Enjeksiyon hacmi: 10 uL

Kolon sicakhigr: 30.0 °C

Organik coziicii secimi

Yaygin olarak kullanilan iki organik degistirici, MeOH ve ACN antiviral ilag
karigiminin ayrimi i¢in karsilastirtlmistir. Yapilan denemelerde ACN ile daha hizli bir
ayirim saglandigr i¢in ¢alismalarda secilmistir. Sonrasinda hareketli faz icerisindeki
ACN miktar1 optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla ACN: fosfat
tamponu (pH 4.5) bilesimi 10:90, 20:80 ve 30:70 (h/h) oranlar1 kullanilarak test
edilmistir. Farklt ACN:tampon oranlariin etkisi Sekil 4.2°de gosterilmistir. Analizler

sonucunda %10 ACN orani1 hareketli faz bilesimi olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.2. Hareketli fazdaki ACN oranin alikonma zamanlari tizerindeki etkisi
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pH optimizasyonu

Antivirallerin kromatografik davraniglarini berlilemek i¢in izokritik modda
(ACN : 50 mM fosfat tamponu 10:90, h/h) farkli pH’larda (2.5, 3.5, 4.5, 5.5 ve 6.5)
analizler gergeklestirilmistir. pH degerlerinin antivirallerin gesitli sistem uygunluk
parametreleri iizerindeki etkileri Sekil 4.3’de sunulmustur. Hareketli fazin pH degeri
2.5 degerinden 4.5 degerine dogru kaydikca, antivirallerin alikonma zamanlarinda
artis gozlenmistir. Hareketli fazin pH degeri 4.5 degerinden 6.5 degerine dogru
kaydik¢ca, VAL ve VLG maddeleri alikonma zamanlarinda artis gozlenmis, diger

antivirallerin alikonma zamanlarinda ise azalma gozlenmistir.

GAN ve VLG etken maddelerinin N ve k’ degerleri pH 4.5 degerine
yaklastikca artis gostermis, pH 4.5 degerinden uzaklastikca da azalma egilimi
gostermistir. ENT bunun tam tersi bir davranig gostermis en yiiksek N ve k’
degerlerine pH 4.5 degerinden uzaklastik¢a ulasmistir. FAV, EMT ve VAL i¢in N ve
k’ degerleri pH 2.5 ve 5.0 degeri arasinda ciddi degisiklik gostermemekle birlikte pH

4.5 degerine kadar artan bir ivme gostermistir.
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Sekil 4.3. Hareketli faz pH degerinin antivirallerin c¢esitli sistem uygunluk
parametreleri tizerindeki etkisi
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Tampon derisimi optimizasyonu

Hareketli fazdaki tampon derisiminin etkisi, 20 mM, 50 mM ve 80 mM olmak
tizere ii¢ farkli derisim kullanilarak incelenmistir. Tampon derisiminin pik sekillerine

etkisi Sekil 4’te verilmistir.

Sekil 4.4. Hareketli fazin tampon derigiminin antivirallerin alikonma zamanlar
tizerindeki etkisi

Kolon sicakhig1 optimizasyonu

Kolon sicakliginin etkisi, 25°C, 30°C ve 40°C sicakliklarinda degerlendirilmis

ve antivirallerin ayrimina etkisi Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.5. Kolon sicakligi (°C) antivirallerin alikonma zamanlari iizerindeki etkisi

Optimum kromatografik sartlar

Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda, hareketli faz icin 50 mM fosfat tamponu
(pH 4): ACN karisimi (90:10, h/h), akis hiz1 i¢in 0.5 mL/dak ve kolon sicakligi i¢in
30°C optimum kosullar olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda, antiviral ilaglarin
kromatografik ayrimi Sekil 4.6'da gosterilmistir. Antiviraller 10 dakika iginde

ayrilmstir.

4.1.2. Validasyon

Secilen antiviral ajanlar i¢in kapsamli bir dogrulama caligmasi ytritiilmiistiir.
Tiim analitler 215 nm dalga boyunda izlenmistir. Validasyon protokolii sistem
uygunlugu, kararlilik, duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, secicilik ve

saglamlik gibi temel parametreleri degerlendirmistir.
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Sekil 4.6. Optimum kromatografik sartlar altinda antiviraller i¢in elde edilen
kromatogram.

Sistem uygunlugu

EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG olmak {izere alt1 antiviral ila¢ i¢in
gelistirilen HPLC yonteminin sistem uygunluk parametreleri Tablo 4.2°de
Ozetlenmistir. Urasil enjeksiyonu kullanilarak 6l zaman 2.0 dakika olarak
belirlenmistir. Her bir analit i¢in alikonma zaman (tr), kapasite faktori (k'), teorik
plaka sayis1 (N), ardisik pikler arasindaki ayiricilik (Rs) ve kuyruklanma faktorii (TF)

gibi 6nemli kromatografik parametreleri verilmistir.

Tablo 4.2. HPLC yontemine ait sistem uygunluk sonuglar1

tr k' N Rs® TF
GAN 3.30 0.65 2546 - 1.28
VLG 3.72 0.86 12218 2.12 2.35
VAL 4.10 1.05 8750 243 1.63
ENT 4.83 1.41 10459 3.99 1.47
EMT 6.13 2.06 12522 6.39 1.36
FAV 7.09 2.54 13271 4.13 1.39

¢ Olii zaman ayni kosullarda urasil enjeksiyonu ile bulunmustur: t=2.0 dak
b Ayirim giicii ardisik pikler arasida hesaplanmistir.



60

Kararhhk

Alt1 antiviral ilacin (EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG) kararliligi,
+4°C'de uzun siireli buzdolab1 kosullarinda ve 15°C'de kisa siireli otodrnekleyici
kosullarinda degerlendirilmistir. 10.0 pg/mL derisimdeki standart c¢ozeltiler

kullanilarak yapilan analizlerde, %10'u asan derisim degisiklikleri kararsizlik olarak

kabul edilmistir [90].

Buzdolab1 kosullarinda, EMT bir hafta i¢inde %14-16 oraninda belirgin bir
bozulma gostermistir. ENT ve FAV ise aym siirede %11-12 oraninda orta diizeyde
bozulmaya ugramistir. Buna karsilik, GAN, VAL ve VLG, bes haftalik buzdolab1

saklama siiresi boyunca %5'ten az bozulma ile iyi bir kararlilik profili sergilemistir.

Otomatik 6rnekleyici kararlilifi, taze hazirlanmis c¢ozeltilerin 0, 6 ve 12.
saatlerde analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Tiim alt1 antiviral ilag (EMT, ENT,
FAV, GAN, VAL ve VLG), otomatik 6rnekleyici i¢inde en az 12 saat boyunca kararl

kalmastir.

Secicilik

Gelistirilen HPLC yonteminin segiciligi, LOQ diizeyindeki EMT, ENT, FAV,
GAN, VAL ve VLG standart ¢cozeltileri iceren kromatogramlarin, plasebo drnekleriyle
karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.7).

Duyarhhk

Yontem duyarliligi, her bir analit i¢in sirasiyla 3:1 ve 10:1 sinyal-giirtiltii
oranlarina dayali olarak LOD ve LOQ belirlenerek degerlendirilmistir. En yliksek BSS
degeri % 1.96, en yiiksek bagil hata degeri % 1.33 olarak bulunmustur.
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Dogrusalhik

Dogrusallik, LOQ degerinden 150 veya 200 pug/mL'ye kadar degisen on ii¢
kalibrasyon standardi kullanilarak degerlendirilmistir. Kalibrasyon egrileri, her
antiviralin pik alaninin dogrusal regresyon kullanilarak karsilik gelen derisimine gore

cizilmesiyle olusturulmustur.

Kalibrasyon egrilerinin ANOVA analizlerinden tiiretilen p, R?, LOD ve LOQ

degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.7. Optimum kromatografik sartlar altinda elde edilen kromatogramlar: (A)
Her bir antiviral i¢in plasebo ¢ozeltileri (B) LOQ seviyelerinde hazirlanan
standart ¢ozelti
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Tablo 4.3. Antiviral analizlerinden ANOVA ile elde edilen dogrusallik parametreleri

LOD LOQ S/G

Egim Degeri (Egim) Kesim Degeri (Kesim R?
gim p Degeri (Egim) P Degeri ( ) (ug/mL) (ng/mL)

GAN 35966  7.301 10" 110520 0.2509 0.9991  0.48 145 875

VLG 15992 2.050 10 128285 0.2803 0.9938  0.24 072 295

VAL 21676  1.77210°' 17370 0.2442 1.0000  0.37 1.09 400

ENT 121708  8.040 1075  -205684 0.8133 0.9995  0.09 028 390

EMT 78144 1.160 102 -477.13 0.2973 1.0000  0.02 0.05 10.0

FAV 72533 7703107  -102322 0.8034 0.9996  0.06 0.17 205
Kesinlik ve Dogruluk

Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arasi kesinligi, EMT, ENT, FAV, GAN,
VAL ve VLG'nin standart ¢ozeltileri kullanilarak degerlendirilmistir. Her analitin
belirlenen dogrusal araliktaki ii¢ derisimi ve LOQ degerlerini kapsayacak sekilde dort
farkli derisimde hazirlanmistir. Giin i¢i kesilik, tek bir giinde her derisim seviyesinin
alt1 tekrarinin analiz edilmesiyle degerlendirilirken, gilinler aras1 kesinlik, ti¢ ardisik
gin  boyunca her derisim seviyesinde alti tekrarin analiz edilmesiyle

degerlendirilmistir.

Yontemin dogrulugu, ENT, FAV, VAL ve VLG ig¢in standart ekleme yontemi
kullanan geri kazanim ¢alismalar1 yoluyla degerlendirilmistir. Tablet ¢ozeltilere (100
pg/mL), 120, 140 ve 160 pg/mL'lik son derisimlere ulagsmak i¢in ii¢ derisim
seviyesinde ekleme yapilmistir. Farmasotik dozaj sekillerinin elde edilemedigi GAN
ve EMT i¢in, her analitten 50 pg/mL igeren plasebo ¢ozeltiler hazirlanarak geri
kazanim caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Bu plasebo ¢o6zeltilere daha sonra {li¢ derisim

seviyesine (60, 100 ve 120 pg/mL) ulagsmak i¢in standart eklenmistir.

Gelistirilen HPLC ydntemi i¢in giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik ve dogruluk

Tablo 4.4 ve 4.5’de verilmistir.



Tablo 4.4. Giin i¢i — giinler aras1 kesinlik ve dogruluk degerleri

Derisim Giin i¢ci (n = 6) Giinler arasi (n = 6)
(ng/mL) Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik
(% BH) (% BSS) (% BH) (% BSS)
GAN 1.45 0.27 1.81 1.33 1.25
5 -0.13 1.10 -0.09 0.18
100 1.07 0.14 -0.03 1.71
200 -1.18 0.20 -1.22 0.15
VLG 0.72 0.18 0.26 0.21 0.30
1.00 -0.11 1.19 0.08 0.22
100 1.06 0.16 -0.10 1.20
140 0.15 1.21 0.19 1.25
VAL 1.09 0.25 0.18 1.30 0.24
5.00 -0.15 1.13 -0.12 0.20
100 -1.08 0.10 -1.06 1.18
200 0.04 0.15 0.13 0.22
ENT 0.28 0.23 0.27 0.26 0.32
1.00 -0.07 0.16 0.09 1.21
100 -1.15 1.13 -0.10 1.19
150 -0.21 0.18 -0.16 0.24
EMT 0.05 0.30 0.22 0.35 0.27
1.00 -0.18 0.15 -0.14 1.81
100 0.09 1.38 1.06 0.22
150 1.13 0.20 0.16 0.18
FAV 0.17 -1.28 0.16 0.39 0.06
5.00 -0.31 1.22 -0.35 0.17
100.0 0.09 1.96 1.33 1.19
200.0 1.05 0.24 0.37 0.29

Tablo 4.5. HPLC yonteminin geri kazanim ¢alismalarinin sonuglari

Baslangi¢ Eklenen Bulunan Ortalama geri RSD
miktari miktar ortalama miktar kazamim (%)
(ug/mL) (%), n=6 (ug/mL) = SE (%)
60 80.01 100.01 0.43
GAN 50 100 99.67 99.67 1.23
140 120.30 100.25 1.63
20 117.74 98.12 0.242
VLG 100 40 140.36 100.26 0.69
60 159.39 99.62 1.24
20 118.44 98.70 0.16
VAL 100 40 139.23 99.45 0.91
60 159.55 99.72 0.99
20 120.04 100.03 1.19
ENT 100 40 139.92 99.943 1.28
60 162.90 101.81 0.88
60 81.28 101.60 1.26
EMT 50 100 100.27 100.27 1.73
140 119.84 99.87 1.49
20 120.70 100.58 1.27
FAV 100 40 139.00 99.29 1.55

60 159.92 99.95 0.74
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Saglamhik

Temel deneysel parametrelere kasith, kiigiik degisiklikler getirilmis, bunlarin
pik alanlar1 ve alikonma zamanlari iizerindeki etkileri on {i¢ asamal1 pargali faktoriyel
tasarim ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonug¢lar ANOVA kullanilarak istatistiksel

olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Her degiskenin antivirallerin alikonma zamanlari i¢in p degerleri

Sabit Of‘;gzaj}:k Tampon derisimi  pH (‘I‘nk]%:lz(‘) Sicaklik (°C)
GAN  <0.000 0.031 0.640 0.483 0.342 0.475
VLG <0.000 0. 856 0.908 0.183 0.189 0.158
VAL  <0.000 0.429 0.882 0.121 0.485 0.178
ENT  <0.000 0.180 0.808 0.320 0.473 0.163
EMT  <0.000 0.074 0.851 0.254 0.519 0.172
FAV  <0.000 0.438 0.895 0.118 0.465 0.171

4.1.3. Antivirallerin Farmasotik Dozaj Sekillerinden Analizleri

ENT, FAV, VAL ve VLG igeren farmasétik dozaj sekilleri, 6rnek hazirlamada
aciklanan prosediir ile analiz edilmistir. Analizler en uygun kosullar altinda
gergeklestirilerek her tablet {ic bagimsiz tayinle analiz edilmistir. Elde edilen

kromatogramlar ve sonuclar Sekil 8'de ve Tablo 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Optimum kromatografik sartlarda analiz edilen farmasotik tablet (100
pg/mL antiviral iceren ¢ozelti) 6rneklerinin temsili kromatograma.

Tablo 4.7. Antiviral iceren farmasotik dozaj sekillerinin analizinde HPLC ile elde
edilen sonuglar

Etiket miktar:

Antiviral (mg),n =6 Bulunan (mg) %BH %BSS
FAV 200 199.4 -0.34 1.22
VLG 450 458 1.78 0.47
VAL 500 515 3.00 0.91
ENT 0.50 0.499 -0.20 1.76

4.1.4. Yontemin Yesillik, Mavilik ve Beyazhgi

Gelistirilen yontemin cevresel etkisi, pratikligi ve genel stirdiriilebilirligi,
birkag yerlesik Olcilit kullanilarak degerlendirilmistir. Gelistirilen yonteme ait

stirdiiriilebilirlik degerlendirmeleri ile ilgili sonuglar Sekil 4.9°da gdsterilmistir.

Yontemin "Yesilligi", Yesil Analitik Kimya prensiplerini temsil eden dairesel
piktogramlar kullanan varsayilan degerler [91, 92], kullanilarak AGREE ve
AGREEprep ile degerlendirilmis; her biri 0-1 (1 en ¢evre dostu) puan almistir. Bu

yontemin dikkate deger bir avantaji, azaltilmig ¢oziicii tiikketimi ve daha kisa analiz
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stireleri ile karakterize edilen, Yesil Analitik Kimya prensipleriyle uyumlu, c¢evre

dostu yaklagimidir.

Sekil 4.9. Gelistirilen yontemin siirdiiriilebilirlik degerlendirmesi: A) AGREE puani,
B) AGREEprep puani, C) BAGI indeksi ve D) RGB12 Beyazlik puani.

Pratikligi ve uygulamayr (Mavilik) degerlendirmek icin BAGI araci
kullanilmistir [93]. Bu arag, verim, otomasyon, maliyet ve numune verimliligi dahil
olmak iizere on Olgiitii 1 (en kotii) ile 100 (en iyi) arasinda bir 6lgekte nicel olarak

degerlendirmektedir.

Ayrica, Beyaz Analitik Kimya (WAC) prensiplerine uyumu temsil eden
"Beyazlik" RGB12 algoritmasi kullanilarak degerlendirilmistir [94]. Bu algoritma, ii¢

kategoride (kirmizi, yesil ve mavi) siirdiiriilebilirlikle ilgili 12 6l¢iit icermektedir.
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4.2. Plazmadan Antivirallerin Analizleri i¢cin SPME-LC-MS/MS Yontemi
Bulgular:

4.2.1. LC-MS/MS Yontem Optimizasyonu

Antivirallerin LC-MS/MS ile analizlerinin gercgeklestirilmesi icin ilk once
MRM parametreleri optimize edilmistir. Bu amacla 1 pg/mL’lik standrt ¢ozeltiler
sisteme enjekte edilmis ve MRM degerleri belirlenmistir (Tablo 4.8).

Kromatografik ayirimda kullanilacak sabit fazin belirlenmesi amaciyla ilk 6nce
C18 (50%2.1 mm, 3 pm) ve C8 (3.0x50 mm 1.8 um) kolonlar denenmistir. Antiviraller
icin en uygun alikonma zamani C8 kolon ve 0.35 mL/dak hizda gradient eliisyonla, 40

°C kolon sicakligi ve 1 pL enjeksiyon hacmi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.10).

Tablo 4.8. Antivirallere ait optimum MRM degerleri

Antiviral MRM gecisleri (m/z) Q1" (V) Carpisma Enerjisi Q3" (V)
ASI 225.9>151.9 -11 -13 -16
LAM 229.9>112.0 -11 -12 -25
GAN 256.0>152.0 -10 -35 -18
LOP 629.20183.0 -22 -24 -13
EMT 248.0>130.0 -12 -10 -29
ENT 277.9>152.0 -13 -20 -17
VLG 355.0>151.9 -10 -19 -16
VAL 325.0>152.0 -12 -19 -16
OSE 313.0>165.9 -11 -22 -19
MOL (IS) 329.9>128.0 -12 -17 -27

* Kuadropol 1 ve 3 i¢in gegis voltajlari.
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Sekil 4.10. Optimum kosullar altindaki antiviral standartlarina ait (1 pg/mL) LC-

MS/MS kromatogramlari
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4.2.2. Sistem Uygunlugu

Gelistirilen yontemin optimum analiz kosullar1 altinda sistem uygunlugu,
enjeksiyon kesinligi, kapasite faktori (k'), teorik plaka sayist (N) ardisik pikler
arasindaki ayiricilik (Rs) ve kuyruklanma faktorii (TF) parametreleri agisindan

degerlendirilmistir (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. LC-MS/MS yontemine ait sistem uygunluk sonuglari (n=6)

tr k' N RsP TF
GAN 1.13 1.27 24792 - 1.20
LAM 1.37 1.74 30268 1.78 1.16
ASI 1.43 1.87 32271 0.42 1.14
VLG 1.64 2.27 15474 1.11 1.33
VAL 2.56 4.11 41055 3.97 1.23
ENT 2.82 4.64 45412 1.12 1.29
EMT 2.96 4.93 45549 0.58 1.34
MOL (IS) 4.72 8.44 491154 9.54 1.21
OSE 5.19 9.39 587444 3.90 1.15
LOP 7.08 13.15 616737 13.36 1.31

2 Olii zaman ayni kosullarda urasil enjeksiyonu ile bulunmustur: t=0.5 dak
b Ayirim giicii ardisik pikler arasmda hesaplanmistir.

4.2.3. SPME Optimizasyon Calismalari

Antivirallerin plazmadan en yiiksek verimde analizlerini gergeklestirebilmek
icin SPME tipi, desorpsiyon ¢ozeltisi igerigi, desorpsiyon zamani, tiiketme fazin pH
degeri, tiiketme zamani ve seyreltme etkisi olmak iizere alt1 parametre ele alinmistir.
Seyreltme etkisi hari¢ diger tiim optimizasyon basamaklarinda antivirallarin fosfat tuz
tamponu igerisinde (PBS) hazirlanan 1 pg/mL standart ¢ozeltileri SPME optimizasyon
caligmalarinda  kullanilmistir.  Seyreltme etkisi bos plazma oOrneklerinden

gerceklestirilmistir. Elde edilen alan degerleri 6l¢eklendirilerek grafiklestirilmistir.

Fiber Secimi

SPME yontemi optimizasyonu i¢in ilk olarak fiber se¢imi gergeklestirilmistir.
Bu amc¢al HLB, HLB-SAX, HLB-SCX, PDVB ve PMAA fiberleri antiviral ilaglarin
analizlerinde denenmistir. Tiikketme faz analizlerinde en uygun goriilen HLB ve HLB-

SCX fiberleri ile optimizasyon c¢alismalarina devam edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkli fiberlerin antivirallerin geri kazanimlarina etkisi

Desorpsiyon Cozeltisi Optimizasyonu

Analitlerin SPME fiberlerinden tam olarak desorpsiyonunu saglamak i¢in
farkl1 desorpsiyon c¢oziiciileri degerlendirilmistir. Desorpsiyon c¢dozeltileri, ACN,
MeOH, ultra saf su, FA ve amonyagin (NHs) ¢esitli oranlardaki kombinasyonlar1 ile
hazirlanmistir (Tablo 4.10). Her bir desorpsiyon ¢ozeltisinden 100 pL'lik kisimlar, 200

uL'lik insertlerin i¢ine eklenmistir.

En az 24 saat 6nceden 6n kosullandirmasi yapilmis HLB ve HLB-SCX fiberleri
kullanilmistir. 2 saatlik tiiketme isleminin ardindan, her iki fiber tipinden iiger tekrar
olacak sekilde fiberler, hazirlanan desorpsiyon ¢ozeltilerine daldirilmadan 6nce bir
saniye ultra saf su i¢inde hizlica durulanmistir. Desorpsiyon islemi, oda sicakliginda
ve 1000 rpm hizda bir karistirict tizerinde siirekli ¢alkalama ile 2 saat boyunca

gerceklestirilmistir.

Desorpsiyon isleminin tamamlanip tamamlanmadigini1 degerlendirmek i¢in, ilk

desorpsiyon adimindan hemen sonra, taze desorpsiyon ¢ozeltileri ve aynt HLB ve
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HLB-SCX fiberleri kullanilarak, ilk desorpsiyonla ayni kosullar korunarak ikinci bir

desorpsiyon adim1 uygulanmistir. Hem birinci hem de ikinci desorpsiyon adimlarindan

elde edilen desorpsiyon ¢ozeltilerinde antiviral miktarlart LC-MS/MS sistemi

kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.12 ve 13).

Tablo 4.10. SPME optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan desorpsiyon ¢ozeltileri

Oranlari (%h/h)

Coziicii Cozelti 1 Cozelti 2 Cozelti 3 Cozelti 4 Cozelti 5

A) B) © (D) (E)
ACN 40 40 80 - 50
MeOH 40 40 - 80 -
Ultra saf su 20 20 20 20 50
FA 0.1 - 0.1 0.1 0.1
NH; - 0.1 - - -

Sekil 4.12. Antivirallerin tiikketiminde desorpsiyon ¢ozeltisinin etkisi; A) HLB ve B)

HLB-SCX fiberleri
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Sekil 4.13. Antivirallerin tiiketiminde ikinci kez gerceklestirilen desorpsiyon ¢ozeltisi
icindeki % antiviral miktari; A) HLB ve B) HLB-SCX fiberleri

Desorpsiyon Zamani Optimizasyonu

Analitlerin ideal desorpsiyon kosullarini belirlemek amaciyla, 5, 15, 30, 60 ve
120 dakika gibi farkli desorpsiyon siireleri HLB ve HLB-SCX fiberleri ile test
edilmistir. Cozelti 1 (A), desorpsiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmig ve her bir
desorpsiyon iglemi i¢in 100 pL kullanilmistir. Desorpsiyon igslemi sonrasinda elde

edilen ¢ozeltiler LC-MS/MS ile analiz edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Antivirallerin tiiketiminde desorpsiyon zamaninin etkisi; A) HLB ve B)
HLB-SCX fiberleri

Tiiketme Fazimin pH Optimizasyonu

Tiiketme fazin optimum pH degerini belirlemek amaciyla, PBS ¢ozeltisinin pH
degeri 3.0, 5.0, 7.4 ve 9.0 olarak ayarlanmistir. Bu pH ayarlamalari, 0.1 M HCI ve 0.1
M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Hedef bilesikler, nihai 10 ppm
derisim elde edilecek sekilde, farkli pH degerlerine sahip PBS c¢ozeltileri ile
seyreltilmistir. Desorpsiyon siiresi olarak 30 dakika ve c¢oziiciisii Cozelti 1 (A)
kullanilmistir. Normalize edilmis pik alan degerleri kullanilarak elde edilen sonuglar

Sekil 4.15°de sunulmustur.
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Sekil 4.15. Antivirallerin tikketiminde pH etkisi; A) HLB ve B) HLB-SCX fiberleri

Tiiketme Zamani Optimizasyonu

Analitler i¢in ideal tiiketme siiresini belirlemek amaciyla, 5, 15, 30, 60, 120 ve
240 dakikalik tiiketme zamanlari, HLB ve HLB-SCX fiberleri kullanilarak test
edilmistir. Antiviral standartlar plazmada 10 ppm olacak sekilde c¢oziilerek
ekstraksiyon c¢Ozeltisi hazirlanmistir. Desorpsiyon c¢ozeltisi olarak Cozelti A
kullanilmistir. En az bir giin 6nceden sartlandirilmis HLB fiberleri ile tiger tekrarh
olarak gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinin ardindan, fiberler 1 saniye siireyle

ultra saf suya daldirnllmis ve ardindan desorpsiyon ¢ozeltisine aktarilmistir.
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Desorpsiyon, oda sicaklifinda 1000 rpm hizda karnigtirilarak 30 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Desorpsiyon sonrasi elde edilen ¢ozeltiler LC-MS/MS cihazi ile
analiz edilmistir. Normalize edilmis pik alan degerlerine gore elde edilen sonuglar

Sekil 4.16’da verilmistir.

Sekil 4.16. Antivirallerin SPME’den analizlerinde tiiketme zamaninin etkisi

Seyreltme Etkisi

SPME ile numune hazirlanmasinda iyonik siddet ve ve protein-analit
etkilesimleri tliketme siirecini etkileyen Onemli faktorlerdir. Analitler igin
seyreltmenin tiiketme {lizerine etkisini belirlemek amaciyla plazmada 10 ppm olacak
sekilde coziilerek ekstraksiyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve sonrasinda PBS kullanilarak
1:1 ve 1:2 seyreltilmis ve HLB fiberleri kullanilarak tiiketme islemi
gerceklestirilmistir. Desorpsiyon ¢ozeltisi olarak Cozelti A, desorpsiyon siiresi 30
dakika ve tiiketme siiresi 30 dakika kullanilmistir. Desorpsiyon sonrasi elde edilen

¢ozeltiler LC-MS/MS cihazi ile analiz edilmis ve sonuclar Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Seyreltme etkisinin antivirallerin tiiketimine etkisi

4.2.4. Validasyon

Secilen antiviral ajanlar i¢in kapsamli bir validasyon ¢aligmasi ylirtitiilmiistiir.
Tim analitler belirlenen MRM parametrelerinde analiz edilmislerdir. Validasyon
protokolii sistem uygunlugu, kararlilik, duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk,

secicilik, saglamlik, tasinma etkisi, matriks etkisi ve seyreltme etkisi degerlendirmistir.

Sistem Uygunlugu

On antiviral ilacin (GAN, ASI, LAM, VLG, VAL, ENT, FAV, EMT, OSE ve
LOP) 1.0 pg/mL standart c¢ozeltileri kullanilarak yapilan sistem uygunluk testi
sonuclar1 Tablo 4.9’da verilmistir. Her bir analit i¢in alikonma zamani (tr), kapasite
faktorii (k'), teorik plaka sayist (N) ve kuyruklanma faktorii (TF) gibi onemli

kromatografik parametreleri verilmistir.

Secicilik

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin segiciligi, LLOQ diizeyindeki standart
cozeltileri igeren kromatogramlarin (Sekil 4.18), bos plazma oOrnekleriyle

karsilastirilmasiyla degerlendirilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. Antiviral standart ¢ozeltilerinin LLOQ derisimindeki LC-MS/MS
kromatogramlari



Sekil 4.19. Bos plazma kromatogramlarina ait LC-MS/MS kromatogramlari
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Kararhhk

HPLC yonteminde validasyon ¢aligmalart gerceklestirilmeyen antiviral
ilaglarin (ASI, LAM, LOP ve OSE) kararliliklar1 +4°C'de buzbolabinda uzun siireli ve
otodrnekleyicide kisa siireli olmak iizere iki farkli saklama kosulu altinda
degerlendirilmistir. Tiim kararlilik degerlendirmeleri 1.0 pg/mL derisimde standart
cozeltiler kullanilarak gerceklestirilmistir. Derisimde %10'n asan bir degisiklik

bozunmay1 gostermistir [90].

Her antiviral ilacin bireysel stok c¢ozeltileri hazirlanmis ve +4°C'de
saklanmistir. Onceden belirlenmis zaman noktalarinda (1, 2, 3 ve 4 hafta), her stok
cozeltisinden c¢ikarilan boliintiller oda sicakligina dengelenerek ve iki kez analiz
edilmistir. Olciilen derisimler, taze hazirlanmis c¢ozeltilerin derisimleri ile
karsilagtirilmistir. LOP etken maddesinin +4°C'de buzbolabinda 1 ay ig¢inde
bozuldugu, ASI, LAM ve OSE antivirallerinin +4°C'de buzbolabinda en az 1 ay

kararli kaldig1 gortilmistiir.

Otomatik 6rnekleyici kararliligi, taze hazirlanmis ¢ozeltilerin 0, 6, 12. ve 24.
saatlerde analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Tiim antiviral ilaglar otomatik
ornekleyici icinde en az 24 saat boyunca kararli kalmistir. Donma-¢6ziilme kararliligi
icin taze hazirlanmis standart karisim c¢ozeltisi (1 pg/mL) ile karsilastirilmis ve

sonuglar Sekil 4.20°de verilmistir.



80

Sekil 4.20. Tiim antivirallere ait donma ¢dziinme kararlilik ¢alismalari

Duyarhhk

Antiviraller i¢in LOD ve LLOQ degeleri Tablo 4.11°de verilmistir . Ayrica
LLOQ diizeyindeki her bir antiviral icin BSS ve BH degerleri Tablo 4.12°de

verilmigtir.

Dogrusalhk

Dogrusallik, LLOQ degerinden 1 veya 5 pg/mL'ye kadar degisen sekiz
kalibrasyon standardi kullanilarak degerlendirilmistir. Kalibrasyon egrileri, her
antiviralin derisiminin pik alani ile i¢ standardin pik alan1 oranina karsilik gelen sekilde
olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrileri ve ANOVA analizi sonuglar1 Tablo

4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.11. Antiviral analizlerinden ANOVA ile elde edilen dogrusallik parametreleri

Bgm fopm KM fesim  ® gmb qgmn S
GAN 1.8611 0.0432 0.0792 0.2391 0.9917 0.020 0.0625 12.9
ASI 0.8191 0.0481 0.0519 0.0599 0.9913 0.0100 0.0313 40.0
LAM  3.5479 0.0167 0.2308 0.0941 0.9901 0.0020 0.0075 57.4
VLG 0.7877 0.0009 0.1545 0.0511 0.9944 0.0020 0.0072 13.8
VAL 1.1641 0.0006 0.1079 0.1253 0.9982 0.0020 0.0070 23.8
ENT 1.1867 0.0004 1.0920 0.0002 0.9969 0.0003 0.0009 10.0
EMT 1.8611 0.0031 0.0792 0.0774 0.9917 0.0104 0.0313 37.7
OSE 13.500 0.0003 0.6525 0.2365 0.9994 0.0104 0.0313 20.6
LOP 353.32 9.3x10°%  -0.4020 0.5303 0.9904 0.0003 0.0010 4413.6

Kesinlik ve Dogruluk

Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arasi kesinligi plazma 6rneklerine LOQ

diizeyinde ve dogrusal aralik icerisindeki ii¢ farkli derisimde olmak iizere dort farkl

derisimde hazirlanmistir. Giin i¢i kesinlik, tek bir glinde her derisim seviyesinin alt1

tekrarinin analiz edilmesiyle degerlendirilirken, giinler arasi kesinlik, ii¢ ardigik giin

boyunca her derisim seviyesinde alt1 tekrarin analiz edilmesiyle degerlendirilmistir

(Tablo 4.12 ve 4.13).

Tablo 4.12. LC-MS/MS yontemi i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk

degerleri
Derisim Giin ici (n=06) Giinler arasi (n = 6)
(ng/mL) Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik
(%BH) (%BSS) (%BH) (%BSS)
GAN 0.063 11.6 543 -0.19 43
0.125 0.83 5.49 4.28 2.35
0.500 -3.11 13.22 -0.08 11.38
1.000 -3.24 10.12 1.65 11.63
ASI 0.031 12.19 2.84 -3.67 14.55
0.125 -10.48 5.17 12.21 8.53
0.500 5.94 4.86 4.62 5.46
1.000 10.22 13.17 -7.47 14.28
LAM 0.007 4.92 4.14 3.83 12.73
0.125 10.17 15.27 -7.11 14.35
0.500 -11.56 4.41 -9.83 4.83
1.000 7.28 0.85 8.31 5.08
VLG 0.007 -1.63 13.00 2.63 0.88
0.125 8.22 8.16 -7.16 9.25
0.500 5.21 542 5.06 3.17
1.000 0.87 14.45 -3.89 17.89
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Tablo 4.13. (Devam) LC-MS/MS yontemi i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve

dogruluk degerleri
VAL 0.007 -11.11 9.83 -3.74 1.40
0.125 9.24 2.83 10.54 0.47
0.500 5.19 2.51 5.71 1.13
1.000 1.13 L5 -5.29 2.41
ENT 0.001 7.43 0.01 4.29 2.28
0.125 6.01 15.29 2.17 14.03
0.500 12.99 11.09 13.31 11.53
1.000 4.88 5.82 5.19 3.05
EMT 0.031 17.55 9.98 1.42 11.25
0.125 18.21 9.63 14.16 10.47
0.500 10.44 7.82 3.67 5.09
1.000 10.98 3.52 3.49 3.07
OSE 0.001 2.15 13.83 4.11 10.91
0.125 -5.17 2.29 3.67 6.48
0.500 -2.45 12.09 -4.72 16.94
1.000 15.24 1.54 2.64 8.77
LOP 0.001 3.58 0.18 -6.15 4.55
0.125 16.13 341 12.04 0.84
0.500 -12.13 4.41 -8.27 1.11
1.000 3.15 0.16 -7.37 4.01

Tablo 4.14. LC-MS/MS yontemi i¢in plazmadan geri kazanim ¢aligsmalar1 sonuglari

(n=4)
% Geri kazanim (n=4) %BSS
GAN 106.5 0.7
ASI 112.4 9.3
LAM 89.8 34
VLG 104.9 1.3
VAL 92.3 6.1
ENT 83.4 2.9
EMT 87.8 0.5
OSE 100.0 3.8
LOP 106.4 1.5
Saglamhk

Temel deneysel parametrelere kasith, kiigiik degisiklikler getirilmis, bunlarin

pik alanlar1 ve alikonma zamanlari iizerindeki etkileri on {i¢ asamal1 pargali faktoriyel

tasarim

ile degerlendirilmistir.

Elde edilen

degerlendirilmistir (Tablo 4.14 ve 4.15).

sonuclar ANOVA analizi

ile
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Tablo 4.15. Her degiskenin antivirallerin alikonma zamanlar1 i¢in p degerleri

Sudaki FA Akis Hiza

. AL 0 o
Sabit %) ACNAekiFA (%) "o Steaklk (°C)
GAN 1.99x107 0.2291 0.2019 0.0431 0.2122
ASI 2.39x107 0.9669 0.5896 0.5559 0.1538
LAM 1.33x10° 0.1557 0.9221 0.6804 0.1414
VLG 1.60x107 0.9002 0.5654 0.5349 0.6531
VAL 3.33x10°8 0.6183 0.9928 0.1899 0.2929
ENT 1.57x107 0.2412 0.6603 0.6895 0.6344
EMT 4.91x107 0.4667 0.3441 0.9508 0.3278
OSE 4.26x10°1° 0.5379 0.5964 0.5864 0.0919
LOP 4.19 x10°1° 0.9263 0.0884 0.3367 0.9038
Tablo 4.16. Her degiskenin antivirallerin pik alan i¢in p degerleri
. Sudaki FA 3oL o Akis Hiza o
Sabit %) ACN’deki FA (%) (mLjdaky  S'€2Khk )
GAN 0.0001 0.7324 0.6567 0.7734 0.5588
ASI 0.0001 0.4717 0.6275 0.9752 0.4113
LAM 7.80x10°® 0.0670 0.2962 0.6148 0.0630
VLG 0.0002 0.4030 0.9630 0.8211 0.5800
VAL 0.0004 0.6196 0.9688 0.7707 0.6011
ENT 2.05x10°° 0.7403 0.7857 0.5252 0.1281
EMT 9.50x1077 0.1456 0.5604 0.1276 0.8049
OSE 2.46x107 0.5734 0.5711 0.4562 0.3456
LOP 0.0039 0.0864 0.1176 0.3139 0.1743

Matriks Etkisi

Matriks etkisi parametresi i¢in artan derisimlerde antiviraller plazmaya ve PBS
cozeltisine eklenmis ve SPME-LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Geri kazanim

degerleri %85 ile %106 arasinda bulunmustur (Tablo 4.13).

Seyreltme Biitiinliigii Etkisi

LC-MS/MS yo6ntemin seyreltme biitiinliigii etkisi, antivirallerin plazmada
hazirlanan 2 ppm derisimiyle degerlendirilmistir. Yiiksek derisimdeki bu ¢ozelti 1:2,
1:5 ve 1:10 oranlarinda yine plazmayla seyreltilerek analiz edilmistir (Sekil 4.21.).

Elde edilen degerler %91.60- % 108.14 araligindadir.
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Sekil 4.21. Antivirallerin LC-MS/MS analizlerinde seyreltme biitlinliigii etkisi

Tasmma Etkisi

Bu c¢alismada, analitik metodun tasimma etkileri, antivirallerin 1 ppm
derisimiyle degerlendirilmistir. Validasyon, ICH M10 kilavuzlarina uygun olarak
gerceklestirilmis ve onerilen uygulamalar dogrultusunda titizlikle takip edilmistir. En
yiikksek derisim standardi sistemine enjekte edilmis, ardindan tasinma etkisi
potansiyelini degerlendirmek i¢in bos drnekler analiz edilmistir. Taginma etkisine ait
kromatogramlar Sekil 4.22°de verilmistir. Kromatogramlarda hi¢bir etken madde i¢in
pik gozlenmemistir. LOP sinyali olarak degerlendirilebilecek pik alan1i LOQ piki

alaninin %?2’sinden daha kiiciik bir degere sahiptir.
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Sekil 4.22. Antivirallerin LC-MS/MS analizlerinde elde edilen tasinma etkisi
kromatogramlari
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasi kapsaminda antiviral ilaglarin farmasoétik dozaj sekillerinden
ve plazma oOrneklerinden analizler i¢cin HPLC ve LC-MS/MS yontemleri

gelistirilmistir.

5.1. Farmasotik Dozaj Sekillerinden Antivirallerin Analizleri Icin HPLC

Yontemi

5.1.1. Yontem Optimizasyonu

Antiviral ilag karistminin etkin bir sekilde kromatografik ayrimini saglamak
amaciyla kapsamli bir optimizasyon c¢aligmasi yiiriitiilmiistir. Bu optimizasyon
stratejisinin temel amaci, analitlerin yakin ellisyon zamani sorununu ¢ézmek ve es
zamanl olarak analiz siiresini en aza indirmek olmustur. Bu nedenle farmasotik
tirlinlerin analizlerde hizli1 ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi i¢in optimizasyon
calismalar1 biiylikk Onem tasimaktadir. Bu amagla HPLC yontemi -etkileyen
kromatografik parametreler (sabit faz se¢imi, harekettli faz bilesimleri vd.) optimize

edilmistir.
Sabit Faz Secimi

Literatiirde yapilan bilimsel kaynak arastirmalari, antiviral bilesiklerin
ayrilmasinda ters faz (RP) kromatografisi tekniginin yaygin olarak tercih edildigini
ortaya koymustur. Oktadesil silan (C18) sabit fazlarinin ve hareketli faz olarak fosfat
tampon ¢oOzeltilerinin kullanimi, antiviral ilaglarin etkili ayrimi i¢in siklikla rapor
edilmistir [68, 83]. Bu nedenle, bu ¢alismada da antiviral ilag ayirmalari i¢in oktadesil
silan bazli bir kolon (150 mm % 4.6 mm, 3 pm) ve fosfat tamponu igeren bir sistem

temel alinmistir.
Organik Coziicii Se¢cimi

Hareketli fazdaki organik ¢oziicii tipi ve miktari, hareketli fazin polaritesini ve

elisyon giiciinii dogrudan etkileyerek analitlerin tutulmasini ve segiciligini belirler.
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Tez caligmasinda yaygin olarak kullanilan iki organik ¢oziicii olan MeOH ve ACN
karsilastirilmistir. ACN ile gergeklestirilen analizler MeOH’a goére daha iyi bir analiz
saglamistir. Ozellikle, kritik analit ¢ifti olan VAL ve VLG, MeOH un hareketli faz
kullanilarak yapilan denemelerde yetersiz ayiricilik géstermistir. Bu durumda MeOH
bu iki analiti etkili bir sekilde ayirmada yetersiz kalmistir. ACN’e gecis yapildiginda
ise, pik sekillerinde ve ayrilmalarinda 6nemli iyilesmeler gozlemlenmistir. Bu yiizden

ACN hareketli faz i¢in organik ¢oziicii olarak secilmistir.

ACN’in en uygun organik c¢oziicii olarak belirlenmesinin ardindan, hem
verimli bir ayirma saglamak hem de analiz siiresini en aza indirmek amaciyla ideal
ACN:tampon oraninin belirlenmesine geg¢ilmistir. Bu amagla, ACN fosfat tampon
orant farkli (10:90, 20:80 ve 30:70, h/h) {ii¢ hareketli faz kullanilarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Beklentilere paralel olarak, hareketli fazdaki ACN
oraninin artirtlmasi, tim analitler i¢in alikonma zamanlarinda genel bir azalmaya
neden olmustur. Bu gozlem, ters fazli sivi kromatografisinin temel prensipleriyle tam
uyumluluk gostermektedir. Zira, hareketli fazdaki organik diizenleyici derisiminin
artirilmasi, hareketli fazin genel polaritesini diisiirmekte, bu da analitlerin sabit faz ile
olan etkilesimlerinin zayiflamasina ve dolayisiyla daha hizl eliisyona yol agmaktadir.
Ancak, ACN yiizdesindeki artigin ayircilik iizerindeki etkisi, analit ¢iftleri arasinda
farkliliklar gdstermistir. Bu durum, analiz siiresi ile ¢oziiniirliik arasinda dikkatli bir
dengeleme yapilmasi gerekliliginden dolay1 %10'Tuk ACN oran1 optimum deger olarak

belirlenmistir.

pH Optimizasyonu

Hareketli fazin pH degeri, HPLC yontemlerinde analit iyonizasyonunu,
tutulmasini ve seciciligini 6nemli Olgiide etkileyen kritik bir parametredir [95]. Bu
nedenle, antiviral ilaglarin alikonma zamanlan iizerindeki pH etkisini detayli bir
sekilde incelemek amaciyla, pH 2.5 ile 6.5 aralifinda analizler gergeklestirilmistir.
Test edilen pH araliginda, analitlerin tutulma davraniglarinda belirgin farkliliklar
gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Bu farkliliklar, farkli pH degerlerinde antivirallerin
iyonlasma  durumlarindaki  degisikliklerden  kaynaklanmaktadir.  Iyonlasma

durumundaki degisimler, analitlerin polaritesini ve dolayisiyla sabit faz ile olan
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etkilesimlerini 6nemli Olgiide etkileyerek alikonma zamanlarimi dogrudan

etkilemektedir.

Degisen hareketli faz pH kosullarinda (2.5-6.5) alikonma zamanlariyla ortaya
cikan antiviral analitlerin kromatografik davranisi, kendi pKa degerleriyle yakindan
iligkilidir. Ters fazli sivi kromatografisinde, belirli bir pH degerinde oncelikle ndtr
veya diisiik iyonizasyon durumunda bulunan analitler, sabit fazla (C18) daha giiclii
hidrofobik etkilesimler sergilemekte ve bu da daha uzun alikonma siireleri ile
sonuc¢lanmaktadir. Aksine, iyonize formdaki analitler, daha polar hale gelerek daha
kisa alikonma siireleri gostermektedir. Ornegin, EMT i¢in gdzlemlenen egilim, pH 4.5
civarinda alikonma zamaninda bir zirve gostermesi, EMT'nin 5.47'lik pKa degeriyle
uyumlu bir sekilde, bu pH civarinda iyonizasyonunun azaldigini diisiindiirmektedir.
Yiiksek pKa degerlerine sahip VAL, ENT ve VLG (sirasiyla 7.47, 8.00 ve 11.98), test
edilen pH araliginda en diisiik alikonma zamani degisimlerini sergilemis, bu da bu
analitlerin bu pH aralifinda c¢ogunlukla iyonize olmayan formda bulundugunu
gostermektedir. FAV (pKa 5.1) ve GAN (pKa 9.4) ise pH'a baglh alikonma davranisi
sergilemis ve en aza indirilmis iyonizasyon nedeniyle pH 4.5 civarinda en yiiksek
alikonmay1 gostermistir. Bu bulgular, hareketli faz pH'iin analit iyonizasyonunu,
dolayistyla tutunmayr ve segiciligi modiille etmedeki temel roliini agikca
vurgulamaktadir. Bu durum, optimize edilmis HPLC yontemlerinin gelistirilmesinde
kritik bir 6neme sahiptir. En 1yl ayrimin pH 4'te elde edilmesi nedeniyle, pH 4, bu
calisma i¢in en uygun pH degeri olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

Tampon Derisimi Optimizasyonu

Hareketli fazdaki tampon derigimi, kromatografik performansi etkileyen bir
diger onemli faktordiir. Tampon derisimi, pik seklini, ¢Oziliniirliigi ve genel
kromatografik verimliligi etkileyebilir. Bu etkiyi sistematik olarak degerlendirmek
amaciyla, analizler 20 mM, 50 mM ve 80 mM olmak iizere ii¢ farkli fosfat tamponu
derisiminde gergeklestirilmistir (Sekil 4.4). Elde edilen sonuglar, tampon derisiminin,
incelenen antiviral ilaglarin pik seklini 6nemli Slgiide degistirmedigini géstermistir.
Ancak, daha yiiksek tampon derisimlerinin, kolon performansini zamanla olumsuz

etkileyebilecek tuz birikimine neden olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu nedenle, HPLC



89

sisteminde tuz birikimini minimize etmek ve kabul edilebilir bir performans seviyesini

korumak amaciyla, tampon derisimi olarak 50 mM se¢ilmistir.

Kolon Sicakhgir Optimizasyonu

Kolon sicakligi, HPLC'de analit difiizyonunu, kiitle transferini ve nihayetinde
pik seklini ve ¢oziiniirliigii etkileyen bir diger kritik parametredir. Sicakligin antiviral
ila¢ karigiminin kromatografik davranisi iizerindeki etkisini ayrintili olarak incelemek
amaciyla, analizler 25°C, 30°C ve 40°C olmak iizere ii¢ farkli kolon sicakliginda

gergeklestirilmistir (Sekil 4.5).

Yapilan c¢alisma, kolon sicakliginin artirilmasinin  genellikle alikonma
zamanlarinda kisalmaya yol actigini, ancak diger kromatografik parametreler
tizerindeki etkisinin analitten analite farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Bazi
bilesikler icin, daha yiliksek sicakliklar etkinli§in artmasina katkida bulunurken,
digerleri i¢in etkinlikte azalma veya nispeten degismezlik gozlemlenmistir. Alikonma
zamanlari, etkinlik ve pik simetrisinin genel bir degerlendirmesi sonucunda, 30°C'lik

bir kolon sicakligi, optimum ¢aligma sicakligi olarak belirlenmistir.

Optimum Kromatografik Sartlar

Yukarida detaylandirilan optimizasyon ¢aligmalarina dayanarak, hareketli faz
icin 50 mM fosfat tamponu (pH 4): ACN karisimi (90:10, h/h), akis hizi i¢in 0.5
mL/dak ve kolon sicakligi i¢in 30 °C optimum kosullar olarak belirlenmistir. Bu
optimize edilmis kosullar altinda, antiviral ila¢ karigiminin etkili bir sekilde ayrilmasi
10 dakika i¢inde gerceklestirilmistir (Sekil 4.6). Optimum kosullar altinda elde edilen
kromatogram, gelistirilen yontemin antiviral ilaglarin es zamanli analizi i¢in uygun

¢oziinlirliik ve pik sekli sagladigini gostermektedir.
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5.1.2. Validasyon

Sistem Uygunlugu

Gelistirilen HPLC yonteminin EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG olmak
lizere alt1 antiviral ilacin es zamanli analizi i¢in sistem uygunluk parametreleri Tablo
4.2’de sunulmustur. Sistem uygunlugu, analitik yOntemin tekrarlanabilirligi ve
giivenilirligi a¢isindan kritik bir dneme sahiptir. Tabloda yer alan veriler, tr, k', N, Rs

ve TF gibi temel performans gostergelerini icermektedir.

Alikonma zamani, analitin kolondan gecerek dedektore ulagsmasi icin gecen
stiredir. Alikonma zamanlarinin tekrarlanabilirligi, yontemin hassasiyeti ve dogrulugu
i¢in onemlidir. Analitlerin alikonma zamanlar1 3.30 dak (GAN) ile 7.09 dak (FAV)
arasinda degismektedir. Alikonma zamanlarinin tutarliligit (RSD < %2) yodntemin
kararliigr ve giivenilirligi i¢in Onemlidir. Alikonma zamanlarinda biiyiik

degisikliklerin olmamasi, yontemin sorunsuz oldugunun gostergelerinden biridir.

Kapasite faktorii, analitin kolonda ne kadar siire tutuldugunu gosteren bir
parametredir ve analitlerin ¢oziintlirliigiini etkiler. Kapesite faktorii tiim analitler i¢in
0.65 (GAN) ile 2.54 (FAV) arasinda degismektedir. Degerleri 1’den kiiclik ¢ikan GAN

ve VLG analitleri kolonda yeterince tutulmamastir.

Teorik plaka sayilar1 ise VLG i¢in en yiiksek 12218'den, GAN igin en diisiik
2546'ya kadar degismektedir. Genel olarak yiiksek teorik plaka sayilari, kolon
verimliliginin iyi oldugunu ve keskin, iyi tamimlanmis pikler elde edildigini

gostermektedir.

Ayiricilik degerleri, sistemin birbirine yakin eliisyon yapan bilesikleri ayirma
yetenegini gosterir ve bu degerler 2.12 (VLG-VAL) ile 6.39 (EMT-FAV) arasinda
degismektedir. Genellikle 2’nin {izerindeki ayiricilik degerleri, bazal ayrimin
saglandigini ve giivenilir nicel analiz i¢in yeterli oldugunu gosterir. Antiviraller i¢in
tim ayiriciik degerleri 2°nin lizerinde olup, yontemin zorlu analit ¢iftlerini bile

basartyla ayirdigini kanitlamaktadir (Tablo 4.2).
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Kuyruklanma faktorii degerleri, pik simetrisinin kabul edilebilir sinirlar (ideal
olarak 1.0 civarinda) igerisinde oldugunu gostermektedir. Ozellikle VLG igin 2.35'lik
deger, hafif bir kuyruklanmaya isaret etse de, diger analitlerde gézlenen 1.28-1.63
aralig1 kabul edilebilir diizeydedir. Sonug¢ olarak, sistem uygunluk parametrelerin
gelistirilen HPLC yOnteminin, alt1 antiviral ilacin es zamanli analizi i¢in gerekli sistem
uygunluguna sahip oldugunu ve analitik performansinin giivenilir ve tekrarlanabilir

sonuglar elde etmek i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

Kararhhk

Bu ¢alismada, alt1 antiviral ilag olan EMT, ENT, FAV, GAN, VAL ve VLG'nin
kararliliklari, 10 ppm’lik standart c¢ozeltilerinden hem uzun siireli buzdolabi
kosullarinda (+4°C) hem de kisa siireli otomatik ornekleyici kosullarinda (15°C)
incelenmistir. Uzun siireli kararlilik ¢alismalari, bu ilaglarin ¢6zelti halinde saklama
kosullarindan farkli derecelerde etkilendigini ortaya koymaktadir. Ozellikle EMT,
sadece bir haftalik buzdolabinda saklama sonrasinda dahi %14-16 gibi 6dnemli bir
derisim kaybi1 gostermistir. Bu durum, EMT'in bu kosullar altinda hidroliz veya
oksidasyon gibi bozunma tepkimelerine karsi hassas oldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde, ENT ve FAV da bir hafta icinde %11-12'lik bir derisim azalmasiyla orta
diizeyde bir kararsizlik sergilemistir. Analitik sonuclarin giivenilirligi ve dogrulugu

acisindan, bu ilaglar bir haftadan uzun siireli saklanmamalidir.

Diger yandan, GAN, VAL ve VLG, bes haftaya kadar uzanan buzdolabinda
saklama siiresince %5'in altinda bir derisim degisikligi gostererek, bu kosullar altinda
kararli bir profili sergilemislerdir. Bu durum, s6z konusu ilaglarin, uzun siireli
caligmalarda veya numune biriktirme gerektiren durumlarda, buzdolabinda
saklanabilecegini gostermektedir. Otodrnekleyici kararliligr agisindan ise, alt1 antiviral
ilacin tamami1 15°C'de en az 12 saat boyunca kararli kalmistir. Bu bulgu, gelistirilen
yontemin otodrnekleyici kullanimi i¢in uygun oldugunu ve analiz siiresince
numunelerin otodrnekleyici igerisinde 12 saat beklemesinden kaynaklanabilecek

onemli bir bozulma riskinin olmadigini géstermistir.
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Secicilik

Plasebo ve standart maddelere ait kromatogramlar gelistirilen yontemin
seciciligini gostermektedir (Sekil 4.7). Plasebo kromatogramlarindan, hi¢bir girisim
gozlenmemistir  (Sekil 4.7A). llaglarin alikonma zamanlarinda (standart
kromatogramindaki piklerle belirtilen) plasebo kromatograminda pik bulunmamasi,
yontemin, matriks bilesenlerinden kaynaklanabilecek herhangi bir girisim olmaksizin,
hedef antivirallerin secgici olarak belirleyebildigini gostermistir. Bu sonuglar,
gelistirilen yontemin, bu antiviral ilaglarin farmasotik dozaj sekillerinden dogru ve

giivenilir bir sekilde analizi i¢in segici oldugunu gdstermistir.

Dogrusalhk

Antiviral ilaglar LOQ degerinden 150 veya 200 pg/mL'ye kadar dogrusal
oldugu goriilmiis ve gelistirilen HPLC yontemin dogrusalligt ANOVA analizi
sonugclari ile degerlendirilmistir (Tablo 4.3). Tiim antiviraller i¢in korelasyon katsayisi
(R?) degerleri 0.9938 ile 1.0000 arasinda degigsmektedir. Bu degerler, tiim ilaglar icin
kalibrasyon egrilerinin miitkemmel bir dogrusallik sergiledigini ve analit derisimi ile

pik alani arasinda gii¢lii bir dogrusal iligki oldugunu gostermistir.

ENT ve EMT i¢in elde edilen yiiksek egim degerleri (121708 ve 78144), bu
analitler i¢cin yoOntemin daha yiiksek hassasiyete sahip oldugunu gostermistir.
Egimlerin p degeri degerlerine bakildiginda, tiim analitler i¢in degerler oldukca
diisiiktiir (2.050 x 107® ile 1.160 x 1072°). Bu da egimlerin istatistiksel (p<0.05) olarak
anlamli oldugunu ve dolayisiyla kalibrasyon egrilerinin egimlerinin tesadiifen

olusmadigini kanitlamistir.

Bununla birlikte, kesim degerlerinin p degerleri, 0.24 ile 0.81 arasinda

degismekte ve istatistiksel (p>0.05) olarak sifirdan farkli olmadiklarin1 géstermistir.

LOD ve LOQ degerleri, yontemin hassasiyetini gosteren Onemli
parametrelerdir. LOD degerleri 0.02 ile 0.48 pg/mL arasinda, LOQ degerleri ise 0.05
ile 1.45 pg/mL arasinda degismistir (Tablo 4.3). Bu degerler, gelistirilen yontemin eser



93

miktardaki analitleri bile tespit edebilecek ve Olgebilecek kadar hassas oldugunu
gostermistir. Ayrica LOQ diizeyindeki kesinlik ve dogruluk degerlerinin %15’den
kiiciik olmasi belirlenen LOQ degerlerinde dogru ve kesin analizler yapilabilecegini

gostermektedir [85] (Tablo 4.4).

Kesinlik ve Dogruluk

Kesinlik degerlendirmesinde, giin ici ve giinler aras1 BSS degerleri sirastyla
%0.06-%1.96 ve %0.01-%1.81 arasinda degiserek, tiim analitler ve derisimler igin
kabul edilebilir sinirlar i¢erisinde kalmistir (Tablo 4.4). Dogruluk, BH ve geri kazanim
calismalar ile degerlendirilmistir (Tablo 4.5). Giin i¢i ve giinler aras1 BH degerleri
strastyla -1.28 ile +1.13 ve -1.22 ile +1.33 arasinda degiserek kabul edilebilir sinirlar
igerisindedir. Geri kazanim c¢alismalar1 %98.12-%101.81 arasinda sonuglar vererek
yontemin analitleri matriksten dogru bir sekilde geri kazanabildigini gostermistir.
Sonu¢ olarak, elde edilen tiim veriler, gelistirilen HPLC yonteminin yiiksek
dogrusalliga, hassasiyete, kesinlige ve dogruluga sahip oldugunu ve bu sayede

antiviral ilaglarin rutin analizlerinde giivenle kullanilabilecegini desteklemistir.

Saglamhk

Gelistirilen HPLC yonteminin saglamligi, gosterilen ¢esitli parametreler ve
bunlarin seviyelerinde yapilan kiigiik degisiklikler kullanilarak deneysel tasarim
kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 3.5 ve 3.6). Bu parametreler arasinda hareketli
fazdaki ACN yiizdesi, pH, akis hizi, kolon sicaklig1 ve tampon derisimi yer almaktadir.
Bu parametreler, -1, 0 ve +1 seviyelerinde degistirilmis ve analitlerin alikonma
zamanlarina olan etkileri incelenmistir. Tablo 4.6’da sunulan p degerleri, bu
degisimlerin analitlerin alikonma zamanlar1 iizerindeki istatistiksel anlamliligini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Sonug olarak, sabit faktoriin p degeri tiim analitler
i¢in <0.000 iken, diger tiim parametrelerin p degerleri analitten analite degismekle
birlikte, genellikle 0.05’ten yiliksek degerlerdir. Sadece organik faz ylizdesinin
GAN’1n ayiriminda etkili bir parametre (p=0.031) oldugu goriilmiistiir. Diger analitler
i¢in ise 0.05 ten yiiksek degerler vermistir. Higbir analitte tampon derisimi, akis hizi

ve sicaklik parametreleri anlamli bir etki géstermemistir.
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Bu sonuglar genel olarak, gelistirilen yontemin, test edilen deneysel
parametreler icin diisiik degiskenlige sahip oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
tampon derisimi, pH, akis hiz1 ve sicaklik gibi parametrelerin kiigiik degisimlerinin
alikonma zamanlar iizerinde anlamli bir etkisi olmamasi, yontemin bu faktorlere karsi
olduke¢a saglam oldugunu ve kii¢iik yontemsel varyasyonlara karst dayanikli oldugunu
gostermistir. Ancak, organik faz ylizdesinin bazi analitlerde anlamli etkiye sahip
olmasi, bu parametrenin kontrol altinda tutulmasinin yontem giivenilirligi agisindan

Onemini vurgulamistir.

Antivirallerin Farmasotik Dozaj Sekillerinden Analizleri

Gelistirilen HPLC yontemi farmasotik dozaj sekillerine uygulanmis ve elde
edilen kromatogramlar ve analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.8 ve Tablo 4.7°de
verilmistir. Analiz sonuclar1 incelendiginde %BH ve %BSS degerlerinin sirsiyla %3
ve 1.76’dan kiiciik oldugu goriilmiistiir. Bu degerler yontemin dogru, kesin ve ve

tekrarlanabilir sonuclar iiretebildigini gdstermistir.

Yontemin Yesillik, Mavilik ve Beyazhg

Sekil 4.9°da sunulan sonuglar, gelistirilen HPLC yonteminin siirdiiriilebilirlik
ozelliklerini kapsamli bir sekilde degerlendirmek i¢in kullanilan {i¢ farkli yontemin
bulgularini gostermektedir. Bu yontemler, yontemin ¢evresel etkisini (Yesillik), pratik
uygulanabilirligini (Mavilik) ve genel stirdiiriilebilirlik profili (Beyazlik) ayr1 ayri ele

alinmustir.

Gelistirilen yontemin Yesillik degerlendirmesi icin AGREE ve AGREEprep
hesaplama araclari kullanilmistir. AGREE puani 0.79 olarak bulunurken, AGREEprep
puani 0.59 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9A ve B). AGREE skoru, yontemin ¢evresel
etkiyi azaltma prensipleriyle uyumunu degerlendirirken, AGREEprep skoru ise
numune hazirlama asamasinin Yesilligini ele almaktadir. Bu skorlar, her iki
degerlendirme i¢in de, 1'e ne kadar yakin olunursa, yontemin o kadar ¢evreci oldugunu
ifade etmektedir. Elde edilen bu degerler, gelistirilen HPLC yonteminin ve kullanilan

ornek hazirlama asamasinin, énemli Olgiide siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu oldugunu
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gostermistir. Ozellikle AGREE sonucunun 0.79 olmasi, ydntemin Yesillik

prensipleriyle uyumlulugunun yiiksek oldugunu gostermektedir.

Y ontemin pratik uygulanabilirligi ve verimliligi, BAGI (Blueness Assessment
for Greenness of Analytical Methods) indeksi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.9C).
BAGI degerlendirmesi, analitik yontemin degerlendirme tiirii, analit sayisi, donanim
gereksinimleri, numune etkinligi, hazirlanan numune gereksinimleri, analiz yiizdesi,
kullanilan reaktifler/malzemeler, 6n deristirme ihtiyaci, otomasyon potansiyeli ve
numune hacmi gibi pratiklik kriterlerini nicel olarak ele almaktadir. Yontem igin
hesaplanan BAGI indeksi 85 olarak bulunmustur (Sekil 4.9C). Bu sonug, gelistirilen
yontemin yiiksek verimlilik, diisik maliyet, kolay otomasyon ve pratik

uygulanabilirlik potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Yontemin genel strdiiriilebilirlik diizeyi, RGB12 algoritmas1 kullanilarak
belirlenmis ve Sekil 4.9D sunulmustur. Bu algoritma, yontemin analitik performansi
(kirmizilik), ¢evre dostu olma durumu (Yesillik) ve pratik verimliligi (Mavilik) gibi
cesitli parametrelerini birlikte degerlendirerek yontemin “Beyazlik” degerini, yani
siirdiiriilebilirlik ilkelerine ne derece uygun oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
degerlendirme sonucunda elde edilen Beyazlik degeri 74.7 olarak tespit edilmistir. Bu
deger, gelistirilen yontemin, Beyaz Analitik Kimya ilkeleriyle uyumlu oldugunu

gostermistir.

5.2. Plazmadan Antivirallerin Analizleri i¢cin LC-MS/MS Yo6ntemi

5.2.1. LC-MS/MS Yontem Optimizasyonu

Antivirallerin LC-MS/MS ile analizlerinin gerceklestirlmesi i¢in ilk once
MRM parametreleri optimize edilmis ardindan kromatografik kosullar test edilmistir.
Optimum kromatografik sartlarin belirlenmesi i¢in farkli 6zellikte analitik kolonlar,
hareketli fazlar ve gradiyent eliisyon programlari denenmis ve analiz sonuglari

degerlendirilmistir.
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Kromatografik ayirimda kullanilacak sabit fazin belirlenmesi amaciyla ilk
olarak ters faz C18 denenmistir. C18 ile yapilan analizlerde polar olan ASI ¢ok erken
eliie olmustur. Ayrica OSE ve LAM’1n ise C18 kolonda diisiik polaritelerinden dolay1
cok gec eliie oldugu goriilmiistiir. Tiim bu durumlardan dolayr C8 kolon sabit faz
olarak secilmistir. Boylece ASI’in daha geg eliie olmasi saglanirken OSE ve LAM’in
daha erken eliie olmast saglanmistir. Farkli gradient ellisyon programlari test
edilmistir. ACN oraninin %5 ten baslayip %60’a ¢iktig1 gradient eliisyon programi ile
keskin pikler ve saglikli bir ayirim elde edilmistir (Sekil 4.10).

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin uygunlugu on antiviralin alikonma
zamani, ayiricilifl, enjeksiyon tekrarlanabilirligi, kapasite faktorii, kuyruklanma
faktorii ve teorik tabaka sayisi esas alinarak degerlendirilmistir (Tablo 4.9). Sistem
uygunluk testi i¢in antivirallerin 1 pg/mL derisimdeki standart karisim ¢ozeltisinin alti
tekrarli enjeksiyonu sonucunda elde edilen veriler kullanilmistir. Elde edilen degerler
kabul 6lgiitleri (kapasite faktorii>2, kuyruklanma faktorii<l.5, ayiricilik >1.5 ve teorik
tabaka say1s1>2000) i¢inde (GAN’1n kapasite faktorii hari¢) bulunmus olup sistemin

hedeflenen antivirallerin analizi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

5.2.2. SPME Yontem Optimizasyonu

Fiber Secimi

Antiviralerin plazmadan en yiiksek verimde analizlerini gerceklestirebilmek
i¢cin 5 farkli sorbent igeren SPME fiberleri kullanilmistir. Bu baglamda, HLB, HLB-
SAX, HLB-SCX, PDVB ve PMAA fiberleri antiviral ilaclar (ASI, EMT, ENT, LAM,
LOP, OSE, VAL ve VLGQG) i¢in test edilmistir. Analizler sonucunda elde edilen alan
degerleri 6lgeklendirilerek karsilastirilmistir (Sekil 4.11). Her bir analit i¢in, kullanilan
fiber tipine bagl olarak farkli tiilketme verimi sergiledigi goriilmiistiir. Ozellikle HLB
fiberinin, bir¢ok analit i¢in en yiiksek verime ulasarak, genel olarak en etkili tiiketme
performansini gosterdigi goriilmiistiir. HLB-SCX fiberi de baz1 analitler (6zellikle ASIT
ve ENT) i¢in yiiksek verim sunmustur, ancak diger analitler i¢in etkinligi degiskenlik
gostermistir. PDVB ve PMAA fiberleri ise genel olarak daha diisiik verim gostermis

ve bu nedenle tiim analitler i¢in etkili bir se¢cenek olarak kabul edilmemistir.
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Bir yiizey aktif maddenin hidrofilik (su seven) ve lipofilik (yag seven)
ozelliklerinin dengesini yapisinda barindiran HLB fiberi ile yapilan analizlerde en
yiiksek verim VAL ve VLG maddelerinde alinmistir. VAL ve VLG hidrofilik
molekiiller olduklar1 i¢in HBL fiberinin hidrofilik bolgeleriyle hidrojen baglari, dipol-
dipol ve iyon-dipol etkilesimleri gibi zayif etkilesime girmislerdir. HBL fiberinin
hidrofilik-lipofilik dengesi ve fonksiyonel gruplari, bu etkilesimlerin giiciinii ve tiiriinii

pozitif yonde etkilemistir.

ASI, EMT ve ENT zayif bazik molekiilleri pH durumuna bagl olarak pozitif
yiiklii katyonlar haline gelebilmektedir. HBL-SCX fiberinin negatif yiikli stilfonat
gruplari, bu pozitif yiiklii ilag molekiilleriyle iyon degistirme etkilesimleri kurmus ve
boylece zayif bazik 6zellik gosteren hidrofilik ASI, EMT ve ENT molekiilleri en
yiiksek etkilesimi HLB-SCX fiberlerinde gostermislerdir.

LOP, zayif bazik bir molekiil oldugu i¢in, pH'a bagli olarak pozitif yiiklii bir
katyon haline gelebilmektedir. Bu halde HBL-SAX fiberinin pozitif yiiklii kuaterner
amonyum gruplar1 ile anyon degistirme etkilesimi kuramaz fakat, yiiksek pH
degerlerinde LOP negatif yiiklii bir anyon haline geldiginde, HBL-SAX ile iyon
degistirme etkilesimi kurmasi miimkiin olmustur. Ayrica LOP molekiiliiniin
hidrofobik kisimlart HBL-SAX liflerinin hidrofobik kisimlari ile etkilesime girmistir.
LOP, PDVB fiberinin hidrofobik yiizeyi ile hidrofobik etkilesimler ve van der Waals
kuvvetleri gibi etkilesimler kurmustur. LOP molekiiliiniin hidrofobik yapisi PDVB
lifleri ile giiglii etkilesimlere girmistir. Zayif bazik hidrofobik bir molekiile sahip olan
LOP, digerlerine géore PDVB ve HBL-SAX fiberleri ile daha yiiksek bir etkilesime

sahip olmustur.

Bu deneysel bulgular, HLB ve HLB-SCX fiberlerinin, genis bir antiviral ilag
yelpazesi i¢in etkili birer secenek oldugunu, ancak belirli analitler i¢in diger fiber
tirlerinin de dikkate alinabilecegini gdstermistir. Bu nedenle, optimizasyon

calismalari i¢in HLB ve HLB-SCX fiberleri se¢ilmistir.
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Desorpsiyon Cozeltisi Optimizasyonu

HLB ve HLB-SCX fiberleri i¢in bes farkli desorpsiyon ¢ozeltisi (A, B, C, D ve
E) kullanarak desorpsiyon ¢ozeltisinin etkileri incelenmistir. Her iki fiber tipi i¢in de
desorpsiyon c¢ozeltisi secimine bagli olarak analit geri kazamimlar1 degiskenlik
gostermistir (Sekil 4.12). HLB fiberi ile yapilan tiikketmelerde, ASI ve GAN analitleri
icin ¢ozelti B’nin, ENT analiti i¢in ¢6zelti E’nin, diger analitler i¢in genellikle ¢ozelti
A’nin en yiiksek normalize edilmis alan degerlerine ulastigi gozlemlenmistir. HLB-
SCX fiberi kullanildiginda ise, ASI, GAN, VLG ve VAL i¢in ¢zelti B, LAM ve EMT
icin ¢ozelti D, LOP i¢in ¢ozelti A, ENT, OSE ve MOL i¢in ¢6zelti E’nin daha iyi
sonuclar verdigi goriilmiistiir. Ancak genel olarak HLB fiberi HLB-SCX’e kiyasla
daha ytiksek geri kazanimlar sunmustur. Ayrica HLB-SCX fiberi i¢ standart olarak

kullanilan MOL i¢in yeterli diizeyde geri kazanim saglamamaistir.

HLB fiberi, ikinci desorpsiyon sonuglarina gére, HLB-SCX'e kiyasla daha
diistik ytlizdeli tasinma degerleri sergileyerek daha verimli bir ilk desorpsiyon adimi
sunmustur (Sekil 4.13). HLB fiberi ile LOP ve EMT neredeyse tamamen desorbe
olurken, HLB-SCX fiberi ASI, VAL ve VLG i¢in daha diisiik performans gostermistir.
Bu da HLB'nin genel olarak daha dengeli bir desorpsiyon sagladigin1 ve HLB-SCX
icin bazi analitlerde desorpsiyon kosullarimin optimize edilmesi gerektigini

gostermistir.

Bu degerlendirmeler sonucunda, farkli analitler i¢in farkli desorpsiyon
coOzeltileri optimizasyonu yapilabilse de, genel olarak HLB fiberi ile daha ytliksek ve
daha genis analit yelpazesini kapsayan geri kazanimlar elde edildigi goriilmiistiir. Bu
nedenle, HLB fiberi ile yapilan tiiketmelerde ¢ozelti A'nin, tiim analitler i¢in kabul
edilebilir diizeyde geri kazanimlar sunmas1 ve bu dogrultuda analiz siirelerinin en aza
indirilmesi amaciyla, sonraki analizlerde desorpsiyon ¢ozeltisi olarak ¢ozelti A'nin

kullanilmasina karar verilmistir.
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Desorpsiyon Zamani Optimizasyonu

Cozelti A kullanilarak HLB ve HLB-SCX fiberleri i¢in farkli desorpsiyon
zamanlarinin geri kazanim tizerindeki etkisi degerlendirilmistir (Sekil 4.14). Her iki
fiber tipi i¢in de, desorpsiyon zamaninin artmasi ile analit geri kazanimlarinda genel
olarak bir artis gézlenmekle birlikte, belirli analitlerde bu etki oldukc¢a degiskenlik
gdstermistir. Ozellikle HLB fiberi igin, LOP analiti desorpsiyon siiresinin 30 dakikaya
kadar artmasiyla normalize edilmis alan degerlerinde onemli artiglar sergilemistir.
Ancak, diger analitler i¢in daha kisa desorpsiyon zamanlarinda (30 dak veya daha az)
da benzer geri kazanimlar elde edilmistir. HLB-SCX fiberi ile yapilan desorpsiyon
calismalarinda ise, LOP, OSE, VAL ve VLG analitleri i¢in 120 dakikalik desorpsiyon
zamanlarinda daha yliksek geri kazanimlar gériilmiistiir. Ancak, diger analitlerde daha
kisa siirelerde daha yiiksek normalize edilmis alan degerleri elde edilmistir. Bu durum,
farkli analitlerin desorpsiyon kinetiklerinin fiber tipine gore farklilik gésterdigini isaret

etmektedir.

Bu analizler genel olarak desorpsiyon zamaninin optimizasyonunun analitlere
0zgii olarak yapilmasi gerekliligini vurgulamaktadir. Ancak HLB fiberi ile 15
dakikalik desorpsiyon siiresinin ¢ogu analit i¢in kabul edilebilir geri kazanimlar
sagladigi ve bu siirenin toplam analiz siiresini kisaltma konusunda 6nemli bir avantaj

sunmast sebebiyle sonraki optimizasyon denemelerinde bu siire sabitlenmistir.

Tiiketme Fazinin pH Optimizasyonu

Tiiketme fazinin pH degeri, antiviral fiberlerden geri kazanimi iizerindeki
etkisini incelemistir. Bu amagcla, farkli pH seviyelerinde (3.0, 5.0, 7.4 ve 9.0) tiiketme
islemleri gergeklestirilmistir. Her bir antiviral i¢in geri kazanimin pH degerine bagl
olarak onemli 6l¢iide degistigi gorilmiistiir (Sekil 4.15). HLB fiberi kullanildiginda,
ASI, LAM, GAN, ENT, EMT, VLG, VAL ve OSE i¢in en yiiksek normalize edilmis
alan degerleri genellikle pH 7.4'te elde edilirken, LOP i¢in pH 5.0'da daha iyi geri
kazanimlar saglanmistir. HLB-SCX fiberi i¢in ise, pH 3.0'da LAM, pH 7.4'te ASI,
GAN, ENT, EMT ve OSE, pH 9.0’da ise LOP, VAL ve VLG en yiiksek geri
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kazanimlar1 gostermistir. Bu durum, farkli analitlerin ve fiberlerin iyonik

etkilesimlerinin pH'ya bagli olarak farklilagtigin1 gostermistir.

Bu sonuglar, tiikketme verimliliginin, antivirallerin iyonlagsma durumu ve fiber
yiizeyi arasindaki elektrostatik etkilesimlerden etkilendigini géstermistir. Bu nedenle,
optimum tiiketme kosullar1 i¢in, her bir analitin asidik veya bazik karakterine gore
optimum pH degerinin belirlenmesi 6nemlidir. Tiim analitler i¢in tek bir pH degeri ile
optimum sonuglar alinamamasi sebebiyle, cok yonlii bir yaklagim izlenmis ve genis
bir analit yelpazesini hedefleyen bir genel yontem gelistirmek amaciyla, HLB fiberi
icin pH 7.4 ile ¢alisilmasina karar verilmistir. Bu tercih, ¢ogu analit i¢in kabul

edilebilir geri kazanimlarin elde edildigi ve fizyolojik pH olmasi nedeniyle se¢ilmistir.

Tiiketme Zamani Optimizasyonu

HLB fiberi kullanilarak plazmadan farkli ekstraksiyon siirelerinin (5, 15, 30,
60, 120 ve 240 dak) antivirallerin tiikketme verimi iizerine etkisi incelenmistir (Sekil
4.16). Grafik, tiikketme siiresinin artmasiyla birlikte baz1 analitlerde (LOP ve OSE) geri
kazanimlarda 6nemli artislar goriilse de, genel olarak ¢ogu analit i¢in 30 dakikadan
sonra verimin plato yaptig1 ve uzun siirelerin daha fazla verimlilik artis1 saglamadigi
goriilmistiir (Sekil 4.16). LAM, , ENT, EMT ve VLG analitleri i¢in en yiiksek geri
kazanimlar, genellikle 30 dakika veya daha kisa siirelerde elde edilirken, GAN ve LOP
icin 120, VAL ve OSE i¢in 240 dakikalik ekstraksiyon siireleri daha iyi sonuglar
vermistir. Bu sonuglara dayanarak, 30 dakikalik bir ekstraksiyon siiresi, birgok analit
i¢in yeterli geri kazanim sagladig1 ve analiz siiresini daha kisa tuttugu i¢in en uygun

olarak belirlenmis ve sonraki deneylere bu siire kullanilarak devam edilmistir.

Seyreltme Etkisi

Seyreltme islemi, iyonik siddeti azaltmanin yani sira protein etkilesimlerini de
zayiflatarak tiikketim  verimliligini  artirabilir.  Ancak, seyreltme oraninin
belirlenmesinde analit derisimi ve matriks etkisi gibi diger faktorler de dikkate
alinmalidir. En iyi sonuglart elde etmek icin ekstraksiyon parametrelerinin optimize

edilmesi onemlidir. Bu amagla plazma ornekleri seyreltilmeden ve seyreltilerek
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analizler gergeklestirilmistir (Sekil 4.17). Seyreltmeden yapilan ¢aligmalarda daha
yiiksek bir normalize alan degeri elde edildigi i¢in analizlerin plazma Ornekleri

seyreltilmeden uygulanmasina karar verilmistir.

5.2.3. LC-MS/MS Yontem Validasyonu

Gelistirilen SPME-LC-MS/MS yonteminin validasyonu sistem uygunlugu,
kararlilik, duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, segicilik, saglamlik, taginma

etkisi, matriks etkisi ve seyreltme etkisi ile degerlendirmistir.

Sistem Uygunlugu

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin ASI, EMT, ENT, GAN, LAM, LOP, OSE,
VAL ve VLG olmak iizere dokuz antiviral ilacin es zamanli analizi igin sistem
uygunluk parametreleri Tablo 4.9’da sunulmustur. Sistem uygunlugu, analitik
yontemin tekrarlanabilirligi ve giivenilirligi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.
Tabloda yer alan veriler, tr, k', N, Rs ve TF gibi temel performans gostergelerini

icermektedir.

Kapasite faktorii, analitin kolonda ne kadar siire tutuldugunu gosteren bir
parametredir ve analitlerin ¢oziintlirliigiini etkiler. Kapesite faktorii tiim analitler i¢in
1.27 (GAN) ile 13.15 (FAV) arasinda degismektedir. Biitiin degerlerin 1’den biiyiik
¢ikmasi analitlerin kolonda yeterince tutuldugunu gostermistir. OSE ile en yiiksek
kapasite faktoriine sahip LOP analitlerinin ¢oziiniirliikleri ve kolon ile etkilesimleri

diger maddelere gore yiiksek olmustur.

Teorik plaka sayilar1 ise LOP i¢in en yiiksek 616737'den, VLG igin en diisiik
15474'e kadar degismektedir. Genel olarak yiiksek teorik plaka sayilari, kolon
verimliliginin iyi oldugunu ve keskin, iyi tanimlanmis pikler elde edildigini

gostermektedir.

Ayiricilik degerleri, sistemin birbirine yakin eliisyon yapan bilesikleri ayirma

yetenegini gosterir ve bu degerler 0.42 (LAM-ASI) ile 13.36 (OSE-LOP) arasinda
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degismektedir. Genellikle 2’nin {izerindeki ayiricilik degerleri, bazal ayrimin
saglandigin1 ve giivenilir nicel analiz i¢in yeterli oldugunu gosterir. LC-MS/MS
sisteminde ¢oklu dalga boylarinda es zamanl goézlem yapilabildigi i¢in ayiricilik

hayati bir 6neme sahip olmamustir.

Kuyruklanma faktorii degerleri, pik simetrisinin kabul edilebilir sinirlar (ideal
olarak 1.0 civarinda) icerisinde oldugunu gostermektedir. Ozellikle VLG (1.33) ve
EMT (1.34) degerleri ¢ok hafif bir kuyruklanmaya isaret etse de, diger analitlerde
gozlenen 1.14-1.31 araligi kabul edilebilir diizeydedir. Sonug olarak, sistem uygunluk
parametrelerin gelistirilen LC-MS/MS yonteminin, dokuz antiviral ilacin es zamanl
analizi i¢in gerekli sistem uygunluguna sahip oldugunu ve analitik performansinin

giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in yeterli oldugu goriilmektedir.

Secicilik

Geligtirilen LC-MS/MS yonteminin = segiciligi, Sekil 4.18'de sunulan
kromatogramlar incelenerek degerlendirilmistir. Bu kapsamda, LOQ diizeyindeki
standart ¢ozeltiler ve bos plazma Ornekleri karsilagtirilmistir. Bos plazma
kromatogramlarinda, hedef antiviralin alikonma zamanlarinda herhangi bir girisim
pikine rastlanmamigstir. Bu bulgu, yontemin segici oldugunu ve matriks kaynakli
girisimlerden arinmis oldugunu, dolayisiyla endojen bilesenler veya yaygin kullanilan
yardimc1 maddeler nedeniyle yanlis pozitif sonug riskini ortadan kaldirarak, hedef

bilesikleri biyolojik matrikslerde dogru bir sekilde 6l¢ebildigini dogrulamaktadir.

Kararhhk

Calismamizin ilk asamasinda gelistirilen HPLC yonteminde validasyon
calismalar gergeklestirilmeyen antiviral ilaglar i¢in yapilan kararlilik testleri, +4°C'de
buzdolabinda uzun siireli saklama kosullarinda 6nemli bulgular sunmustur. LC-
MS/MS analizlerinde kullanilan ASI, OSE, LAM, MOL ve LOP 1.0 pg/mL
derisimdeki su ve metanoldeki ¢ozeltiler kullanilarak yapilan degerlendirmelerde, tim
antiviral ilaglarin otomatik drnekleyici icerisinde en az 24 saat boyunca stabil kaldig1

gorilmiistiir. Donma-¢6ziilme kararliliginda biitiin antivirallerin 3 dongii icerisindeki
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miktarlarinin %80’den biiylik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.19). Bu da antivirallerin en

az 3 dongii i¢in kararli oldugunu gostermistir.

Duyarhhk

LOD ve LOQ degerleri, yontemin hassasiyetini gosteren Onemli
parametrelerdir. LOD degerleri 0.02 ile 0.48 pg/mL arasinda, LOQ degerleri ise 0.05
ile 1.45 pg/mL arasinda degismistir (Tablo 4.11). LLOQ degeri sinyal ve giiriiltii
degerinin en az 10 oldugu ve yeterli kesinlik ve dogrulugun saglandigir (BH <%20 ve
BSS <%20) degerler belirlenmistir. Se¢ilen LLOQ diizeyindeki her bir antiviral i¢in
BSS ve BH degerleri Tablo 4.12°de verilmistir.

Dogrusalhik

Antiviral ilaglar LOQ degerinden 1 ug/mL'ye kadar dogrusal oldugu goriilmiis
ve gelistirilen SPME-LC-MS/MS yontemin dogrusalligt ANOVA analizi sonuglari ile
degerlendirilmistir (Tablo 4.11). Korelasyon katsayisi (R?) degerleri, tiim analitler i¢in
0.9901 ile 0.9994 arasinda degismekte olup, kalibrasyon egrilerinin genis bir derisim
araliginda derisim ve alan oranlar1 arasinda dogrusal bir iliski sergiledigini
dogrulamistir. Egimlerin p degerleri (0.048 ile 9.3 x 107® arasinda), regresyon
modelinin egiminin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ve bagimsiz degisken
(derisim) ile bagimli degisken (alan orani) arasinda anlamli bir iliski oldugunu

gostermistir.

Kesinlik ve Dogruluk

Gelistirilen SPME-LC-MS/MS yonteminin genel olarak kabul edilebilir
kesinlik ve dogruluk degerleri sergiledigi goriilmiistiir (Tablo 4.12). Yontem, bir¢cok
analit i¢in hem giin i¢i hem de giinler aras1 degerlendirmelerde, <%15 BH ve <%15

BSS olan kabul edilebilir sinirlar iginde kalmistir.

Tablo 4.13'te sunulan plazmadan geri kazanim c¢alismalari, gelistirilen SPME-

LC-MS/MS yonteminin, test edilen antiviral ilaglarin matriksten etkin bir sekilde geri
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kazanilmasin1 sagladigini gostermistir. Cogu analit i¢in geri kazanim degerleri,
genellikle kabul edilebilir olarak degerlendirilen %85 ile %115 araliginda yer almistir.
Bu sonuglar, gelistirilen yontemin, antiviral ilaglarin plazmadan giivenilir ve dogru

sonuglar saglayarak analiz edilebilecegini gostermistir.

Saglamhik

Gelistirilen LC-MS/MS yonteminin saglamlik ¢alismasi deneysel tasarim ile
gergeklestirilmistir (Tablo 3.5). Bu tablolarda, farkli faktorlerin (hareketli fazdaki
ACN yiizdesi, pH, akis hiz1 ve kolon sicakligil) antiviral ilaglarin alikonma zamanlari

ve pik alanlar iizerindeki etkileri incelenmistir.

Genel olarak faktorlerin tamaminin p degerleri 0.05'ten biiyiiktiir (Tablo 4.14-
15). Bu, test edilen faktorlerde yapilan kii¢iik degisikliklerin alikonma zamanlar1 ve
pik alanlar1 tizerinde iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigini
gostermistir. Bu sonuglar, gelistirilen LC-MS/MS yonteminin yiiksek bir saglamliga
sahip oldugunu ve analitik performansin, test edilen parametrelerdeki kiigiik

degisikliklerden 6nemli 6lciide etkilenmedigini ortaya koymustur.

Tasinma EtKisi

Tasinma etkisi, bos 6rnekteki kalan analiz maddesinin, en yiiksek standardin
derigimi ile karsilastirilmasi ile hesaplanmistir. Yontem, ICH M10 kriterlerine gore
validasyon siirecinden geg¢irilmis ve taginma etkilerinin kabul edilebilir esik degerinin

altinda, genellikle en yiiksek derisimin %5'inden az oldugu dogrulanmustir.

Matriks EtKkisi

Matriks etkisi parametresi plazmaya ve PBS c¢ozeltilerinden eklenen
antivirallerin analizleri sonucunda elde edilen geri kazanmimlar iizerinden
degerlendirilmistir. Tiim antiviraller i¢in geri kazanim degerlerinin %85 ile %106
arasinda olmas1 matriks etkisinin olmadig1 gostermistir (Tablo 4.13). Matriks etkisi

Ozellikle endojen maddelerin varliginda analitlerin sinyallerinin degismesine
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(artma/azalma) neden olmaktadir. Matriks etkisi genellikle uygun numune hazirlama
teknigi ile en aza indirilebilir. Tez calismasinda 6rneklerin kii¢lik hacimlerde ve secici

bir numune hazirlama teknigi ile hazirlanmis olmas1 matriks etkisini en aza indirmistir.

Seyreltme Biitiinliigii Etkisi

Plazmayla seyreltmeye bagli olarak yapilan analizlerde geri kazanim degerleri
%100 civarindadir (Sekil 4.22). Bu durum gelistirilen yontemin seyreltme isleminden

etkilenmedigini gostermektedir.

Antivirallerin Hasta Plazmalarindan Analizleri

Ucii EMT, ikisi LAM kullanmakta olan bes hasta plazmasindan alman
orneklere gelistirilen yontem basariyla uygulanmigtir. Plazmalarda EMT ig¢in 0.99 ile

0.12 ppm arasi, LAM i¢in 0.54 ve 0.60 ppm derisimleri 6l¢iilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu caligmanin ilk agamasinda alt1 antiviral ilacin (EMT, ENT, FAV, GAN,
VAL ve VLG) kromatografik davaramiglar1 incelenmis ve farmasotik dozaj
sekillerinden es zamanl nicel analizleri i¢in valide edilmis, hizli ve oldukca etkili bir
HPLC yontem gelistirilmistir. Optimize edilmis yontem, daha Once yaymlanmis
yontemlere kiyasla daha kisa siirede (8 dakika) i¢inde temel ayrimi1 basarmaktadir.
Miikemmel dogrusallik, hassasiyet, dogruluk, kesinlik ve saglamlik gdstererek,
farmasotik iirtinlerin rutin kalite kontrolii ve seri serbest birakma testleri i¢in oldukga

uygulanabilir haldedir.

Yesillik, Mavilik ve Beyazligin kapsamli degerlendirmeleri, yontemin ¢evresel
etki, pratiklik ve siirdiiriilebilirlik ac¢isindan giiclii performansini gostererek, antiviral

analiz i¢in siirdiiriilebilir ve etkili bir yaklasim olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Yontem, ticari olarak temin edilebilen farmasdtik formiilasyonlara bagartyla
uygulanmis ve temel antiviral ilaglarin kalite kontrolil i¢in pratik olarak uygunlugu
dogrulanmistir. Bu yaklasim, giivenilirligi artirmis, analiz siiresini azaltmis ve

farmasotik kalite glivence is akislarinda daha yiiksek verim saglamistir.

Tezin ikinci kisminda ise dokuz antiviralin (ASI, EMT, ENT, GAN, LAM,
LOP, OSE, VAL ve VLG) plazmadan analizi icin SPME-LC-MS/MS yontemi
gelistirilmis ve gecerli kilinmistir. Antivirallerin plazmadan analizleri i¢in farkh
sorbentler denenmis ve secilen sorbentler ile ileri diizeyde optimizasyon c¢aligmalari
gergeklestirilmistir. Gelistirilen SPME fiberleri ile kisa siirede matriks etkisi olmadan

analizler gerceklestirilebilmistir.

Gelistirilen analiz yontemi biyoanalitik validasyon parametreleri acisindan
degerlendirildiginde yontemin dokuz antiviralin plazmadan analizi i¢in dogrusal,

duyarl, kesin, dogru, secici ve saglam oldugu sonucuna varilmastir.

Optimize edilen SPME-LC-MS/MS yontemi Hacetepe Universitesi

Enfeksiyon Hastaliklarinda tedavi gorenlerden alinan plazma Orneklerinde
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gerceklestirilmistir. Gelistirilen SPME-LC-MS/MS yontemi klinik laboratuvarlarda
anttivirallerin rutin analizlerinde kolaylikla kullanilabilecek bir ydntemdir. ilag kan
diizeyinin belirlenmesi hastalarda doz sikliginin belirlenmesine ve hastalarin etkin

tedaviye ulagsmasina katk1 saglayabilecektir.
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