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OZET

Dolutegravir Iceren Farmasotik Preparatlar icin Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda, sentetik ve ticari preparatlardan hazirlanan ¢ozeltilerdeki
Dolutegravir (DTG), Abakavir (ABC) ve Lamivudin (3TC) etken maddelerinin nicel ve nitel analizine
yonelik iki farkli analitik yontem gelistirilmistir: Spektrofotometrik analiz ve yiiksek performansl sivi
kromatografi (YPSK). Gelistirilen yontemler, bu etken maddelerin dogru hassas ve segici bir sekilde
tayin edilmesine olanak tanimig ve analitik performans parametreleri agisindan yiiksek basari
gostermistir. Spektrofotometrik analizde, Dolutegravir ve Lamivudin i¢eren karigimlarda bu iki etken
maddenin absorbans maksimalari birbirine yakin oldugu igin etken madde miktarlarimi tayin etmek
i¢in absorbans diizeltme (AD) yontemi ve indiiklenmis ikili dalgaboyu (IID) yontemleri kullamlmistir.
Bu yontemler vasitasiyla DTG ve 3TC’nin dogru, hizli ve ekonomik bigimde tayini
gerceklestirilmigtir. YPSK analizlerinde hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri derisim araligi DTG igin 5-
200 pg/mL, 3TC i¢in 5-600 pg/mL ve ABC igin 5-900 pg/mL araliginda olup 5 pL enjeksiyonlar
yapilmig ve her bir etken madde igin pik alanlar1 kendi Amaks’larinda (DTG i¢in A1:258 nm, 3TC i¢in
A2:278 nm ve ABC igin A3:294 nm) okunarak elde edilen alanlara karsi ilgili derisimler grafige
gecirilmistir. Korelasyon katsayisi, yakalama siniri ve tayin alt sinirt degerleri DTG igin sirasiyla
0,9987 ,4,0 ug/mL ve 12,2 pg/mL, 3TC igi sirasiyla 0,9997, 6,8 pg/mL ve 20,6 pg/mL ve de
ABC i¢in sirasiyla 0,9997, 9,5 ng/mL ve 28,7 pg/mL olarak bulunmustur. Spektrofotometrik analizler
icin hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri ise DTG igin 3,0-24,0 pg/mL ve 3TC igin 3,0-30,0 pg/mL
araliginda idi. Absorbans Diizeltme (AD) yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigine ait korelasyon
katsayisi, yakalama sinir ve tayin alt sinirt degerleri DTG igin sirasiyla 0,99988, 0,23 pg/mL ve 0,70
pg/mL, 3TC igin ise sirastyla 0,99987, 0,30 ug/mL ve 0,91 pg/mL olarak bulunmustur. indiiklenmis
Ikili Dalgaboyu (IID) yontemi elde edilen kalibrasyon grafigine ait korelasyon katsayisi, yakalama
sinir ve tayin alt sinir1 degerleri DTG i¢in sirastyla 0,99639, 1,27 pg/mL ve 3,86 ug/mL, 3TC i¢in ise
strastyla 0,99992, 0,24 pg/mL ve 0,73 pg/mL olarak bulunmustur. Her {i¢ etken maddenin sentetik ve
farmasotik dozaj formlar: kullanilarak hazirlanan ¢ozeltileri ile, optimize edilmis kolon ve hareketli
faz sartlarinda bir arada tayini amaglayan YPSK de gelistirilmis olup yontemin 6zellikle karmagsik
Ornek matrislerinde yiiksek ¢oziiniirliik ve ayirim kabiliyeti sunarak, DTG, ABC ve 3TC’nin matris
bilesenlerinden bagimsiz ve aralarinda net bir ayirim saglanarak tayini miimkiin kilinmistir. Sonug
olarak, tez kapsaminda gelistirilen spektrofotometrik ve kromatografik analiz yontemleri, bu ve
benzer antiviral ilaglarin hem tek baslarina hem de bir arada dogruluk, giiven, segicilik ve diisiik ve
yiiksek derisimlerde bile analizi i¢in yenilik¢i, ¢evreci, zaman tasarrufu ve kullanici kolayligi saglayan
giivenilir yaklagimlar sunmustur.

Anahtar Sozciikler: Abakavir, Dolutegravir, Lamivudin, Ters Faz Yiksek Performansli Sivi
Kromatografi, UV-Gor. Spektrofotometri



SUMMARY

Development of Analytical Methods for Dolutegravir-Containing Pharmaceutical
Preparations

As part of a doctoral thesis, two different analytical methods were developed for the quantitative and
qualitative analysis of Dolutegravir (DTG), Abacavir (ABC), and Lamivudin (3TC) in solutions
prepared from synthetic and commercial preparations: Spectrophotometric analysis and high-
performance liquid chromatography (HPLC). The developed methods allowed for the accurate,
sensitive, and selective determination of these active substances and demonstrated high success in terms
of analytical performance parameters. In spectrophotometric analysis, since the absorbance maxima of
Dolutegravir and Lamivudin are close to each other in mixtures containing these two active substances,
the absorbance correction (ACM) method and induced dual wavelength (IDWM) methods were used to
determine the amounts of the active substances. Through these methods, the accurate, rapid, and
economical determination of DTG and 3TC was achieved. In HPLC analyses, the prepared calibration
solutions had concentration ranges of 5-200 pg/mL for DTG, 5-600 pg/mL for 3TC, and 5-900 pg/mL
for ABC. 5 pL injections were administered, and the peak areas for each active substance were read at
their respective Amaxes (A:258 nm for DTG, A2:278 nm for 3TC, and A3:294 nm for ABC). The
corresponding concentrations were plotted against these areas. The correlation coefficient, of the
calibration graph, LOD and LOQ values were found to be 0.9987, 4.0 pg/mL, and 12.2 pg/mL for DTG
and 0.9997, 6.8 pg/mL, and 20.6 pg/mL for 3TC and 0.9997, 9.5 pg/mL, and 28.7 pg/mL for ABC
respectively. The calibration solutions prepared for spectrophotometric analyses were in the range of
3.0-24.0 pg/mL for DTG and 3.0-30.0 pg/mL for 3TC. The correlation coefficient, LOD and LOQ
values of the calibration graph obtained by the Absorbance Correction (ACM) method were found to
be 0.99988, 0.23 pg/mL, and 0.70 pg/mL for DTG and 0.99987, 0.30 ug/mL, and 0.91 pg/mL for 3TC,
respectively. The correlation coefficient of the calibration graph, LOD and LOQ values obtained by
the Induced Dual Wavelength (IDWM) method were found to be 0.99639, 1.27 pg/mL, and 3.86 pg/mL
for DTG and 0.99992, 0.24 pg/mL, and 0.73 pg/mL for 3TC, respectively. The developed HPLC
method aims to determine all three active substances together using solutions prepared with their
synthetic and pharmaceutical dosage forms, under optimized column and mobile phase conditions. This
method offers high resolution and separation capability, especially in complex sample matrices,
enabling the determination of DTG, ABC, and 3TC independently of matrix components and with clear
separation between them. In conclusion, the spectrophotometric and chromatographic analysis methods
developed within the scope of this thesis offer innovative, environmentally friendly, time-saving, and
user-friendly approaches for the analysis of these and similar antiviral drugs, both individually and in
combination, providing accuracy, reliability, selectivity, and ease of use even at low and high
concentrations.

Keywords: Abacavir, Dolutegravir, Lamivudine, Reverse Phase High-Performance Liquid
Chromatography, UV-Vis. Spectrophotometry.
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ONSOZ

Doktora tezi kapsaminda, HIV integraz inhibitérii ve niikleosid ters
transkriptaz inhibitorleri grubuna dahil olan Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir’i
bir arada iceren tablet formundaki preparatlarindan miktar tayini i¢in yliksek basingh
stvi  kromatografik ve UV-GB spektrofotometrik yontemler gelistirilmesi
hedeflenmistir. Gelistirilen yontemlerin Tirkiye ilag piyasasina giren preparatlara
uygulanmas1 amaglanmustir.

Ders donemim ve tez ¢aligsmalarim sirasinda degerli katkilariyla ¢alismalarima
yon veren, gerek kisiligi gerekse de bilimsel nitelikleriyle 6rnek aldigim sayin hocam
Prof. Dr. Nevin ERK’e emekleri ve sonsuz destek ve anlayisi i¢in tesekkiirii borg
bilirim.

Doktora egitimim ve tez donemim boyunca anlayis ve destekleriyle yanimda
olan, motivasyon kaynagim aileme, oncelikle esim Serap BAKIR BAY, oglum Eczaci
aday1 Efe BAY ve kizim Defne BAY ’a, tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim, tez donemim boyunca ve yaptigim c¢aligmalar boyunca
yardimlarini esirgemeyen, tavsiye, ongorii ve destekleriyle beni motive eden ¢alisma
arkadaslarim Bil. Uzm. Ecz. Emine CILOGLU, Bil. Uzm. Ecz. Zerrin ACAR, Bil.
Uzm.Ecz. Ayse Asena GENC, Dr. Wiem BOUALI, Uzm. Ecz Cigdem Aybiike
OZATA, Ecz. Elif Naz OVEN ve Uzm. Ecz. Marwah NASER’e tesekkiirlerimi

sunarim.

viii



3TC

ABD
ABC
ACN
AD
ADE
AIDS
ARV

ATC
AZT

BDK
BH
BOS
BSS

cm

°C
CAD
CBV-TP
CCR5
CD4+
CDC
CYT
DAD
dk

Dm
DMSO
DNA
DTG

EAA

SIMGELER VE KISALTMALAR

Lamivudin

Absorbtivite (L.g".em™)

Ayirim faktorii (Kromatografik yontem)
Absorbans degeri

Amerika Birlesik Devletleri

Abakavir

Asetonitril

Absorbans diizeltme

Olumsuz ilag olaylari

Edinilmig bagisiklik yetersizligi sendromu
Anti-retroviral

Simetri faktorii (Kromatografik yontem)
Anatomik ve Terapotik Kimyasal Siniflandirma Sistemi
Zidovudin

Is1gin 6rnek iginde adig1 yol (cm)

Boyut dislama kromatografi

Bagil hata

Beyin-omurilik stvist

Bagil standart sapma

Santimetre

Derigim (g.L™?)

Derece (Celcius)

Yiiklii acorosol dedektorii
Karbovir-5-trifosfat

C-C kemokin reseptorii tip 5

Beyaz kan hiicreleri

ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi
Sitokrom P450

Diode-array dedektor

Dakika

Kiitle dagilim faktori

Dimetilsiilfoksit

Deoksiriboniikleik Asit

Dolutegravir

Epsilon, molar absorptivite degeri (L.mol"!.cm™)

Serum-ilag konsantrasyonu zaman egrisi



ECD
eGFR
ELISA
ELSD

FDA

GA

h/2

HAART
HBsAg
HBV
HIV
HLA
Hp

Io

1C90
ICH
ILS
INSTI
IR

IiD
ITK
IUPAC

Elektrokimyasal dedektor

Tahmini glomertiler filtrasyon hizi

Enzim baglantili immunosorbent yontemi

Buharlastirmali 1s1k sa¢ilma dedektorii

Akis iz1, mLdk! (BDK)

Gida Giivenligi ve Beslenme Merkezi

Gram

Genetik algoritma

Planck sabiti (6,62 x 1034 ].s)

Pik yiiksekligi (Kromatografik yontem)

Pik yar yiiksekligi (Kromatografik yontem)

Teorik tabaka yiiksekligi (Kromatografik yontem)

Yiiksek etkili anti-retrovital tedavi

Hepatit B viriisii yiizey antijeni

Hepatit B viriisii

Insan bagisiklik yetmezligi viriisii

Insan 16kosit antijeni

Kiigiik olan pikin ekstrapole edilmis baseline ¢izgisi tizerindeki yiiksekligi
(Kromatografik yontem)

Kiigiik ve biiyiik pikleri ayiran egrinin en al¢ak noktasinda ekstrapole edilmis
baseline lizerindeki yiikseklik (Kromatografik yontem)
Ornekten ¢ikan 1s1manin siddeti (cd, Spektroskopik yontem)
Ornege gelen 1s1manin siddeti (cd, Spektroskopik yontem)
% 90 oraninda inhibisyon saglanan derisim

Uluslararasi Uyum Konferansi

Ters en kiigiik kareler yontemi

Integraz iplik transfer inhibitorii

Kizil6tesi

Indiiklenmis ikili dalgaboyu

Ince tabaka kromatografi

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi

Dagilma katsayis1 (Kromatografik yontem)

Alikonma faktorii (Kromatografik yontem)

Kapasite faktorli (Kromatografik yontem)

Dagilim sabiti (BDK)

Dagilim sabiti

Lamda, Isimanin dalga boyu (nm)

Kolon uzunlugu (Kromatografik yontem)

Litre



RNA
RReL
Rs

Rt
RT

SIN
SNP
SK-KS

Dagilim katsayisi (logaritmik deger)

Metre

Molarite (mol L-'.)

Molekiil agirlig: (g)

Cok acili 151k sa¢ilim dedektorii

Metanol

Kiitle dedektorii

Mikrogram

Miligram

Mililitre

Mikrometre

Milimetre

Nii, Isimanin frekansi (s!)

Teorik plaka sayist (Kromatografik yontem)
Niikleosid RT inhibitorleri

Optimize edilmis arka plan

Organik katyon tastyici

Fotodiyot dedektor (Kromatografik yontem)
Asidik iyonlasma katsayisi

Kismi en kiigiik kareler

Proton pompasi inhibitorleri

Milyonda bir birim

Temas Oncesi profilaksi

Pik/vadi oran1 Kromatografik yontem)
Korelasyon katsayist

Rezoliisyon (Kromatografik yontem)
Alikonma faktorii (Kromatografik yontem)
Geciktirme faktorii

Ayarlanmamis bagil alikonma (Kromatografik yontem)
Refraktif indis

Riboniikleik asit

Bagil gecikme (Kromatografik yontem)
Rezoliisyon (Kromatografik yontem)
Alikonma zaman (Kromatografik yontem)
Ters transkriptaz

Saniye

Sinyal/giiriiltii orant

Tek niikleotid polimorfizmleri

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometre

Xi



SS

T

t

to

to

tm

tr

tt

TAS
TF-YPSK
TF-UPSK
TP

R

tw

UDP
UGT
UNAIDS
UPSK
uv
UV-GB

Vb

Vb
Vb
Vu
Vm
Vr
YP-ITK
YPSK
t™M

TS
Wh

Standart sapma

Transmittans (Gegirgenlik)

Zaman (kromatografik yontem)

Olii zaman (Kromatografik yontem)

Once gelen pikin altkonma siiresi (BDK)
Alikonma siiresi (BDK)

Ilgili pikin alikonma siiresi (BDK)

Toplam mobil faz siiresi (BDK)

Tayin alt sinur1

Ters faz yiiksek performansli sivi kromatografi
Ters faz ultra basinglh sivi kromatografi
Trifosfat

Alikonma zamani (Kromatografik yontem)
Pik taban genisligi (Kromatografik yontem)
Uridindifosfat

UDG-glukuronosiltransferaz

Birlesmis Milletler HIV/AIDS programi

Ultra performansli s1vi kromatografi
Ultraviyole (Morotesi)

Ultraviyole ve goriiniir bolge

Alikonmayan bilesen i¢in alikonma hacmi (BDK)
Dagilim hacmi (Farmakoloji)

Bekleme hacmi (BDK)

Dagilim hacmi/emilim kesri (Farmakoloji)
Olii Hacim (Kromatografik yontem)
Alikonma hacmi (Kromatografik yontem)
Alikonma hacmi (Kromatografik yontem)
Yiiksek performansli ince tabaka kromatografi
Yiiksek performansli sivi kromatografi
Alikonma siiresi (Kromatografik yontem)

Teshis smr (pug.mL")

Yiiksekligin yarisindaki pik genisligi (Kromatografik yontem)

Dontim noktasindaki pik genisligi (Kromatografik yontem)

Xii



SEKILLER

Sekil 1.1. Dolutegravir’in Kimyasal Yapisi

Sekil 1.2. Lamivudin’in Kimyasal Yapist

Sekil 1.3. Abakavir’in Kimyasal Yapist

Sekil 1.4. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen 6érnek kromatogram

Sekil 1.5. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen pik-vadi orani i¢in 6rnek sekil

Sekil 1.6. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen bagil gecikme gésterimi igin 6rnek
sekil

Sekil 1.7. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen alikonma zamani ve pik genisligi ile
rezoliisyon arasindaki iligkiyi gosteren drnek sekil

Sekil 1.8. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen 6rnek referens ¢6zelti kromatogrami

Sekil 1.9. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen 6rnek kor ¢ozelti kromatogrami

Sekil 1.10. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen simetri faktorii hesabi i¢in 6rnek
kromatogram

Sekil 1.11. Temel bilesenleri ile tipik bir YPSK cihazinin sematik gdsterimi

Sekil 1.12. Temel bilesenleri ile tipik bir ¢ift 151k yollu spektrofotometre cihazinin sematik

gosterimi

Sekil 1.13. Tipik UV-GB spektrumu

Sekil 1.14. Cift dalga boyu yonteminde ¢alisilacak dalgaboylarinin se¢imi

Sekil 2.1. DTG ve 3TC i¢in segilen dalgaboylarinin gésterimi

Sekil 3.1. Optimum analiz kosullarinda elde edilen DTG kromatogram ve spektrumu

Sekil 3.2. Optimum analiz kosullarinda elde edilen 3TC kromatogram ve spektrumu

Sekil 3.3. Optimum analiz kosullarinda elde edilen ABC kromatogram ve spektrumu

Sekil 3.4. YPSK ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi

Sekil 3.5. YPSK ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi

Sekil 3.6. YPSK ile elde edilen ABC kalibrasyon grafigi

Sekil 3.7. MeOH igerisinde hazirlanmis DTG ve 3TC igeren ¢ozeltiye ait 200-400 nm arasinda
kaydedilen spektrum

Sekil 3.8. AD yontemi ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi

Sekil 3.9. AD yontemi ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi

Sekil 3.10. iiD yontemi ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi

Sekil 3.11. iiD yontemi ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi

10
18
19

20

22
23
23

24
24

31
34
35
46
51
51
52
52
53
53

62
63
64
64
65

Xiii



CIZELGELER

Cizelge 2.1. YPSK i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlig

Cizelge 2.2. YPSK icin hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri derigimleri

Cizelge 2.3. YPSK icin DTG geri kazanim ¢ozeltileri hazirligi

Cizelge 2.4. YPSK icin 3TC geri kazanim ¢dzeltileri hazirligt

Cizelge 2.5. YPSK icin ABC geri kazanim ¢ozeltileri hazirlig

Cizelge 2.6. YPSK icin optimize edilmis parametreler ve ger¢eklestirilmesi planlanan degisim

degerleri

Cizelge 2.7. Ticari preparatlar kullanilarak hazirlanan numune ¢ozeltileri

Cizelge 2.8. Spektrofotometrik yontemler i¢in kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlig

Cizelge 2.9. Spektrofotometrik yontemler i¢in hazirlanan kalibrasyon ¢6zeltileri derisimleri

Cizelge 2.10. Spektrofotometrik yontemler i¢in DTG geri kazanim ¢ozeltileri hazirligi

Cizelge 2.11. Spektrofotometrik yontemler i¢in 3TC geri kazanim ¢6zeltileri hazirligi

Cizelge 2.12. Ticari preparatlar kullanilarak hazirlanan numune ¢6zeltileri

Cizelge 3.1. Optimize edilmis YPSK parametreleri

Cizelge 3.2. YPSK ile olusturulan kalibrasyon grafikleri i¢in elde edilen dogru denklemlerine ait
istatistiksel veriler

Cizelge 3.3. YPSK ile standart ¢6zeltinin ardisik alt1 enjeksiyonundan elde edilen alanlar ve
hesaplanan SS ve BSS degerleri

Cizelge 3.4. YPSK ile elde edilen giin i¢i deney sonuglari

Cizelge 3.5. YPSK ile elde edilen giinler aras1 deney sonuglari

Cizelge 3.6. YPSK ile elde edilen geri kazanim degerleri

40
40
42
42
43

43
44
45
45
48
48
48
50

53

54
55
56
57

Cizelge 3.7. YPSK i¢in optimize edilmis parametreler ile ve degisiklikler sonrasi elde edilen veriler 58

Cizelge 3.8. YPSK ile elde edilen termal bozunma g¢alismasi sonuglari

Cizelge 3.9. YPSK ile elde edilen asidik bozunma ¢aligmasi sonuglari

Cizelge 3.10. YPSK ile elde edilen alkali bozunma ¢aligmas1 sonuglari

Cizelge 3.11. YPSK ile elde edilen oksidatif bozunma ¢alismasi sonuglart

Cizelge 3.12. YPSK ile “Triumeq 50/600/300 mg Film Kapli Tablet” miktar tayini verileri ve
sonuglari

Cizelge 3.13. YPSK ile “Dovato 50/300 mg Film Kapli Tablet” miktar tayini verileri ve sonuglari

Cizelge 3.14. YPSK ile “Tivicay 25 mg Film Kapli Tablet” miktar tayini verileri ve sonuglari

Cizelge 3.15. AD yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigi verileri

Cizelge 3.16. IID yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafigi verileri

Cizelge 3.17. Spektrofotometrik yontemler ile elde edilen kalibrasyon grafiklerinin istatistiksel
degerlendirilmesi

Cizelge 3.18. Spektrofotometrik yontemler ile elde edilen geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

59
59
60
60

61
61
62
63
64

65
66

Xiv



Cizelge 3.19. Spektrofotometrik yontemler ile elde edilen “Dovato 50/300 mg Film Kapli Tablet”
miktar tayini verileri ve sonuglari

Cizelge 4.1. Literatlirdeki mevcut yontemler ve tez kapsaminda gelistirilen yontemler igin bir
kargilagtirma gizelgesi

Cizelge 4.2. DTG igin gelistirilen yontemlerin karsilastirmali degerlendirilmesi

Cizelge 4.3. 3TC igin gelistirilen yontemlerin kargilagtirmali degerlendirilmesi

66

68

69
69

XV



1. GIRIS

1.1. Giris ve Amac

Bu tez calismasinda Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir’i tek basina ya da bir arada
iceren farmasotik preaparatlarda bu etken maddelerin es zamanli tayinlerinin
gerceklestirilmesi, bu amagla YPSK ve Spektrofotometrik yontemlerin gelistirilerek ulusal ve
uluslararasi kilavuzlar rehberliginde gecerli kilinmas1 amaglanmistir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerin hem mevcut yontemler ile hem de olusacak yeni yontemler ile karsilastiriimasi

da planlanmugtir.
1.1.1. HIV ve AIDS Hakkinda Genel Bilgi

HIV (Human Immunodeficiency Virus), insan bagisiklik yetmezligi viriisiidiir. Bu
viriis, bagisiklik sisteminin hiicrelerine saldirarak viicudun enfeksiyonlarla savagma
yetenegini zayiflatir. AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome), edinilmis bagisiklik
yetmezligi sendromudur ve HIV enfeksiyonunun ileri evresinde ortaya ¢ikar. AIDS, bagisiklik
sistemi ciddi sekilde zayiflamis bireylerde cesitli firsatg1 enfeksiyonlar ve kanserlerin

gelismesine neden olabilir (Bowen vd., 2016).
1.1.1.1. HIV ve AIDS'in Tarihi

HIV/AIDS ilk kez 1981 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde tanimlandi.
Kaliforniya ve New York'ta bir grup homoseksiiel erkekte nadir goriilen enfeksiyonlar ve
Kaposi sarkomu vakalar1 tespit edildi (Curran ve Jaffe, 2011). 1983 yilinda, AIDS'e neden
olan viriis olan HIV izole edildi. 1987 yilinda, HIV enfeksiyonunu kontrol altina almak igin
ilk anti-retroviral ilag olan AZT (Zidovudin) onaylandi. 1995-1996 yillarinda, Yiiksek Etkili
Anti-Retroviral Tedavi (HAART) olarak bilinen kombinasyon tedavisi gelistirildi. 2001
yilinda, HIV/AIDS tedavisinde kullanilan ilaglarin jenerik versiyonlari piyasaya siiriildii. 2012
yilinda, HIV enfeksiyonunu 6nlemek igin kullanilan ilk koruyucu ilag olan PrEP (Pre-
Exposure Prophylaxis) onayland: (Arts ve Hazuda, 2012).

1.1.1.2. HIV'in Bulasma Yollar

Cinsel yolla bulag; HIV enfeksiyonunun yayilmasindaki en temel faktor cinsel
iligskidir. Korunmasiz gerceklestirilen vajinal, anal veya oral her tiirlii cinsel aktivite, viriisiin

gecisine zemin hazrlar. Ozellikle kan veya genital salgilarla temasin gergeklestigi durumlarda



risk kaginilmazdir ve bireylerin bu viriise karsi dogal bir bagisiklig1 bulunmamaktadir. Enfekte
bir partnerle yasanan tek bir cinsel temas dahi bulas i¢in yeterli olabilirken, temas sikliginin
artmasi riski dogru orantili olarak yiikseltmektedir (Galvin ve Cohen, 2004). Epideminin ilk
yillarinda bulasin agirlikli olarak homoseksiiel iligski yoluyla gergeklestigi diisiiniilse de,
giincel veriler vakalarin %55-60"1nin heteroseksiiel temas kaynakli oldugunu ortaya

koymaktadir (Castilla vd., 2005)

Kan ve kan iiriinleri ile bulas; Viriisiin kanda yiiksek konsantrasyonda bulunmasi, HIV
tastyicilarindan alinan kan ve kan {iriinlerini ciddi bir bulas kaynagi haline getirmektedir. 1985
yilinda antikor testlerinin kullanima girmesiyle birlikte, transfiizyon 6ncesi tarama yapmak
kiiresel bir zorunluluk haline gelmistir (German Advisory Committee Blood, 2016).
Tirkiye'de ise 1987 yilindan itibaren tiim kan iiriinleri hastaya verilmeden 6nce ELISA
yontemiyle taranmaktadir. Bu prosediir sayesinde kan yoluyla bulas oranlari1 6nemli dl¢iide
azalmistir (Gurol vd., 2006). Buna ragmen, viriisiin tespit edilemedigi "pencere donemi" veya
acil durumlarda test edilmeden yapilan uygulamalar nedeniyle, diisiik oranda da olsa risk

devam etmektedir.

Anneden bebege bulas; HIV pozitif bir anneden bebege viriis gegisi; gebelik siireci,
dogum esnas1 veya dogum sonrasi emzirme yoluyla gergeklesebilmektedir. Tedbir alinmadigt
takdirde bu oran %20-30 civarindadir. Ancak, gebeligin son {i¢ ayinda anneye ve dogumdan
sonra bebege uygulanan antiretroviral tedavilerin yani sira dogumun elektif sezaryen ile
gerceklestirilmesi, bulag riskini %8-10 seviyelerine kadar diisiirebilmektedir (Volmink and
Marais, 2008).

Saglik personeline bulas; Saglik ¢alisanlari, enfekte viicut sivilariyla mukoza temast
veya igne batmasi gibi yaralanmalar sonucu HIV riski altindadir. igne batmasiyla gergeklesen
bulaslarda; ignenin liimen ¢apmin genisligi, doku igine derin batmasi ve ilizerinde kan
bulunmasi riski artiran faktorler olup, ortalama bulas ihtimali %0,2-0,5 arasindadir (Goel vd.,
2017). Kaynak hastanin serokonversiyon evresinde veya hastaligin ileri asamalarinda olmasi,
yiiksek viriis yiikii nedeniyle riski katlamaktadir. Mukoza yoluyla temaslarda ise risk yaklasik
%0,1 olarak bildirilmekle birlikte, temas eden sivinin miktar1 ve maruziyet siiresi belirleyicidir
(Gonzalez vd., 2019).

Enjektor ve tibbi aletlerle bulas; Ozellikle damar ici madde bagimlilari, enjektdr ve
ignelerin ortak kullanim1 nedeniyle virlistin dogrudan kan dolasimina girmesine yol

actigindan, en yiiksek risk gruplarindan birini olusturmaktadir.



1.1.1.3. AIDS'in Tedavisi

Mevcut tibbi olanaklarla HIV enfeksiyonunu tamamen ortadan kaldiran radikal bir
tedavi heniiz gelistirilememis olsa da, virlisiin replikasyonunu (¢ogalmasini) baskilayan
farmakolojik ajanlar bulunmaktadir. "Antiretroviral" olarak adlandirilan bu ilaglarla
uygulanan tedavi protokolleri, viriisii viicuttan tam olarak temizleyemese de klinik tabloyu
olumlu yonde degistirmektedir (Desai vd., 2012). Yapilan ¢calismalar, tedavinin semptomlarin
ortaya cikis siiresini geciktirdigini, CD4+ hiicre sayilarini artirdigini ve 6zellikle yogun tedavi
protokolleriyle hastalarin yasam siiresini uzattigini gostermektedir. Tedavinin birincil klinik
hedefi viral yiikii saptanamayacak diizeylere indirmektir; sayet mevcut rejimle bu hedefe
ulagilamiyorsa ve alternatif ilag segenekleri varsa tedavi protokolii degistirilmelidir (Feinberg,

2011).

Giincel yaklasimda, CD4+ hiicre sayisina bakilmaksizin, semptomatik veya
asemptomatik ayrimi yapilmadan tim HIV pozitif bireyler icin Omiir boyu siirecek
antiretroviral tedavi onerilmektedir. Tedaviye yeni baslayacak (naif) hastalarda, tercihen farkli
ila¢ siniflarindan tiglii kombinasyonlar (en az iki sinif) esas alimir. Genellikle iki adet niikleozid
revers transkriptaz inhibitoriiniin (NRTI) temel olusturdugu bu rejime; bir integraz inhibitdri,
ritonavir/kobisistat ile gli¢lendirilmis bir proteaz inhibitorii ya da bir non-niikleozid revers
transkriptaz inhibitorii eklenmesi standarttir. Ozellikle integraz inhibitorii iceren
kombinasyonlar; yiliksek virolojik etkinlikleri, kullanim kolayliklar1 ve daha tolere edilebilir
yan etki profilleri sayesinde giincel tedavi kilavuzlarinda ilk tercih olarak one ¢ikmaktadir.
Tedavi planlamasi yapilirken bireysel faktorler titizlikle degerlendirilmeli ve kisiye 6zgii en

uygun rejim belirlenmelidir (Feinberg, 2011).

HIV tedavisinin yOnetimi, literatiire eklenen yeni bilgiler ve artan ilag cesitliligi
nedeniyle giderek daha kompleks bir yapiya biiriinmektedir. Ilaglarin potansiyel yan etkileri,
tedavi semalarinin karmasikligi ve en kritik risk olan hatali kullanim sonucu gelisebilecek ilag
direnci, slirecin hassasiyetini artirmaktadir. Bu riskleri minimize etmek adina, hem tedaviye
baglarken hem de siire¢ devam ederken hasta egitimine biiyilk 6nem verilmeli ve hastalar

tedavinin siirdiiriilebilirligi konusunda detaylica bilinglendirilmelidir (Manfredi, 2002).
1.1.1.4. AIDS'in Kiiresel Durumu

AIDS'e neden olan viriis olan HIV, diinyanin en ciddi halk sagligi sorunlarindan

biridir. Ancak, yeni HIV enfeksiyonlarini durdurma ve HIV'li herkesin HIV tedavisine



erigimini saglama konusunda kiiresel bir taahhiit vardir. UNAIDS'ten diinya genelinde HIV

ile ilgili en son istatistikler agsagida verilmistir.

HIV pozitif kisi Sayisi: 2023'te diinya genelinde HIV ile yasayan 39,9 milyon kisi
vardir. Bunlardan 38,6 milyonu yetigkin (>15 yas) ve 1,4 milyonu ¢ocuktur (<15 yas). Ayrica,
%53'i bayan bireylerdir (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS, 2025).

Diinya capinda HIV'li kisilerin yaklagik %84" test yaptirmis ve HIV durumlarim
biliyor durumda. Test, tedaviye erisim i¢in gerekli ilk adimdir (hiv.gov, 2025).

Yeni HIV enfeksiyonlari: Diinya ¢apinda tahmini 1,3 milyon kisi 2023 yilinda HIV'e
yakalanmistir, bu da 2010'dan bu yana yeni HIV enfeksiyonlarinda % 39'luk ve 1995'teki
zirveden bu yana % 60'lik bir diisiis anlamina gelmektedir. Yeni HIV enfeksiyonlar1 veya
"HIV insidanst", bir yil gibi belirli bir siire icinde yeni HIV edinen kisilerin tahmini sayisini
ifade eder ve bu, bir y1l icinde HIV teshisi konulan kisi sayisindan farklidir. (Baz1 kisilerde
HIV pozitif olabilir ancak bunu bilmiyor olabilir.) Kadinlar ve kizlar 2023'te tiim yeni HIV

enfeksiyonlarinin % 44'inii olusturmaktadir (hiv.gov, 2025).

HIV testi ve HIV durumu bilgisi: Diinya genelinde HIV ile yasayan insanlarin yaklagik
%86's1t 2023'te HIV durumlarini bilmektedirler. Yaklasik 5,4 milyon kisi HIV'e
yakalandiklarin1 bilmiyor ve yine de HIV test hizmetlerine erismeleri gerekmektedir. HIV
testi, HIV onleme, tedavi, bakim ve destek hizmetlerine giden temel bir kapidir. Kiiresel hedef

ise 2025 yilina kadar HIV statiisiiniin farkindaliginin %95 olmasidir (hiv.gov, 2025).

1.2. Tez Kapsaminda Kullamlan Antiretroviral Etken Maddelerle Tlgili
Bilgiler

1.2.1. Dolutegravir

Dolutegravir, insan immiin yetmezlik virlisii (HIV) enfeksiyonunun tedavisi i¢in
onaylanan en yeni integraz zincir transfer inhibitoriidiir. Dolutegravir, daha once raltegravir
veya elvitegravir basarisizligi olanlar da dahil olmak {izere hem tedavi gérmemis hem de
tedavi gormiis hastalarda mevcut tedavi rejimlerine esdeger veya daha Ustlindiir. Tutarli
etkinlik, miikemmel tolere edilebilirlik ve seyrek ilag-ilag etkilesimleri, Dolutegravir’in iki
niikleotid ters transkriptaz inhibitorleriyle birlikte formiilasyonunu gekici bir tedavi segenegi

haline getirir (Kandel ve Walmsley, 2015).



1.2.1.1. Dolutegravir’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Dolutegravir, kapali formiilii C20Hi9F2N3Os olan ve 419,4 g/mol molekiil agirligina sahip bir
bilesiktir. Bilesigin IUPAC isimlendirmesi (4R,12aS)-N-(2,4-difluorobenzil)-7-hidroksi-4-
metil-6,8-diokso-3,4,6,8,12,12a-heksahidro-2H-pirido[1’,2":4,5]pirazino[2,1-b][1,3]oksazin-
9-karboksamid’dir. Dolutegravir, beyazdan agik sariya kadar degisen renkte, toz formunda bir
maddedir. Bilesigin erime noktas1 190-193 °C araliginda olup, suda az ¢oziiniirken dimetil
stilfoksit (DMSO) ve etanolde iyi derecede ¢oziiniirlik gostermektedir. Lipofilisiteyi ifade
eden logP degeri 2,2 olup, pKa degeri 8,2 olarak bildirilmektedir. Dolutegravir, stabilitesinin
korunmasi amaciyla —20 °C’de ve hava gecirmeyen ambalajlar igerisinde saklanmalidir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin Anatomik Terapdtik Kimyasal (ATC) smiflandirmasina gore
JO5AJ03 kodu ile tammmlanmaktadir (Kandel ve Walmsley, 2015).
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Sekil 1.1. Dolutegravir’in Kimyasal yapisi
1.2.1.2. Dolutegravir’in Farmakolojik Ozellikleri

Dolutegravir monoterapisi alan HIV-1 ile enfekte kisiler, mL bagina HIV-1 RNA
kopyalarindaki azalmayla birlikte antiviral aktivitede hizli ve doza bagl bir azalma
gostermigtir. Antiviral yanit, son dozdan sonra 3 ila 4 giin siireyle korunmustur. Klinik
calismalarda elde edilen siirekli yanit, Dolutegravir’in siki baglanmaya ve daha uzun
dissosiyatif yarilanma 6mriine sahip oldugunu ve bu sayede dirence karsi yiiksek bir bariyer
olusturdugunu gostermektedir. Kombinasyon terapisi (Ripivirin ve Dolutegravir), integraz
iplik¢ik transfer inhibitorii mutasyonlar1 veya rilpivirin direnci olmaksizin dnceki {i¢ ilagh

tedavilerde bulunan ayni viral baskilamay1 sunmaktadir (Min vd., 2011).

Dolutegravir, su anda ABD FDA tarafindan pazarlama onayi icin incelenmekte olan
ikinci nesil bir integraz iplik transfer inhibitdriidiir (INSTI). Dolutegravir'in vahsi tip viriis
igin in vitro, proteinle ayarlanmig %90 inhibitdr derisimi (IC90) 0,064 pg/ml'dir ve
halihazirda pazarlanan INSTI'ler, raltegravir ve elvitegravire direng sagladigi bilinen genis

bir viral fenotip yelpazesinde in vitro anti-HIV-1 aktivitesini korur. Dolutegravir, 13 ila 14

5



saatlik bir yar1 6mre (t!%) sahiptir ve tek bir dozun ardindan 30 saatten fazla bir siire boyunca
in vitro, proteine gore ayarlanmis IC90 tizerindeki derigimleri korur. Ek olarak Dolutegravir,
Raltegravir ve Elvitegravir ile karsilastirildiginda nispeten diisiik kisiler arasi degiskenlige
sahiptir. Antiviral aktivitenin dip derisim (Ctrough) degerleriyle giiglii bir sekilde iliskili
oldugu bir plazma maruziyet-yanit iliskisi iyi tammmlanmistir. Faz III ¢alismalari, daha 6nce
antiretroviral (ARV) kullanmamis hastalarda Dolutegravir’in antiviral aktivitesini efavirenz
ve raltegravir ile karsilagtirarak degerlendirmis ve her iki durumda da Dolutegravir’in daha
hizli ve stirekli virolojik baskilanma sagladigini bulmustur (Min vd., 2011). Ek olarak,
INSTI'ye direngli oldugu bilinen mutasyonlar1 olan hastalarda Dolutegravir aktivitesine
iliskin ¢aligmalar olumlu olmustur; bu da Dolutegravir’in ¢esitli INSTI direngli fenotiplerde
aktiviteyi korudugunu gostermektedir. Su anda pazarlanan INSTI'lere ¢ok benzer sekilde
Dolutegravir ¢ok iyi tolere edilir. Dolutegravir renal tasiyici olan organik katyon tasiyici 2’yi
inhibe ettiginden, kreatinin tiibiiler sekresyonunun azalmasi serum kreatinin diizeyinde
ilerleyici olmayan artiglara yol acar. Bu serum kreatinin artiglari, glomeriiler filtrasyon hizinin
azalmasi veya ilerleyici bobrek yetmezIigi ile iliskili degildir. Dolutegravir’in major ve mindr
metabolik yollar1t sirasiyla UDP  glukuronosiltransferaz  (UGT)1A1 ve sitokrom
(CYP)3A4'tir ve CYP izozimlerini ne indiikler ne de inhibe eder. Dolayisiyla Dolutegravir
orta diizeyde bir ilag etkilesim profiline sahiptir. Ancak antasitler Dolutegravir plazma
maruziyetini onemli 6l¢iide azaltir ve Dolutegravir dozundan 2 saat dnce veya 6 saat sonra
ayrilmalidir. Ozetle Dolutegravir, dngoriilebilir bir farmakokinetik profil ve iyi tanimlanmis
bir maruziyet-yanut iliskisi sergileyen ikinci nesil INSTT'lerin ilkidir. Dolutegravir, bazi sinif
diren¢li mutasyonlarin varligina ragmen aktivitesini korur ve ARV deneyimi olmayan ve
ARV deneyimi olan hastalarda hizli ve siirekli virolojik baskilanma saglar. Klinik olarak
Dolutegravir, antiretroviral rejimlerin yaygin olarak kullanilan bir bileseni olmaya

hazirlaniyor (Cottrell vd., 2013).
1.2.1.3. Dolutegravir’in Yan Etkileri

Genel olarak, Dolutegravir iyi tolere ediliyor olarak degerlendirilmektedir. Tiibiiler
sekresyonun inhibisyonu nedeniyle serum kreatinininde degisiklikler goriilmesine ragmen,
renal glomeriiler fonksiyon etkilenmemistir. Giinde bir kez Dolutegravir alan hastalarda en sik
gozlenen ADE'ler mide bulantisi, ishal, bas donmesi, nazofarenjit ve bas agrist olup, olaylarin
cogu hafif veya orta siddette olarak bildirilmistir. Giinde iki kez doz rejimlerinde, en sik
bildirilen ADE'ler ishal, mide bulantis1 ve bas agrisidir. Saglikli yetiskinlerde lipid/karaciger

kimyasinda 6nemli bir anormallik gézlenmemistir. Dolutegravir ile tedavi edilen gruptaki



hastalarda yan etki nedeniyle ¢alismanin kesilmesi genellikle diisiik ila nadirdir (Drew Hill
vd., 2018).

Dolutegravir, dncelikli olarak UGT1Al ve daha az onemli olarak CYP450 3A4
araciligiyla metabolize edilir. Terapotik dozlarda Dolutegravir, CYP veya UGT enzimlerinin
inhibitorii degildir. Bu metabolizma mekanizmasi nedeniyle Dolutegravir ile ilag-ilag
etkilesimleri sinirlidir. Birkag ¢alisma, Dolutegravir ile diger ART ve diger ilaglar arasindaki
potansiyel ilag etkilesimlerini arastirmistir. In vivo galigmalar, Dolutegravir icin Atazanavir
siilfat, Ritonavir, Darunavir etanolat, Lopinavir, Fosamprenavir kalsiyum, Entekavir veya
Tenofovir disoproksil fumarat iceren tedavilerle kombinasyon halinde kullanildiginda doz
ayarlamalarinin gerekli olmadigimi gdstermektedir. Nevirapinin, enzim indiiksiyonu
sonucunda Dolutegravir diizeylerini diistirdiigli gosterilmistir ve Dolutegravir ile birlikte
uygulanmamalidir. Etravirin tek basina Dolutegravir diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltabilir ve
bu kombinasyondan kagmilmalidir. Ancak Dolutegravir, Ritonavir destekli proteaz
inhibitorleriyle birlikte verilirse Etravirin ile birlikte uygulanabilir. Diger ART ile
kombinasyon halinde kullanildiginda, terapétik rejimin diger bilesenleriyle ilgili etkilesimlere

dikkat edilmelidir (Kandel ve Walmsley, 2015).

1.2.2. Lamivudin

2'-deoksi-3'-tiyasitidinin negatif enantiyomeri olan Lamivudin (3TC), insan immiin
yetmezlik virtisii tip 1 (HIV-1) enfeksiyonunun tedavisinde diger ajanlarla kombinasyon
halinde ve hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonunun tedavisinde monoterapi olarak kullanilan
bir dideoksiniikleozid analogudur. Lamivudin, viral ters transkriptazi rekabetgi bir sekilde
inhibe ederek ve proviral DNA zincir uzantisini sonlandirarak HIV-1 ve HBV replikasyonunu
Onleyen aktif anabolit olan Lamivudin 5'-trifosfati olusturmak igin hiicre i¢i kinazlarla

anabolik fosforilasyona ugrar (Lau vd., 2000).
1.2.2.1. Lamivudin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Lamivudin, kapali formiilii CsH11N3OsS olan ve 229,3 g/mol molekiil agirligina sahip
bir niikleozid analogudur. Bilesigin IUPAC isimlendirmesi 4-amino-1-[(2R,5S)-2-
(hidroksimetil)-1,3-oksatiolan-5-il]-2(1H)-pirimidinon seklindedir. Lamivudin, beyazdan bej
renge kadar degisen toz formunda bir maddedir. Erime noktas1 yaklasik 177 °C olup, suda,
dimetil siilfoksit (DMSO) ve etanolde iyi derecede ¢oziiniirliik gostermektedir. Hidrofilik
karakterini yansitan logP degeri —1,4 olarak bildirilmis olup, pKa degeri 8,2’dir. Stabilitesinin

korunmas1 amaciyla 2—8 °C’de ve hava gegirmeyen ambalajlarda saklanmasi 6nerilmektedir.
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Diinya Saglik Orgiitii’niin Anatomik Terapdtik Kimyasal (ATC) siniflandirmasina gore
Lamivudin JOSAFO0S5 kodu ile tanimlanmaktadir (Perry ve Faulds, 1997).

HO

Sekil 1.2. Lamivudinin kimyasal yapisi
1.2.2.2. Lamivudin’in Farmakolojik Ozellikleri

Lamivudin trifosfat, ters transkriptaza baglanmak i¢in deoksisitidin trifosfat ile
rekabet eder ve bu 3TC-trifosfat (3TC-TP) formunun viral DNA'ya dahil edilmesi, zincirin
sonlandirilmasiyla sonuglanir. Lamivudin agizdan uygulandiginda (12 saatte bir 150 mg)
stirekli olarak IC50 degerlerinin iizerinde olan plazma derisimlerine ulasir (Johnson vd.,
1999).

2'-deoksi-3'-tiyasitidinin negatif enantiyomeri olan Lamivudin (3TC), insan immiin
yetmezlik virtsii tip 1 (HIV-1) enfeksiyonunun tedavisinde diger ajanlarla kombinasyon
halinde ve hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonunun tedavisinde monoterapi olarak kullanilan
bir dideoksiniikleozid analogudur. Lamivudin, viral ters transkriptazi rekabetci bir sekilde
inhibe ederek ve proviral DNA zincir uzantisini sonlandirarak HIV-1 ve HBV replikasyonunu
onleyen aktif anabolit olan Lamivudin 5'-trifosfati olusturmak {izere hiicre igi kinazlarla
anabolik fosforilasyona ugrar. Lamivudinin farmakokinetigi HIV-1 veya HBV enfeksiyonu
olan hastalarda ve saglikli géniilliillerde benzerdir. ilag, oral uygulamadan sonra hizla emilir
ve maksimum serum derisimlerine genellikle dozdan 0,5 ila 1,5 saat sonra ulagilir. Mutlak
biyoyararlanim yetiskinlerde ve ¢ocuklarda sirasiyla yaklasik % 82 ve % 68'dir. Serum ilag
derisim-zaman egrisi (EAA) altindaki alanla 6l¢iilen Lamivudin sistemik maruziyeti, gidayla
birlikte uygulandiginda degismemektedir. Lamivudin toplam viicut sivisina genis Olgilide
dagilir; intravendz uygulamay: takiben ortalama goriiniir dagilim hacmi (Vd) yaklagik 1,3
L/kg'dir. Gebe kadinlarda anne serumu, amniyotik sivi, gobek kordonu ve yenidogan
serumundaki Lamivudin derisimleri benzerdir; bu da ilacin plasentaya serbestce yayildigini
gosterir. Dogum sonrast kadinlarda Lamivudin anne siitiine gecer. Lamivudin'in beyin

omurilik sivisindaki (BOS) derisimi diisiik ila orta diizeydedir; dozdan 2 ila 4 saat sonra
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Olciilen yetigkinlerde serum derisimlerinin %4 ila 8'i ve ¢ocuklarda serum derisimlerinin % 9
ila 17'sidir. Bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda ana bilesigin yaklasik %5',
farmakolojik olarak aktif olmayan trans-siilfoksit metabolitine metabolize edilir. Bobrek
yetmezligi olan hastalarda idrarda geri kazanilan trans-siilfoksit metabolitinin miktart,
muhtemelen azalan Lamivudin atilimmin bir fonksiyonu olarak artar. Oral dozun yaklasik
%70'1 bobreklerden degismemis ilag olarak atildigindan, bobrek yetmezligi olan hastalarda
dozun azaltilmasi gerekir. Karaciger yetmezligi Lamivudin’in farmakokinetigini etkilemez.
Tek intravendz dozlar1 takiben sistemik klerens ortalama 20 ila 25 L/saattir (yaklasik 0,3
L/saat/kg). Lamivudin’in baskin atilim yar1 6mrii yaklasik 5 ila 7 saattir ve aktif 5'-trifosfat
anabolitinin in vitro hiicre i¢i yar1 émrii, HIV-1 ve HBV hiicre hatlarinda sirasiyla 10.5 ila
15,5 saat ve 17 ila 19 saattir. Ilac etkilesim calismalari, trimetoprimin EAA'y1 arttirdigii ve
Lamivudinin renal klerensini azalttigini, ancak Lamivudinin trimetoprimin dagilimini
etkilemedigini gostermistir. Diger c¢alismalar Lamivudin ile Zidovudin arasinda veya
Lamivudin ile interferon-alfa-2b arasinda anlamli bir etkilesim olmadigini gostermistir.
Metabolize edilen ve/veya yliksek oranda proteine baglanan bilesiklerle ilac-ilac etkilesimi

potansiyeli sinirlidir (Johnson vd., 1999).
1.2.2.3. Lamivudin’in Yan Etkileri

Lamivudin oral tablet kullanimi sirasinda hafif ya da ciddi yan etkiler ortaya
¢ikabilmektedir. Daha sik gzlenen yan etkiler arasinda oksiirtik, ishal, tiikenmislik, bas agrist,
halsizlik (genel rahatsizlik hissi), burun akintisi gibi {ist solunum yolu semptomlar1 ve bulanti
yer almaktadir. Bununla birlikte, Lamivudin kullanimi1 bazi hastalarda ciddi yan etkilere de
neden olabilmektedir. Bu ciddi yan etkiler arasinda laktik asidoz ve siddetli karaciger
biiylimesi bulunmakta olup, bu durumlar mide agrisi, ishal, s1§ solunum, kas agrisi, zayiflik
ile iistime veya bas donmesi hissi gibi belirtilerle kendini gosterebilmektedir. Ayrica pankreatit
gelisimi goriilebilmekte ve bu durumda mide siskinligi, karin agrisi, bulanti, kusma ve karin
bolgesinde hassasiyet gibi semptomlar ortaya g¢ikabilmektedir. Lamivudin kullanimina bagl
olarak asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 veya anafilaksi gelismesi de miimkiindiir; bu tiir
reaksiyonlar ani veya siddetli dokiintii, solunum giicliigii ve kurdesen ile karakterizedir.
Karaciger hastalig1 gelisimi de bildirilen ciddi yan etkiler arasinda yer almakta olup, koyu
renkli idrar, istah kaybi, belirgin yorgunluk, sarilik (cildin sararmasi), bulantt ve mide
bolgesinde hassasiyet gibi belirtilerle ortaya ¢ikabilmektedir. Bunun yani sira, bagisiklik
sisteminin etkilenmesine bagl olarak mantar enfeksiyonlari, zatlirre veya tiiberkiiloz gibi

enfeksiyonlarin goriilme riski de artabilmektedir (Roca vd., 2000; Roca vd., 1999).



1.2.3. Abakavir

Abakavir, diger antiretroviral ilaglarla birlikte HIV-1 enfeksiyonunu tedavi etmek igin
kullanilan FDA onayl1 bir ilagtir. Diger niikleosid ters transkriptaz inhibitorleri (NRTI'ler)
gibi, Abakavir kullanimi da tipik olarak diger HIV ilaglartyla birlestirilir. Abakavir’in
monoterapi olarak kullanilmasi 6nerilmemektedir. Abakavir tablet veya soliisyon seklinde
agizdan alinabilmektedir ve 3 aydan biiyiik hastalar i¢in onaylanmis bir tedavi se¢enegidir.
Genellikle Abakavir, Abakavir/Lamivudin/Zidovudin, Abakavir/Dolutegravir/Lamivudin ve

Abakavir/Lamivudin gibi diger HIV ilaglar ile birlikte verilir (Fernandez ve Munir, 2024).
1.2.3.1. Abakavir’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Abakavir, kapali formiilii C1aHisNeO olan, 286,3 g/mol molekiil agirligina sahip bir
niikkleozid analogudur. TUPAC adi [(1S,4R)-4-[2-amino-6-(siklopropilamino)piirin-9-
il]siklopent-2-en-1-ilJmetanol olan Abakavir, fiziksel olarak beyazdan bej renge kadar degisen
toz formunda bulunmaktadir. Madde, 20-25 ©°C’de, hava gecirmeyen ambalajlarda
saklanmalidir. Abakavir’in erime noktast 165 °C olup, suda, DMSO’de ve etanolde
¢Oziiniirlik gostermektedir. Lipofilisite gostergesi olan LogP degeri 1,2, pKa degeri ise 5,0
olarak rapor edilmistir. Anatomik Terapotik Kimyasal (ATC) siiflandirma sistemine gore

JO5AFO05 kodu altinda yer almaktadir.

HO

Sekil 1.3. Abakavir’in kimyasal yapisi
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1.2.3.2. Abakavir’in Farmakolojik Ozellikleri

Abakavir’in konakei hiicreler igindeki etki mekanizmasinin stilize edilmis bir tasviri
yol seklinde verilmistir. Karbovir 5'-trifosfat (CBV-TP), Abakavir’in aktif formunu temsil
eder ve HIV ters transkriptazin (HIV-RT) etkisini bloke ederek ¢aligir. HIV, konakgr hiicrenin
mevcut genetik mekanizmasinin yani sira viral RNA'y1 alip onu c¢ift sarmalli DNA'ya
doniistiirmekten sorumlu olan viral enzim ters transkriptazindan yararlanarak ¢ogalir. Viral
DNA daha sonra konak¢1 DNA'ya dahil edilebilir ve bu noktada konak¢1 makine, DNA'y1 viral
RNA'ya doniistiirebilir. Viral RNA daha sonra viral proteinlere ¢evrilir ve bunlar bir araya
gelerek HIV virtisiinii olusturur. CBV-TP, bir guanozin analogu gorevi goriir ve HIV-RT
tarafindan viral RNA'dan firetilen niikleotid zincirine dahil olmak i¢in rekabet eder. Diger
NRTT'lar farkli niikleozidlerin tiirevleri olarak hareket edebilir ve ayni tiir inhibisyona yol
acabilir. Bunun ornekleri didanozin ve adenosin, zalsitabin ve sitidin ve zidovudin ve
timidindir. CBV-TP'nin niikleotit zincirine dahil edilmesinden sonra, riboz sekeri iizerinde
sonraki niikleozitlerin eklenecegi 3'-OHmin olmamasi, viral DNA sentezini siirdiiriir

(Barbarino vd., 2014).

CBV-TP, DNA polimerazlar a, B, y ve ¢ ile karsilastirildiginda ters transkriptaz i¢in
oldukga secici oldugundan bu rol i¢in 6zellikle uygundur. Gergekten de DNA polimerazlar a,
B, v ve € i¢in Ki degerleri, HIV-RT i¢in Ki degerinden sirasiyla 90, 2900, 1200 ve 1900 kat
daha yiiksektir. Ters transkriptaz i¢in bu segicilik, DNA polimerazlar inhibe edildiginde ortaya
¢ikan potansiyel toksik yan etkileri onler. Birgok antiretroviral NRTI, laktik asidoz ve hepatik
steatoz gibi mitokondriyal fonksiyon bozukluguna atfedilen bir dizi olumsuz olayla iligkilidir.
Bunun, mitokondriyal DNA polimeraz y'min bu ilaglar tarafindan inhibisyonundan
kaynaklandigina, mitokondriyal DNA replikasyonunun degismesine ve sonugta mitokondriyal
miyopati ve toksisiteye yol actigina inanilmaktadir. Abakavir en disik polimeraz y
inhibisyonuna sahipken, zalsitabin, didanosin ve stavudin en yiiksek seviyededir (Yuen vd.,
2008).

Abakavir, HIV enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan karbosiklik bir niikleozid ters
transkriptaz inhibitdriidiir ve giinde bir kez 600 mg veya giinde iki kez 300 mg doz rejimleriyle
uygulanir. Oral uygulamadan sonra hizla emilir, biyoyararlanimi yaklasik %83 olup
farmakokinetigi 300—1200 mg/giin araliginda dogrusaldir. Giinde tek doz ve iki doz rejimleri
sonras1 toplam maruziyet benzer olup, gida alim1 Abakavir maruziyetini anlaml diizeyde
etkilemez. Abakavir ekstravaskiiler alanlara yayilir, plazma proteinlerine orta diizeyde
baglanir ve bliylik oranda karacigerde inaktif metabolitlere doniiserek metabolize edilir;

degismeden idrarla atilimi diigiiktiir. Terminal yar1 6mrii yaklasik 1,5 saat olmakla birlikte,
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antiviral etkinlikten sorumlu olan hiicre i¢i aktif metaboliti karbovir-5'-trifosfatin uzun yari
omrii (>20 saat) giinde tek doz kullanimini desteklemektedir. Bobrek yetmezligi Abakavir
farmakokinetigini anlamli 6l¢ilide etkilemezken, hafif karaciger yetmezligi olan hastalarda doz
azaltimi gerekebilmektedir. Abakavir sitokrom P450 enzimleriyle anlamli etkilesime

girmediginden, klinik agidan 6nemli ilag-ilag etkilesimleri sinirhidir (Yuen vd., 2008).
1.2.3.3. Abakavir’in Yan Etkileri

Abakavir kullanimi ciddi ve yasami tehdit edebilen yan etkilere neden olabilmektedir.
Bu yan etkiler arasinda en 6nemlileri asir1 duyarlilik (alerjik) reaksiyonlar, kanda laktik asit
birikimi (laktik asidoz) ve karaciger ile iligkili problemlerdir. Abakavir tedavisi alan
bireylerde, oliimle sonuglanabilen ciddi asir1 duyarlilik reaksiyonlart bildirilmektedir.
Ozellikle HLA-B*5701 gen varyasyonuna sahip bireylerde bu tiir reaksiyonlarin goriilme riski
belirgin sekilde artmaktadir ve bu nedenle tedavi 6ncesinde bu genetik varyasyonun varligi bir
kan testi ile degerlendirilebilmektedir (Nolan, 2009). Abakavir kullanimi sirasinda ates,
dokiintii, bulanti, kusma, ishal, karin agrisi, genel rahatsizlik hissi, asir1 yorgunluk, viicut
agrilari, nefes darligi, Oksiirik veya bogaz agris1 gibi belirtilerin yer aldigi farkli belirti
gruplarindan iki veya daha fazlasinin birlikte goriilmesi durumunda tedavinin derhal kesilmesi
ve saglik kurulusuna bagvurulmasi onerilmektedir. Bunun yani sira, laktik asidoz gelisimine
isaret edebilecek zayiflik veya belirgin yorgunluk, olagandis1 kas agrilari, nefes darligi veya
hizli solunum, bulanti ve kusma ile birlikte mide agrisi, soguk veya mavimsi renkte el ve
ayaklar, bas donmesi ile hizli ya da diizensiz kalp atis1 gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasi
halinde acil tibbi degerlendirme gerekmektedir. Abakavir kullanimina bagli karaciger
fonksiyon bozukluklari da goriilebilmekte olup, bu durumda ciltte veya goz aklarinda sararma
(sarilik), koyu renkli idrar, agik renkli digki, birka¢ giin veya daha uzun siiren istah kaybi,
bulanti, kusma, karin bolgesinin sag iist kisminda agr1 veya hassasiyet ile kasint1 gibi belirtiler

gozlenebilmektedir (Hetherington vd., 2001).

1.3. Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir Es Zamanh Tayini licin

Giiniimiimiize Kadar Uygulanmis Olan Analiz Yontemleri

Prava vd. (2017), Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir'in bir arada analiz edilebildigi
bir ters faz YPSK gelistirmislerdir. Bu yontemde elde edilen alikonma zamanlar1 sirasiyla 2,2
dakika, 2,9 dakika ve 7,4 dakika olarak gézlenmistir. Regresyon katsayisi r? degeri Lamivudin,
Abakavir ve Dolutegravir igin 0,999 olarak, ortalama geri kazanim ylizdeleri ise sirasiyla

%100,04, %99,73 ve %100,29 olarak hesaplanmustir. Yonteme ait tekrarlanabilirlik ve ara

12



kesinlik igin % BSS degerleri < 2 olarak bulunmus, ¢6zelti kararlihigi ¢alismalar1 ise
Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir i¢in hazirlanan ¢ozeltilerin 24 saate kadar kararli

oldugunu gostermistir (Prava vd., 2017).

Serag vd. (2022), Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir igeren kombine dozaj
formundaki U¢li antiretroviral ilag etken maddelerinin es zamanli tayini i¢in kemometrik
tekniklerle birlestirilmis, basit bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir. Kemometrik
teknik olarak kismi en kii¢iik kareler (PLS) ve genetik algoritma (GA), kullanarak, bu etken
maddeler i¢in farkli derisimlerde kismi faktdriyel deneysel tasarimlar uygulamislar, 25 6rnek
iceren kalibrasyon ve 13 ornek igeren dogrulama setleri ile ¢aligmiglardir. Kalibrasyon ve
dogrulama setlerinin sifirinci dereceden UV spektrumlarint dlgerek ve daha sonra daha ileri
kemometrik analize tabi tutarak degisken se¢im prosediirleri ile/ve olmaksizin kismi en kiigiik
kareler, yani genetik algoritma (GA), bu karisimlarin UV spektral ortiismesini ¢dzmek igin
kullanilmistir. Bu kemometrik tekniklerin dogruluk ve 0Ongorii yetenekleri agisindan
performansint karsilastirmak i¢in capraz dogrulama ve harici dogrulama yontemlerini
uygulamuslar, Dolutegravir modellemesi i¢in alt1 latent degiskenin, Lamivudin modellemesi
icin dort latent degiskenin ve Abakavir modellemesi i¢in ii¢ latent degiskenin uygun deger
oldugu bulmuslardir. Onerilen bu kemometrik ydntemlerin laboratuvarda hazirlanan
karisimlarda ve farmasotik preparatlarda Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir’in es zamanli
tayini i¢in glvenilir bir sekilde uygulanabilir oldugunu ve birgok antiretroviral farmasotik
preparatin {liretim i¢i kontrol testlerinde ve kalite kontrol analizlerinde degerli ve 6nemli

analitik araglar olarak konumlanabilecegini 6ne siirmiislerdir (Serag vd., 2022).

Pal vd. (2016), Abakavir, Lamivudin ve Dolutegravir’in tablet dozaj formunda es
zamanl1 tayini i¢in basit ve hizl bir YPSK gelistirilmis ve gecerli kilmislardir. Yontem, polar
olmayan bir analitik kolon (Kromasil 250 mm % 4,5 mm, 5 pum), hareketli faz olarak tampon
ve asetonitril karigimi (65:35; h/h) ve akis i¢in 1 mL/dakika izokratik eliisyonla, kromatografik
sisteme 10 pL numune ve standart ¢ozeltiler enjekte edilmesini igeriyordu. 30 °C’ye
ayarlanmis kolon firimi igerisindeki analitik kolonda ayrilan ilag etken maddeleri 257 nm'ye
ayarlanmis bir PDA dedektorii kullanilarak tespit edilmistir. U¢ etken maddenin alikonma
stireleri ise Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir i¢in sirasiyla 2,250 dakika, 2,734 dakika ve
9,633 dakika olarak tespit edilmistir. Dogrusallik araliklari sirasiyla 15-90 ppm, 30-180 ppm
ve 2,5-15 ppm olarak, teshis siirt degerleri 0,08 pg, 0,06 pg, 0,03 pg ve tayin alt siniri
degerleri ise sirasiyla 0,2 ug, 0,19 ug ve 0,10 ug olarak bulunmustur. Yontem tiim etken
maddeler i¢in 0,999 korelasyon katsayisi sergilemis ve 6zgiil, hassas, tekrarlanabilir, kesin,

hizl1 ve basit olarak degerlendirilmistir (Pal vd., 2016).
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Dave ve Desai (2018), Abakavir siilfat, Lamivudin hidrokloriir ve Dolutegravir
sodyum iceren laboratuvarda hazirlanmis ¢dzeltilerin es zamanl tayini i¢in YP-ITK (Yiiksek
performanshi ince tabaka kromatografi) yontemi gelistirmisler ve bu yontemi Uluslararasi
Uyum Konferanst (ICH) yonergelerine gore gecerli kilmislardir. Yontem gelistirme ve
optimizasyonuna yardime1 olmak igin 23 tam faktoriyel tasarim kullanilmistir. Sabit faz olarak
onceden kaplanmus silika jel aliiminyum YP-ITK plag1 60 F254 ve hareketli faz olarak etil
asetat-etanol-aseton-amonyak  (4,478:0,740:0,50:0,15,  h/h/h/h)  kullanilarak  etkili
kromatografik ayirma elde edilmistir. Optimize edilmis tank doyma siiresi 30 dakika olarak
belirlenmis, Dansitometrik tarama, 267 nm'lik bir algilama dalga boyunda absorbans-yansima
modunda gerceklestirilmistir. Tasarima gore kalite yaklasimi, her ii¢ faktoriin, yani etil asetat
hacmi, etanol hacmi ve aseton hacminin, her bir ilacin kromatografik tepki geciktirme faktorii
(RF) tizerindeki etkisini degerlendirmek igin uygulanmis, Abakavir, Lamivudin ve
Dolutegravir’in RF degerleri sirasiyla 0,65, 0,34 ve 0,26 olarak bulunmustur. Kalibrasyon
egrilerinin, Abakavir igin bant basina 4,8, 7,2, 9,6, 12,0 ve 14,4 pug, Lamivudin i¢in bant bagina
2,4, 3,6, 4,8, 6,0 ve 7,2 pug ve Dolutegravir i¢in bant basma 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 ve 1,2 ug
derigimlere sahip bagimsiz olarak tartilmis standart c¢ozeltiler alinarak dogrusal oldugu
gosterilmistir. Abakavir igin yakalama sinir1 (YS) ve tayin alt sinir1 (TAS) degerleri sirasiyla
bant basina 0,9972 ug ve bant basina 3,0218 ug, Lamivudin i¢in bant basina 0,2544 ug ve bant
basina 0,7711 pg ve Dolutegravir igin bant bagina 0,1004 pg ve bant basina 0,3043 pg olarak
bulunmustur. Gelistirilen yontemle elde edilen % geri kazanim degerleri ise sirasiyla Abakavir
i¢in %98,0955-100,9813, Lamivudin igin %98,2616-99,9900 ve Dolutegravir i¢in %98,4666-
101,3000 araliginda bulunmustur. Onerilen yontemin yeni, basit, dogru, tekrarlanabilir ve

saglam oldugu gosterilmistir (Dave ve Desai, 2018).

Silinski vd. (2025), Abakavir, Dolutegravir ve Lamivudin’i ayn1 anda 6lgmek igin bir
yontem gelistirmeye ve gegerli kilmaya calismiglardir. Yontem, plazma, fetal, plasenta, beyin
veya kalp homojenatinin protein ¢ékelmesini ve ardindan ultra performansli sivi kromatografi-
tandem kiitle spektrometrisi ile tayini igeriyordu. Yetigkin Sprague Dawley si¢an plazmasinda,
yontem ABC/DTG/3TC igin 10/15/5 ila 10.000/15.000/5000 ng/mL araliginda dogrusaldr (r
>0,99) ve geri kazanim tiim derisim seviyelerinde {i¢ analit i¢in de > %92 idi. Yakalama sinir1
(YS) ABC, DTG ve 3TC igin sirastyla 2,22, 3,69 ve 0,978 ng/mL idi. 20/30/10, 400/600/200
ve 5000/7500/2500 ng/mL'de hazirlanan standartlar i¢in giin i¢i ve gilinler aras1 hassasiyet <
%8,7 bagil standart sapma (BSS) ve bagil hata (BH) < %12,0 olarak bulunmustur. 40/60/20
ng/mL kadar yiiksek matris standartlari kalibrasyon araligina (BH < + %3,5 ve BSS < %2,4)
seyreltilebilmistir. Yontem sigan maternal plazmas1 ve fetal, plasenta, beyin ve kalp

homojenatlari (ortalama BH <=+ %15,0 ve BSS < %8,6) i¢in degerlendirilmis, analit stabilitesi,
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farkli sicakliklarda 2 giin boyunca ¢ikarilan plazmada ve en az 32 giin boyunca -80°C'de
saklanan ¢esitli matrislerde (0. Giin derigimlerinin % 80-113'"i) gosterilmistir. Tiim bu veriler
15181nda, bu basit ve etkili yontemin toksikoloji caligmalarindan elde edilen sigan matrislerinde
ABC, DTG ve 3TC'in tayini i¢in uygun oldugu degerlendirilmistir. Gelistirilen yontemin
diger biyolojik matrislere ve tiirlere (0rn. insan) kolayca uyarlanabilecegi iddia edilmistir
(Silinski vd., 2025).

Rathod vd. (2023), tablet formunda Abakavir siilfat, Lamivudin ve Dolutegravir
sodyum igeren prepartlarda miktar tayini i¢in 6zellikle “klasik en kiiciik kare”, “ters en kii¢iik
kare” (ILS)”, “kismi en kiiciik kare” ve ‘“ana bilesen regresyonu” gibi ¢ok degiskenli
kemometrik yontemler gelistirmislerdir. Gelistirilen yontemde kalibrasyon ve dogrulama
setleri kesirli faktoriyel tasarim kullanilarak olusturulmus, 32 {i¢lii kalibrasyon seti karigimi
ve 16 dogrulama seti karigimi hazirlanmistir. Absorbans veri matrisi, 27 farkli dalga boyunda
230 ila 308 nm (AL = 3 nm) araliginda absorbans o6l¢iilerek olusturulmustur. Modeller
MATLAB 2018, Minitab 16.1.1 ve MS Excel 2010 yardimiyla gelistirilmis olup elde edilen
geri kazanim degerleri diisiik standart sapmayla %100'e yakin olarak bulunmustur. Gelistirilen
kemometrik modeller arasinda ILS'nin en uygun yontem oldugu gosterilerek, iglii karisimin
toplam absorbansi 0l¢iildiigii ve es zamanli tahminde kullanilabildigi i¢in geleneksel

yontemlerden daha dogru ve hassas oldugu belirlenmistir (Rathod vd., 2023).

Khaleel ve Abdul Rahaman (2015), Abakavir, Lamivudin ve Dolutegravir'in bulk
formunda ve farmasétik dozaj formlarinda stabilite calismalari ve es zamanli miktar tayini igin
yeni, basit, kesin, secici, dogru ve hizli ters faz yiiksek performansh sivi kromatografik yontem
gelistirmisler ve gecgerli kilmiglardir. Kromatografik ayirim i¢in Inertsil ODS 250x4,6 mm,
Sum partikiil boyutlu kolon kullanilmis olup optimize edilmis mobil faz, pH 3,0 fosfat
tamponu: asetonitril: metanol (50:20:30 h/h/h) karisimi seklindedir. Akis hiz1 1,0 mL/dakika
olarak belirlenmis ve eluentler PDA dedektorii kullanilarak 257 nm'de tespit edilmistir.
Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir'in alikonma siireleri sirasiyla 2,169, 2,676 ve 6,367
dakika olarak bulunmustur. Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir i¢in geri kazanim degerleri
ise % 98,01-101,5, % 99,20-101,67 ve % 98,35-102,14 araliginda ger¢eklesmistir. Derisimlere
kars1 pik alanlar ile elde edilen kalibrasyon egrisi Lamivudin i¢in 15 -90 pg/ml, Abakavir igin
30-180 pg/ml ve Dolutegravir i¢in 2,5-15 pg/mL araliginda iyi dogrusallik gdstermistir.
Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir igin asit hidrolizi, bazik hidroliz, oksidasyon, termal,
fotokimyasal ve UV gibi ¢esitli stres kosullar1 altinda bozunma ¢aligsmalar1 da incelenmis olup
tiim bozunma piklerinin farkli alikonma siireleri sergiledikleri gosterilmistir. Gelistirilen bu

yontem ICH yonergelerine gore gecerli kilimmustir (Khaleel ve Rahaman, 2015).
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Dhanwate vd. (2019), tablet formunda Lamivudin ve Dolutegravir sodyumun es
zamanl tayini i¢in basit, kesin, dogru, hizl1 ve hassas bir YPSK gelistirmistir. Kromatografik
ayirma, UV dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografi kullanilarak izokratik modda
bir Waters C18 kolonunda (150x4.6mm, tanecik boyutu 5u) elde edilmistir. Hareketli faz,
tampon (ortofosforik asit kullanilarak saf suyun pH’s1 3,0'a ayarlanmis), asetonitril ve
metanolden (55:35:10 h/h/h) olusuyordu, akis hizi ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 1,1ml/dakika
ve 20 uL idi ve tespit, bir UV dedektorii kullanilarak 260 nm'de gergeklestirilmistir.
Gelistirilen yontem dogrusallik, dogruluk, hassasiyet, saglamlik, teshis alt sinir1 ve tayin alt
siir1 agisindan ICH Q2B yonergelerine gore gegerli kilinmustir. Lamivudin ve Dolutegravir
sodyum i¢in dogrusalligin sirasiyla 18-90 pg/mL ve 3-15 pg/mL araliginda oldugu ve
korelasyon katsayisinin (r)> 0,99 oldugu bulunmustur. Piyasada ticari olarak mevcut
formiilasyon igin yapilan miktar tayini sonuglari ise Lamivudin ve Dolutegravir sodyum igin
strastyla %99,75 ve %99,09 olarak bulunmustur. Lamivudin ve Dolutegravir sodyum i¢in geri
kazanim degerleri ise sirastyla % 80 seviyesinde % 99,63 ve % 99,75, % 100 seviyesinde %
99,37 ve % 99,78 ve % 120 seviyesinde % 100,15 ve % 100,47 olarak bulunmustur (Dhanwate
vd., 2019).

Babu vd. (2024), Abakavir, Dolutegravir ve Lamivudin'in bulk halde ve farmasétik
dozaj formunda tayini igin yeni bir analitik yaklagim olusturmustur. Dortlii gradyan pompaya
sahip Waters YPSK sistemi, Agilent TC-C18 (2) Sum, 4,6 mm x 250 mm analitik kolon,
metanol:su (70:30; h/h) igeren 1 mL/dakika akigla ge¢cen mobil faz ve 257 nm’ye ayarlanmis
PDA dedektorden olusan analitik yontemin hassas, kesin ve dogru oldugu gosterilmistir.
Analiz oda sicakliginda gergeklestirilmis, Abakavir, Dolutegravir ve Lamivudin'in alikonma
stireleri sirastyla 2,6, 2,9 ve 6,6 dakika olarak bulunmustur. Y6ntemin dogrulugunun Abakavir
icin %99,95-%100,01, Dolutegravir i¢in %99,95-% 100,13 ve Lamivudin i¢in % 99,95-%
100,04 araliginda hesaplanmus, her ii¢c molekil i¢cin BSS degerleri % 2’den kiiciik
bulunmustur. Teshis ve tayin alt siurlart sirasiyla 0,57 pg/mL ve 1,89 pg/mL olarak elde
edildi. Yontem i¢in elde edilen dogrusal derisim araligit Abakavir i¢in 150-450 pg/mL,
Doltegravir igin 12,5-37,5 pg/mL ve Lamivudin i¢in 75-225 pg/mL olarak bulunmustur (Babu
vd.).

Dubey ve Duggirala (2018), balk ve tablet dozaj formlarinda Lamivudin, Abakavir ve
Dolutegravir’in es zamanli tayini i¢in basit, hizli, hassas ve etkili bir ters faz ultra performans
stvi kromatografik yontemi (TF-UBSK) gelistirmiglerdir. Kromatografik ayirim Zodiac SIL
RP C18 (4,6 mm % 250 mm, 3,0 um) kolon ile fosfat tamponu (pH 3,0) ve metanol (30:70 h/h)
hareketli faz ile saglanmistir. Akis hizi 0,25 mlL/dakika, tespit dalgaboyu 260 nm olarak
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optimize edilmis olup analiz oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Standart ve numuneler
hareketli faz ile hazirlanmigtir. Lamivudin, Abakavir ve Dolutegravir i¢in alikonma zamanlari
(Rt) sirasiyla 1,763, 2,247 ve 3,175 dakika olarak bulunmustur. Calisma araliklari ise sirasiyla
15-75 pug/mL, 30-150 pg/mL ve 2.5-12.5 ug/mL araliginda olup dogrusal yanitlar elde
edilmistir. Teshis sinirlari sirastyla 0,021, 0,330 ve 0,038 pg/mL, tayin alt sinirlari ise sirasiyla
0,056, 1,320 ve 0,095 pg/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen TF-UBSK ydnteminin
farmasdtik dozaj formalarinda Lmivudin, Abakavir ve Dolutegravir’in analizinde etkili, uygun

ve elverisli oldugu sonucuna varilmistir (Dubey ve Duggirala, 2018).
1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler
1.4.1. Kromatografik Ayirma Teknikleri

Bu bolim altinda verilen bilgi, sekil ve terimler ve bu terimlere ait formiil ve
aciklamalar Avrupa Farmakopesi online versiyon “2.2.46 Chromatographic Seperation
Techniques” bolimiinden derlenmistir. Kromatografik ayirma teknikleri, bir numunedeki
bilesenlerin sabit ve hareketli olmak iizere iki faz arasinda farkli oranlarda dagilim
gostermesine dayanan ¢ok asamali ayirma yontemleridir. Sabit faz, kat1 bir materyal ya da bir
kat1 veya jel iizerine desteklenmis sivi bir fazdan olusabilmekte olup, kolona paketlenmis, ince
bir tabaka halinde yayilmis veya film seklinde dagitilmig olarak kullanilabilmektedir.
Hareketli faz ise gaz veya sivi formunda olabilir. Ayirma islemi; adsorpsiyon, kiitle dagilim
(paylasim), iyon degisimi gibi mekanizmalara ya da molekiillerin boyut, kiitle ve hacim gibi

fiziko-kimyasal 6zelliklerindeki farkliliklara dayali olarak gerceklesmektedir.

1.4.1.1. Tammlar

Kromatografik sistemlerde sistem uygunlugu ve kabul kriterleri asagida tanimlanan
parametreler kullanilarak belirlenir. Baz1 ekipmanlarda, sinyal-giiriiltii oran1 ve ¢oziiniirliik
gibi belirli parametreler iiretici tarafindan saglanan yazilim kullanilarak hesaplanabilir.
Yazilimda kullanilan hesaplama yontemlerinin Avrupa Farmakopesi gerekliliklerine esdeger

oldugundan emin olunmali ve durum boyle degilse gerekli diizeltmeler yapilmalidir.

Kromatogram, kromatografik sistemi terk eden bilesen derisimi igin elde edilen
dedektor tepkisinin veya bu bilesenin derigiminin bir lgiisii olarak kullanilan diger bir birime
kars1 zaman veya hacmin grafiksel bir gdsterimidir. Ideal olarak, kromatogramlar bir temel
cizgi tizerinde bir Gauss pikleri dizisi olarak gosterilir (Sekil 1.4.). Bu kromatogramda Vwm

terimi alitkonma hacmini, tm alikonma siiresini ifade etmektedir. Birinci pike ait alikonma
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hacmi Vg1, alikonma siiresi ise tr1 olarak tanimlanirken, ikinci pike ait alikonma hacmi Vg, Ve
alikonma siiresi tro seklinde gosterilmistir. Piklerin geometrik 6zellikleri incelendiginde, Wh
yiiksekligin yarisindaki pik genisligini, Wi ise donlim noktasindaki pik genisligini temsil
etmektedir. Ayrica h pik yiiksekligini, h/2 ise pik yar1 yiiksekligini ifade eden parametrelerdir.

Response

hi2

Volume (V')
Time (t)

Sekil 1.4. Avrupa Farmakopesi giincel versiyonunda verilen 6rnek kromatogram (https://pheur-

online.edgm.eu/home/)

Dagilim Katsayisi, boyut dislama kromatografide bir bilesenin kolondan eliisyon
davranisi, dagilim katsayisi olarak adlandirilan bir parametre ile tanimlanir. Bu katsayi,
bilesigin kolonda ne 6l¢iide tutuldugunu ve hareketli faz ile duragan faz arasindaki dagilimini
nicel olarak ifade eder. Dagilim katsayisi, ilgili pikin alikonma siiresi, 6nce eliisyona giren
bilesigin alikonma siiresi ve toplam mobil faz gegis siiresi kullanilarak hesaplanir. Bu
parametre, analitin kolondaki tutulma derecesini degerlendirmede 6nemli bir 6l¢iit olup, boyut

digslama kromatografide ayirma mekanizmasinin anlagilmasina katki saglar.

Bekleme hacmi (D), (ayrica Vp olarak da ifade edilir ve gradyen gecikme hacmi olarak
da bilinir), eluentlerin bulustugu nokta ile kolonun girisi arasindaki hacimdir. Avrupa

farmakopesinde bekleme (gecikme) hacmi hesaplamak igin bir prosediir mevcuttur.

Gecikme siiresi (tm), tutulmayan bir bilesenin eliisyonu i¢in gereken siire (Sekil 1.4.
baslangi¢ Olgegi dakika veya saniye cinsindendir). Boyut dislama kromatografide,

“tutulmayan bir bilesigin tutulma siiresi (to)” terimi kullanilir.

Alikonma hacmi (V ), tutulmayan bir bilesigin kolondan eliie olmast igin gerekli olan
mobil faz hacmini ifade eden 6nemli bir kromatografik parametredir. Bu biiyiiklik, ilgili

bilesigin alikonma siiresi ile sistemin akis hizina bagli olarak belirlenir ve bir analitin
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kolondaki davramiginin degerlendirilmesinde kullanilir. Boyut dislama kromatografide,
ozellikle kolona tutunmayan bilesikler i¢in bu hacim genellikle Vo (bosluk hacmi) olarak
adlandirilir ve sistemin 6lii hacmini temsil eder. Bu parametre, kolonun etkin hacminin

belirlenmesi ve ayirma mekanizmasinin yorumlanmasi agisindan énemli bilgiler saglar.

Pik, kromatografide tek bir bilesenin veya birbirinden tam olarak ayrilmamis iki ya da
daha fazla bilesenin kolondan eliie edilmesi sonucunda dedektorde olusan sinyali temsil eden
kromatogramin bir boliimiidiir. Bir pikin biiyiikliigii, analitin miktarin1 yansitan pik alanmi ya
da pik yiiksekligi (h) ile nicel olarak ifade edilebilir. Ayirimin yeterliligini degerlendirmek i¢in
kullanilan 6nemli parametrelerden biri ise pik-vadi oramidir (p/v). Bu parametre, iki pik
arasinda baz cizgisine tam olarak ulasilamayan durumlarda rezoliisyon yerine sistem
uygunlugunu degerlendirmek amaciyla kullanilir. Pik-vadi oraninin belirlenmesinde, Hp
kiigiik pikin ekstrapole edilmis baz ¢izgisi tizerindeki yliksekligini, Hv ise kii¢iik ve biiytik piki
ayiran egrinin en diisiik noktasinda, yine ekstrapole edilmis baz ¢izgisi lizerindeki yiiksekligi

temsil eder. Bu oran, pikler arasindaki ayirimin kalitesini nicel olarak ortaya koyar.

UM e

Sekil 1.5. Avrupa Farmakopesi, giincel versiyonunda verilen pik-vadi orami i¢in Ornek sekil
(https://pheur-online.edgm.eu/home/).

Plaka sayis1 ya da teorik plaka sayist (N), bir kromatografik kolonun ayirma
performansini ve dolayisiyla verimliligini nicel olarak ifade eden temel bir parametredir.
[zotermal, izokratik veya izodens kosullar altinda elde edilen kromatografik veriler
kullanilarak hesaplanan bu deger, bir pikin alikonma siiresi ile pik sekline bagli olarak
belirlenir. Bu baglamda tr, ilgili pikin tepe noktasina karsilik gelen alikonma siiresini, Wh ise
pikin yan yiiksekligindeki genisligini (h/2) temsil eder. Teorik plaka sayisi, kolon uzunlugu

arttikca ytlikselme egilimindedir; bu durum daha iyi ayirim ve daha yiiksek kolon verimliligi
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anlamina gelir. Ancak kolon uzunlugunun artmasi analiz siiresini de uzattigindan, pratik
uygulamalarda kolon se¢imi yapilirken ayirma verimliligi ile analiz siiresi arasinda uygun bir

denge kurulmasi gerekmektedir.

Bagil gecikme, diizlemsel kromatografide bir bilesigin hareketli faza gore goc
davranisini tanimlamak i¢in kullanilan 6nemli bir parametredir ve ilgi duyulan bilesigin kat
ettigi mesafenin bir referans bilesigin kat ettigi mesafeye orani olarak ifade edilir. Bu
baglamda mobil fazin ilerleme mesafesi a ile gdsterilirken, analitin gé¢ mesafesi b ve referans
bilesenin gd¢ mesafesi ile tanimlanir. Bagil gecikme degeri, farkli bilesenlerin kromatografik
ortamda birbirlerine gore ne kadar ilerledigini nicel olarak ortaya koyar ve bu sayede
bilesiklerin ayirim davraniglarinin karsilastirilmasina ve sistemin ayirma performansinin

degerlendirilmesine olanak saglar.

Mobile phase front

T. Sample spot
: , Reference spot

vy . O_ Point of application
 # ]

Sekil 1.6. Avrupa Farmakpesi, giincel versiyonunda verilen bagil alikonma zamanlari i¢in 6rnek sekil
(https://pheur-online.edgm.eu/home/)

Bagil Alikonma (R), kromatografik ayirmada bir bilesigin alikonma davraniginin
referans bir bilesige gore karsilastirilmasini saglayan bir parametre olup, asagida verilen esitlik
kullanilarak hesaplanmaktadir. Bu esitlikte tRi, ilgilenilen pikin alikonma siiresini; tRst,
referans pikin (genellikle analizi yapilan maddeye ait pik) alikonma siiresini; tM ise sistemin

bekleme siiresini ifade etmektedir. Bagil alikonma degeri, piklerin goreceli konumlarimin
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degerlendirilmesinde ve ayirma performansinin karsilagtirlmasinda kullanilmaktadir.

R = (tri-tm) / (trst-tm)

Ayarlanmamug bagil alikonma (Rg), eger denklikten bekleme siiresi yani ¢dziicti piki
alikonma zamani c¢ikarilirsa denklik asagidaki sekline doniislir ve ayarlanmamis bagil
alikonma adim alir. Aksi sdylenmedik¢e bir monografta verilen bagil alikonma zamanlari

“ayarlanmamustir.”

Rezoliisyon, iki farkli bilesene ait pikler arasindaki rezoliisyon (Rs), kromatografik
ayirmanin kalitesini ifade eden temel bir parametredir ve iki pik arasindaki ayirim derecesini
nicel olarak tanimlar. Rezoliisyon, ikinci pikin alikonma siiresinin birinci pikin alikonma
stiresinden biiyiik olmasi kosulu (tR2 > tR:) altinda, piklerin alikonma siireleri (tR: ve tR2) ile
yart yiikseklikte dlgiilen pik genislikleri (Whi ve Whz) kullanilarak hesaplanir. Bu parametre,
piklerin birbirinden ne kadar iyi ayrildigini gosterir ve 6zellikle sistem uygunlugu ile yontem
performansinin degerlendirilmesinde dnemli bir dlgiittiir. Rezollisyon asagidaki esitlikle ifade

edilir: Rs =1,18 (tRz - tRl) / (Wh1+ th).

Alikonma faktori (K), ayn1 zamanda kapasite faktort (k') veya kiitle dagilim faktorii
(Dm) olarak da adlandirilan ve bir bilesigin sabit faz ile hareketli faz arasindaki dagilimini
nicel olarak tanimlayan temel bir kromatografik parametredir. Bu faktor, bir bilesigin sabit
fazda tutulan miktarinin hareketli fazda bulunan miktarina oranini ifade eder ve teorik olarak
dagilim sabiti (Kc) ile sabit fazin hacmi (Vs) ve hareketli fazin hacmi (Vwm) kullanilarak
tanimlanabilir. Pratikte ise alikonma faktorii, kromatogramdan elde edilen alikonma siiresi (tr)
ile sistemin gecikme siiresi ya da 6lii zamani (tm) kullanilarak hesaplanir. Bu parametre, bir
analitin kolonda ne kadar siire tutuldugunu ve hareketli fazla karsilastirildiginda sabit faza olan
ilgisini gosterir. Alikonma faktOriiniin uygun bir aralikta olmasi hem yeterli ayirmanin

saglanmas1 hem de makul analiz siirelerinin elde edilmesi agisindan biiyiik 6nem tasir.

Alikonma zamani (tr), 0rnegin sisteme enjekte edilmesinden dedektérde olusturdugu
en bliyiik yanit i¢in gegen siire arasindaki zaman farki (Sekil 1.7., baseline dlgeginin dakika

ya da saniye cinsinden, zaman oldugu unutulmamalidir).

Alikonma hacmi (VR), bir bilesenin sistemden ayrilmasi i¢in egereken hareketli faz
hacmi. Bu deger, alikonma zamani (tr) ve mL/dakika cinsinden akis hiz1 (F) ile asagidaki

formiil yardimiyla hesaplanir: Vr=tr X F.
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Tutulmayan bir bilesigin alikonma zamani (t0), boyut digslama kromatografide,
molekiilleri en biiyiik jel gozeneklerinden daha biiylik olan bir bilesenin tutulma siiresidir

(Sekil 1.7.).

LC and GC

sponse

Detector re:
<

Molecular mass
]

Volume (V)
T Time (0

Sekil 1.7. Avrupa Farmakopesi, giincel versiyonunda verilen alikonma zamani ve pik genisligi ile
rezoliisyon arasindaki iligskiyi gosteren ornek sekil (https://pheur-online.edgm.eu/home/)

Ayirim faktorii (o), kromatografik bir sistemde iki komsu bilesigin birbirinden ne
kadar iyi ayrildigin1 tanimlayan temel bir parametredir ve bu deger, iki pik i¢in hesaplanan
alikonma faktorlerinin orani olarak ifade edilir. Ayirim faktori, ikinci eliie olan bilesigin
alikonma faktoriiniin (k2) birinci eliie olan bilesigin alikonma faktdriine (ki) orami seklinde
tanimlanir. Tanimi geregi o her zaman 1°den biiyiik bir degerdir ve degerin biiyiimesi, iki
bilesigin kromatografik davraniglarinin birbirinden daha farkli oldugunu, dolayisiyla ayirimin
daha iyi gergeklestigini gosterir. Ayirim faktort, 6zellikle kolon ve hareketli faz se¢iminde,
iki analitin goreceli tutulma derecelerinin karsilastirilmasinda 6nemli bir kriter olarak

kullanilmaktadir.

Sinyal-giiriiltii oran1 (S/N), kromatografik 6lgiimlerde bir analitik sinyalin arka plan
giiriiltiistine gore ne kadar giivenilir oldugunu gosteren temel bir parametredir. Referans
¢ozelti icin elde edilen kromatogramda ilgili bilesene ait pikin tepe yiiksekligi (H) ve kor
¢oOzeltide belirlenen giirtltii seviyesi (h) kullanilarak hesaplanir. Referans ¢ozelti
kromatograminda sinyalin belirlenmesi Sekil 1.8’de, kor ¢ozeltide giiriiltiiniin tayini ise Sekil
1.9’da gosterilmektedir. Giiriiltii, kor ¢ozeltide veya referans ¢ozeltide, ilgili pikin alikonma
zamanini ortalayacak sekilde secgilen bir zaman araliginda ekstrapole edilmis taban ¢izgisine

gore Olciilen pik yiiksekliklerinin ortalamasi olarak tanimlanir.
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Sekil 1.8. Avrupa Farmakopesi, giincel versiyonunda verilen S/N igin Ornek referens ¢ozelti
kromatogramu (https://pheur-online.edgm.eu/home/)
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Sekil 1.9. Avrupa Farmakopesi, giincel versiyonunda verilen S/N i¢in 6rnek kor ¢6zelti kromatogrami
(https://pheur-online.edgm.eu/home/)

Simetri faktorii (As), bir kromatografik pikin ideal simetrik sekilden ne Olciide
saptigin1 gdsteren ve ayni zamanda asimetri faktorii ya da kuyruklanma faktorii olarak da
adlandirilan 6nemli bir sistem uygunluk parametresidir. Bu parametre, pikin 6n ve arka
taraflarinin dengeli olup olmadigini nicel olarak ifade eder ve kromatografik ayirmanin kalitesi
hakkinda bilgi verir. Avrupa Farmakopesi’nde tamimlandig1 sekilde simetri faktorii, pikin
yiiksekliginin %5°1 seviyesinde olgiilen pik genisligi (w0,05) ile pikin tepe noktasindan bu
seviyeye ¢izilen dikme ile pikin arka smir1 arasindaki mesafe (d) kullanilarak
hesaplanmaktadir. Buna gore As degeri, w0,05 / 2d orani ile ifade edilir. Bu biiyiikliiklerin
kromatogram iizerindeki geometrik karsiliklar1 Sekil 1.10°da gosterilmistir. As degerinin 1’e
yakin olmasi pikin simetrik oldugunu, 1’den biiyiik degerler ise pikte kuyruklanma oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 1.10. Avrupa Farmakopesi, giincel versiyonunda verilen Simetri faktorii hesabi igin Ornek
kromatogram (https://pheur-online.edgm.eu/home/)

Sistem tekrarlanabilirlig, yanitin tekrarlanabilirligi, iicden az olmayan, ardil
enjeksiyonlar ile elde edilen referans ¢ozelti ile elde edilen dedektdr yanitlariin (genellikle

alan) yiizde bagil standart sapmasi ile ifade edilir.

1.4.1.2. Sivi Kromatografi ve Temel Bilesenleri

) Kromatografik Veri Sistemi /
Oto Ornekleme Kolon Bilgisayar

Sistemi
Gaz Giderici
[

Py

-“ J\
Yiksek Basing Dedektor
) Pompasi
Mobil Faz
Rezervuari Kolon Kk

Firini Rezervuari

Sekil 1.11. Temel bilesenleri ile tipik bir YPSK cihazinin sematik gésterimi

Bu baslik altinda verilen bilgiler Avrupa Farmakopesi online versiyon (11.8) “2.2.29.
Liquid Chromatography” béliimiinden derlenmistir.

Sivi kromatografi (SK); sivi haldeki hareketli fazin, bir kolon igerisine yerlestirilmis
sabit fazdan gecirilmesi esasina dayanan analitik bir yontemdir. Bu teknik, ayristirilacak

bilesenlerin, birbiriyle karismayan iki faz arasindaki dagilim farkliliklarindan yararlanarak

islev goriir.
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SK esas olarak adsorpsiyon, kiitle dagilimi, iyon degisimi, boyut dislama veya
stereokimyasal etkilesim mekanizmalarim kullanarak bilesenlerin ayirimini saglar. Aksi
belirtilmedigi siirece, agagidaki tiim bilgiler hem standart sivi kromatografi hem de daha kii¢iik
pargacik boyutlu kolonlar (6rnegin 2,0 um alt1) kullanan sivi kromatografi sistemleri igin

gecerlidir.

Ikinci sistem, daha yiiksek basinglara (tipik olarak 100 MPa’ya kadar, yaklagik 15.000
psi) dayanabilen, daha diisiik kolon dig1 bant geniglemesi olusturan, gelistirilmis gradyan
karisimi saglayan ve dedeksiyon sisteminde daha yiiksek 6rnekleme hizina izin veren gelismis
bir enstriimantasyon gerektirmektedir. Bir sivi kromatografi sistemi genel olarak pompa
sistemi, Ornekleme sistemi, kromatografik kolon, bir veya birden fazla dedektor ile veri
toplama ve isletim sisteminden olugmaktadir. Kromatografik kolon, analiz sirasinda sicakligin
sabit tutulmasimi saglamak amaciyla genellikle kolon firin1 olarak adlandirilan bir iinitede

muhafaza edilmektedir.

Hareketli faz bir veya daha fazla kaynaktan saglanir ve Ornekleme sistemine
pompalanir, ardindan genellikle sabit bir hizda kolondan gegirilir ve dedektor(ler)e ulasir.

Pompa, SK pompa sistemleri, mobil fazi kontrollii bir akis hizinda iletir. Basing
dalgalanmalari, 6rnegin basingli ¢oziicliniin bir darbe sonlimleme cihazindan gecirilmesiyle
en aza indirilmelidir. Kullanilan hatlar ve baglantilar, pompalama sistemi tarafindan tretilen
basinglara dayanabilir. SK pompalari, hareketli faz igerisine sikismis hava kabarciklariin

sistemden uzaklagmasini saglayabilecek ek birimler de igerebilir.

Mikroislemcilerle yonetilen pompa mekanizmalari, dnceden belirlenen bir protokol
cercevesinde hareketli fazin sisteme aktarimini saglar. Bu aktarim, faz bilesiminin sabit
tutuldugu izokratik eliisyon veya zamanla degistirildigi gradyan eliisyon seklinde

gergeklestirilebilir.

Gradyan eliisyon durumunda, birden fazla hareketli faz kaynagindan gelen ¢oziicii(ler)
birleserek sisteme iletilir. Bu birlesme/karisma islemi, pompanin(larin) diisiik veya yiiksek

basing tarafinda gergeklestirilebilir.

Ornekleme (Enjeksiyon), numunenin hareketli faz akisina entegrasyonu ve kolona
transferi, yiiksek basica dayanikli 6zel enjeksiyon sistemleri araciliiyla gergeklestirilir. Bu
stirecte, manuel ya da otomatik Ornekleyici (otosampler) ile kontrol edilen, sabit veya

ayarlanabilir hacimli cihazlardan yararlanilir. Ozellikle manuel enjeksiyonlarda, drnekleme
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dongiisliniin  (loop) tam olarak doldurulmamasi, enjekte edilen hacmin hassasiyetinde

sapmalara neden olabilir.
Sabit Faz, S1v1 kromatografide birden fazla sabit faz tiirli vardir, bunlar:

Normal faz kolon, polar sabit faz ve polar olmayan hareketli faz kombinasyonudur.
Yaygin olarak silika veya aliimina kullanilir, burada ayirma sabit fazdaki adsorpsiyondaki
farkliliklara ve/veya hareketli faz ile sabit faz arasindaki kiitle dagilimina dayanir (dagilma

kromatografi);

Normal faz ve ters faz kolon, polar olmayan sabit faz ve polar hareketli faz
kombinasyonu. Kullanilan malzeme polimerlerden, silika veya gézenekli grafitten hazirlanmig
ve sekillerde kimyasal olarak modifiye edilmis desteklerdir. Burada ayirim esas olarak

molekiillerin dagilma farkliliklarina dayanir;

Iyon degisim kolonu, asidik veya baz igeen gruplara sahip polimerik yapilar veya
polimerlerdir. Burada ayirim analize esas, ayrilacak iyonlar ile hareketli fazda bulunan iyonlar

arasindaki rekabete dayanir;

Boyut dislama kolonu, boyut dislama kromatografide gozenekli silika veya
polimerlerik destek malzemeleri kullanilir, burada ayirim sterik dislamaya karsilik gelen

molekiillerin hacimleri arasindaki farkliliklara dayanr;

Enantiyomerik kolon, enantiyomerlerin ayrilmasi i¢in 6zel olarak modifiye edilmis

sabit fazlar.

Ayirim ¢ogunlukla duragan fazin kimyasal modifiye edilmis silika oldugu ters fazli
stvi kromatografi yontemine dayanir. Destek malzemenin yiizeyi, yani silikanin silanol
gruplari, destek yiizeyindeki cesitli aktif noktalari kaplayan kovalent baglanmus silil analoglar1

iretmek i¢in gesitli silan reaktifleriyle reaksiyona sokulur.

Uretici tarafindan aksi belirtilmedigi siirece, silika bazli ters fazli kolonlarinda

sistemin kararlilig1 agisindan kullanilan hareketli fazin pH’s1 2,0 ila 8,0 araliginda olmalidir.

Normal faz kromatografi uygulamalarinda sistem; apolar bir hareketli faz ile polar
karakterdeki bir sabit fazin kombinasyonuna dayanir. Sabit faz olarak genellikle saf (modifiye
edilmemis) silika tercih edilebilecegi gibi, siyanopropil veya diol gibi kimyasal islemlerle

polarite kazandirilmig modifiye silika tiirleri de kullanilmaktadir.
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Analitik ayirim i¢in, en yaygin kullanilan sabit fazlarin pargacik boyutu 2 um ile 10
um arasinda degisir. Pargaciklar kiire seklinde veya diizensiz sekillerde olabilir ve degisen
gozeneklilige ve 0zgiil yilizey alanina sahip olabilir. Bu 6zellikler sabit fazin kromatografik
ayirim yetenegine katkida bulunur. Ters faz yaklasimda, sabit fazin dogasi, baglanma derecesi
(karbon yiiklemesi olarak ifade edilir) ve sabit fazin modifiye olmadan kalan silanol
gruplariin kapatilip kapatilmamis olmasi (yani, kalan silanol gruplarinin bir kismiu silillenmis)
ek belirleyici faktorlerdir. Ozellikle bazik maddelerin piklerinin kuyruklanmasmin baslica

sebebi destek yiizeyinde modifiye edilmeden kalan silanol gruplarinin mevcudiyetidir.

Gozenekli pargaciklara ek olarak, yiizeysel olarak gozenekli veya monolitik

malzemeler kullanilabilir.

Hareketli faz, normal faz sivi kromatografide genellikle diisiik polariteli organik
coziiciiler kullanilir. Hareketli fazda kullanilan ¢oziiciilerde su istenmeyen bir safsizliktir ve

su igerigi, yiiksek tekraralanabilirlik saglamak i¢in kontrol altinda tutulmalidir.

Ters faz s1vi kromatografide ise genellikle organik ¢oziiciiler ve/veya farkli bilesenler

(tamponlama tuzlari, tiirevlendirme ajani vb) iceren su i¢ceren mobil fazlar kullanilir.

Hareketli faz bilesenleri genellikle 0,45 um'den biiyiik parcaciklari (veya sabit faz 2,0
um'nin altindaki pargaciklardan olustugunda ve oOzel dedektorler, Ornegin 11k sagilim
dedektorleri kullanildiginda 0,2 pm'den bilyilik parcaciklari) gidermek i¢in uygun filtreler

yardimiyla siiziiliir.

Birden fazla ¢oziicii igeren hareketli fazlarin hazirliginda, aksi (kiitlece)
belirtilmedikce her bir bilesenin hacmi ayr1 ayr 6l¢iiliir ve ardindan karistirilir. Alternatif bir
yontem olarak, ¢oziicliler ayr1 pompalardan gekilerek, istenen karigim oranini otomatik
ayarlayan valf sistemleri (oranlama vanalari) araciligiyla cihaz iginde birlestirilebilir. Analiz
stirecinde, Ozellikle dedektdr hiicresi veya kolon girisinde gaz kabarcigi olusumunu
engellemek kritiktir. Bu nedenle ¢oziiciiler sisteme verilmeden Once; helyum veya azot gibi
inert gazlarm gegirilmesi, ultrasonik islem uygulanmasi ya da hat i¢i vakum/membran

degazorleri kullanilmasi suretiyle ¢oziinmiis gazlardan arindirilmalidir.

Hareketli fazin hazirlanmasi i¢in ¢6ziiciiler normalde stabilizatorlerden armdirilmistir
ve bir UV (DAD, PDA) dedektor kullaniliyorsa, tespit dalga boyunda 1sik absorplayan
herhangi bir tiir igermemelidir. Kullanilan ¢6ziiciiler ve diger bilesenler uygun kalitede

olmalidir. Ozellikle, kromatografi icin su R, bilesenlerden biri su veya sulu bir ¢dzelti
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oldugunda mobil fazlarin hazirlanmasi i¢in kullanilir. Gerekli pH'in ayarlamalar1 karigima
degi, hareketli fazin sulu bilesenine yapilir. Tampon ¢ozelti veya tuzlu ¢ozeltiler
kullaniltyorsa, analiz tamamlandiktan sonra tuzlarin kristallesmesini 6nlemek i¢in sistemin tuz
kalintilarindan armndirilmasi igin yapilacak yikama islemleri su ve hareketli fazin organik

kisminin kiigiik bir orani (%5 h/h) karisimiyla gerceklestirilir.

Hareketli fazlar, 6rnegin iyon ¢ifti kromatografi i¢in bir kars1 iyon veya akiral sabit

faz kullanan kiral kromatografi i¢in bir kiral segici gibi bagka bilesenler igerebilir.

Dedektorler, analizlerde en sik bagvurulan tespit sistemleri, diyot dizisi (diode array)
teknolojisini de kapsayan UV ve Goriiniir Bolge (UV-GB) spektrofotometrelerdir. Ancak
analitin 6zelligine gore; floresan, kiitle spektrometrisi (MS), diferansiyel refraktometre (RI),
elektrokimyasal (ECD), buharlagsmali 151k sagilimi (ELSD), yiiklii aerosol (CAD), ¢ok agilt
151tk sagilimi (MALS), radyoaktivite dedektorleri veya iletkenlik olglimii yapan diger

elektrokimyasal sistemler de kullanilabilmektedir.

Avrupa Farmakopesi tiim bu bilgiler 1s18inda, bir sivi kromatografi analizini agagida

verilen 6zet direktifler ile baglatir;

Kolonu, 20-25 °C'de veya monografta belirtilen sicaklikta, stabil bir baseline elde
edilene kadar, ongoriilen mobil faz ve akis hiziyla dengeleyin. Incelenecek maddenin
¢oOzeltisini/gozeltilerini ve gerekli referans c¢ozeltisini/¢ozeltilerini hazirlayin. Cozeltiler
¢Oziinmemig/katt  pargaciklardan  arindirilmis  olmalidir.  Genel bolim  2.2.46'da
(Kromatografik aymrma teknikleri) agiklanan sistem uygunlugunu degerlendirme
kriterlerinden gerekli olanlar1 kontrol edin, yine ayni boliimde izin verilen limitler dahilinde
gerekirse ayarlamalari1 (metod tizerinde izin verilen degisiklikler) yaparak sistem uygunlugunu

saglayarak analize baslayin.
1.4.1.3. YPSK’nin Avantajlari

Geligen teknoloji ile, analite 6zgli yeni dedektorlerin kullanilabilmesi sayesinde sivi
kromatografi yontemlerinde yiiksek duyarlilik elde edilmektedir. Analiz siiresinin diger
dolayl1 analiz yontemlerine kiyasla daha kisa olmasi, yontemin 6nemli avantajlarmdan biridir.
Ayrica, sistemlerin biiyilik 6l¢lide otomatize edilmis olmasi kullanict kaynakli hatalar1 en aza
indirmektedir. Kullanilan analitik kolonlar, farkli analitler i¢in genis bir kullanim esnekligi
sunmakta olup, uygun kosullarda kullanildiklar1 ve saklandiklari1 takdirde yenilenmelerine

gerek kalmaksizin defalarca kullanilabilmektedir. Gaz kromatografi ile karsilagtirildiginda ise,
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hareketli fazin sivi olmasi ve ayirma iglemine dogrudan katki saglamasi ile daha diisiik
sicakliklarda caligilabilmesi Onemli avantajlar sunmaktadir. Bu durum, yaygmn olarak
kullanilan asetonitril ve metanol gibi ¢oziiciilerin sirasiyla 82 °C ve 64,7 °C olan kaynama
noktalar1 dikkate alindiginda, yontem ag¢isindan belirgin bir iistiinliik olusturmaktadir (Dong,
Wichael W., 2013)

1.4.1.4. YPSK’nin Dezavantajlari

Yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK) bir¢ok avantaja sahip olmakla birlikte
bazi sinirliliklar da icermektedir. Yontem, tek basina kullanildiginda her zaman kesin tanilama
icin yeterli olmayabilir ve karmasik orneklerde tiim analit bilesenlerinin birbirinden tamamen
ayrilmast her kosulda miimkiin olmayabilir. Ayrica, diisiik sicakliklarda gaz fazina gegen veya
ucucu Ozellik gosteren analitler icin uygun bir teknik degildir. YPSK sistemlerinde hareketli
ve zamanla aginmaya maruz kalan pargalarin bulunmasi, diizenli bakim ve kalibrasyon
gerekliligini beraberinde getirmekte ve bu durum bakim maliyetlerini artirmaktadir. Gerekli
bakim, onarim ve kalifikasyonu yapilmamig cihazlar ise analizlerin ger¢eklestirilememesine

veya hatali sonuglarin elde edilmesine yol agabilmektedir (Dong, Wichael W., 2013).
1.4.2. Spektrofotometrik Yontemler

1.4.2.1. Spektrofotometrik Yontemlerin Temel Prensipleri ve Beer-Lambert

Yasasi

Ultraviyole ve goriiniir bolge (UV-GB) spektroskopi, atomlarin, molekiillerin ve
iyonlarin ultraviyole (yaklasik 180—400 nm) ve goriiniir (yaklasik 400-800 nm) dalga boyu
araliginda 15181 absorplama yetenegine dayanan yaygin bir analitik tekniktir. Bu absorpsiyon,
molekiillerdeki elektronlarin daha diisiik enerjili orbitallerden daha yiiksek enerjili orbitallere
uyartlmast sonucu meydana gelen elektronik gegislerle iliskilidir. Elektronik enerji
seviyelerinin titresimsel ve donme alt seviyeleriyle birlikte bulunmasi nedeniyle, UV-GB
spektroskopide genellikle keskin ¢izgiler yerine genis emilim bantlari gozlenir. Bu bantlar,
molekiillerde bulunan fonksiyonel gruplar ve bag yapilari i¢in karakteristik bilgiler saglar

(Wenzel, T.J., vd. 2013)

UV-GB spektroskopik 6l¢iimlerde, bir numune belirli dalga boylarinda 1s18a maruz
birakilir ve numuneden gegen 1s181n siddetindeki azalma 6lgilir. Isik absorplayan bir madde
igeren ¢oOzeltiye 151k gonderildiginde, ¢ozeltinin belirli dalga boylarindaki 1s181 kismen

absorpladigi gézlenir. Numuneye gonderilen 15181n siddeti ile numuneden gegen 15181n siddeti
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arasindaki bu azalma, absorbans olarak tanimlanir ve numunenin 15181 ne Olgiide

absorpladigini nicel olarak ifade eder (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Absorbans ile analitin derigimi arasindaki iliski, spektrofotometrik analizlerin temelini
olusturan Beer—Lambert yasasi ile agiklanmaktadir. Bu yasa, sabit deneysel kosullar altinda
absorbansin, analitin derisimi ve 15181in 6rnek igerisinden gectigi yol uzunlugu ile dogru

orantili oldugunu ifade eder ve asagidaki esitlik ile tanimlanir:
A=¢g-1-c¢c

Burada A absorbansi, € molar absorptiviteyi, 1 151k yolunun uzunlugunu ve c¢ analitin
derisimini gostermektedir. Molar absorptivite, bir maddenin belirli bir dalga boyunda 15181
absorplama kapasitesini tanimlayan ve elektronik gecis olasiliginin bir 6l¢iisii olarak kabul
edilen karakteristik bir parametredir. UV-GB spektroskopide absorbans birimsiz bir biiyiikliik
olup, molar absorptivite genellikle L-mol!-cm™ birimiyle ifade edilir (Wenzel, T.J., vd.
2013).

Beer—-Lambert yasasi, absorbans ile derisim arasinda dogrusal bir iligki 6ngérmesine
ragmen, bu dogrusal iliskinin yalnizca belirli bir derisim araliginda gegerli oldugu
bilinmektedir. Analitin ¢o6ziicii ile etkilesimi, zamanla bozunmasi, diger tiirlerle reaksiyona
girmesi gibi kimyasal etkenler ile ¢ozeltide askida parcaciklarin bulunmasi veya ¢oziicliniin
buharlasmasi gibi fiziksel etkenler dogrusal iliskiden sapmalara neden olabilir. Ayrica yiiksek
derisimlerde absorbans-derisim iligkisinin dogrusal olmaktan ¢iktigi gozlenmektedir. Bu
nedenle spektrofotometrik analizlerde, Beer-Lambert yasasmin gegerli oldugu dogrusal
derisim araliginin belirlenmesi ve analizlerin bu aralikta gerceklestirilmesi biiyilk 6nem

tagimaktadir (Wenzel, T.J., vd. 2013).
1.4.2.2. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-GB) Spektroskopi

UV-GB bolge spektroskopi, diger adiyla elektronik spektroskopi, elektronik gegis
spektrumlarinin gozlendigi, 200-400 nm araligindaki UV bolge ve 400-700 nm araligindaki
goriiniir bolgeyi ifade eder. Adindan da anlasilacag: tizere goriiniir bolgede absorpsiyon yapan
tiirler renklidir ve absorpladig1 dalgaboyuna karsilik gelen renk bilesigin sahip oldugu rengin
tamamlayici rengindedir (Wenzel, T.J., vd. 2013).

UV-GB spektroskopide, 1sik ile uyarilan elektronlar, 15181 enerjisinin bir kismini
sogurarak bir elektronik seviyeden digerine gegerler. Bu davranig atomlar ve iyonlar igin

karakteristik ve belirli bir diizende gergeklesir ve bu sekilde elde edilen pikler keskindir ancak
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molekiiller i¢in elektronik emilimin yani sira molekiilde gdzlenen donme ve titresme
hareketleri de 151k emilmesine katkida bulunarak elde edilen piklerin keskinligi azalmasina
neden olur. Isik absorplanmasi nedeniyle olusan pik 151k apsorplayan tiirde mevcut elektronun
bulundugu yoriingeyi terk ederek daha {ist enerji seviyesindeki bir yoriingeye c¢ikmasi
nedeniyle olugmaktadir. Bu olay genellikle molekiiliin belirli bir fonksiyonel gruba ait bir
davranistir ve bu fonksiyonel grup/lar kromofor olarak adlandirilir. Ayni molekiilde birden
fazla kromofor grup var ise Olgiilen absorpsiyon bu gruplarin her birinden kaynakli
absorpsiyon degerlerinin toplamina esit olacaktir, bu davranis toplanabilirlik kurali olarak
isimlendirilir. Bu kural birden fazla 151k absorplayan tiir iceren ¢ozeltiler icin de gecerlidir

(Wenzel, T.J., vd. 2013).

Refgrans
Kiveti  Dedektor 1
Monokromator A [
N7
i - = |
—> > sin
@ —0\ Boliicii —>
$1k Monokromatér Sinyal islemcisi
Kaynag w [ | &Gosterge
I ‘
' Dedektor 2
Numune
Kiiveti

Sekil 1.12. Temel bilesenleri ile ¢ift 151k yollu spektrofotometre cihazinin sematik gdsterimi
1.4.2.3. Basit bir Spektrofotometre Cihazimin Temel Bilesenleri

Isik kaynagi: UV-VIS bolge i¢in siirekli 1s1ma yapan kaynaklar kullanilmaktadir. UV
bolge icin Hidrojen (H2) ve Déteryum (D2) ve elektriksel bosalim lambalar1 yaygin olarak
kullanilan 151k kaynaklaridir ve 180 - 380 nm arasinda 151k {iretme kabiliyetine sahiptirler.
Ancak, UV-VIS bdlgenin tiimiinde (150-700 nm) is gorebilen Ksenon (Xe) ve Civa (Hg) buhar
lambalar1 da kullanilmaktadir. IR bdlge (320-3000 nm) i¢in ise Tungsten (W) flaman lambast
kullanilir(Wenzel, T.J., vd. 2013).
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Monokromatdr: Prizma ve optik ag yardimu ile ¢oklu dalgaboyuna sahip 15181 tek
dalgaboyuna dondiirmek amaciyla tasarlanmis diizeneklerdir (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Yarik (Slit): Monokromatorde elde edilen 151k tayfinda istenilen dalgaboyundaki 15181n
gegmesine izin verecek sekilde tasarlanmig yariktir. Yarigin diizgiin ¢alismasi elde ediln
spektrumun sekli, pikin yapist ve keskinligi ve dl¢iim duyarligi, sinyal/giiriiltii oran1 gibi

parametreleri dogrudan etkiler (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Ayna: Cift 151n yollu (double beam) cihazlarda, monokromatérden gelip yariktan
gecen 15181 esit siddette iki parcaya bolerek 151k apsorplayan tiirlere sahip numune/standart
iceren hiicreden ve ¢dziicii ya da kor iceren referans hiicreden ayni anda gegmelerini saglayan

diizeneklerdir (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Olgiim Kiivetleri: Calisilmas: diisiiniilen bolgeye gore secilen, farkli maddelerden
yapilmis, 151k yolu uzunlugu belirli ve sabit olan igerisine numune, standart, kor ¢ozeltileri
konulan kaplardir. Goriiniir bolgede calisilacak ise bu bdlgedeki 15181n gecmesine izin veren
cam kiivet kullanim1 yeterli olurken hem UV, hem goriiniir hem de IR bdlgedeki 15181 gegiren

kuvartz hiicreler diger ¢aligmalar igin daha uygundur (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Caligsma Hiicresi: Numune ya da standart igeren kiivetlerin kondugu kisimdir (Wenzel,
T.J., vd. 2013).

Referans hiicre: Cift 1s1k yollu spektrofotometrelerde, analiz boyunca ¢6ziicii ya da
ornek koril iceren bir kiivet ikinci hiicrede tutularak dedektoriin buradan gelen absorbansi
siirekli dlglilen absorbanstan ¢ikarmasi saglanir. Bu hiicereye referans hiicresi adi verilir ve

yapist numune 6l¢iim hiicresi ile aynidir (Wenzel, T.J., vd. 2013).

Dedektor, 151k kaynagindan yayilan enerjinin kiivetten gegmeden dnceki ve gectikten
sonraki yogunluk farkini analiz eden bilesendir. Bu sayede numunenin absorbans (sogurma)
veya transmitans (gecirgenlik) degerleri belirlenir. ideal bir dedektdriin; fotonlara kars1 yiiksek
hassasiyet gostermesi, 151k siddetiyle lineer (dogru orantili) bir sinyal {iretmesi, c¢alisma
kararliligina (stabilite) sahip olmasi ve miimkiin olan en kisa siirede yanit verebilmesi

gerekmektedir (Wenzel, T.J., vd. 2013).
1.4.2.4. Spektrofotometrik Yontemlerin Uygulamalar:

Ayni anda birden fazla etkin maddeyi barindiran kombine farmasdtik dozaj formlar

terapotik tirtinlerde koklii ve dnemli bir rol oynar. Akile bir sekilde formiile edildiginde, sabit
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kombinasyonlu ilaglar daha fazla kolaylik, daha diisiik maliyet ve bazen daha fazla etkinlik ve
giivenlik saglayabilir (Crout, 1974). Cok sayida bilesene sahip numunelerin analizi modern
analizde biiyiik bir zorluk teskil eder (Bozdogan vd., 1992). Cok bilesenli analiz, klinik kimya,
ila¢ analizi, safsizlik kontrolii vb. alanlarda son yillardar analitik kimyacilar i¢in en gekici
konulardan biri haline gelmistir. Cok bilesenli analiz i¢in; spektrofotometrik yontemler,
kromatografik yontemler ve elektroforez gibi farkli analitik teknikler uygulanabilir (Ojeda ve
Rojas, 2004).

flgi duyulan analitlerin ¢ogu dozaj formlarinda ayni spektral bolgede absorbans veren
diger etken madde molekiilleri ile birlikte bulundugundan, klasik UV spektral olgiimleri
cogunlukla bunlarin tayini i¢in kullanilamaz (Korany vd., 1985). Ekstraksiyon gibi geleneksel
yontemlerin kullanimi ise olduk¢a zordur ¢linkii ekstraksiyon teknikleri biiyiik miktarlarda
¢oziicii kullanimi gerektirir, buna analit kayb1 ve/veya kontaminasyonu ve etkin maddenin tam
olarak ekstrakte edilememe riski eslik eder. Ekstraksiyon islemi pahali ve zaman alici olabilir
(Bozdogan vd., 1992). UV spektrofotometrik teknikler esas olarak ¢ok bilesenli analizler igin
kullanilir, béylece girisim riski azaltilir ve artan sayida analitin belirlenmesine olanak saglama
gibi zahmetli gorevi basarilabilir kilar ve sonug¢ olarak analiz siiresi ve maliyetini azaltir

(Saldanha vd., 2000).

Cok bilesenli UV spektrofotometrik  yontemler, emilim spektrumlarinin
kaydedilmesine ve matematiksel olarak islenmesine dayanmaktadir ve bazi avantajlar
sunarlar. Bunlar; analiz 6ncesinde gergeklestirilmesi elzem olan ekstraksiyon islemine gerek
kalmamasi, spektral verilerin kolaylikla elde edilmesi, islemin hizli, dogru ve basit olmasi,
10 ila 10° M gibi diisiik derisimlerdeki yakalama sinir1 ve orta ila yiiksek dereceler ile ifade
edilebilece secicilige sahip olmalart ve hem organik hem de inorganik sistemlere genis

uygulanabilme avantajlarlaridir (Skoog vd., 1998)
1.4.2.4.1. Eszamanh Denklem Yoéntemi

Es zamanli denklem yontemi, her biri digerinin maksimum absorbsiyon dalga
boyunda 1s1k absorplayabilen iki farkli etken maddeyi ayni anda tayin etmeye olanak saglayan
bir UV-GB spektrofotometrik yontemdir. Bu yontem, iki bilesenli bir karisimda her bir
bilesenin iki farkli dalga boyundaki absorbsiyon katkilarinin toplam absorbansa additif olarak
yansidigi varsayimina dayanmaktadir. Yontemin uygulanabilmesi igin, her iki etken maddenin
iki secilen dalga boyundaki 6zgiil absorbans degerlerinin bilinmesi ve karisimin ayni dalga

boylarindaki toplam absorbanslarinin Slglilmesi gerekmektedir. Bu bilgiler kullanilarak,
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karisimdaki her bir bilesenin derisimi matematiksel olarak hesaplanabilmektedir.
Hesaplamalar, 6l¢iim yapilan kiivetin 151k yolunun sabit oldugu kabuliine dayanir. Es zamanl
denklem yonteminin giivenilir sekilde uygulanabilmesi ig¢in bazi kosullarin saglanmasi
gerekmektedir. Ozellikle, bilesenlerin maksimum absorbsiyon dalga boylarinin birbirinden
yeterince farkli olmasi ve bilesenler arasinda kimyasal bir etkilesimin bulunmamasi 6nemlidir.
Bu kosullar saglandiginda, karisima ait toplam absorbansin, bilesenlerin bireysel
absorbanslarinin toplami oldugu varsayimi gegerli kabul edilir. Ayrica, yontemin maksimum
hassasiyetle uygulanabilmesi i¢in bilesenlerin bagil derisimleri ve absorbans oranlarinin belirli
sinirlar igerisinde olmasi gerekmektedir. Bu kriterler, her iki etken maddenin de analitik olarak

glivenilir bigimde tayin edilebilmesini saglamaktadir (Beckett ve Stenlake, 2001).
1.4.2.4.2. Absorbans Diizeltme Yontemi

Absorbans diizeltme yontemi, her iki etken maddenin kendi absorbans
maksimalarinda (Amax) es zamanli tayinini saglayan basit bir spektrofotometrik yontemdir,
bu yontem es zamanli denklem yonteminin bir modifikasyonudur. Burada, etken maddenin
nitel tayini A (%1, 1 cm) ile gergeklestirilir ve diger etken maddenin nitel tayini ise absorbans
faktorii kullanilarak diger etken maddenin absorbansinin ¢ikarilmasiyla gergeklestirilir (Lotfy
vd., 2015).
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Sekil 1.13. Tipik bir UV-GB spektrumu

1.4.2.4.3. Cift Dalgaboyu Yontemi

Cift dalga boyu yontemi karisim spektrumundaki iki nokta arasindaki absorbans

farkini (AA) 6lgerek bir bilesenin girisim yapan diger bir bilesenin varliginda analiz edilmesini
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kolaylastirir. Bu yontemde (sekil 1.14); bilesenlerden analizi yapilacak bilesen olarak kabul
edilirken, digeri ise sadece girisim yapan bilesen olarak kabul edilir. Bu yontemin temeli,
girisim yapan bilesenin ayni1 absorbansi gosterdigi (AA sifira esittir) ve analizi yapilacak
bilesenin derisimle énemli bir absorbans farki gosterdigi iki dalga boyunun belirlenmesidir.
Karigimin spektrumundaki iki nokta arasindaki AA, girisim yapan bilesenden bagimsiz olarak

analizi yapilacak bilesenin derigimi ile dogru orantilidir (Jain vd., 2010).
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Sekil 1.14. Cift dalga boyu yonteminde ¢alisilacak dalgaboylarinin se¢imi (Mabrouk vd., 2014)

Cift dalga boyu yonteminin en Onemli avantajlarindan biri, dl¢iim 6zgiilliiglini
artirmasidir. iki farkli dalga boyunun kullanilmas, kirleticilerden, yardimci maddelerden veya
arka plan sinyallerinden kaynaklanan girisimlerin etkisini azaltarak hedef analitin daha secici
bir sekilde tayin edilmesine olanak saglamaktadir. Bu yaklasim, 6zellikle girisim yapan
kimyasallarin varliginda, analitlerin iki dalga boyundaki absorbans veya emisyon degerlerinin
karsilastirilmasi yoluyla daha yiiksek dogruluk elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica,
spesifik olmayan etkilesimlerden ve arka plan giiriiltiisiinden kaynaklanan katkilarin minimize
edilmesi sayesinde hedef analite ait sinyalin gii¢clendirilmesi saglanmakta ve bdylece yontemin

hassasiyeti artirilmaktadir (Mabrouk vd., 2014).

Buna karsin, ¢ift dalga boyu yonteminin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Tek
dalga boyuna dayali yontemlere kiyasla, her iki dalga boyu icin ayr1 kalibrasyon egrileri veya
denklemlerinin olusturulmasi gerekliligi, yontemin kalibrasyon siirecini daha karmasik hale
getirmektedir. Ayrica, ¢ift dalga boyunda 6l¢iim yapabilen optik sistemlere sahip donanim
ihtiyaci, daha yiiksek cihaz maliyetleri ve bakim gereksinimlerine yol acabilmektedir. Her ne

kadar girisimler biiyiik Olciide azaltilsa da, Ortiisen emilim spektrumlart veya spektral
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artefaktlar Ol¢lim dogrulugunu olumsuz etkileyebilmektedir. Bunun yani sira, karmasik
spektral 6zelliklere veya zayif tanimlanmis emilim bantlarina sahip analitler i¢in yontemin
uygulanabilirligi sinirlt olabilmektedir. Cift dalga boyu analizlerinde elde edilen verilerin
degerlendirilmesi, tek dalga boyu tekniklerine gére daha karmasik olup, dogru sonuglarin elde
edilmesi i¢in gelismis veri isleme yaklagimlari ve uzman yazilimlar gerekebilmektedir. Son
olarak, yontemin tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla sicaklik, pH ve 6rnek hazirlama
kosullar1 gibi deneysel parametrelerin dikkatle kontrol edilmesi ve optimize edilmesi

gerekmektedir (O’Brien vd., 2022).
1.4.2.4.4. Indiiklenmis Cift Dalgaboyu Yontemi

Iki farkli etken maddeyi ayn1 anda igeren bir ¢dzeltide, girisim yapan maddenin esit
absorbanslarina sahip iki farkli dalga boyu (A1 ve A2) bulunmuyorsa, asir1 ortiisen bu sifirinct
dereceden absorpsiyon spektrumlar igin indiiklenmis ¢ift dalgaboyu (1ID) yontemi uygulanr.
Yine ayni sebepten bu sekilde iki aktif bilesen igeren ¢ozeltilerde geleneksel c¢ift dalga boyu
yontemi uygulanamaz ve bu dalga boylarinda girisim yapan maddenin esitlik faktori
hesaplanir.

Bu yontemle, sifirinci dereceden spektrumlari birbirinden ayrilamayan iki etken
madde igeren ¢ozeltilerin iki farkli dalga boyundaki (A1 ve A2) absorbans verileri ile analiz
edilmesine olanak saglamaktadir. Burada absorbans farki AA (A1 — FA») sifira esit degildir.
Bu dalga boylarinda karisan maddenin bir esitlik faktorii (F # 1) hesaplanir (Lotfy vd., 2017).

Bu tez ¢alismasinda Dolutegravir, Lamivudin ve Abakavir’i tek basina ya da bir arada
iceren farmasdtik preaparatlarda bu etken maddelerin es zamanli tayinlerinin
gercgeklestirilmesi, bu amagla YPSK ve Spektrofotometrik yontemlerin gelistirilerek ulusal ve
uluslararasi kilavuzlar rehberliginde gegerli kilinmas1 amaglanmistir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerin hem mevcut yontemler ile hem de olusacak yeni yontemler ile karsilagtirilmasi

da planlanmis olup bu amagla diizenlenen tablolar tatmin edici sonuglar sunmustur.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecgler

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar ve Referans Maddeler

YPSK analizlerinde metanol (CHsOH, Sigma-Aldrich, Katalog No: 34851),
trifloroasetik asit (Sigma-Aldrich, Katalog No: A7262), trietilamin (Merck, Sigma-Aldrich,
Katalog No: 695092), hidrojen peroksit (H202), sodyum hidroksit (NaOH) ve hidroklorik asit
(HCI) kullanilmstir. Spektrofotometrik analizlerde ¢oziicii olarak metanol (Sigma-Aldrich,
Katalog No: 34860) tercih edilmistir. Calismada referans maddeler olarak Abakavir,
Dolutegravir ve Lamivudin kullanilmistir. Tirkiye ilag piyasasinda bulunan farmasoétik
preparatlardan Triumeq® 50 mg/600 mg/300 mg film kapli tablet calismaya dahil edilmistir.
Ulkemizde yalnizca bu dozda ruhsatlandirilmis olmasina ragmen, aymi iiretici tarafindan
geligtirilen ve FDA ile EMA tarafindan onaylanmis, farkli dozlarda etken maddeler igeren
Triumeq PD oral siispansiyon tabletleri (60 mg Abakavir, 5 mg Dolutegravir ve 30 mg
Lamivudin) de mevcuttur. Triumeq® 50 mg/600 mg/300 mg film kapli tablet, agizdan
uygulanan bir preparat olup her tablette 52,6 mg Dolutegravir sodyum (50 mg Dolutegravir’e
esdeger), 702 mg Abakavir siilfat (600 mg Abakavir’e esdeger) ve 300 mg Lamivudin
icermektedir; yardimci maddeleri arasinda D-mannitol, mikrokristalize seliiloz, povidon
K29/32, sodyum nisasta glikolat, magnezyum stearat ve Opadry II Mor 85F90057 (polivinil
alkol kismi hidrolize, titanyum dioksit, makrogol/PEG, talk, siyah demir oksit ve kirmizi demir
oksit) yer almaktadir. Ayrica yontemin farkli ticari preparatlara uygulanabilirligini
degerlendirmek amaciyla Dolutegravir ve Lamivudini birlikte igeren Dovato® 50/300 mg film
kapli tablet ile yalnizca Dolutegravir igeren Tivicay® 25 mg film kapli tablet de tez

calismasina dahil edilmistir.
2.1.2. Kullamlan Analitik Cihazlar ve Ekipmanlar

YPSK analizlerinde Dionex Ultimate Focused 3000 sivi kromatografi sistemi, diyot
dizi dedektor (DAD) ile birlikte kullanilmistir. Ayirma islemleri Spherisorb ODS2 C18 (3,5
um, 4,6 X 100 mm) analitik kolon {izerinde gergeklestirilmigtir. Tartim iglemleri i¢in Sartorius
MSU224S5-000-DU/2013 model analitik terazi, pH Olc¢timleri igin Seven Compact pH/Ion
S220 pH metre kullanilmistir. Numune hazirlama agamalarinda Ultrasonic LC60H ultrasonik

ve 1sitmali su banyosu, Wisestir Multi Hotplate manyetik karistiric1 ve etiiv kullanilmstr.
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Spektrofotometrik  analizlerde ise Shimadzu UV-1601 model UV-Vis
spektrofotometre kullanilmig olup, tartim ve karistirma islemlerinde Sartorius MSU224S-000-
DU/2013 analitik terazi ve Wisestir Multi Hotplate manyetik karistiricidan yararlanilmigtir.

2.2. Deneysel Kosullarin Optimizasyonu
2.2.1. YPSK i¢in Deneysel Kosullarin Optimizasyonu

YPSK i¢in, yaklagim olarak ii¢ etken maddeyi de ¢6zen, asidik ve bazik tampon
cozeltiler hazirlanmasina karar verildi. Farkli tampon c¢iftleri ve organik ¢6ziicli karisimlari
denendikten sonra pH: 3,5 in altindaki bir tampon ¢ozelti ve organik ¢oziicti olarak metanol

kullanilmasina karar verildi.

Ucg etken maddeyi kisa siirede ayirmak ve kolondan en fazla verimi almak i¢in yarisici
baz olan trietilamin ve iyon ¢ifti olusturucu ajan olan tifloroasetik asit ile tampon ¢6zeltinin
kurulmas1 diisiiniildii. Benzer analizlerde hacimce 1:1000 TFA kullanmildigi gbéz oOniinde
bulundurularak bu ¢ozeltiye artan miktarlarda TEA eklenerek denemeler yapildi. Nihayetinde
iki litrede 2,0 mL TFA igeren sulu ¢ozeltiye 3,5 mL TEA eklenerek elde edilen ¢ézeltinin

kullanilmasina karar verildi, bu ¢ozeltinin pH’s1 her denemede 3,15 olarak 6l¢iildii.

Ik denemeler yukarida verilen tampon ¢ozelti ve asetonitril veya metanol (50:50; h/h)
karigiminin mobil faz olarak kullanildigi C8 ve C18 kolonlarda gergeklestirilmis, ayirimin ve
pik sekillerinin daha iyi olmasindan dolay1 metanol ile devam edilmesine karar verilmistir.
Analiz siiresini kisaltmak ve ideal pik sekline ulagsmak amaciyla artan metanol oranlar1 ile C18
kolonlar ile denemelere devam edilmis ve Spherisorb ODS2 C18, (3,5 pum 4.6x100 mm)

kolonun bu ii¢ etken maddeyi ayni anda ayirmaya yeterli oldugu gézlenmistir.

Pek c¢ok deneme sonucunda izokratik yaklagimla bu ii¢ etken maddeyi anlamh
rezoliisyon degerleri ile ayirmak miimkiin olmadig1 i¢in gradyen yaklasima gecilmistir. Bu

sayede goreceli olarak oldukca kisa siire igerisinde analizin tamamlanmasi saglanmistir.

Bu anlamda farkl akis degerleri denenmis, 1,2 mL/dk. akis hizinin hem analiz siiresini

yeteri kadar kisa tuttugu hem de tolere edilebilir bir basing degeri olusturdugu goézlenmistir.

Analiz i¢in farkli hacimlerde enjeksiyonlar yapilmis, yeni nesil cihazlarin diisiik
enjeksiyon hacimlerinde bile tekrarlanabilir alanlar iiretmesi avantajindan faydalanilarak
enjeksiyon hacmi minimal diizeyde tutulmaya, kolona asir1 miktarda madde yiiklenmemeye

calisilmustir.
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Caligma dalgaboylari segilirken her {i¢ etkin madde igin Amaks degerleri kullanilmis, bu
sayede her {i¢ etken madde i¢in maksimum yanit alimi saglanmistir. Bu amagla YPSK cihaz
spektrum modunda calistirilarak enjeksiyonlar yapilmis ve elde edilen kromatogram ve

spektrumlar degerlendirilmistir.

YPSK cihazinda metot olusturulurken giin i¢i ve giinler arasi ¢aligmalar g6z oniinde
bulundurularak iki farkli metot yazilmis ancak sadece oto 6rnekleyici kisminin sicakligr farkl

girilmistir (20°C ve 5°C).

Kolon sicakliginin analiz boyunca sabit tutulmasi 6ngoriilmiis, farkl sicaklik degerleri
ile denemeler yapilmis, kolon ve analitler arasindaki etkilesimi en {iist diizeyde tutacak ancak
analizi etkilemiyecek, etken maddelerin bozunmasina yol agmayacak bir sicaklik secilmistir.

Optimize edilmis degerler ve diger cihaz parametreleri ¢izelge 3.1.’de verilmistir.

2.2.2. Spektrofotometrik Yontemi icin Deneysel Kosullarin Optimizasyonu

Dolutegravir ve Lamivudin igeren karigimlarda etken madde miktarlarini tayin etmek
i¢in absorbans diizeltme (AD) yontemi ve Indiiklenmis ikili dalgaboyu (IID) yontemleri
kullanilmagtir.

Yapilan pek ¢cok deneme, bu ii¢ etken maddenin benzer absorbans maksimalar1 ve
ortiisen spektrumlar sergilemeleri nedeniyle basarisizlikla sonuglanmasina karsin alternatif,
hizli, ekonomik bir metot gelistirme amaciyla denemelere devam edilerek hedefte
Dolutegravir ve Lamivudin birakilmis ve denemelere asagida verilen iki spektrofotometrik

uygulama ile devam edilebilmistir.
2.3. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon Calismalari
2.3.1. YPSK Gelistirme ve Validasyon Calismalari

2.3.1.1. Dogrusalhik ve Kalibrasyon Egrileri icin Standart Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Metodun dogrusal araliginin belirlenmesi ve elde edilen deney sonuglarinin saglikli
ve dogru sekilde yorumlanabimesi i¢in araliklari dogru ve olabildigince analizi kapsayacak bir

kalibrasyon ¢ozeltisi serisi planlanmistir. Bu amagla asagida verilen ¢ozeltiler hazirlanmgtir.

DTG stok ¢ozeltisi; 52,62 mg (50 mg Dolutegravir’e esdeger) Dolutegravir sodyum
CRS hassas sekilde tartilarak 10,0 mL’lik balon jojeye alinmus, daha sonra ¢oziicli olarak
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secilen hareketli faz A ve hareketli faz B karigitminda (50:50; h/h) ¢oziilerek hacmine yine aynmi

¢oziicii ile tamamlanmistir (5000 pg/mL).

3TC stok ¢ozeltisi; 40 mg Lamivudine CRS hassas sekilde tartilarak 20,0 mL’lik balon
jojeye alinmis, daha sonra ¢oziicii olarak se¢ilen hareketli faz A ve hareketli faz B karisiminda

(50:50; h/h) ¢oziilerek hacmine yine ayni ¢oziicii ile tamamlanmistir (2000 pg/mL).

ABC stok ¢ozeltisi 46,8 mg (40 mg Abakavir’e esdeger) Abakavir siilfat CRS hassas
sekilde tartilarak 10,0 mL’lik balon jojeye alinmig, daha sonra ¢6ziicii olarak segilen hareketli
faz A ve hareketli faz B karisiminda (50:50; h/h) ¢o6ziilerek hacmine yine ayni ¢oziici ile
tamamlanmigtir (2000 pg/mL). Hazirlanan stok g¢ozeltiler deney boyunca 5°C’de 1siktan

korunarak saklanmugtir.

Daha sonra asagidaki cizelgede (Cizelge 2.1) verilen hacimlerde stok ¢ozeltilerden
aliarak yine ayn1 tabloda verilen final hacimlere diliisyonlar yapilarak kalibrasyon serisi i¢in
¢oOzeltiler hazirlanmistir.  Elde edilen derisimler cizelge 2.2°de verilmistir. Hazirlanan
¢ozeltiler 0,22 pm membran filtrelerden siiziilerek YPSK viallerine alinmis ve her seferinde
analitik kolona 5 pL standart ¢ozeltileri enjekte edilmistir. Tiim pikler i¢in pik alanlari
kaydedilerek. pik alanlarina kars1 derisimler grafige gecirilmis, boylelikle her ii¢ etken madde
i¢in kalibrasyon egrileri ¢izdirilmistir. Analizlerde kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru
denklemlerinin kullanilmasi planlanmustir.

Cizelge 2.1. YPSK icin kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlig

No 1 2 3 4 5 6 7
DTG stok ¢ozeltiden alinan, pul 20 50 100 | 250 | 500 750 1000
3TC stok ¢ozeltiden alinan, pL. 125 | 50 125 | 375 | 500 750 1500
ABC stok ¢ozeltiden alinan, plL 25 125 | 375 | 750 | 1000 | 1250 | 1500
Final hacim mL 50 50 50 50 50 50 50

Cizelge 2.2. YPSK icin hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri derigimleri

No 1 2 3 4 5 6 7

C DTG, pg/mL 2.0 5.0 10.0 25.0 50.0 75.0 100.0
C3TC, pg/mL 5.0 20.0 50.0 150.0 200.0 300.0 600.0
C ABC, pg/mL 10.0 50.0 150.0 300.0 400.0 500.0 600.0
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2.3.1.2. Kesinligin Arastirilmasi (Giin I¢i ve Giinler Arasi)

Kesinligin degerlendirilmesi amaciyla, orta derisime karsilik gelen kalibrasyon
cozeltisinin (seviye 4) ardisik alti enjeksiyonundan elde edilen pik alanlara karsilik gelen
derisimler kullanilarak ortalama, standart sapma ve kesinligi ifade eden BSS degerleri

hesaplanmustir.

Kesinligin giin i¢i ve gilinler arasi diizeyde ayrintili olarak incelenmesi amaciyla,
kalibrasyon c¢aligmalar1 i¢in hazirlanan 3, 4 ve 5 numarali ¢ozeltiler (orta derisimler)
kullanilarak deneyler gergeklestirilmistir. Bu ¢dzeltiler, gilin igi ve giinler arasi deneylerde
kullanilmak iizere iki ayr1 grup halinde viallenmis; birinci grup ¢ozeltiler karanlikta ve oda
sicakliginda (20 °C), ikinci grup cozeltiler ise karanlikta ve 5 °C’de saklanmistir. Giin igi
calismalar kapsaminda, 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 ve 24. saatlerde elde edilen pik alanlari
kaydedilmistir. Giinler aras1 ¢alismalar ise birinci giinden besinci giine kadar gecen zaman
araliginda gergeklestirilmistir. Elde edilen pik alanlari, kalibrasyon grafiginden elde edilen

dogru denklemlerinde yerine konularak hesaplamalar yapilmistir.

Bu kapsamda, sirastyla 50, 150 ve 200 ug/mL Lamivudin (3TC), 150, 300 ve 400
ug/mL Abakavir (ABC) ve 10, 25 ve 50 ug/mL Dolutegravir (DTG) igeren ti¢ farkli derigim
seviyesinde ¢ozeltiler hazirlanmig ve iki ayri ¢aligma grubu olusturulmustur. Birinci grup
¢ozeltiler karanlikta ve 5 °C’de, ikinci grup ¢ozeltiler ise karanlikta ve 20 °C’de saklanmustir.
Gin i¢i kesinlik deneylerinde, hazirlanan ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20
ve 24. saatlerde sisteme enjekte edilmistir. Giin i¢i deneyler yalnizca 5 °C’de saklanan
cozeltiler lizerinden gerceklestirilmistir. Elde edilen pik alanlar, ilgili etken maddeye ait
kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denklemlerinde yerine konularak karsilik gelen

derigimler hesaplanmistir.

Giinler aras1 kesinlik deneylerinde ise, giin i¢i deneylerde de kullanilan ve sirastyla
50, 150 ve 200 pg/mL 3TC, 150, 300 ve 400 pg/mL ABC ve 10, 25 ve 50 pg/mL DTG igeren
¢ farkli seviyede hazirlanan ¢ozeltiler degerlendirilmistir. Bu ¢ozeltiler de iki ayr1 ¢aligma
grubu halinde planlanmis; birinci grup ¢ozeltiler karanlikta ve 5 °C’de, ikinci grup ¢ozeltiler
ise karanlikta ve 20 °C’de saklanmistir. Planlanan c¢alisma kapsaminda, c¢ozeltiler
hazirlandiktan sonraki 24. saatte (1. giin) baslanarak bes giin boyunca her giin ayni saatte
enjeksiyonlar ger¢eklestirilmistir. Elde edilen pik alanlari, ilgili etken maddeye ait kalibrasyon
grafiginden elde edilen dogru denklemlerinde yerine konularak karsilik gelen derisimler

hesaplanmustir.
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2.3.1.3. Dogrulugun Arastirilmasi (Geri Kazanim)

Onerilen YPSK metodunun dogrulugunu arastirmak amaci ile geri kazanim
calismalari planlanmigtir. Bu amagla ii¢ etken madde i¢in ikisinin orta derisimde tutuldugu,
geri kazanimi incelenecek etken maddenin orta derigimine gore % 50, % 100 ve % 150
degerine karsilik gelen derisimlerde sentetik ¢ozeltiler hazirlanmstur.

Dolutegravir Geri Kazanim: ABC ve 3TC orta derisiminde (150 vel50 ug/mL) DTG
icin orta derisiminin (25 pg/mL) %50 (12,5 pg/mL), %100 (25 pg/mL) ve %150 (37,5 pg/mL)
cozeltiler hazirlanmustir (Cizelge 2.3.)

Cizelge 2.3. YPSK i¢in DTG geri kazanim ¢ozeltileri hazirligi

No %50 %100 %150
ABC Stoktan alinan, pL 600 600 600
3TC Stoktan alinan, uL 1200 1200 1200
DTG Stoktan alinan, pL 250 500 750
Final Hacim, mL 20 20 20
Final DTG Derisim, pg/mL 12,5 25 37,5

Lamivudin Geri Kazanim: ABC ve DTG orta derisiminde (150 pg/mL ve 25 pg/mL)
3TC igin orta derigiminin (150 pg/mL) %50 (75 pg/mL), %100 (150 ug/mL) ve %150 (225

pg/mL) araliginda ¢ozeltiler hazirlanmistir (Cizelge 2.4.)

Cizelge 2.4. YPSK i¢in 3TC geri kazanim ¢ozeltileri hazirhigi

No %50 %100 %150
ABC 600 600 600
DTG Stoktan alinan, pL 500 500 500
3TC Stoktan alinan, pL 600 1200 1800
Final Hacim, mL 20 20 20
Final 3TC Derisim, pg/mL 75 150 225

Elde edilen pik alanlar1 kalibrasyon egrisinden elde edilen dogru denkleminde yerine
koyularak derigimler hesaplanmis, hesaplanan derisimler teorik degerlerine béliinerek % geri

kazanim sonuglari elde edilmistir.

Abakavir Geri Kazanim: DTG ve 3TC orta derigsiminde (25 ve 150 ug/mL) ABC i¢in
orta derisiminin (150 pg/mL) %50 (75 pg/mL), %100 (150 pg/mL) ve %150 (225 pg/mL)

araliginda ¢ozeltiler hazirlanmistir (Cizelge 2.5.)
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Cizelge 2.5. YPSK i¢cin ABC geri kazanim ¢ozeltileri hazirligi

No %50 %100 %150
ABC Stoktan alinan, pL 300 600 900
3TC Stoktan alinan, uL. 1200 1200 1200
DTG Stoktan alinan, pL 500 500 500
Final Hacim, mL 20 20 20
Final ABC Derigim, pg/mL 75 150 225

2.3.1.4. Saglamhgin Arastirilmasi

Yontemin saglamligiin arastirilmasi amaciyla gelistirilen yontem parametrelerinde
kasith kiigiik degisiklikler yapilmis ve yapilan degisikliklerin geri kazanim degerleri, simetri
faktorii ve teorik tabaka sayisi gibi nitel ve sistem uygunluk parametreleri iizerinden orijinal
yontem ile kiyaslanarak degerlendirilmesi planlanmistir. Planlanan degisim parametreleri

asagidaki ¢izelgede (Cizelge 2.6.) paylasilmistir.

Cizelge 2.6. YPSK icin optimize edilmis parametreler ve gerceklestirilmesi planlanan degisim degerleri

Parametre Akis Hiza, Hareketli Faz | Dalgaboyu, Kolon Hareketli
mL/dk B Orani, % nm Sicakhigr °C Faz A pH

Optimize 1,2 - 258,278 ve 294 | 40 3,15

Deger

Degisim +0,1 +2 +2 +2 +0,2

2.3.1.5. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Yontemin piyasada ticari olarak mevcut farmasotik dozaj formlarina da uygulanmasi
amaci ile Ankara’da yerel bir eczaneden alinan ve her film kapl1 tablette; 52,6 mg Dolutegravir
sodyum (50 mg Dolutegravir’e esdeger), 702 mg Abakavir siilfat (600 mg Abakavir’e esdeger)
ve 300 mg Lamivudin igeren Triumeq film kapl tabletler kullanilmistir. Bu tabletlerden 20
tanesi deney Oncesi analitik terazide tartilarak ortalama agirlik hesaplanmis, daha sonra bir
havan igerisinde ezilerek homojen bir toz karisim elde edilmis ve bu homojen karigimdan bir
tablet agirligina esdeger tablet tozu tartilarak 100,0 mL’lik balon jojeye alinmis iizerine
yaklasik 80 mL ¢oziicii karisimi eklenerek ve ultrasonik banyo/manyetik karistirict yardimiyla
¢0Oziilmiis ve ardindan hacmine yine ¢oziici karigimi ile tamamlanmigstir. Daha sonra bu
¢ozeltiden 2,0 mL alinarak 20,0 mL’lik balon jojeye alinmis yine ¢6ziicii karisimi ile hacmine
tamamlanmustir. Elde edilen ¢ozelti YPSK vialine alinmadan 6nce 0,22 um PVDF enjektor

ucu filtre yardimiyla siiziilmiistiir.
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Yontemi farkli preparatlara uygulamak amaci ile bu {i¢ etken maddeyi ayni anda
icermeyen ancak DTG ve 3TC’1 bir arada igeren (Dovato 50 ve 300 mg film kapl1 tablet) ve
sadece DTG igeren (Tivicay® 25 mg film kapl tablet) ticari preparatlar da tez ¢alismasina
dahil edilmistir. Bu ticari preparatlara da yukarida anlatilan numune hazirlama prosediirii

uygulanmis olup diliisyon faktorleri ve final numune ¢6zeltisi derisimleri asagida verilmistir.

Cizelge 2.7. Ticari preparatlar kullanilarak hazirlanan numune ¢ozeltileri

Preparat Seyrelme Katsayis1 | ABC pg/mL | DTG pg/mL | 3TC pg/mL
Triumeq 1:1000 600 50 300

Dovato 1:1000 - 50 300
Tivicay 1:500 - 50 -

YPSK cihazina enjekte edilen numune ¢ozeltisine ait pik alanlarimin ortalamasi
hesaplanarak kalibrasyon egrisi ¢aligmasindan elde edilen denklemde yerlerine konmus ve

numune igerisindeki etken madde miktarlar1 hesaplanmustir.
2.3.1.6. Zorlanmis Bozunma Calismalari

Hizlandirilmis stabilite (ya da zorlanmis bozunma) c¢alismalar1 ic¢in kalibrasyon
cozeltilerinin orta derisimlerine karsilik gelen seviye 4 ¢ozeltileri (DTG: 25 pg/mL, ABC: 100
pg/mL ve 3TC: 150 pg/mL) kullanilmistir. Yapilan islemler asagida verilmistir.

Termal bozunma; 25 pg/mL DTG, 100 pg/mL ABC ve 150 pg/mL 3TC: iceren
¢ozeltiden 2 mL alinarak YPSK vialine konmus, 70°C’de bir saat ve iki saat bekletilerek
sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonucu elde edilen pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden

elde edilen denklemde yerine konarak gézlenen derisimler hesaplanmustir.

Asidik bozunma; 25 pg/mL DTG, 100 pug/mL ABC ve 150 pg/mL 3TC: igeren
¢oOzeltiden 1 mL alinarak {izerine 1 mL 0,1 M HCI ¢ozeltisi eklenerek YPSK vialine konmus,
oda sicakliginda ve karanlikta bir saat ve iki saat bekletilerek sisteme enjekte edilmistir.
Enjeksiyon sonucu elde edilen pik alanlari kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde

yerine konarak diliisyon faktorii de hesaba dahil edilerek gozlenen derisimler hesaplanmistir.

Alkali bozunma; 25 pg/mL DTG, 100 pg/mL ABC ve 150 pg/mL 3TC: igeren
¢ozeltiden 1 mL alinarak iizerine 1 mL 0,1 M NaOH ¢ozeltisi eklenerek YPSK vialine konmus,
oda sicakliginda ve karanlikta bir saat ve iki saat bekletilerek sisteme enjekte edilmistir.
Enjeksiyon sonucu elde edilen pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde

yerine konarak diliisyon faktorii de hesaba dahil edilerek gozlenen derisimler hesaplanmstir.
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Oksidatif bozunma; 25 pg/mL DTG, 100 ug/mL ABC ve 150 ug/mL 3TC: igeren
¢ozeltiden 1 mL alinarak tizerine 1 mL % 3 H2O; ¢ozeltisi eklenerek YPSK vialine konmus,
oda sicakliginda ve karanlikta bir saat ve iki saat bekletilerek sisteme enjekte edilmistir.
Enjeksiyon sonucu elde edilen pik alanlar1 kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde

yerine konarak diliisyon faktorii de hesaba dahil edilerek gozlenen derisimler hesaplanmugtir.
2.3.2. Spektrofotometrik Yontemlerin Gelistirilmesi ve Validasyon Calismalari

2.3.2.1. Dogrusalhk ve Kalibrasyon Egrileri icin Standart Cozeltilerin

Hazirlanmasi

Spektrofotometrik analizler i¢in: 15,0 mg DTG ve 15,0 mg 3TC hassas bir sekilde
tartilarak 50,0 mL’lik balon jojeye alind1 ve bir miktar metanol eklenerek ¢oziildii daha sonra
hacmine MeOH ile tamamlandi. Bu asamada her iki etken maddenin stok ¢ozelti derisimi 300
ug/mL olarak hesaplandi. Daha sonra asagidaki tabloda verilen sekilde kalibrasyon igin

¢Ozeltiler hazirlandi.

Cizelge 2.8. Spektrofotometrik yontemler igin kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlig

No 1 2 3 4 5 6 7

DTG stok ¢ozeltiden alinan, pL 500 833 1.333 | 2.000 | 2.500 | 3.333 | 4.000

3TC stok ¢ozeltiden alinan, pL 500 1.333 | 2.000 | 2.500 | 3.333 | 4.000 | 5.000

Final hacim mL 50 50 50 50 50 50 50

Cizelge 2.9. Spektrofotometrik yontemler i¢in hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri derigimleri

No 1 2 3 4 5 6 7
C DTG, pg/mL 3,0 5,0 8,0 12,0 15,0 20,0 24,0
C3TC, pg/mL 3,0 8,0.0 12,0 150.0 20,0 24,0 30,0

Hazirlanan kalibrasyon grafigi ¢ozeltileri kuvartz kiivetlere alinarak 200-400 nm
araligindaki spektrumlar1 kaydedilmis ve elde edilen spektrumlar asagida verilen yontemler

ile degerlendirilmistir.

45



2.3.2.2. Absorbans Diizeltme Yontemi

Yontemi uygulamak igin aktif bilesenlerden biri olan DTG'in faktér degeri bulundu.
Faktor degerini bulmak i¢gin DTG'nin 272,0 nm dalga boyundaki absorbansi 320,0 nm'deki
absorbans degerine boliindii. Dalga boyunu se¢mek i¢in 3TC'nin maksimum absorbansa sahip
oldugu ve diger aktif bilesenin (DTG) de girisim yaptigi1 272,0 nm dalga boyu se¢ildi. Diger
dalga boyu (320,0 nm) belirlenirken DTG'nin absorbansinin mevcut oldugu ve digerinin (3TC)
mevcut olmadig: dalga boyu secildi. Secilen dalga boylar1 Sekil 2.1.'de gosterilmektedir.

Yontem bu iki etken maddeyi igeren ¢ozeltilere uygulanirken, karisimin
spektrumunda 320,0 nm dalga boyundaki absorbans degeri hesaplanan faktér degeri ile
carpilir. Bdylece 272,0 nm dalga boyundaki DTG’in diizeltilmis absorbans degeri elde edilir.
DTG derisimi 272,0 nm dalga boyunda elde edilen ve diizeltilerek elde edilen absorbans

degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafiginden hesaplanmstir.

Diger aktif bilesen olan 3TC’i belirlemek igin, DTG'min daha O6nce hesaplanan
absorbansi, karisimin 272,0 nm'deki absorbans degerinden ¢ikarilmistir. Kalibrasyon egrisi

272,0 nm'de Slgiilen absorbans degerleri kullanilarak olusturulmustur.
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Sekil 2.1. DTG ve 3TC i¢in se¢ilen dalgaboylarinin gdsterimi

2.3.2.3. indiiklenmis ikili Dalgaboyu Yontemi

Bu yontem, segilen iki dalga boyu arasindaki girisim yapan maddenin absorbansinin

ortadan kaldirlmasina dayanir. Geleneksel ¢ift dalga boyu yonteminin (DWM) aksine, bu
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yontem, girisim yapan maddenin absorbans farkinin (AA) sifira esit olmadigi durumlarda
uygulanir. Oncelikle iki farkli dalga boyu, A1 ve A» segilir. 3TC'nin segilen iki dalga boyundaki
etkisini yok etmek i¢in, 3TC'nin se¢ilen iki dalga boyundaki (258,0 nm ve 272,0 nm) sifirinci
dereceden spektrumunun esdegerlik faktorii (Fsrc) hesaplanir. Esitlik faktoriinii hesaplamak
i¢in, secilen dalga boylarindaki absorbans degerleri birbirine bdliiniir. Sonug olarak, karigimin
spektrumunda secilen iki dalga boyu arasindaki absorbans farki, DTG maddesinin derigimi ile
dogru orantilidir. DTG derisimi, regresyon denklemi kullanilarak hesaplanir. Denklem,
DTG'in sifirinct dereceden spektrumlarinin absorbans farki degerlerinin derisime karsi
cizilmesiyle elde edilir. Aktif bilesen 3TC'nin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in yukarida
verilen prosediir kullanilarak. 3TC derisimi, iki secilmis dalga boyunda (272,0 ve 240,0 nm)

stfirinct dereceden DTG'nin esdegerlik faktorii (Fprg) kullanilarak hesaplanir.

Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen dogru denklemleri istatistiksel olarak
degerlendirilmis, deneysel siirecin ileriki asamalarinda kullanilmalar1 uygun goriilmiistiir.
Ayrica bu veriler ile ICH rehberi Q2R2 “4.2.2 Validation of lower range limits” basligi
altindaki “4.2.2.2 Based on the Standard Deviation of a Linear Response and a Slope”
kismindan faydalanarak tayin alt sinir1 (TAS) ve yakalama sinirlart (YS) da hesaplanmistir.

Elde edilen veriler ¢izelge 3.12.’de verilmistir.
2.3.2.4. Dogrulugun Arastirilmasi (Geri Kazanim)

Onerilen spektrofotometrik metotlarin dogrulugunu arastirmak amaci ile geri kazanim
calismalari planlanmistir. Bu amagla DTG ve 3TC etken maddeleri i¢in birinin orta derisimde
tutuldugu, geri kazanimi incelenecek diger etken maddenin orta derisimine gore % 50, % 100

ve % 150 degerine karsilik gelen derisimlerde sentetik ¢ozeltiler hazirlanmustir.

Dolutegravir geri kazanim; 3TC orta derisiminde (15,0 pg/mL) DTG igin orta
derigiminin (12,0 pg/mL) %50 (6,0 pg/mL), %100 (12,0 pg/mL) ve %150 (18,0 pg/mL)
¢ozeltiler hazirlanmustir (Cizelge 2.9.)
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Cizelge 2.10. Spektrofotometrik yontemler icin DTG geri kazanim ¢ozeltileri hazirligi

No %50 %100 %150
3TC Stoktan alinan, pL 2500 2500 2500
DTG Stoktan alinan, pLL 1000 2000 3000
Final Hacim, mL 50 50 50
Final DTG Derigim, pg/mL 6,0 12,0 18,0

Lamivudin geri kazanim; DTG orta derisiminde (12,0 pg/mL) 3TC igin orta
derigiminin (15,0 pg/mL) %50 (7,5 pg/mL), %100 (15,0 pg/mL) ve %150 (22,5 pg/mL)

cozeltiler hazirlanmustir (Cizelge 2.10.)

Cizelge 2.11. Spektrofotometrik yontemler i¢cin 3TC geri kazanim ¢6zeltileri hazirligi

No %50 %100 %150
3TC Stoktan alinan, pL 1250 2500 3750
DTG Stoktan alinan, pL. 2000 2000 2000
Final Hacim, mL 50 50 50
Final 3TC Derigim, pg/mL 75 15,0 22,5

2.3.2.5. Yontemin Farmasotik preparatlara Uygulanmasi

Yontemin piyasada ticari olarak mevcut farmasétik dozaj formlarina da uygulanmasi
amaci ile yurtdigindan temin edilen Dovato film kapl tablet (50 mg DTG ve 300 mg 3TC
icerir) kullamilmistir. Bu tabletlerden 20 tanesi deney Oncesi analitik terazide tartilarak
ortalama agirlik hesaplanmig, daha sonra bir havan igerisinde ezilerek homojen bir toz karigim
elde edilmis ve bu homojen karisimdan bir tablet agirligina esdeger tablet tozu tartilarak 100,0
mL’lik balon jojeye almmis iizerine yaklagtk 80 mL MeOH eklenerek ve ultrasonik
banyo/manyetik karistirict yardimiyla ¢oziilmiistiir. Daha sonra hacmine yine MeOH ile
tamamlanan stok ¢6zelti yine MeOH kullanilarak 1/150 oraninda seyreltilmis ve final ¢ozelti
analiz edilmeden 6nce 0,22 um PVDF enjektor ucu filtre yardimiyla siiziilmiigtiir (3,33 pg/mL
DTG ve 20,0 pg/mL 3TC).

Cizelge 2.12. Ticari preparat kullanilarak hazirlanan numune ¢6zeltisi

Preparat

Seyrelme Katsayisi

ABC pg/mL

DTG pg/mL

3TC pg/mL

Dovato

1:15000

3,33

20,0

Elde edilen ¢o6zeltinin spektrumunda 320,0 nm dalga boyundaki absorbans degeri
hesaplanan faktor degeri ile ¢arpilir..Boylece 272,0 nm dalga boyundaki DTG’in diizeltilmis
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absorbans degeri elde edilir. DTG derisimi 272,0 nm dalga boyunda elde edilen ve diizeltilerek

elde edilen absorbans degerleri ile olusturulan kalibrasyon grafiginden hesaplanmistir.

Diger aktif bilesen olan 3TC’i belirlemek i¢in, DTG'min daha 6nce hesaplanan
absorbansi, karisimin 272,0 nm'deki absorbans degerinden ¢ikarilmistir. Kalibrasyon egrisi

272,0 nm'de Slgiilen absorbans degerleri kullanilarak olusturulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. YPSK ile Elde Edilen Bulgular

DTG, 3TC ve ABC tayini i¢in optimize edilen YPSK analiz parametreleri Cizelge

3.1°de ayrintili olarak sunulmustur.

Cizelge 3.1. Optimize edilmis YPSK parametreleri

Analitik Kolon

Waters Spherisorb® ODS2 C18 3.5um 4,6x100 mm

Hareketli Faz A

0,175 % TEA ve 0,1 % TFA in water

Hareketli Faz B Metanol
Akis Hizi, mL/dk 1,2
Enjeksiyon hacmi, pL 5uL
Tkoton °C 40

Toto srnekleyicir °C 20ve 5
Calisma Siiresi, dk. 6

Analiz Dalgaboylari, nm

1:258 (DTG), 42:278 (3TC), X3:294

Gradyen Akis Degerleri

Zaman, dk. % (h/h) Hareketli Faz A % (h/h) Hareketli Faz B
0.0 50 50

2.0 50 50

2.1 0 100

4.0 0 100

4.2 50 50

6.0 50 50
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3.1.1. Etken Madde Kromatogram ve Spektrumlari

Gelistirilen YPSK yonteminin degerlendirilmesi amaciyla, DTG, 3TC ve ABC etken

maddelerine ait kromatogram ve UV spektrumlar1 optimum analiz kosullar1 altinda elde

edilmistir. DTG, 3TC ve ABC’nin kromatogramlarinda iyi ¢oziinmiis, simetrik pikler

gozlenmis ve herhangi bir girisim tespit edilmemistir (Sekil 3.1-3.3). Elde edilen UV

spektrumlarinin her bir etken maddeye 6zgii karakteristik absorbans 6zelliklerini yansittig1 ve

literatiirle uyumlu oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, gelistirilen yontemin etken maddelerin

eszamanl1 tayini i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

- Triumeg #14 [modified by USER] Cal-4

UV_VIS_t

400

300+

1004

mAll 41482

WVL:258 nm

50,04

30,04

20,04

10,04

0.0+

Peak #3 100% st 4.10 min
80,04

[ T T T T
190 250 200 350 400

Sekil 3.1. Optimum analiz kosullarinda elde edilen DTG kromatogram ve spektrumu

1400+

1.200+

1.000+

800+

400+

Triumeq #118 arc

Uv_vis_3

mAl

-1113

581 L

I‘SBZ

WYL:270 nm

$

Peak #1 100% at 1.11 min
80,0

2784

40,0

0.0+

10,0

Sekil 3.2. Optimum analiz kosullarinda elde edilen 3TC kromatogram ve spektrumu
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Triumeg #115
057

UV Vs 3 Feak#1 1UU% 8t 1.44 min

80.0

] ”‘"\i—' g AL -

Off, RefBandwidth

—

4, Refivavelangth

1004

270.0, Bw

581
'

-1437

WVL:270 nm #

40,04

.04

10.04

=.0da, wh

Sekil 3.3. Optimum analiz kosullarinda elde edilen ABC kromatogram ve spektrumu

3.1.2. Kalibrasyon Egrileri

preparatin birim formiilii de g6z Oniinde bulundurularak derisimlere karar verilmistir. Bu

amagla yontemin safsizlik analizlerinde de kullanilabilmesi icin olabildigince diisiik

derisimlerden fazladan ilave seyreltme islemlerine gerek kalmayacak sekilde miktar tayini

analizlerinde de kullanilabilmesi i¢in olabildigince yiiksek derisim araliginda caligmasi

diistiniilmistiir. Bu amagla ¢izelge 2.3’ de verilen standart ¢ozeltileri hazirlanarak (DTG igin
5-200 pg/mL, 3TC i¢in 5-600 pg/mL ve ABC i¢in 5-900 pg/mL aralifinda) 5 pL enjeksiyonlar

yapilmisg ve her bir etken madde i¢in pik alanlari kendi Amaks’larinda (DTG i¢in A1:258 nm, 3TC

icin A2:278 nm ve ABC igin A3:294 nm) okunarak elde edilen alanlara kars ilgili derisimler

grafige gegirilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafikleri sekil 3.4., 3.5. ve 3.6.’da olusan dogru

denklemleri ve elde edilen istatistiksel veriler ise Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Pik alam

IDTG Kalibrasyon Grafigi, 258 nm /.

o
g y = 0.0837x - 0.00586
R?=0.9987

40 60 80 100 120 140 160 180 200

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.4. YPSK ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.5. YPSK ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.6. YPSK ile elde edilen ABC kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.2. YPSK ile olusturulan kalibrasyon grafikleri igin elde edilen dogru denklemlerine ait
istatistiksel veriler

Etken Madde Calisma Arahgi R? SS YS (ng/mL) TAS (ng/mL)
(ng/mL)
DTG 5,0 - 200,0 0,9987 | 0,102 4,0 12,2
3TC 5,0 - 600,0 0,9997 | 0,125 6,8 20,6
ABC 5,0 - 900,0 0,9997 | 0,371 9,5 28,7

3.1.3. Tekrarlanabilirlik

Sistemin tekrarlanabilirligi orta derisimlerdeki (seviye 4) standart ¢dzeltisinin ardigik
alt1 enjeksiyonu ile kontrol edilmistir. Elde edilen veriler ve hesaplanan bagil standart sapma
degerleri Cizelge 3.3.’de verilmistir. DTG, 3TC ve ABC igin BSS degerleri sirasiyla %1,05,

%0,28 ve %0,27 olarak bulunmustur. Tim etken maddeler i¢in BSS degerlerinin %2’nin
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altinda oldugu goriilmiis olup, bu sonuglar yontemin iyi bir tekrarlanabilirlige sahip oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.3. YPSK ile standart ¢6zeltinin ardisik alt1 enjeksiyonundan elde edilen alanlar ve hesaplanan
SS ve BSS degerleri

No DTG 3TC ABC
1 4,7586 31,4106 111,9374
2 4,7252 31,5271 112,2356
3 4,6767 31,3474 111,75
4 4,659 31,2858 111,5017
5 4,6243 31,3303 111,4565
6 4,6595 31,3075 111,5774
Ort. 4,683883 31,36812 111,7431
SS 0,049204 0,088758 0,299408
BSS 1,05 0,28 0,27
3.1.4. Kesinlik

Sistem kesinligi giin i¢i ve giinler arasi ¢aligmalar ile kontrol edilmistir. Elde edilen

veriler ve hesaplanan bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.4. ve 3.5.”de verilmistir.
3.1.4.1. Giinici Deney Sonuclari

Sirasiyla 50, 150 ve 200 pg/mL Lamivudin (3TC), 150, 300 ve 400 pg/mL ABC ve
10, 25 ve 50 pg/mL DTG igeren ii¢ farkli seviyede ¢ozeltiler hazirlanmis ve iki ayr1 ¢alisma
grubu planlanmustir. ilk grup ¢ozeltiler karanlikta ve 5 °C’de ikinci grup ¢dzeltiler ise yine
karanlikta ve 20 °C’de saklanmistir. Giin i¢i deneylerde hazirlanan ¢ozeltiler hazirlandiktan
sonra 2,4, 6, 8, 12, 16, 20 ve 24. saatlerde enjeksiyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Giin ici
deneyler sadece 5 °C’de saklanan ¢ozeltiler lizerinden gerceklestirilmistir. Elde edilen pik
alanlan ilgili etken maddenin kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminde yerine
konarak karsilik gelen derisimler hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar ve bu sonuglara dair

standart sapma verileri Cizelge 3.4.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. YPSK ile elde edilen giin i¢ci deney sonuglari

3TC5°C Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
2. Saat 94,62 103,53 100,30
4, Saat 94,89 103,77 99,86
6. Saat 94,90 103,79 99,35
8. Saat 94,69 103,75 99,11
12. Saat 94,69 103,71 98,88
16. Saat 94,45 103,84 98,69
20. Saat 96,35 105,11 101,31
24. Saat 96,23 105,53 101,33
SS 0,75 0,75 1,04
BSS 0,79 0,72 1,04
ABC 5°C Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
2.H 98,76 102,71 106,24
4.H 98,82 102,52 105,18
6.H 98,76 102,33 104,46
8. H 98,60 102,34 104,28
12.H 98,53 102,34 104,04
16.H 98,06 102,43 104,01
20.H 99,95 103,50 106,35
24.H 99,80 103,95 106,44
SS 0,64 0,62 1,07
BSS 0,65 0,60 1,02
DTG 5 °C Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
2.H 97,44 95,23 96,88
4.H 97,12 95,92 98,58
6.H 97,47 96,61 98,12
8. H 96,32 96,68 99,45
12.H 98,49 98,52 100,35
16.H 100,06 98,86 98,86
20.H 100,50 100,00 102,10
24 H 99,75 101,13 102,43
SS 1,55 2,08 1,93
BSS 1,58 2,13 1,94
3.14.2. Giinler Arasi Deney Sonuclar:

Giinler aras1 deneyler giin i¢i deneyler ile ayn1 say1 derisimdeki ¢ozeltiler ile iki farkli
grupta gerceklestirilmistir. ilk grup karanlikta ve 5°C’de saklanan ¢ozeltiler, ikinci grup ise
karanlikta ve 20°C’de saklanan ¢ozeltileri igermektedir. Analizler 24. saatte (1. giin) ve 5 giin

boyunca ayni1 saatte enjeksiyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen pik alanlar ilgili
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etken maddenin kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denkleminde yerine konarak
karsilik gelen derisimler hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar ve bu sonuglara dair standart

sapma verileri Cizelge 3.5.’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.5. YPSK ile elde edilen giinler aras1 deney sonuglari

‘ Seviye 1 ‘ Seviye 2 Seviye 3 Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
3TC5°C 3TC 20 °C
Giin1 96,23 105,53 101,33 Ginl 9597 103,43 101,47
Gin2 101,65 104,94 102,48 Gin2 9666 104,80 101,08
Gin3 |96 06 101,28 100,31 Gin3 |96 39 105,52 102,41
Gind4 9768 104,05 102,58 Gind 19711 105,65 102,45
Giin5 9682 103,16 102,22 GinS5 95246 102,39 100,32
SS 2,30 1,67 0,96 SS 0,63 1,41 0,91
BSS 2,35 1,61 0,94 BSS 0,65 1,35 0,90
ABC 5 °C ABC 20 °C
Ginl 19975 103,95 106,44 Ginl 100,04 102,14 101,47
Gin2 110161 99,63 105,40 Giin2 |99 80 103,01 105,83
Giin3 19960 99,81 104,98 Giin3 9960 103,53 106,98
Gind 101,14 102,30 106,97 Giin4 | 100,20 103,61 107,16
GinS 100,13 101,80 106,04 GinS 9872 102,92 104,78
SS 0,88 1,81 0,79 Ss 0,58 0,59 2,32
BSS 0,88 1,78 0,75 BSS 0,58 0,57 2,20
DTG 5 °C DTG 20 °C
Ginl 199380 101,13 102,43 Ginl 110395 102,28 103,84
Gin2 107,02 103,44 104,49 Gin2 101,57 104,66 105,21
Gin3 110756 100,78 103,73 Giin3 |99 60 104,52 105,79
Giin4 106,69 103,42 106,88 Giin4 | 10041 103,37 104,69
GinS 110261 103,12 102,28 GiinS 9979 103,21 101,16
SS 3,39 1,31 1,87 SS 1,79 0,99 1,81
BSS 3,24 1,28 1,80 BSS 1,77 0,96 1,74

3.1.5. Dogruluk, Geri Kazamim Deney Sonuclari

Onerilen YPSK dogrulugu yapilan geri kazanim ¢alismalar1 ile degerlendirilmis olup
bu amagla orta derisimine gore %50, %100 ve %150 derisimdeki sentetik ¢ozeltiler
hazirlananmistir. Elde edilen veriler gizelge 3.6.’da verilmistir.

degerleri %99,2-%100,9 araliginda, DTG igin %99,0-%100,6 araliginda ve 3TC ig¢in

ABC igin geri kazanim

%100,1-%100,7 araliginda bulunmustur. Tiim etken maddeler ve tiim derisim seviyeleri i¢in
geri kazanim degerlerinin kabul edilebilir sinirlar i¢inde oldugu gorilmiistiir. Bu sonuglar,
gelistirilen YPSK yonteminin yiiksek dogrulukta ve giivenilir sonug¢lar verdigini

gostermektedir.
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Cizelge 3.6. YPSK ile elde edilen geri kazanim degerleri

No/Seviye % 50 % 100 %150
ABC Geri Kazanim

1 56,1865 109,4968 160,1236

2 55,0123 109,299 160,5523

3 55,0236 109,854 160,5863

Ortalama 55,4075 109,5499 160,4207

% Geri Kazanim 99,2 100,9 99,4
DTG Geri Kazanim

1 2,33835 4,8526 7,2965

2 2,3295 4,8852 7,3156

3 2,31215 4,9106 7,2958

Ortalama 2,3267 4,8828 7,3026

% Geri Kazanim 99,8 100,6 99,0
3TC Geri Kazanim

1 15,8852 30,2682 44,8563

2 15,8523 30,1658 45,0165

3 15,8265 30,3217 44,9856

Ortalama 15,8547 30,2519 44,9528

% Geri Kazanim 100,5 100,1 100,7

3.1.6. Saglamhgin Arastirilmasi

Yontemin saglamligiin arastirilmasi amaciyla gelistirilen yontem parametrelerinde

kasith kiigiik degisiklikler yapilmis ve yapilan degisikliklerin geri kazanim degerleri, simetri

faktorii ve teorik tabaka sayisi gibi nitel ve sistem uygunluk parametreleri iizerinden orijinal

yontem ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler asagidaki cizelgede (Cizelge

3.7.) paylasilmistr.
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Cizelge 3.7. Optimize edilmis parametreler ile ve degisiklikler sonrasi elde edilen veriler

Parametre Degisim 3TC ABC |DTG |3TC |ABC |DTG |3TC ABC |DTG
Kosulu GK GK GK |As As As Plaka | Plaka | Plaka
(%)  [(%) [ (%)
Standart - 99.8 11002 995 | 1,08| 1,10| 1,05| 4125| 3724 | 40500
Kosullar
Akis Hiz, -01mL [99.4 [100.5 [99.2 | 1,07| 1,10| 1,05| 4196| 3668 | 40440
mL/dk (1,2
mL/dk) +0.1mL [99.6 [99.8 [99.7 | 1,08 1,11| 1,04| 4180| 3689 | 40466
Mobil Faz -%2HF 5 |98.9 |100.1 |99.1 | 1,11| 1,09| 1,05| 4267| 3721 | 40355
Orani, % X
(Gradyen) +9%2HF 5 [ 100.1 [100.4 [99.9 | 1,09| 1,09| 1,05| 4215| 3704 | 40370
258 -2 nm 99.3 1,06 40296
258+2 nm 99.6 1,07 40208
Dalga Boyu, 278 2nm [99.6 1,08 4098
nm (258, 278
ve 294 nm) 278+2 nm |100.2 1,09 4087
294-2 nm 99.9 1,10 3756
294+2 nm 100.3 1,11 3752
2°C 992 [99.8 [99.7 | 1,08| 1,11| 1,07| 4125| 3567 | 40456
Tkolon (40 OC)
+2°C 99.6 [100.1 [100.2| 1,07| 1,09| 1,05| 4125| 3590 | 40875
0.2 992 1999 (994 | 1,09| 1,10| 1,06| 4125| 3678 | 40478
pH (3,15)
+0.2 99.9 [100.1 [99.8 | 1,10| 1,10| 1,07| 4125| 3708 | 40369

3.1.7. Zorlanmis Bozunma Deney Sonuclari

3.1.7.1. Termal Bozunma

YPSK yontemi ile gergeklestirilen termal bozunma ¢alismasinda, DTG, 3TC ve ABC

igeren Ornekler 50 °C’de 1 ve 2 saat siireyle termal strese maruz birakilmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 3.7’de sunulmustur. 50 °C’de 1 saatlik uygulama sonucunda etken
maddelerin yiizde igerik degerleri 3TC i¢in %101,72, ABC igin %101,53 ve DTG i¢in

%107,73 olarak bulunmustur. Termal stres siiresi 2 saate ¢ikarildiginda ise yilizde igerik

degerlerinin sirasiyla 3TC i¢in %103,90, ABC i¢in %102,50 ve DTG igin %109,90’a

yiikseldigi gézlenmistir. Bu sonuglar, uygulanan termal kosullar altinda etken maddelerde

belirgin bir bozunma olusmadigini ve gelistirilen YPSK yonteminin termal stres kosullarinda

da giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir.
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Cizelge 3.8. YPSK ile elde edilen termal bozunma ¢alismasi sonuglari

Termal Bozunma 3TC ABC DTG
Seviye 4- 50 °C 1 Saat 30,2965 109,8523 5,2166
Seviye 4- 50 °C 1 Saat 31,1528 110,5113 5,2703
Ortalama 30,72465 110,1818 5,24345
% lcerik 101,72 101,53 107,73
Seviye 4- 50 °C 2 Saat 31,2272 110,6832 5,2733
Seviye 4- 50 °C 2 Saat 31,532 111,691 5,4377
Ortalama 31,3796 111,1871 5,3555
% lcerik 103,9 102,5 109,9

3.1.7.2. Asidik Bozunma

Asidik bozunma ¢alismalar1 kapsaminda, DTG, 3TC ve ABC igeren ornekler 0,1 M
HCI ortaminda 1 ve 2 saat siireyle bekletilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.8’de
verilmistir. 0,1 M HCl’de 1 saatlik asidik stres uygulamasi sonrasinda, 3TC ve DTG i¢in yiizde
icerik degerleri sirasiyla %59,5 olarak bulunmustur. Ayn1 kosullarda ABC’ye ait pik tespit
edilememistir. Asidik bozunma siiresi 2 saate ¢ikarildiginda, 3TC ve DTG igin yiizde icerik
degerlerinin sirasiyla %77,0 ve %75,8’e yiikseldigi belirlenmistir. Bu bulgular, asidik kosullar
altinda etken maddelerde belirgin bozunma meydana geldigini ve 6zellikle ABC’nin asidik

ortama kars1 daha hassas oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.9. YPSK ile elde edilen asidik bozunma caligmasi sonuglart

Asit Bozunma 3TC ABC DTG
Seviye 4-0,1 M HCI 1 Saat 19,2507 degerlendirilemedi | 5 9121
Seviye 4-0,1 M HCI 1 Saat 17,8238 degerlendirilemedi | 7 7086
Ortalama 18,5373 degerlendirilemedi | 5 81035
%ig:erik 59,5 degerlendirilemedi 59,5
Seviye 4-0,1 M HCI 2 Saat 23,7446 degerlendirilemedi | 3 6329
Seviye 4-0,1 M HCI 2 Saat 23,7172 degerlendirilemedi | 3 5316
Ortalama 23,7309 degerlendirilemedi | 3 63225
%icerik 77.0 degerlendirilemedi 758

3.1.7.3. Alkali Bozunma

Alkali bozunma ¢aligmalar1 kapsaminda, DTG, 3TC ve ABC igeren érnekler 0,1 M
NaOH ortaminda 1 ve 2 saat siireyle bekletilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.9’da
sunulmustur. 0,1 M NaOH’de 1 saatlik alkali stres sonrasinda, 3TC ve DTG i¢in yiizde igerik
degerleri sirasiyla %47,6 ve %57,5 olarak bulunmustur. Ayni kosullarda ABC’ye ait pik tespit
edilememistir. Alkali stres siiresi 2 saate g¢ikarildiginda, 3TC ve DTG i¢in ylizde igerik

59



degerlerinin sirastyla %62,4 ve %72,9’a yiikseldigi belirlenmistir. Bu sonuglar, alkali kosullar

altinda etken maddelerde belirgin bozunma meydana geldigini ve 6zellikle ABC’nin alkali

ortama kars1 yliksek hassasiyet gosterdigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.10. YPSK ile elde edilen alkali bozunma ¢aligmasi sonuclari

Alkali Bozunma 3TC ABC DTG
Seviye 4- 0,1 M NaOH 1 Saat 15,92 degerlendirilemedi | 2,837
Seviye 4- 0,1 M NaOH 1 Saat 14,2835 degerlendirilemedi | 5 5798
Ortalama 15,10175 degerlendirilemedi | 5 704
% lcerik 476 degerlendirilemedi 57,5
Seviye 4- 0,1 M NaOH 2 Saat 19,3876 degerlendirilemedi | 3 5718
Seviye 4- 0,1 M NaOH 2 Saat 19,3457 degerlendirilemedi | 3 4587
Ortalama 19,3667 degerlendirilemedi | 3 4900
% lcerik 62,4 degerlendirilemedi 72,9

3.1.7.4. Oksidatif Bozunma

Oksidatif bozunma g¢aligmalar1 kapsaminda, DTG, 3TC ve ABC igeren ornekler %3
H20: ortaminda 1 ve 2 saat siireyle bekletilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.10°da
verilmistir. %3 H202’de 1 saatlik oksidatif stres sonrasinda, 3TC, ABC ve DTG igin yiizde
igerik degerleri sirastyla %82,3, %63,0 ve %68,8 olarak bulunmustur. Oksidatif stres siiresi 2
saate ¢ikarildiginda, yiizde igerik degerlerinin 3TC igin %92,5, ABC igin %71,5 ve DTG igin
%77,4’e ylikseldigi gozlenmistir. Bu bulgular, oksidatif kosullar altinda etken maddelerde
bozunma meydana geldigini, ancak bozunmanin asidik ve alkali kosullara kiyasla daha sinirl

diizeyde oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.11. YPSK ile elde edilen oksidatif bozunma g¢aligsmasi sonuglari

Oksidatif Bozunma 3TC ABC DTG
Seviye 4- % 3 H202 1 Saat 26,6461 73,7359 3,4609
Seviye 4- % 3 H202 1 Saat 23,6099 65,4624 3,0967
Ortalama 25,128 69,59915 3,2788
% Icerik 82,3 63,0 68,8
Seviye 4- % 3 H202 2 Saat 28,1281 78,6828 3,6995
Seviye 4- % 3 H20: 2 Saat 27,9926 78,3406 3,7296
Ortalama 28,0604 78,5117 3,7146
% Icerik 92,5 71,5 77,4
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3.1.8. Miktar Tayini Verileri

Gelistirilen YPSK Tiirkiye ilag piyasasinda bulunan Triumeq 50/600/300 mg, Dovato

50/300 mg ve Tivicay 25 mg film kapli tabletlerin etken madde miktarlarinin tayini amaciyla

uygulanmigtir. Elde edilen analiz sonuglari Cizelge 3.11-3.13’te sunulmustur. Triumeq

tabletleri icin DTG, 3TC ve ABC’nin yiizde icerik degerleri sirasiyla 9%100,9, %99,7 ve

%100,1 olarak bulunmustur. Dovato tabletlerinde DTG ve 3TC i¢in yiizde igerik degerleri

strasiyla %101,9 ve %99,9 olarak hesaplanmistir. Tivicay tabletlerde ise DTG i¢in yiizde

icerik degeri %100,9 olarak belirlenmistir. Tiim farmasotik preparatlar i¢in elde edilen bagil

standart sapma degerlerinin (4 enjeksiyon i¢in) %?2’nin altinda oldugu goriilmiis olup, bu

durum gelistirilen YPSK’nin tekrarlanabilir ve giivenilir oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.12. YPSK ile “Triumeq 50/600/300 mg Film Kapl Tablet” miktar tayini verileri ve sonuglari

Triumeq 50/600/300 mg Film Kaph Tablet (DTG/ABC/3TC)
No DTG Alanlari 3TC Alanlari ABC Alanlari
1 4,8852 30,1681 107,1734
2 4,8562 30,1826 108,7919
3 4,8925 30,0984 109,4539
4 4,9536 30,1052 109,3664
Ortalama 4,8969 30,1386 108,6964
SS 0,0409 0,0430 1,0569
BSS 0,84 0,14 0,97
icerik % 100,9 99,7 100,1

Cizelge 3.13. YPSK ile “Dovato 50/300 mg Film Kapli Tablet” miktar tayini verileri ve sonuglari

Dovato 50/300 mg Film Kaph Tablet (DTG/3TC)
No DTG Alanlar 3TC Alanlari
1 4,9852 30,1658
2 4,9256 30,0232
3 4,8952 30,5269
4 4,985 30,0685
Ortalama 4,9478 30,1961
SS 0,0449 0,2284
BSS 0,91 0,76
Icerik % 101,9 99,9
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Cizelge 3.14. YPSK ile “Tivicay 25 mg Film KapliTablet” miktar tayini verileri ve sonuglari

Tivicay 25 mg Film KaphiTablet (DTG)
No DTG Alanlari
1 4,8265
2 4,9023
3 4,9236
4 4,9452
Ortalama 4,8994
SS 0,0517
BSS 1,05
icerik % 100,9

3.2.  Spektrofotometrik Yontemler ile Elde Edilen Bulgular

3.2.1. Etken Madde Spektrumlari

MeOH igerisinde hazirlanan Dolutegravir (DTG) ve Lamivudin (3TC) igeren

cozeltiye ait UV spektrumu 200400 nm dalga boyu araliginda kaydedilmis olup elde edilen

spektrum Sekil 3.7°de sunulmustur. Spektrumlar incelendiginde, 3TC’nin maksimum

absorbansinin 272 nm’de, DTG nin ise 320 nm’de oldugu belirlenmistir. Bu dalga boylarinin

etken maddeler icin karakteristik oldugu ve analizlerde yeterli duyarlilik sagladigi

gbzlenmistir.

Absorbanz

— DTG

200 250 300 350 400 450
nm

Sekil 3.7. MeOH igerisinde hazirlanmis DTG ve 3TC igeren ¢ozeltiye ait 200-400 nm arasinda
kaydedilen spektrum
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3.2.2. Kalibrasyon Egrileri

Kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in hazirlanan standart ¢ézeltiler planlanirken ticari olarak mevut
preparatin (Dovato ve Tivicay) birim formiilii de g6z 6niinde bulundurularak derisimlere karar
verilmistir. Bu amagla ¢izelge 2.9 da verilen standart ¢ozeltiler hazirlanarak (DTG igin 3,0-
24,0 pg/mL ve 3TC igin 3,0-30,0 pg/mL araliginda) 200 -400 nm araliginda elde edilen
spektrumlar kaydedilmis ve AD ve IID yontemleri uygulanarak elde edilen diizeltilmis
absorbans degeri, faktor vb. veriler derisimlere kars grafige gecirilmistir. AD yontemi ile elde
edilen Kkalibrasyon grafikleri sekil 3.8.; 3.9.’da 1ID yontemi ile elde edilen kalibrasyon
grafikleri ise sekil 3.10 ve 3.11.’de, elde edilen 6l¢iim verileri gizelge 3.14’ve 3.15°de, olusan

dogru denklemleri ve istatistiksel veriler ise Cizelge 3.15.”de verilmistir.

Cizelge 3.15. AD yontemi igin elde edilen kalibrasyon grafigi verileri

Cotc pg/mL Fote Csrc pg/mL Abiizeltiimis
3 0,024 3 0,121
5 0,039 8 0,314
8 0,065 12 0,476
12 0,096 15 0,593
15 0,119 20 0,801
20 0,159 24 0,962
24 0,191 30 1,192
ey [DTG Kalibrasyon Grafigi-AD Yﬁntemi] n
0.18 4 3 e
e
0.16 8- .
0.14 4 7 <
ot 7
S on -
=< 7
L}'“; 0.10 . =
0.08 4 - 7
™ y = 0.0079x + 0.0002
w) R*=0.9998
0.02 4 .

5 10 15 20

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.8. AD yontemi ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi
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12 3TC Kalibrasyon Grafigi-AD Ydntemi
| y | b ¢
w ”~ -
g 1.04 ) ./
8 0.8 4 | § 7
2 -
E 0.6 _ P g
= |
g 04 e
= - y = 0.0399x - 0.0019
0.2 - l‘2 =0.9998
./
5 é 1.0 1.5 2'0 2'5 3.0
Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 3.9. AD yontemi ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi
Cizelge 3.16. IID yontemi icin elde edilen kalibrasyon grafigi verileri
Cotc pg/mL AAbs Csrc pg/mL Farc
3 0,181 3 0,041
5 0,309 8 0,108
8 0,475 12 0,165
12 0,719 15 0,204
15 0,896 20 0,272
20 1,1189 24 0,329
24 1,439 30 0,408
' |DTG Kalibrasyon Grafigi-11D Yﬁntcmi| ™
1.4 4 o
-~
1.2 4 P -~ 2
z _-'m
« 1.04 -
= i
S o8 Py
-8 7 u
<« 08 "
= . _ > 4 y=0.0581x + 0.0119
_ R?=0.9964
0.2 .
0.0 T T T
10 15 20

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.10. iiD yontemi ile elde edilen DTG kalibrasyon grafigi
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[3TC Kalibrasyon Grafigi-IID Yontemi] n

x y =0.0136x + 0.00001

R*=0.9999

10 15 20 25 30

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.11. {ID yontemi ile elde edilen 3TC kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.17 Spektrofotometrik yontemler ile elde edilen kalibrasyon grafiklerinin istatistiksel

degerlendirmesi
Yontem | Etken Calisma R? SS YS (ng/mL) TAS (ng/mL)

Madde Arahgi

(ug/mL)
AD DTG 3,0-24,0 0,999880 0,0006 0,23 0,70
3TC 3,0-30,0 0,999874 0,0036 0,30 0,91
1)) DTG 3,0-24,0 0,996389 0,0224 1,27 3,86
3TC 3,0-30,0 0,999918 0,0010 0,24 0,73

3.2.3. Dogruluk, Geri Kazanim Deney Sonuclari

AD ve iID yoéntemleri kullamlarak gerceklestirilen geri kazanim galigmalarma ait

sonuglar Cizelge 3.17°de sunulmustur. %50, %100 ve %150 derisim seviyelerinde yapilan

analizlerde, AD yontemi ile elde edilen DTG ve 3TC i¢in geri kazanim degerlerinin sirastyla
% 99,5-% 100,1 ve % 99,6-%100,3 araliginda, IiD yontemi ile ise DTG ve 3TC igin elde

edilen geri kazanim degerlerinin sirasiyla %98,9-%100,6 ve %99,7-%100,1 araliginda oldugu

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, AD ve IID yéntemlerinin her iki etken madde igin de

yeterli dogrulukta ve giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir.
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Cizelge 3.18. Spektrofotometrik yontemler ile elde edilen geri kazanim c¢aligmalar1 sonuglari

Seviye % 50 % 100 %150
DTG Geri Kazanim, %

AD Yoéntemi 99,8 100,1 99,5

IiD Yontemi 98,9 100,6 100,2
3TC Geri Kazanim, %

AD Yoéntemi 99,6 100,3 99,7

IiD Yontemi 99,7 100,1 99,9

3.2.4. Miktar Tayini Verileri

Ticari olarak mevcut preparat (Dovato tablet; 50 mg Dolutegravir ve 300 mg

Lamivudin igeren) kullanilarak AD ve IID yontemleri ile miktar tayini ¢alismalarina ait

sonuglar ¢izelge 3.18’de verilmistir. AD yontemi ile DTG ve 3TC igin yiizde icerik degerleri

sirastyla %100,2 ve %99,8 olarak bulunurken, IiD yéntemi ile elde edilen degerler DTG igin

%100,1 ve 3TC igin %99,9 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, her iki spektrofotometrik

yontemin de ticari preparatlarin miktar tayini i¢in uygun ve giivenilir oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.19. Spektrofotometrik yontemler ile “Dovato 50/300 mg Film Kapli Tablet” miktar tayini

sonuglari

Dovato 50/300 mg Film Kaph Tablet (DTG/3TC)
Yontem DTG, % 3TC%
AD 100,2 99,8
iiD 100,1 99,9
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4. TARTISMA

Yapilan doktora tezi kapsaminda, HIV/AIDS tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
antiretroviral Dolutegravir (DTG), yine ayni amagla kullanilan bir NRTI (Iniikleosid analog
ters transkriptaz inhibitorleri) olan Lamivudin (3TC) ve bir diger bir NRTI olan Abakavir
(ABC) adli 6nemli etken maddelerin spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle hassas,
secici ve ekonomik bir sekilde tayini basariyla gerceklestirilmistir. Tezin Onerisi kapsaminda
vurgulanan hedeflere ulagilmis ve her ii¢ etken madde ve bu etken maddeleri tek basina ya da
bir arada igeren ticari farmasotik preparatlar igin gelistirilen yontemler ICH rehberleri
dogrultusunda gegerli kilinarak basariyla uygulanmigtir. Yontemlerin performans
parametrelerinin kiyaslandigi Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2, her bir yontemin yakalama siniri,

tayin alt sinir1, dogrusal aralik ve geri kazanim oranlart gibi 6nemli 6zelliklerini sunmaktadir.

Spektrofotometrik analizlerde bu {i¢ etken maddenin bir arada tayini mevcut
denemelerde gergeklestirilememis olsa da DTG ve 3TC igin oldukga segici, dogrusal yanit
veren, tatmin edici geri kazamim degerlerine sahip iki alternatif spektrofotometrik metod
gelistirilmistir. S6z konusu AD (absorbans diizeltme) yéntemi ve {ID (indiiklenmis ikili
dalgaboyu) yontemi ile ¢izdirilen kalibrasyon grafiklerinde oldukga yiiksek korelasyon
katsayilart elde edilmistir. Bu iki yontem sundugu oldukea diigiik yakalama sinir1 ve tayin alt
siir1 degerleri ile de dikkat ¢ekicidir. Yine bu iki alternatif yontem sergiledikleri yiiksek geri
kazanim oranlar1 ile yOntemin uygulanabilirligi acisindan tatmin edici bir performans
sergilemislerdir. Gelistirilen her iki yontem, diisiik maliyetli olmalar1 ve daha kisa ve pratik

analiz siireci sunmastyla rutin analizler i¢in uygun bir alternatif olarak degerlendirilmistir.

YPSK gelistirilmesi asamasinda ise yontemin her ii¢ etken madde igin yiiksek ayirim
kapasitesine ve genis bir ¢aligma derisimi aralifina sahip olmasi hedeflenmistir. Mevcut
yontemlerin yaklasik 15-30 dakikalik gradyen programlar icermesi diistiniildiiglinde mevcut
yontemin sundugu 6 dakikalik analiz siiresinin gercek bir avantaj sagladigi goriilecektir. Ayni
zamanda bu ters faz YPSK her {i¢ etken maddeyi tek baslarina ya da bir arada genis bir derigim
araliginda analiz etmeye olanak saglamaktadir. Ozetle ICH rehberleri dogrultusunda gegerli
kilinan bu ydntem; sundugu kisa analiz siiresi, genis ¢caligma aralig1, yiiksek tekrarlanabilirlik

ve formiilasyondaki yardimci maddelerden etkilenmeme avantajlariyla 6ne ¢ikmuistir.
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Cizelge 4.1. Literatiirdeki mevcut yontemler ve tez kapsaminda gelistirilen yontemler i¢in bir
kargilagtirma cizelgesi

simetri faktori (3TC;1,23, ABC;1,25
ve DTG;1,29), RP-SIL kolon.

Yazar Yontem Mevcut Yontemin Dezavantaji Gelistrilen Yontemlerin Avantaji
Prava vd. YPSK-PDA | Uzun analiz siiresi (11 dakika), diisiikk | 6 dakikada biten analiz, Yiiksek
(2017) derigim araliginda ¢alisma (3TC;15- | derigim araliginda ¢alisma (3TC;5-
90ppm,ABC; 30 -180 ppm ve DTG; | 600 pg/mL, ABC; 5 -900 pg/mL,
2.5- 15 ppm) ve DTG; 5- 200 pg/mL,).
Serag vd. UV-GB 25 kalibrasyon 13 dogrulama seti ile | 7 adet kalibrasyon ¢ozeltisi ile
(202) Kemometri | analiz analiz
Pal vd. (2016) | YPSK Dar ¢aligma araligi (3TC;15-90 ppm, | Genis ¢aligma aralig1 (3TC;5-600
ABC; 30 -180 ppm ve DTG; 2.5-15 | pg/mL, ABC; 5-900 pg/mL, ve
ppm) ve yiiksek simetri faktorii DTG,; 5- 200 pg/mL,) ve yiiksek
(3TC;1,26, ABC;1,53 ve DTG;1,22) | simetri faktorii (3TC;1,08,
ABC;1,10 ve DTG;1,05)
Silinski vd. SK-MS Yiiksek cihaz maliyeti Diisiik cihaz maliyeti
(2025)
Khaleel ve YPSK-PDA | Uzun analiz siiresi (10 dakika), diisiik | Yukarida verildi
Abdul derisim araliginda ¢alisma (3TC;15-
Rahaman 90 ppm, ABC; 30 -180 ppm ve DTG;
(2015) 2.5- 15 ppm) ve yiiksek simetri
faktorii (3TC;1,34, ABC;1,51 ve
DTG;1,12)
Dhanwate vd. | YPSK-PDA | Sadece iki etken madde, Diisiik Ucg etken madde, daha yiiksek
(2019) caligma araligi (3TC: 18-90 pg/mL, caligma araligi
DTG 3-15 pg/mL)
Babu vd. YPSK PDA | Yiiksek analiz siiresi (15 dakika), dar | Yukarida verildi
(2024) calisma araligi (3TC;75-225 pg/mL,
ABC; 150 -450 ug/mL ve DTG; 12.5-
37,5 pg/mL)
Dubey ve TF-UPSK- Dar derisim aralig1 (3TC;15-75 Yukarida verildi, klasik C1g kolon
Duggirala PDA ug/mL, ABC; 30 -150 pg/mL, ve kullanimi
(2018) DTG; 2,5- 12,5 pg/mL,) ve yiiksek
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Cizelge 4.2. DTG igin gelistirilen yontemlerin karsilagtirmali degerlendirmesi

Avantajlar

Kisa analiz siiresi
Genis calisma
aralig1

Kisa analiz siiresi
Kismen ¢evre dostu

Parametre YPSK AD Yontemi IiD Yéntemi

Calisma Arah@ 5,0 - 200,0 3,0-24,0 3,0-24,0

YS (ng/mL) 4,0 0,23 1,27

TAS (ng/mL) 12,2 0,70 3,86

Uygulama Matriksi Tablet Tablet Tablet

Geri Kazanim (%) 99,0 - 100,6 99,5-100,1 98,9 - 100,6
Segici, Segici, Segici,

Kisa analiz siiresi
Kismen ¢evre dostu

Cizelge 4.3. 3TC i¢in gelistirilen yontemlerin karsilagtirmalt degerlendirmesi

Avantajlar

Kisa analiz siiresi
Genis ¢alisma
araligt

Kisa analiz siiresi
Kismen ¢evre dostu

Parametre YPSK AD Yontemi IiD Yontemi

Calisma Arahgi 5,0-600,0 3,0-30,0 3,0-30,0

YS (ng/mL) 6,8 0,30 0,24

TAS (ng/mL) 20,6 0,91 0,74

Uygulama Matriksi Tablet Tablet Tablet

Geri Kazanim (%) 100,1 - 100,7 99,6 —100,3 99,7 - 100,1
Segici, Segici, Segici,

Kisa analiz siiresi
Kismen ¢evre dostu
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez galismas1 kapsaminda, her iicii de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) temel ilaclar
listesinde kendisine yer bulmus olan etken maddeler Dolutegravir (DTG), Lamivudin (3TC)
ve Abakavir’in (ABC) tek basina (Tivicay®), ikisini (Dovato®) ya da tigiinii (Triumeg®) bir
arada igeren farmasotik dozaj formlarinda hizli, ucuz, basit, segici ve yiiksek hassasiyetle
analizi i¢in yontemler gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla oncelikle bir YPSK
gelistirilmesi {izerinde durulmus, kullanici dostu, kisa analiz siiresine ragmen genis bir derisim
araliginda yiiksek geri kazanim ve tekrarlanabilir sonuglar iireten bir ters faz YPSK
gelistirilmistir. S6z konusu yontem ICH kilavuzlarina gore valide edilmis ve sadece miktar

tayini degil safsizlik ve stabilite analizlerinde de kullanilabilirligi gosterilmistir.

Gelistirilen ve gecerli kilinan YPSK, her ii¢ etken maddenin matriksten etkilenmeden
farmasoétik dozaj formlarinda tayini ve tespiti icin yiiksek ¢oziiniirliik, dogruluk ve hassasiyet

saglamaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alismada gelistirilen YPSK, sentetik olarak ve farmasétik preparatlar
kullanilarak hazirlanan 6rneklerde DTG, 3TC ve ABC’in tayin ve tespiti i¢in etkili ve glivenilir
analiz yontemi olarak gelecek vaadetmektedir. Gelistirilen bu analiz yontemi, disiik tespit
limitleri, yiiksek dogruluk, maliyet etkinlik ve pratik uygulanabilirlik gibi iistiin performans

ozellikleriyle 6ne ¢ikmustir.

Ancak ayni amagla ve daha ucuz ve basit donanimlarla da bu analizlerin
yapilabilmesine olanak saglamasi agisindan calismalara spektrofotometrik yontemler de
eklenmeye caligilmistir. Gerek etken maddelerin benzer spektrumlar vermesi gerekse li¢ etken
maddenin ayn1 anda analizi i¢in kurulmasi gereken matematiksel denklemlerin karmasikligi
nedeniyle sadece DTG ve 3TC iizerine yogunlasilarak ¢alismalar bu iki etken madde lizerinde
gergeklestirilmistir. Bu asamada uygun ¢6ziicii ve derisim araligi belirlemekten 6te bu iki
etken maddeyi aymi anda tayin etmeye yonelik yeni spektrofotometrik yaklasimlar da

arastirilmusgtir.

Uzun denemeler ve matematiksel yaklasimlar sonunda her iki etken madde igin
“absorbans diizeltme yontemi” (AD) ve “indiiklenmis ikili dalgaboyu yéntemi” (IiD) ile
yiiksek dogrusallik, uygun ¢alisma araligi ve yiiksek geri kazanim degerleri yakalanmustir.
Calismalar bu iki yenilik¢i spektrofotometrik yontem ile tamamlanmis ve DTG ve 3TC’in es

zamanli tayini i¢in kismi validasyonu gergeklestirilmistir. Her iki yontem, 6zellikle diisiik
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derisimlerde bile yiiksek dogrulukla sonug elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. S6z konusu

yontemler pratikte hizli, ekonomik ve kolay uygulanabilir bir alternatif sunmaktadir.

Bu tez calismasinda gelistirilen bu yontemlerin, ilag endiistrisi, AR-GE laboratuvarlari,
tiniversiteler ve klinik rasatirma laboratuvarlari i¢in énemli bir potansiyele sahip oldugu ve
firsatlar sundugu gozlemlenmistir. Gelistirilen YPSK diger antiviral, antiretroviral ve NRTI
ilag etken maddeleri i¢cin de bir potansiyele sahip oldugu ve bu etken maddeler igin de
kullanabilirliginin arastirilmasi i¢in ek calismalar yapilmasi onerilmektedir. Diger yandan
yenilik¢i spektrofotometrik yaklagimlar bu ve benzer ilag kombinasyonlar1 i¢in her zaman
ucuz ve hizli alternatif analitik yontemler olarak zengin bir poitansiyele sahiptirler. Gerek
matematiksel denklemler gerekse kemometrik yaklasimlar ile bir arada kullanmim ile

spektrofotometrik yontemler her zaman giiclii bir alternatif olmaya devam edecektir.

Tiim bu avantajlara ek olarak, ACN, MeOH gibi klasik ¢oziiciiler yerine etanol ve saf
su gibi ¢evreye zarari daha az, nispeten ucuz ¢oziicli ve ¢oziicii karisimlarinin da analiz
stireclerine dahil edilmesi, daha basit ve g¢evreci tampon cozeltiler calisilmasi ve yeni
metotlarda bu bilesenlere daha fazla yer verilmesi hem analiz sektoriiniin hem arastirmacilarin
hem de ¢evreye duyarli, bilingli toplumun hayalidir. Bu amagla bu tez kapsaminda yapilan
denemelerin, gecerli kilinan metotlarin bu alternatif ¢6ziicii ve kimyasallar ile gelistirilmesi,
bu amacla yeni deneysel kosullar planlanmasi ve olusturulmasi daha yasanabilir bir diinya i¢in

elzemdir.
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