UNIVz,

ST . _—
Z ESEeT TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI

s SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

YENI NESIL OPIOIiDLERIN BAGIMLILIK TEDAVISINDE
KULLANILAN NALTREKSON VE METABOLITININ
ANALIZLERI iCIN YENILIiKCI YAKLASIMLARIN
GELISTIRILMESI

Ceren Hacer BOZMAOGLU

DIiSiPLINLERARASI ADLI BILIMLER ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Doc. Dr. Mehmet GUMUSTAS

ANKARA
2023



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YENI NESIiL OPiOiDLERIN BAGIMLILIK TEDAVIiSINDE
KULLANILAN NALTREKSON VE METABOLITININ
ANALIZLERI ICIN YENILIKCI YAKLASIMLARIN
GELISTIRILMESI

Ceren Hacer BOZMAOGLU

DIiSiPLINLERARASI ADLI BILIMLER ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Doc¢. Dr.Mehmet GUMUSTAS

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin
TYL-2022-2581 proje numarasi ile desteklenmistir

ANKARA
2023



ETiK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirliigii’ne,

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Yeni Nesil Opioidlerin Bagimlilik
Tedavisinde Kullanilan Naltrekson ve Metabolitinin Analizi i¢in Yenilik¢i
Yaklagimlarin Gelistirilmesi” baglikli tez; bilimsel, ahlak ve degerlere uygun olarak
tarafimdan yazilmigtir. Tezimin fikri tiimiiyle tez danigmanim ve bana aittir. Tezde yer

alan deneysel galismalar tarafimdan yapilmis olup, tiim ctimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi:
Tarih:

Imza:



KABUL VE ONAY

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Disiplinleraras1 Adli Bilimler Ana Bilim Dal1
Adli Kimya ve Adli Toksikoloji Yiiksek Lisans Programinda
Ceren Hacer BOZMAOGLU tarafindan hazirlanan “Yeni Nesil Opioidlerin
Bagimlilik Tedavisinde Kullanilan Naltrekson ve Metabolitinin Analizi i¢in
Yenilik¢i Yaklasimlarin Gelistirilmesi” adli tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan

YUKSEK LiSANS TEZi olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 13/01/2023

Prof. Dr. H. Sinan SUZEN
Ankara Universitesi
Jiiri Bagkan

Dogc. Dr. Mehmet GUMUSTAS Dr. Ogr. Uyesi Hilal Torul
Ankara Universitesi Gazi Universitesi
Danisman Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karar1, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yo6netim Kurulu tarafindan onaylanmigtir

Imza
Prof. Dr. Fiigen AKTAN
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirti



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Opioidler

1.2. Opioidlerin Siniflandirilmast

1.3. Endojen Opioid Reseptorleri

1.3.1. Mu Opioid Reseptori (MOR)

1.3.2. Kappa Opioid Reseptorii (KOR)

1.3.3. Delta Opioid Reseptorii (DOR)

1.3.4. Nosiseptin Opioid Reseptorii (NOR)

1.4. Opioid Kullanim Bozuklugu

1.4.1. Opioid Kullanim Bozuklugu ICD-10 Tani1 Kriterleri
1.4.2. Opioid Kullanim Bozuklugu DSM-5 Tan1 Kriterleri
1.4.3. Opioid Kullanim Bozuklugu Giincel Tedavi Y 6ntemleri
1.5. Naltrekson

1.5.1. Naltrekson Depo Formlari

1.5.2. Naltrekson Farmakokinetigi

1.5.3. Naltrekson Farmakodinamigi

1.5.4. Naltreksonun Bagimlilik Dis1 Kullanimi

1.5.5. Naltrekson’un Yan Etkileri

1.5.6. Naltrekson’un Analitik Tayin Yontemleri

1.5.7. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol ile Yapilmis Literatiir Caligmalari
1.5.8. Analitik Yontem Gegerlilik Testi Parametreleri

2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
2.2. Kullanilan Cihazlar

2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

2.4. Kullanilan Analitik Kolonlar

2.5. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.6.Naltrekson ve 6-beta-naltreksol i¢in Kalibrasyon Grafiklerinin Hazirlanmasi

2.7. HPLC Analizi i¢in Yntem Optimizasyon Calismalari
2.7.1. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.7.2. Hareketli Faz pH Denemeleri

2.7.3. HPLC Kolon Denemeleri

2.7.4. HPLC Kolon Sicaklik Denemeleri

2.7.5. HPLC Hareketli Faz Akis Hiz1 Denemeleri

vii

Xl

OO ~N~NOOP~WN P

28
28
30
31
32
32
33
34
34
34
35
35
36



2.7.6. HPLC Enjeksiyon Hacmi Denemeleri

2.8. HPLC Analizi i¢in Yontem Validasyon Calismalari
2.8.1. Segicilik

2.8.2. Dogruluk

2.8.3. Kesinlik

2.8.4. Dogrusallik

2.8.5. Caligma Aralig1

2.8.6. Teshis ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

2.8.7. Saglamlik

2.9. S1v1 Siv1 Ekstraksiyon (LLE) Yo6ntemi

2.10. Sivt S1v1 Ekstraksiyon (LLE) Ydntem Parametrelerinin Optimizasyonu
2.10.1. Ekstraksiyon Solventi Se¢imi

2.10.2. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Denemeleri

2.10.3. Ekstraksiyon pH Denemeleri

2.11. Belirlenen En Uygun HPLC Kosulu

3. BULGULAR

3.1. HPLC Analizi i¢in Yontem Optimizasyon Caligmalari
3.1.1. Hareketli Faz Denemeleri

3.1.2. Hareketli Faz pH Denemeleri

3.1.3. Hareketli Faz Akis Denemeleri

3.1.4. HPLC Kolon Denemeleri

3.1.5. HPLC Kolon Sicaklik Denemeleri

3.1.6. I¢ Standart Denemeleri

3.2. HPLC i¢in Analitik Yo6ntem Validasyon Caligmalari
3.2.1. Segicilik

3.2.2. Dogruluk

3.2.3. Kesinlik

3.2.4. Dogrusallik

3.2.5. Teshis ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

3.3. Sivi Sivi Ekstraksiyon (LLE) Yontem Parametrelerinin Optimizasyonu
3.3.1. Ekstraksiyon Solventi Se¢imi

3.3.2. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Denemeleri

3.3.3. Ekstraksiyon pH Denemeleri

3.4. Yontemin Ekstraksiyon Verimliligi

4. TARTISMA
5.SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

36
37
37
37
38
38
39
39
40
40
41
41
41
41
42

43
43
43
43
44
46
46
47
47
47
49
50
51
53
53
53
54
54
56

57
61
62
63
64
68



ONSOZ
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siv1 ekstraksiyon yontemi kolaylastirilarak ve ekstraksiyon i¢in harcanan zamaninin
kisaltildig1 bir ekstraksiyon prosediirii sunulan tez kapsaminda gosterilmistir.
Literatiire alternatif gelistirilen bu yontem daha hizli, hassas goreceli olarak ¢evreci ve
diistik tayin limitlerine ulasilmasini saglamistir. Gelistirilen analiz yonteminin analitik
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1. GIRIS

Bagimlilik tiirlerinden hem opioid hem de alkol kullanim bozuklugu diinya
capinda temel bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Opioid kullanim bozuklugu
(OUD) kronik olarak tekrarlayan bir hastalik olmakla birlikte bireyler tipik olarak
opioidlere tolerans gelistirir ve biraktiktan sonra yoksunluk semptomlar: yasarlar.
OUD'li bireylerin 6liim orani, genel popiilasyondaki 6liim oranlarindan 6-20 kat daha
fazladir. Naltrekson hem opioid kullanimi hem de alkol bagimlilig1 tedavisi i¢in umut

verici bir ilagtir (Sofuoglu ve ark., 2019).

Avrupa Uyusturucu Raporu’na gore 2022 yilinda 6liimciil doz asimlarinin %
74 opioid igermekteydi. Avrupa genelinde opioid kullanimi diger uyusturucu
tirevlerine gore daha az orana sahip olsa da yasadisi uyusturucu kullaniminda en
biiyiik zarara yola acan maddeler arasinda en biiyiik orana sahiptir. ESCAPE agi
tarafindan 2020-2021 yillarinda 8 Avrupa sehrinden toplanan 1392 siringa analizlerde

uyarici ve opioid karisimi en sik karsilagilan 6rnek olmustur.

Siringalarla ilgili bir diger dnemli husus ise bireyler arasi ayni enjektoriin
kullanim1 kan yoluyla bulasan HIV ve viral hepatit gibi enfeksiyonlar i¢in tasiyici
gorevi gérmektedir. Ornegin, 2017-2020 yillarinda Polonya, Estonya, Litvanya ve
Romanya’da uyusturucu enjekte eden bireyler iizerinde yapilan caligmalarda HIV
antikorlarinin %20’den fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica 2020 yilinda Avrupa
Birligi’nde enjeksiyonlar uyusturucu kullanan bireylere 563 yeni HIV teshisi ve 128
AIDS tanis1 konmustur (European Monitoring Centre for ve Drug, 2022).

Birlesmis Milletler Uyusturucu Raporu’na gore ise 2020 yilinda Tiirkiye’de 14
ton eroin, 0,8 ton afyon ve 0,03 ton morfin ele gegirilmistir. Bu tabloya gore opioid
kacakeiliginin  “Balkan  giizergah1” olarak tanimlanan bir rota {izerinden
Afganistan'dan Iran Islam Cumhuriyeti’ne oradan Tiirkiye'ye ve ardindan Balkan

tilkeleri tlizerinden Bati ve Orta Avrupa'ya yayilim gosterdigi disiiniilmektedir
(UNODC, 2021).



Yeni psikoaktif maddelerden olan opioid grubu bilesenlerin kullanim1 gittikge
biiyliyen bir kiiresel problemdir. Bu bagimliligin 6niine ge¢mek i¢in Naltrekson
(NTX), son 50 yildir yaygin olarak kullanilan bir opioid antagonistidir ve opioid
agonist ilaglara gore herhangi 6forik bir etki yaratmadigi i¢in tedavi goren hastalarin
tedaviye uyumluluk orami diisliktiir. Bu nedenle hastalarin biyolojik &rneklerinde

naltrekson ve ana metabolitinin belirlenmesi oldukc¢a 6nemlidir.

1.1. Opioidler

Opioidler terim olarak hem dogrudan hashas bitkisinden (Papaver Somniferum)
elde edilen morfin ve kodein gibi afyon alkaloidlerini i¢eren opiyatlar grubunu hem de
sentetik olarak tiretilen oksikodon ve hidromorfon gibi pek ¢ok opioid grubunu iceren
genis bir smifi kapsamaktadir (Sharma B, 2017).Yiizyillar boyunca hashas bitkisi
agriy1 azaltmak ve psikolojik rahatsizliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmistir.
Klinik olarak kullanimi 19 yy. baslarinda Friedrich Serturner’in hashas bitkisinden

morfini izole etmesinden sonra baslamustir.

Gilintimiizde opioidler orta ila siddetli akut ve kanser agris1 tedavisinde net klinik
degeri olan altin standart analjezik ilag sinifidir. Bununla birlikte kronik kanser disi
agr1 yonetiminde kullanimina iliskin kanitlar eksiktir ve uzun stireli kullanim sonucu
zarar riski ortaya ¢ikmaktadir. Buna ragmen, kronik agr1 yonetiminde opioid kullanimi
son 30 yilda 6nemli 6l¢iide artmistir. ABD ve Bat1 Avrupa lilkelerinde kronik agr1 i¢in
serbest regete yazmanin ve postoperatif ortamda uzun etkili opioidlerin regetesinin
kaldirilmamasinin bir sonucu olarak bir opioid kriziyle karsi karsiya oldugu

diistiniilmektedir (Casely ve Laycock, 2022).

Opioid kullaniminin ilerlemesi genellikle maddenin biyoyararlanimi ve etkisini
en {ist diizeye ¢ikaran oral regeteli opioidlerden inhale regeteli opioidlere, inhale eroin
kullanim1 ve enjeksiyonla eroin kullanimi olmak iizere bir model izler. Inhalasyon,
eroini folyoda 1sitip dumanini solumak ya da toz haline getirilmis eroini burundan

cekmek olarak tanimlanabilir (Sharma B, 2017).



Opioidlere genel olarak bakildiginda klinik olarak agr1 yonetimi ve bagimlilik
arasindaki iligkisi biiyiik bir ikilemdir. Devam eden opioid krizlerini hafifletmek, agr
yasayan hastalarda yeterli rahatlama olusturmak ve ayn1 zamanda kétiiye kullaniminin
olumsuz etkilerini azaltmak gibi pek ¢ok durum ile karsi karsiya kalinmaktadir

(Higginbotham ve ark., 2022).

1.2. Opioidlerin Simiflandirilmasi

Opioidler ii¢ genis alt baslikta siiflandirilabilir; Dogal olarak olusan afyon
alkaloidleri, Yar1 sentetik opioidler (Dogal olarak olusan alkaloidlerin
modifikasyonlari), Sentetik opioidler. Genel olarak kullanilan opioidlerin isimleri ve

siiflandirilmasi Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Opioidlerin olusum ve etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi (Royal
Society of, 2022).

Opioid Simifi Etki Mekanizmasi Ismi CSID*
Dogal Agonist Morfin 4450907
Dogal Agonist Kodein 5028089
Dogal Agonist Tebain 361110

Yari sentetik Agonist Hidrokodon 4447623

Yari sentetik Agonist Oksimorfon 4447650

Yari sentetik Agonist Diasetilmorfin (Eroin) 4575379

Yari sentetik Agonist Hidromorfon 4447624

Yart sentetik Agonist Oksikodon 4447649

Sentetik Agonist Fentanil 3228
Sentetik Agonist Piritramid 8967
Sentetik Agonist Alfentanil 46451
Sentetik Agonist Sufentanil 38043
Sentetik Agonist Metadon 3953
Sentetik Agonist Meperidin 3918
Sentetik Agonist & Antagonist Buprenorfin 559124
Sentetik Agonist & Antagonist Tramadol 31105
Sentetik Agonist & Antagonist Nalbufin 4470813
Sentetik Agonist & Antagonist Pentazosin 390041




Cizelge 1.1. Devami. Opioidlerin olusum ve etki mekanizmalarina goére siniflandirilmasi
(Royal Society of, 2022).

Opioid Simifi Etki Mekanizmasi Ismi CSID*
Sentetik Agonist & Antagonist Pentazosin 390041
Sentetik Agonist & Antagonist Butarfanol 1673514
Sentetik Antagonist Naltrekson 4514524
Sentetik Antagonist Nalokson 4447644
Sentetik Antagonist Nalmefen 4447642

*CSID: Chemspider Kimlik Numarasi

Kimyasal yapilar1 farkli olmasina ragmen hem dogal hem de sentetik opioid
formlar1 fizyolojik etkilerini endojen opioid reseptorlerine baglanarak gosterirler

(Casely ve Laycock, 2022).

1.3. Endojen Opioid Reseptorleri

Opioid bagimliligi, endojen opioid peptitleri (B-endorfin, dinorfin, endomorfin
ve enkafalin) ve opioid reseptorlerini kapsayan karmasik bir néromodulator sistem
olan endojen opioid sisteminin ele gegirilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Endojen opioid
peptitler ve reseptorler merkezi sinir sistemi (CNS) ve periferal dokular boyunca
eksprese edilir. Bu genis dagilimin nedeniyle ortaya ¢ikan 6diil duyarliligi, ruh hali,
stres reaktivitesi, solunum, gastrointestinal, endokrin ve bagisiklik fonksiyonlari gibi
pek cok fizyolojik tepkilerle iliskilidir. Tiim endojen opioid peptitleri N terminal
ucunda benzer enkefalin dizisini (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu ya da Tyr-Gly-Gly-Phe-Met)
paylasir ancak C terminal uglar birbirinden farkli uzantilara sahiptir (Pasternak ve
Pan, 2013). Bu aminoasit dizilimi endojen opioid reseptorlerine baglanmalari ve

biyoaktiviteleri i¢cin olduk¢a 6dnemlidir.

Endojen opioid reseptorleri, opioidleri hedefleyen ve onlarin etkilerinin ortaya
¢ikmasina aracilik eden G-proteine bagli reseptorler (GPCRs) grubundandir. Bu
reseptorler ilki 1996 yilinda olmak iizere 2000°de ikinci olarak tekrar
isimlendirilmislerdir. OP1 reseptoriit MOR, OP2 reseptorii KOR ve OP3 reseptdrii ise



DOR olarak bilinmektedir. Nosiseptin peptiti ise 1994°te opioid reseptorii benzeri

etkiye sahip oldugunun kanitlanmasiyla birlikte literatiire nosiseptin opioid reseptorii

(NOR) olarak ge¢mistir (Toubia ve Khalife, 2019).

Cizelge 1.2. Endojen opioid reseptorlerinin dzellikleri (Toubia ve Khalife, 2019).

Opioid Endojen Endojen Ligandlar1  Agonist Etki Sonras1 Yasanan
Reseptorleri Prekiirsorleri Klinik Etkiler
B-endorfin Analjezi, solunum depresyonu,
POMC ve bilinmeyen N sedasyon, bradikardi, bulant1 ve
MOR - Endomorfin 1 ve : e
prekiirsor . kusma ve mide hareketliliginde
Endomorfin 2
azalma
. Met-Enkefalin ve Spinal ve supraspinal analjezi ve
DOR Proenkefalin Leu-Enkefalin gastrik motilitede azalma
KOR Prodinorfin D!norf!n Ve Spinal analjezi, diiirez ve disfori
Dinorfin B
Analjezi ve hiperaljezi
(konsantrasyona bagli) ve
. . allodini. Supraspinal intravaskiiler
NOR Pre-pronosiseptin NosisealigBrianig uygulama pronosiseptif anti

FQ

analjezik etkiye neden olur
(endojen opioidlerin inhibisyonu
ile)

Bu reseptorler arasinda mu opioid reseptorlerini hedefleyenler en yiiksek kotiiye

kullanim sorumluluguna sahiptir. Naltrekson eroinden 100 kat daha fazla afiniteye

sahip bir mu opioid reseptdr antagonistidir (Trigo ve ark., 2010).
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Sekil 1.1. Endojen opioid reseptorleri ve major peptitlerin kimyasal yapilari.

(a) Dort opioid reseptoriiniin (DOPR, KOPR, NOPR ve MOPR) inaktif kristal yapilari. Bir opioid
agonisti ve nanokorlarin ilgili reseptoriin baglanma noktasi ile birlestiginde noral fonksiyon aktive
edilir. (b) Dort ana opioid peptitlerinin kimyasal yapilari: met-enkefalin, dinorfin-A, nosiseptin ve p-
endorfin. Kisaltmalar: DOPR, delta opioid reseptorii; KOPR, kappa opioid reseptorii; MOPR, mu opioid
reseptorii; NOPR, nosiseptin opioid reseptdrii (Corder ve ark., 2018)

1.3.1. Mu Opioid Reseptorii (MOR)

Morfinin primer baglanma bolgesi oldugunun kesfi sonrasinda mu opioid
reseptOrii ismini almistir. Opioidlerin hem terapotik hem de istenmeyen etkileri mu
opioid reseptoriine baglanmasi sonucu oraya gikar. Alkol, nikotin ve kannabinoidler
gibi opioid olmayan uyarici/uyusturucu maddelerin 6diil mekanizmalarina da aracilik

eder (Cansiz ve ark., 2021). MOR delesyonu olan fare denemelerinde morfin kullanimi



sonrasi ortaya ¢ikan odiillendirici, analjezik ve bagimlilik etkileri ortadan kalkmustir.
MOR’lar merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi boyunca yaygin olarak
bulunurlar. Ayrica neokorteks, hipokampus, striatum, amigdala, talamus, hipotalamus,
gri madde, medulla ve pons dahil olmak iizere ¢esitli beyin bolgelerinde tespit

edilebilir (Zhang ve ark., 2022)

1.3.2. Kappa Opioid Reseptorii (KOR)

MOR’un olusturdugu o&diillendirici mekanizmalarin aksine kappa opioid
reseptorii genellikle disfori, anhedoni ve isteksizlik gibi etkilerle iliskilendirilir.
Dinorfinin reseptor tizerindeki aktivitesi ise olumsuz duygu durumu, agri, analjezi,
stres ve bagimlilikla iligkilendirilmistir. Yapilan calismalara gore kemirgen ve
insanlarda agri1 olusumu sonrasinda omurilikte dinorfin mRNA ekspresyonu ve peptit
tretiminin arttig1 tespit edilmistir. Omurilikte daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. KOR analjezik etkiye neden olsa bile disforik etkisi sebebiyle
haliisinasyonlar ve bozulmus stresle basa ¢ikma becerileri gibi pek ¢ok istenmeyen
etki olusturmasi nedeniyle KOR agonistlerinin terapdtik alternatifler olarak klinik

kullanimini sinirlar (Higginbotham ve ark., 2022).

1.3.3. Delta Opioid Reseptorii (DOR)

Delta opioid reseptorii (DOR) diger opioid reseptorlerine kiyasla merkezi sinir
sisteminde daha az bir yayilima sahiptir ve genellikle beynin kortikolimbik alanlarinda
bulunmaktadir. Anksiyete ve depresyon gibi ruh hali degisiklikleri, solunum
depresyonu, konviilsiyon ve hiperaljezi ile iliskilidir. Solunum ve analjezik etkileri
MOR’un ortamdaki varliga baglidir. MOR ile karsilikli sinerjiye sahiptir ve
heterodimerler olusturabilir. Hem farmakolojik hem de genetik ¢aligmalardan elde
edilen veriler dogrultusunda DOR aktivitesi, kotiiye kullanilan maddenin 6diillendirici
aktivesini diizenledigi ve uyusturucu arama, duygusal tepkiler dahil olmak tizere

bagimlilik davraniglariin gesitli yonlerini etkiledigini gostermektedir. Ancak



dogrudan DOR aktivasyonunun &diil iiretip tiretmedigi, farmakolojik kanitlara gore
belirsizdir. Bu nedenle farmakolojik arastirmalar i¢in rolii oldukga biiyiiktiir (Casely
ve Laycock, 2022; Pradhan ve ark., 2011). DOR’lar yapilan in vitro ve deneysel
caligmalarda beynin oksijensiz kalmasi durumunda (hipoksik ya da iskemik hasar)

noroprotektif bir role sahiptir (Benarroch, 2012).

1.3.4. Nosiseptin Opioid Reseptorii (NOR)

Nosiseptin opioid reseptorii (NOR) merkezi sistem boyunca ve periferal pek ¢ok
organda genis bir yayilim gostermektedir. Orfanin FQ olarak da bilinmektedir. NOR
kotiiye kullanilan ilaglarin (opioid, alkol, nikotin gibi) kullanim1 sonrasinda maddeye
bagli olusan dopamin salinimini bastirdig1 ve kotiiye kullanilan ilaglarin ddiillendirici
etkilerini azalttig1 i¢in potansiyel bir aragtirma alani olarak goriilmektedir (Lambert,
2008).

1.4. Opioid Kullanim Bozuklugu

Opioid bagimliligr genel olarak bir opioid maddeyi arama ve alma
kompulsiyonu, madde alimini sinirlamada kontrol kaybi ve maddeye ulasamadigi
durumlarda olumsuz bir duygu durumu gelismesi olarak tanimlanabilir. Bu bagimlilik
dongiisii iic asamadan olugmaktadir: asir1 tiiketme/intoksikasyon, yoksunluk/olumsuz
duygu durum ve uzaklagtirilamayan diisiince/beklenti. Bu ii¢ asama, {i¢ ana sinir
devresinin aracilik ettigi ii¢ islevsel alandaki diizensizligi temsil eder. Oncelikle asir1
tilkketme/intoksikasyon asamasinda tesvik edici pozitif duygu durumu hakimdir. Bu
patolojik aligkanlik islev bozuklugunu temsil eder ve buna bazal ganglionlar aracilik
eder. Ikinci olarak yoksunluk/olumsuz duygu durum asamasi, olumsuz duygu
durumlarinin ortaya ¢ikmasini temsil eder, maddeye istek negatif olarak artmistir ve
genisletilmis amigdala bu duruma aracihk eder. Ugiincii asama olarak
uzaklagtirllamayan diisiince/beklenti, prefrontal korteksin (PFC) aracilik ettigi

yiiriitiicii islevdeki islev bozuklugunu temsil eder. Madde arama istegi kaginilmazdir.



Kronik olarak maddeye maruz kalma ile ii¢ agsama birbirini besler. Aligkanliklar yogun

bir hal alir ve nihayetinde bagimliliga yol acar (Strang ve ark., 2020).

Bireylerin OUD sahip oldugunu belirlemek i¢in Diinya Saglik Orgiitii’niin

(WHO) 1993 yilinda yiiriirliige giren ve 10. revizyon olan Uluslararasi Hastalik

Siniflandirilmast (ICD-10) tani kriterleri kullanilmaktadir. Bazi degisiklikler ile

tamamlanan 11. Revizyon ise Uluslararas1 Hastalik Siniflandirmasi (ICD-11) 1 Ocak

2022’de vyiiriirliige girmistir.(J. E. Harrison ve ark., 2021) Ulkemizde giincel olarak
ICD-10 ve DSM-5 kriterleri kullanilmaktadir (Dilbaz, 2012).

1.4.1. Opioid Kullanim Bozuklugu ICD-10 Tam Kriterleri

[
1

Opioidleri almak i¢in giiclii bir istek ya da zorunluluk hissi

Opioid kullanim siirecinde yasanan baslama, sonlanma veya kullanim

diizeyi agisindan kontrol etmede yasanan zorluklar

Opioid kullanimi kesildiginde veya azaldiginda fizyolojik yoksunluk
durumu; karakteristik yoksunluk sendromu ya da yoksunluk semptomlarini
hafifletmek veya onlemek amaciyla opioidlerin (veya yakindan iliski

maddelerin) kullanim1

Tolerans gelisiminin kanmit1 (baslangicta istenilen etkiyi yaratmasi igin

alinan diisiik dozlarin giderek artmasi)

Opioid kullanimi nedeniyle alternatif ilgi alanlarin ve zevklerin ihmal
edilmesi; opioidi elde etmek veya etkilerinden kurtulmak igin harcanan

Zamanin artmasi

Agir madde kullanimima bagli olarak ortaya ¢ikabilen depresif duygu
durumlar1 gibi belirgin zararl sonuglara ragmen opioid kullanimina devam

etmek ya da ilaca bagl ortaya ¢ikan biligsel islev bozuklugu (Kullanicinin



kim oldugunu belirlemek i¢in ¢aba sarf edilmelidir ya da zararin dogasini

ve kapsamini anlamasi beklenmelidir. (WHO, 2009)

1.4.2. Opioid Kullanim Bozuklugu DSM-5 Tani Kriterleri

Amerikan Psikiyatri Birligi’'nin (APA) Mental Bozukluklarin Tanisal ve

Istatistiksel E1 Kitab1’nin besinci baskisina gore (DSM-5) opioid kullanim bozuklugu,

12 aylik bir siire icerisinde asagidaki tani kriterlerinden en az iki tanesini tasiyan

bireylerin klinik agidan sorunlu bir opioid kullannm sekline sahip olmasi olarak

tanimlanir.

DSM-5 Tani Kriterleri:

Opioidleri amaglanandan daha fazla miktarda ya da daha uzun siireli

kullanmak

Opioid kullanim1 azaltmak veya kontrol etmek i¢in uzun siireli ¢aba ya da

basarisiz sonuglar

Opioidi elde etmek, kullanmak veya etkilerinden kurtulmak i¢in ¢ok fazla

zaman harcamak
Opioidleri kullanmak i¢in giiglii bir diirtii ya da istek, aserme

Iste, okulda ve evde dnemli rol ve sorumluluklari yerine getirememe ile

sonuclanan yeniden opioid kullanimi

Opioidlerin neden oldugu ya da arttirdig1 tekrarlayan veya kalici olan sosyal

ya da kisileraras1 sorunlara ragmen opioid kullanimina devam edilmesi

Opioid kullanimi nedeniyle Onemli sosyal, mesleki veya eglenceli

etkinliklerden vazgecilmesi veya azaltilmasi

10



8- Fiziksel olarak tehlikeli oldugu durumlarda opioid kullanimina devam

edilmesi

9- Opioid kullaniminin neden oldugu ya da alevlendirdigi kalici ya da
tekrarlayan bir fiziksel veya psikolojik problemin olmasina ragmen opioid

kullanimina devam edilmesi

10- Tolerans sergilenmesi
Tolerans, iki farkl sekilde tanimlanir:
|. Istenilen etkiyi hissetmek i¢in belirgin sekilde artan miktarlardaki opioid

ihtiyac1 veya opioid intoksikasyon

Il.  Ayni miktarda kullanilan opioid miktarinin giderek azalan etkisi

11- Yoksunluk sergilenmesi

Yoksunluk kriterini saglamasi i¢in iki farkl degerlendirmeye basvurulabilir.

I.  Yiiksek miktarda ya da uzun siireli opioid kullaniminin kesilmesi ya da
azaltilmast veya bir opioid kullanimi sonrasinda bir opioid antagonisti

uygulanmasi

Il.  Tani 6l¢iitlinden sonra gelisen belirtilen semptomlardan ii¢linii ya da daha
fazlasin1 tagimasi; uykusuzluk, mide bulantis1 ya da kusma, disforik
duygudurum, kas agrilari, burun ya da gozyasi akintisi, géz bebegi

genislemesi, terleme, ishal, esneme sikliginin artmasi, ates. (CDC, 2016)

Belirtilen tani kriterleri dogrultusunda hastaligin derecesi eger hasta 2-3
semptom gosteriyorsa hafif, 5-6 semptom gosteriyorsa orta ve 6 veya daha fazla

semptom gosteriyorsa siddetli olarak tanimlanmaktadir.

11



1.4.3. Opioid Kullamim Bozuklugu Giincel Tedavi Yontemleri

FDA’nmm onayladig1 opioid kullanim bozuklugunu hedef alan 3 tane tedavi
yontemi vardir; Metadon (oral veya enjekte edilebilir formlar), Tek basina Buprenorfin
(dilalt: tabletleri veya Probufin intradermal implant) veya Nalokson ile kombine edilen
dilalt1 tabletleri, Naltrekson (jenerik tabletler ya da uzun salinimli enjekte edilebilir

formlar).

Ik ikisi opioid agonist tedavisidir. Bu iki tedavi ydnteminde kullanilan ilag
gruplar1 uzun etkili opioid grubudur ve uyusturucuya 6zlemi yonlendiren fizyolojik
istekleri azalttigia inanilmaktadir. Ugiincii olarak ise naltrekson bir antagonist tedavi
yontemidir. Opioid reseptorlerini bloke ederek opioidlerin baglanmasini engeller.
Ayrica, rekabet¢i mekanizmasiyla 6diil yolunu da sifirlayabilir (T. K. Harrison ve ark.,
2018).

)

Bos endojen opioid reseptorii

Metadon Buprenorfin Naltrekson
* o —

Y Y

Sekil 1.2. OUD tedavisinde kullanilan ilaglarin etki mekanizmasi (Pew Charitable, 2020).

="
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Naltrekson, mu opioid reseptorlerine opioidlerden 100 kat daha fazla tutunur,
ancak zevk duygularii lireten beyin siireclerini desteklemez. Naltrekson bazen
hastalar1 opioid bagimliligindan hizla arindirmak i¢in de kullanilir. Bu durumda,
naltrekson, bagimlilik yapan opioid molekiillerini mu opioid reseptorlerinden uzak
tutarken, ekstra klonidin kullanimi da yoksunlugun birincil nedeni olan asir1

ndradrenalin ¢iktisini bastirmaya yardimei olabilir.

Giliniimiizde igne ve siringa programi (NSP) ve opioid ikame tedavisi (OST) gibi
zarar azaltma miidahaleleri, damar i¢i madde kullanimi sirasinda HIV (insan immiin
yetmezlik viriisii) yayiliminin 6nlenmesinde uluslararasi altin standartlardir (Hopwood
ve Treloar, 2013). Tiirkiye’de ise maalesef NSP ve OST zarar azaltma miidahaleleri
mecvut degildir. Yalnizca en az bir opioid tedavi programi ¢alisir durumdadir (Harm

Reduction, 2011).

1.5. Naltrekson

Naltrekson, oksimorfondan tiiretilen yar1 sentetik bir opioid antagonistidir. N-
metil grubunun metilsiklopropil grubu ile reaksiyonu sonucu olusur. Naltrekson’un
(N-siklopropilmetilnoroksimorfon) kimyasal formiilii C20H23NOs ve molekiiler
agirhigi 341.4’tir. Beyaz kristal toz gortinlimiinde olup erime noktasi 168-170 °C’dur.
LogP’si 1.18 olup suda oldukga ¢oziiniir formdadir (PubChem, 2022).

Morfin Nalokson Naltrekson

Sekil 1.3. Morfin, nalokson ve naltreksonun kimyasal yapilari.
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Kimyasal yapisi nalokson ve morfin ile benzerdir (Sekil 1.3). ilk olarak 1963
yilinda morfinin &forik etkilerini engellemek amaciyla sentezlenmistir ve genellikle
hidrokloriir formda (MW 377.9 g/mol) bulunur. Naltrekson hidrokloriir azot
tizerindeki proton ve fenolik proton nedeniyle iki tane pKa noktasina sahiptir. Yapilan
calismalarda 20°C’de azot ilizerindeki proton igin (pKai) 8.38 fenolik proton igin
(pKaz) ise 9.93 degerleri ise 37°C de bulunmustur (Kaufman Jj, 1975).

Oral formiilasyonu opioid kullanim bozuklugu tedavisi i¢in 1984 yilinda FDA
onay1 almistir. Alkol kullanim bozuklugu (AUD) tedavisi igin ise 1994 yilinda FDA

tarafindan onaylanmistir (Center for Substance Abuse, 2009).

Naltrekson’nun fetiis iizerindeki etkileri bilinmediginden FDA gebelik

kategorisi C olarak kabul edilir (Center for Substance Abuse, 2009).

1.5.1. Naltrekson Depo Formlari

Yeterli naltrekson dozu alan bir kisi, bagimlilik yapan opioidlerden herhangi bir
zevk almaz ve bunlar1 kullanmak i¢in daha az motive olur. Bu durum hastalarin
tedaviye kotii uyum saglamasina neden olabilir. Ne yazik ki, ilag uyumu naltrekson
kullaniminda kritik bir sorundur c¢iinkii metadon veya LAAM'den farkli olarak,
naltrekson zevkli duygular {retmez. Hastalarin tedaviye baslamadan Once
opioidlerden mutlaka arindirilmasi gerekir; aksi takdirde bagimlilik ciddi bir sekilde
artan kullanim miktar1 ile devam edebilir (Kosten ve George, 2002).

Oral olarak her giin alinmas1 gerektiginden de tedavinin giivenligi acgisindan
Onerilen yontemler arasinda depo formiilasyon tiirleri vardir. Naltreksonun
biyoyararlanimii ve etkinligini artirmak icin, iki uzun etkili depo formiilasyonu
gelistirilmistir: Uzatilmis salinimli kas i¢i enjeksiyon (XR-NTX), Deri alt1 implant
(SBM NTX).
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XR-NTX, naltreksonun bir mikro kiire formiilasyonudur. Bu formiilasyon
polilaktid ve polilaktid glikolid (PLG) polimerleri denenerek dogal olarak olusan
laktik asit ve glikolik asit ile olusturulmustur. PLG formu FDA tarafindan onay
almistir. Ayda bir kez intramiiskiiler (IM) gluteal enjeksiyon ile uygulanir (Center for
Substance Abuse, 2009). Yaklasik 1 ay boyunca sabit naltrekson konsantrasyonlari ile
opioid blokaj1 saglar (Samhsa, 2021).

XR-NTX kullanimmin oral kullanima gore plasebo etkilerinin ve opioid
kullanim isteklerini azalttig1 ve tedavinin kaliciligini arttirdigr belirlenmistir. Ancak
diger opioid tedavilerine kiyasla higbir kanit en iyi sekilde tedavinin uzatilmisg
salimiml1 naltrekson ile saglandigim sdyleyemez. Ornegin. 2018 yilinda 34 uzatilmig
salmimli NTX arastirmalarinin sistematik incelenmesine gore indiiksiyon basarisinin
diisiik oldugu belirlenmistir ve asir1 doz ve Sliim riski lizerinde 6nemli bir etkisi
bulunamamaistir. Bunun nedeni, gozleme dayali yapilan bu ¢alismalarda genellikle bu
tedaviyi kullanan az sayida insan bulunmasi olabilir (Buresh ve ark., 2021). Ayrica
Rusya’da yiiriitiilen XR-NTX ve plasebo ¢alismasinda incelenen 25 degisken arasinda
demografik o6zellikler, islevsellik diizeyi, aserme ve HIV antikorlariimn incelenmesi
dahil olmak tizere plasebo tizerindeki XR-NTX basarisinin hi¢bir temel belirleyicisi
bulunamamistir (Samhsa, 2021).

SBM NTX, implantasyondan sonra, naltreksonun kinetik plazma konsantrasyon
profili, bir baslangi¢ piki ile karakterizedir. Plazmada 10-12 haftadan daha uzun bir
stire boyunca olgiilebilir seviyededir, sonrasinda sonra yavas yavas diigmeye baslar
(NIH, 2018). SBM NTX heniiz FDA onay1 almamasma ragmen Avrupa ve
Avustralya'da umut verici sonuglar gostermistir ancak implantlarin giivenligini ve

etkinligini incelemek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir (Edinoff ve ark., 2022).
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1.5.2. Naltrekson Farmakokinetigi

Ilaglarin biiyiik bir boliimiiniin biyotransformasyonu ardisik olarak meydana
gelen Faz I ve Faz Il reaksiyonlarindan olusur. Faz I siireci lipofilik formdaki yapilara
oksidasyon, indirgeme ve hidroliz gibi reaksiyonlar sonucu molekiil iizerinde reaktif
bir grubun (hidroksil grubu gibi) olusmasiyla sonuglanir. Fonksiyonel grubun
olugmasi1 molekiile islevsellik kazandirir. Faz II reaksiyonlarinda ise molekiiliin
kolayca viicuttan atilmasi i¢in gerekli konjugasyon ve eliminasyon reaksiyonlar
gergeklesir. Bu durumda ilgili ilag suda daha kolay ¢oziinebilen bir forma doniiserek
bobreklerden kolayca atilmaktadir (Liska, 1998). Naltrekson gibi ksenobiyotik
ketonlarin metabolizmasi pek cok dokularda meydana gelebilir ancak metabolik

aktivite memelilerde dncelikli olarak karaciger ve bobrek sitozoliinde meydana gelir.

1.5.2.1. Absorbsiyon

Naltrekson oral kullanimi takiben hizlica ve neredeyse tamamen (%96) emilir.
Karacigerde ilk gecis metabolizmasina ugrar ve sadece %5°1 sistemik dolasima katilir
(Quinn ve ark., 1997). Yaklasik 1-2 saat igerisinde maksimum konsantrasyona ulasir.
Ana metaboliti olan 6-p-naltreksol, uzun biyoyararlanimi sayesinde naltreksonun
gosterdigi etkinin devamliligini saglar ve plazmada naltreksona oranla daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Oral kullanim1 takiben naltrekson ve 6-B-naltreksoliin
ortalama yarilanma Omri (Ti2) swrasiyla 4 ve 13 saattir. Naltreksonun depo
formiilasyonu olan uzatilmig salinimli kas i¢i enjeksiyon sonrasi mikrokiirelerden
naltrekson hizla salinir ve uygulamadan 1-2 saat sonra plazma konsantrasyonlarinda
ilk zirveye neden olur. Mikrokiirelerdeki salinimin devam etmesiyle birlikte yaklasik
2 giin sonra ikinci ve daha yiiksek bir tepe noktasina ulasir. Plazma seviyelerinde 35
giinden daha uzun siire naltrekson ve ana metabolitinin konsantrasyonlar1 dl¢iilebilir

ve daha sonrasinda kademeli olarak azalir (Mooney ve Saxon, 2018; Samhsa, 2021).
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1.5.2.2. Dagihim

Naltreksonun uzatilmig salimimli kas icin enjeksiyon uygulamasini takiben
dagilim hacminin 1350 litre oldugu tahmin edilmektedir. Plazma proteinlerine
baglanma oram1 %21°dir. Tek basina oral olarak kullanildiginda NTX plazma
seviyeleri 5. giin 13,4 + 14,4 ng/mL, 6. giin 14,4 £ 4,2 ng/mL ve 7. glin 14,3 = 3,5
ng/mL olarak bulunmustur (Mason vd., 2002) Oral naltrekson tedavisi goren 135
hastanin plazmalar1 HPLC/UV ve LC-MS/MS ile analiz edildiginde sirasiyla plazma
naltrekson seviyeleri 13 =20 ng/ml ve 14 +20 ng/ml ve 6-beta-naltreksol seviyeleri
58 £33 ve 57 £ 32 ng/ml bulunmustur (Briinen ve ark., 2010).

1.5.2.3. Metabolizma

[nsanda naltrekson metabolizmasinin ana yolu C-6 karbonil grubunun
indirgenmesidir. indirgenme meydana geldiginde molekiiliin farmakolojik aktivitesi
onemli Ol¢iide etkilenmezken yapisinda meydana gelen fizikokimyasal degisiklikler
hidrofobiklik tizerinde etkiler yaratir. Bunun sonucu olarak molekiiliin doku ve hiicre
ici dagilimi, zar gegirgenligi ve proteine baglanma oraninda farkliliklar meydana gelir
ve molekiiliin farmakolojik dagilimi etkilenir. Yapilan g¢alismalarda naltreksonu
metabolize eden DD1 (AKR1C1), DD2 (AKR1C2) ve DD4 (AKR1C4) rediiktaz
izoformlar1 karakterize edilmistir. DD4’tin (AKR1C4) en fazla sitozolik etkinlige
sahip oldugunu bulunmustur (Alshogran ve Zayed, 2019; Breyer-Pfaff ve Nill, 2010).

17



HO o o HO o OH

Naltrekson 6-beta-naltreksol

N/\<] N

CHsO o o

CHsO [e) OH

2-hidroksi-3-metoksi-naltrekson 2-hidroksi-3-metoksi-6-beta-naltreksol

Sekil 1.4. Naltreksonun metabolizmasi (Heinéla ve ark., 2012).

Karacigerde yiiksek ol¢tide dihidrodiol dehidrojenaz enzimi (DD4) yardimiyla
ana metaboliti olan 6-beta-naltreksol'e ve katekol-O-metiltransferaz (COMT) enzimi
tarafindan mindr metaboliti 2-hidroksi-3-metoksi-6-beta-naltreksol'e hidroksillenir.
(Porter ve ark., 2000) Naltrekson, CYP450 enzimleriyle metabolize edilmedigi igin

diger ilaclarin metabolizmasin etkilemez.

1.5.2.4. Eliminasyon

Naltrekson gibi karbonil grup iceren bilesikler genellikle hidrofobik oldugundan
ve dokularda tutunabildiginden viicuttan uzaklastirilmast kritik 6neme sahiptir.
Naltreksonun o6ncelikli eliminasyon yolu renaldir. Plazma eliminasyon yari omrii
naltrekson ve ana metabolitinin sirasiyla 16£8 ve 25+14 saattir (Porter, 2010).
Yaklasik %601 48 saat i¢inde glukuronidize 6-beta-naltreksol ve naltrekson olarak
idrarla atilmaktadir (EMC, 2016). Mindr olarak fekal yolla atilim da

gerceklesmektedir (Mooney ve Saxon, 2018). Naltreksonun farmakokinetik profili
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enterohepatik  geri  doniistimle tekrar metabolizmaya geri donebilecegini

distindiirmektedir.

Naltreksonun depo formiilasyonu olan uzatilmis salimmhi  kas igi
enjeksiyonunun eliminasyon yar1 émrii 5-10 giindiir. Tedavi siiresince diger aylarda
tekrarlanan uygulamalar, naltrekson veya metabolitlerinin dokularda birikmesine

neden olmaz (Samhsa, 2021).

1.5.3. Naltrekson Farmakodinamigi

Yapilan hayvan denemelerinde naltrekson fareler iizerinde herhangi bir analjezik
etkiye neden olmazken siganlarin kivranma testlerinde sinirlt ya da ihmal edilebilir
opioid agonist etkiler tiretmistir. Morfine bagimli Rhesus maymunlarinda 0,05 mg/kg
naltreksonun intravendz uygulama sonrasinda giiclii bir sekilde opioid yoksunlugu
nalorfinden en az 12 kat ve naloksondan 2,5 kat daha hizli olustugu gézlemlenmistir.
Yoksunluk belirtileri siddetli huysuzluk, saldirganlik, hiper-refleksi ve somatik

yoksunluk belirtileri ile karakterize edilmistir.

Insanlar iizerinde de naltrekson uygulamasin takiben disfori ve gz bebeginde
kiicilme gibi agonist etkilere dair izole raporlar mevcuttur. Bagimlilik sonrasinda
gontlliilere 100 mg oral naltrekson tedavisi sonucunda intravendz eroin kullaniminin
yarattig1 6fori dahil olmak tizere 6znel ya da nesnel tepkilerin % 90’nin1 bloke etmistir
ve en az 72 saat boyunca antagonizma siirdiigii tespit edilmistir (Gonzalez ve Brogden,
1988).

Naltreksonun antagonizmi merkezi ve periferik sistemde bulunan bu reseptorlere
sterospesifik rekabet yoluyla gergeklesir. Rekabet¢i bir sekilde baglandiktan sonra
Mu-opioid reseptdr agonistlerinin (hidromorfon gibi) subjektif, giiclendirici ve
fizyolojik etkilerini etkili bir sekilde bloke eder. Ayrica eksojen olarak alinan
opioidlere erisimi engeller (Farid ve ark., 2008). Bu durumda etki mekanizmasi olarak

orta beyin dopaminerjik noronlarinin GABAerjik inhibisyonunu azalttigi, boylece
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striatolimbik devre iizerinde etkili olan maddelerin subjektif uyarici etkilerini ve bu

maddelere yonelik 6zlemi azalttigi ileri stiriilmektedir (Lim ve ark., 2021).

1.5.4. Naltreksonun Bagimlilik Dis1 Kullanimm

Naltrekson, dopamin ve norepinefrin i¢in presinaptik tasiyicilari bloke eden ve
monoamin geri alimi inhibitdrii olan bupropion ile uygulandiginda &zellikle istah
kesme ve kilo kaybi iizerinde etkilidir. Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan
onaylanan Mysimba, diisiik kalorili bir diyet ve fiziksel aktiviteye ek olarak obeziteye
kars1 tedavi amacli kullanilmaktadir. Sadece regete ile temin edilebilecek bu ilag, viicut
kitle endeksi (BMI) 27-30 veya >30 kg/m? olan yetiskinler i¢in 6nerilmektedir. (EMA,
2014) Bu sinerjik uygulama, obeziteye karsi bir kullanilabilecek olmasi nedeniyle
biiylik ilgi uyandirmistir. Bir yandan da distilfiram benzeri bir reaksiyona neden

olmadig i¢in sigaray1 birakma alternatifi olusturmaktadir (Kossoski ve ark., 2013).

Farkli kullanim dozlar1 ve siireleri goz oniinde bulunduruldugunda otizmli
cocuklarda naltrekson kullanimi, otizmin yonetiminde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Elchaar ve ark., 2006). Kendine zarar verme ve hiperaktivite davranigi goriilen
cocuklarda agr1 duyarliliginin azaldig ve yiiksek BOS endorfin konsantrasyonlarina
sahip oldugu bilinmektedir (Anderson ve Coté, 2019). Otizmli ¢ocuklar iizerinde
yapilan bir ¢alismaya gore 4 hafta boyunca giinliik 1mg/kg naltrekson dozu ile tedavi
edilmistir ve arastirmanin sonucunda ¢ocuklarda hiperaktivite ve irritabilitede azalma

belirlenmistir (Willemsen-Swinkels ve ark., 1996).

1.5.5. Naltrekson’un Yan Etkileri

Naltrekson’un yan etkilerini gozlemlemeden dnce hastalarda var olan son opioid
kullanim zamani, opioidin kesilmesine iliskin semptomlar1, HIV, Hepatit B viriis ve
Hepatit C virlis enfeksiyonlar1 agisindan degerlendirilmelidir. Naltrekson

kullanimindaki yan etkiler tedavinin dozuna ya da uygulama sekline gore degisiklik
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gosterir. Oral olarak 50-100 mg Naltrekson tedavisi goren hastalarda yaygin yan
etkiler olarak gastrointestinal sorunlar (karin kramplari, karin agrisi, mide bulantisi),
kas iskelet sistemi rahatsizliklar1 (atraljiler ve miyaljiler), norolojik rahatsizliklar
(uykuda giicliik, bas agris1 ve enerji eksikligi) ve bazi psikolojik rahatsizliklar
(anksiyete ve sinirlilik) yer alir. Alkolizm tedavisi goren hastalarda ise hepatoksisite
gozlemlenmistir (Lee ve Elston, 2019). Buna karsilik diisiik doz Naltrekson (LDN)
tedavisinde ciddi yan etkilere dair ¢ok az kanit vardir. Genellikle bildirilen yan etkiler
canli riiyalar, kabuslar ve bas agrisidir. LDN’nin belirli ticari bir formiilasyonu
olmadig1 igin yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilan miktar 4.5 mg’dir. lag
genellikle yatmadan 1 saat 6nce verilir. Yapilan bir ¢calismada hastalarin < %37'sinde
yan etki olarak canli riiyalar bildirilmis ancak zamanla azalmistir. Canli riiyalarin
plasebo grubunda goriilen en yaygin yan etki oldugu belirtilmelidir. Bu gibi sikayetleri
olan hastalarda sabah dozuna gegilir ve diger yan etkiler bildiren hastalarda kullanilan
doz 3.0 mg’a indirilir. Bu diisiiriilen dozaj kullanim1 sonras1 semptomlart iyilestigine

dair kanitlar vardir (Younger ve ark., 2014).

1.5.6. Naltrekson’un Analitik Tayin Yontemleri

Literatiir calismalarinda NTX ve ana metabolitinin analizi igin gesitli analitik
yontemler mevcuttur. Bu ¢aligmalarda insan ve hayvan plazmasi (Clavijo ve ark.,
2008; Slawson ve ark., 2007), anne siitii (Chan ve ark., 2001), serum (Heinila ve ark.,
2012), tikirik (Verebey, 1981) ve idrar (Abdel-Gawad ve El-Gamal, 2018) gibi
biyolojik numune analizlerinin diginda hidrojeller (Alvarez-Rivera ve ark., 2019) ve
mikropartikiil tasinimi (Hua ve ark., 2021; Sharifi ve ark., 2020) ile terapotik ilag

izlenmesi i¢in yontemler gelistirilmistir.

1.5.6.1. Siv1 Kromatografisi

S1v1 Kromatografi (LC) i¢in UV ve Floresans dedektorlerin yani sira MS ve
MS/MS dedektorleri de tercih edilmektedir. LC-MS ve LC-MS/MS igin kullanilan

21



ekstraksiyon yontemleri arasinda sivi-sivi ekstraksiyon (LLE), on-line ekstraksiyon
(Briinen ve ark., 2010) ve enzimatik yontemler (Liu ve ark., 2014) yer almaktadir. Bu
yontemler sonucu tayin edilirken iyonlastirici kaynaklar da kullanilabilir. Bunlar
arasinda elektro sprey iyonizasyonu (ESI) vardir. Naltrekson ve metabolitinin
analizlerinde yliksek voltaj uygulanip aerosol olusturarak elektron spreyi yardimiyla
iyon olusturma prensibine dayanan ve bu yontemle yapilan pek ¢ok analiz mevcuttur
(Valiveti ve ark., 2004). Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) analizleri
oncesinde ornekler i¢in kullanilan ekstraksiyon yontemleri LLE, kat1 faz ekstraksiyon
(SPE) ve online ekstraksiyon olmak {iizere farkli sekillerde yapilabilmektedir.
Ekstrakte edilen ornekler, HPLC analizlerindeki hareketli faz akislarinda izokratik
veya gradiyent olarak degisiklik yapilarak diisiik tayin smirlarina ulagsmak
miimkiindiir. Ayrica analiz siiresi hazirlanacak hareketli fazin akigina ve kolon
sicakligina gore azalmaktadir. Tayin yontemleri arasinda gesitli dalga boylarinda

uygun kosullarda NTX ve ana metabolitinin analizlerini yapmak miimkiindiir.

1.5.6.2. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC) i¢in yaygin olarak kullanilan dedektor kiitle
spektroskopidir (MS). Hareketli faz olarak kullanilan gaz inert olmalidir. Bunlar
arasinda azot, helyum ve hidrojen gibi gazlar bulunmaktadir. MS yardimiyla NTX
molekiiliiniin iyonlarina ayristirilmasi sonucu kiitle tayini yapilmaktadir. GC-MS’de
diisiik 6rnek hacmi ile diisiik tayin limitlerine hizlica ulasilabilir ancak analizi yapilan
ornek ucucu olmalidir. Bu nedenle ekstraksiyon icin de organik ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Numune ugucu degilse derivatizasyon (tiirevleme) islemlerine tabi
tutulur. NTX molekiilii i¢in kullanilan tiirevleme ajanlari arasinda asetik anhidrit
(Chanve ark., 2001), MSTFA (N-Metil-N-(trimetilsilil)-trifloroasetamid) ve TSIM (1-
(trimetilsilil)-imidazol) vardir (Toennes ve ark., 2004). Ancak tiirevleme basamagi ¢cok
fazla numunenin analizinin es zamanl yapilacagi durumlarda hig etkili olmamakla

birlikte biiyiik bir zaman kaybina sebep olmaktadir.
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1.5.6.3. Diger Analitik Yontemler

Voltametrik teknikler sulu Orneklerde organik ve inorganik bilesenlerin
belirlenmesinde hizli ve ekonomik olmasindan dolayi tercih sebebidir. NTX ve ana
metaboliti i¢in kullanilan voltametrik teknikler arasinda akis enjeksiyon analizi (FIA)
ve hizli fouirier doniisiimlii (FFT) dongiisel voltametriler yer alir (Norouzi ve ark.,
2007).

UV-Goriiniir (UV-Vis) Spektrofotometre kolay ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle
farmakolojik olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Naltrekson ve ana metaboliti i¢in
obezite ve bagimlilik 6nleyici etkilerinden yola ¢ikilarak UV-Vis spektrofotometre
kullanilarak 279 ve 281 nm dalga boylarinda dl¢iimler rapor edilmistir. 281 nm bu
teknik i¢in optimum dalga boyu se¢ilmistir (Kossoski ve ark., 2013).

1.5.7. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol ile Yapilmis Literatiir Calismalari

Biyolojik drneklerde naltrekson ve 6-beta-naltreksoliin kromatografik yontemler

kullanilarak yapilan literatiir caligmalarindan bazilar1 Cizelge 1.3’te listelenmistir.
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1.5.8. Analitik Yontem Gegerlilik Testi Parametreleri

Analitik yontem gecerlilik

testleri (validasyon), analitik yontemlerin

olusturulmasinda ve bir laboratuvarda giivenilir analitik veriler elde edilmesi ig¢in

yapilmas1 gereken ¢ok sayida degerlendirme parametrelerinden olusmaktadir.

Istenilen calisma kosullarinda ve galismasi hedeflenen &rnekler i¢in dogru ve kesin

analitik veriler elde edilmesi i¢in yontem validasyon testleri kilit bir unsurdur

(Segneanu ve ark., 2013). Yontem validasyon parametrelerinin isimleri ve tanimlari

Cizelge 1.4’te belirtilmistir.

Cizelge 1.4. Analitik yontem validasyon parametreleri ve tanimlar1 (Segneanu ve ark., 2013).

Validasyon Parametreleri

Tanimlari

Secicilik/Ozgiilliik Numune matrisinde bulunmas: beklenebilen girisim
olusturabilecek maddelerin varliginda hedef analiti dogru bir
sekilde 6lgebilme yetenegidir.

Dogruluk Yontem tarafindan bulunan test sonuglarinin gercek degerle
uyusma derecesidir.

Kesinlik Yontemin ayni numuneye uygulandiginda elde edilen
yanitin tekrarlanabilirliginin 6l¢istidiir.

Dogrusallik Belirli bir araliktaki analitlerin konsantrasyonu ile elde
edilen sinyallerin dogru orantili sekilde grafiksel olarak
degerlendirilmesidir.

Cahsma Arahg: Analitik bir yontemin araligi, kesinlik, dogruluk ve

dogrusallikla belirlendigi gosterilen iist ve alt seviyeler
arasindaki araliktir.

Teshis ve Tayin Simir1 (LOD ve LOQ)

LOD terimi, cihazin tespit edebildigi ancak 6l¢emedigi en
diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir. LOQ terimi, cihazin
tespit edip Olgebildigi en diisiik konsantrasyon olarak
tanimlanir.

Saglamhk

Numune ¢ozeltilerinin hazirlanmas: sirasinda pH  gibi
sicaklik gibi etmenler, numune saklanma kosullari, ayni
numunenin farkli laboratuvarlar, analistler ve farkli cihazlar
gibi cesitli pek cok farklt kosullarda yapilan analizlerin
tekrar elde edilebilmesi olarak tanimlanabilir.
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Bu tez kapsaminda yapilacak olan ¢aligmalarda naltrekson ve 6-beta-naltreksol
analizleri i¢in diisiik maliyetli, hassas ve diisiik tayin limitlerine ulagabilmek adina yeni
bir analiz yontemi gelistirilecektir. Naltrekson ve ana metaboliti olan 6-beta-
naltreksoliin plazmadan miktar tayini i¢in Ornek hazirlama siiresinin kisaltilarak
ekstraksiyondaki 6n hazirlik agamalarinin kolaylastirilmasi, maddelerin kromatografik
olarak incelenmesi ve valide bir yontem gelistirilmesi, gelistirilen yontemin literatiire
alternatif getirecek daha hizli hassas ve diisiik dedeksiyon limitlerine ulasilmasinin
saglanmas1 hedeflenmektedir. Arastirma sonucglarina dayanarak rutin analizlerde

kullanilan naltrekson yontemlerine alternatif yeni modifikasyonlar dnerilecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

HPLC’de kullanilmak {izere % 0,1 orto-fosforik asit ile metanol ya da asetonitril
hareketli faz bilesenleri hazirlanmistir. pH optimizasyonu sulu faz iizerinde asidik pH
icin orto-fosforik asit ile bazik pH i¢cin 1 M NaOH kullanilarak gerceklestirilmistir.
Ters faz kromatografik yontemlerde iyon olusturabilen analitlerin kolondan ayrimina
yardimer olmasi sebebiyle hareketli faz denemelerinde % 0,1 Trietilamin, % 0,1
Tribiitilamin ve % 0,1 Trifloroasetik asit ve 5 mM Heptan siilfonik asit sodyum tuzu

gibi iyon cifti olusturan ajanlar kullanilmis ve analize etkisi incelenmistir.

Naltrekson ve 6-beta-naltreksol referans standartlart kullanilarak ana stoklar 1
mg/mL konsantrasyonda metanol icerisinde hazirlanmstir. I¢ standart denemeleri igin
Rasajilin, Favipiravir, Klonazepam, Klomipiramin, Klozapin, Piroksikam,
Meloksikam, Lornoksikam, Ketoprofen, Flutikazon Propiyonat, Sefpodoksim,
Sinakalset, Amlodipin, Desloratadin ve Ketokonazol gibi maddeler temin edilip
metanol i¢erisinde 1 mg/mL ana stoklari hazirlanmistir. Kromatografik denemeler i¢in
referans standartlar ana stoklardan Cizelge 2.5teki i¢ standartlar ise Cizelge 2.6’ daki
gibi hazirlanarak ara stok stoklar tizerinden yapilmistir. Tiim stok ¢ozeltiler -20°C’de

karanlikta saklanmistir.

Ticari plazma ve idrardan sivi sivi ekstraksiyon ¢alismasi igin 0,1 M Na.,COz,
metil tert biitil eter (MTBE), Diklorometan, Biitilasetat ve 0,1 M HCIO4kullanilmustir.
Ticari plazma -20°C’de karanlikta saklanmustir.

Kullanilan tiim kimyasallarin listesi Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal ismi Markasi
Asetonitril (HPLC Kalite) Merck
Metanol (Kromatografik Kalite) Isolab

% 60 Perklorik Asit (HCIO,) Agilent 1100

% 80 Orto-fosforik Asit
Sodyum Karbonat (Na2COs)
Sodyum Hidroksit
Diklorometan

Metil Tert Biitil Eter (MTBE)
Trietilamin (TEA)
Tribttilamin (TBA)
Trifloroasetik Asit (TFA)
Rasajilin

Naltrekson Hidrokloriir
6-beta-naltreksol Hidrat
Ticari Plazma

Heptan Siilfonik Asit Sodyum Tuzu

Mirak Thermolyne
Bandelin Sonorex TK 100 H
Biosan Multi Vortex V-32
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Clearsynth

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Merck
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2.2. Kullanilan Cihazlar

Tez boyunca kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile birlikte Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz ismi

Markasi

pH metre

Hassas Terazi

HPLC

Manyetik Karistiric

Ultrasonik Su Banyosu

Coklu Vorteks

Santrifiij

Ultra Saf Su Cihaz1

Saf Su Cihaz1

2-20 pL Hacim Ayarli Mikropipet
20-200 pL Hacim Ayarli Mikropipet
100-1000 pL Hacim Ayarlt Mikropipet
Vakum Pompas1

Vorteks

Thermo Scientific Orion 3 Star
Mettler Toledo XS204
Agilent 1100

Mirak Thermolyne

Bandelin Sonorex TK 100 H
Biosan Multi Vortex V-32
Heraeus Labofuge 200
Human Up 900 Scholar-UVv
Niive ND8

Brand

Brand

Brand

Knf Neuberger D 79112

Velp Scientifica Classic
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2.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez boyunca kullanilan sarf malzemelerin listesi Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2. 3. Kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Sarf Malzeme Ismi Markasi
200 uL Mikropipet Ucu Jet Biofil
1000 uL Mikropipet Ucu Jet Biofil
2 mL N9 HPLC vial Isolab
2 mL N9 HPLC vial kapag1 Isolab
200 pL Insert Isolab
1000 mL Borosilikat Cam Sige Isolab
500 mL Borosilikat Cam Sise Isolab
Seliiloz Asetat Membran Filtre Isolab
3 mL Pastor Pipeti Stiber Cam
1000 mL Erlen Isolab
Filtrasyon Adaptorii Isolab
300 mL Filtre Hunisi Isolab
Cam Tartim Kiiveti Siiber Cam
10 mL Balon joje fldam Cam
50 mL Balon joje Ildam Cam
1000 mL Meziir [ldam Cam
500 mL Meziir [ldam Cam
Parafilm Isolab
Metal Spatiil Isolab
Polipropilen Deney Tiipii (12 x 75 mm) Isolab

Polietilen Tipa (15/16 mm) Isolab




2.4. Kullanilan Analitik Kolonlar

Tez siiresince kullanilan analitik kolonlar Cizelge 8’de listelenmistir. Caligsmalar

koruyucu kolon Trident Level 3 LC kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 2.4. Kullanilan analitik kolonlarin listesi.

Kolon Ismi Markasi Kolon Ozellikleri
Kinetex F5 (150 mm x 4,6 mm id., 2,6 um) Phenomenex Core-Shell Teknolojisi
Kinetex F5 (150 mm x 4,6 mm id., 5 pm) Phenomenex Core-Shell Teknolojisi
Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mmid., 2,6 pm) Phenomenex Core-Shell Teknolojisi

Kinetex EVO C18 (150 mm x 4,6 mm id., 2,6 um) Phenomenex Core-Shell Teknolojisi
Kinetex EVO C18 (150 mm x 4,6 mm id., 5 um) Phenomenex Core-Shell Teknolojisi

Chromolith RP 18E (100 mm x 4,6 mm id.) Merck Monolitik Silika Teknolojisi

2.5. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda tiim analitik standart ve i¢ standart ana stoklari ayni
hazirlama yontemi kullanilarak ve ayni konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Tim ana
stok konsantrasyonlari1 1 mg/mL olarak belirlenmistir. Kullanilan tiim kimyasal
maddeler kat1 formda oldugu i¢in hassas terazi kullanilarak cam tartim kiiveti {izerine
her bir analit 10 mg tartilip 10 mL balon joje igerisinde MeOH ile ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Tez ¢alismasinda kullanilmak tizere ana stok kullanilarak 0,1 pg/mL, 1 pg/mL
ve 10 pg/mL olmak iizere 3 adet ara stok hazirlanmistir. Ara stok hazirlama tablosu

Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2. 5. Analitik standartlarin ara stok konsantrasyonlari ve hazirlama yontemleri.

Ara Stok Konsantrasyonlar1 | Hazirlama Yontemi

10 pg/mL 1 mg/mL ana stoktan 100 pL alinmig, MeOH ile 10 mL’ye
tamamlanmuistir.

1 pg/mL 10 pg/mL ara stoktan 1 mL alinmig, MeOH ile 10 mL’ye
tamamlanmstir.

0,1 pg/mL 1 pg/mL ara stoktan I mL alinmig, MeOH ile 10 mL’ye
tamamlanmustir.

Calismada kullanilmak {izere i¢ standart denemeleri i¢in 2 adet ara stok
hazirlanmistir. Ara stoklarin konsantrasyonlar1 ve hazirlamis sekli Cizelge 2.6°da

verilmigtir.

Cizelge 2.6. Standartlarin ara stok konsantrasyonlari ve hazirlama yontemleri.

Ara Stok Konsantrasyonlar1 | Hazirlama Yontemi
100 pg/mL 1 mg/mL ana stoktan 1 mL alinmis, MeOH ile 10 mL’ye
tamamlanmuigtir.
10 pg/mL 100 pg/mL ana stoktan 1mL alinmis, MeOH ile 10 mL’ye
tamamlanmaigstir.
2.6. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol icin Kalibrasyon Grafiklerinin
Hazirlanmasi

Naltrekson ve 6-beta-naltreksoliin dogrusal araligini belirlemek i¢in 1, 2, 5, 10,
25, 50 ve 100 pg/mL olmak iizere 7 derisimde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Belirlenen konsantrasyonlar1 hazirlanmak i¢in 0,1 pg/mL, 1 pg/mL ve 10 pg/mL ara
stoklar1 kullanilmistir. Standart ¢ozeltileri hazirlanma yontemleri Cizelge 2.7°de

verilmistir.
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Cizelge 2.7. Kalibrasyon noktalarinin hazirlanig sekli.

Konsantrasyon 0,1 png/mL Ara 1 pg/mL Ara 10 pg/mL Ara Eklenilen
(ng/mL) Stoktan Eklenilen Stoktan Stoktan ddH20
Hacim (uL) Eklenilen Hacim | Eklenilen Hacim | Hacmi (nL)
(uL) (L)

1 10 - - 900

20 - - 980

5 50 - - 950

10 - 10 - 990
25 - 25 - 975
50 - 50 - 950
100 - - 10 990

2.7. HPLC Analizi icin Yontem Optimizasyon Calismalari

2.7.1. Hareketli Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kullanilan hareketli faz her giin taze olarak hazirlanmistir. Sulu faz % 0,1 orto-
fosforik asit igermektedir. Analiz sonucunda elde edilen kromatogramlardaki pik
sekillerine etkisini 6lgmek amaciyla % 0,1 Trietilamin (TEA), % 0,1 Tribiitilamin
(TBA) ve % 0,1 Trifloroasetik asit (TFA) ve 5 mM Heptan siilfonik asit sodyum tuzu
ayr1 ayr1 denenmistir. Hareketli faz ¢iftlerinde uygun organik solvent se¢imi igin
asetonitril ve metanol kullanilmistir. Sulu hareketli fazin hazirlanisi sirasinda organik
faz olarak kullanilmasina karar verilen organik solvent 20 dk ultrasonik su banyosunda

degaze edilmistir.

2.7.2. Hareketli Faz pH Optimizasyonu

Hareketli fazin pH degerlerinin naltrekson ve ana metabolitinin analizine
etkisinin belirlenmesi amaciyla pH sirasiyla 2, 3, 4 ve 5 olmak iizere denemeler

yapilmistir. Analizin yapildig1 kromatografik kosullar Cizelge 2.8’de verilmistir.
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Cizelge 2.8. Hareketli faz pH denemeleri i¢in kullanilan analitik parametreler.

Parametreler Ozellikleri

Kolon Ismi Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 um)

Hareketli faz % 0,1 fosforik asit ve % 0,1 TEA karisimi ve metanol 85:15 (v/v)
Akis Hizi 0,4 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

UV dedektor 204 nm

2.7.3. HPLC Kolon Denemeleri

Tez boyunca yeni nesil analitik kolonlarin naltrekson ve ana metabolitinin
tayinine etkisinin belirlenmesi amaciyla 6 adet farkli kolon denemesi yapilmistir.
Kolon isimleri Cizelge 2.4’te verilmistir. Kinetex EVO C18 geleneksel kolonlara gore
asidik ve bazik genis pH araliklarinda ve % 100 sulu ¢ozeltilerle ¢alisma imkéani
saglamas1 yoniiyle digerlerinden ayrilmaktadir. Kinetex F5 serisi piyasadaki
pentaflorofenilpropil (PFP) c¢ekirdek-kabuk fazli F5 {iriinlerine gore performans
siirlarinin tizerinde ve farkli laboratuvarda kullanildiginda da ayni sonuglari verme
olanagi sayesinde digerlerinden ayrilmaktadir. Kinetex CI18 serisi geleneksel
gozenekli partikiillere kiyasla daha fazla verimlilik ve gelistirilmis performans
saglamak tizere tasarlanmistir. Chromolith RP18E serisi ise 2 um partikiil boyutu ile
digerlerinden oldukga diisiik partikiil boyutuna sahiptir. Dolgu maddesi i¢in kullanilan
monolitik silika, disiik geri basing ve daha genis aktif yiizey alanina sahip yenilikgi

bir ¢ift modlu yapiya sahiptir.

2.7.4. HPLC Kolon Sicaklik Optimizasyonu

HPLC metodu i¢in uygun sicaklik degerlerinin bulunmasi amaciyla Cizelge
2.9’da belirtilen kromatografik kosullarda sirasiyla 10 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C,
50 °C ve 60 °C’de sicaklik denemeleri yapilmistir.
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Cizelge 2.9. HPLC kolon sicaklik denemeleri i¢in kullanilan analitik yontem parametreleri.

Parametreler Ozellikleri

Kolon Ismi Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 um)

Hareketli faz % 0,1 fosforik asit ve % 0,1 TEA (pH:5) karisimi ve metanol
85:15(v/v)

Akis Hizi 0,4 mL/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

UV dedektor 204 nm

2.7.5. HPLC Hareketli Faz Akis Hiz1 Optimizasyonu

Hareketli faz izokratik ve gradiyent olarak ayarlanarak iki farkli akis yonteminin
karsilastirmalar1 yapilmistir. Izokratik akis oranlari asetonitrilin metanole gére diisiik
geri basing saglamasi ve kullanilan kolon tiplerinin farkli olmasi nedeniyle degisiklik

gostermektedir. Gradiyent akis oranlari ise Cizelge 2.10’da verilmistir.

Cizelge 2.10. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol tayini i¢in olusturulan gradiyent akis oranlari.

Zaman (dk) MeOH Orani (%) %01 "I'ézg‘l l‘:lel (()/0"/0(;’1 TEA
0 20 80
Gradiyent Yontem | 20 ®0 0
22 20 80
28 20 80
0 25 75
6 25 75
Gradiyer:: Yontem 20 60 40
22 25 75
25 25 75

2.7.6. HPL.C Enjeksiyon Hacmi Optimizasyonu

Analizlerde uygun enjeksiyon hacminin belirlenmesi amaciyla Kinetex EVO

C18 (150 mm, 4,6 mm id., 2,6 um) kolonu hareketli faz olarak % 0,1 H3POs ile %0,1
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TEA karisimi ve metanol 80:20 (v/v) kullanilarak kolon sicakligi 15 °C ‘de ve 0,4
mL/dk akista 10 pL, 20 pL ve 30 puL enjeksiyonlar yapilmustir.

2.8. HPLC Analizi icin Yontem Validasyon Calismalari

Analitik yontem validasyon parametreleri Uluslararast Uyum Konseyi (ICH),
Avrupa Ila¢ Konseyi (EMA), Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi Dairesi
(FDA) ve Amerikan Farmakopesi (USP) ve diger farmakopeler tarafindan yapilmasi

ve dikkat edilmesi Onerilen testleri icermektedir.

2.8.1. Secicilik

Sivi kromatografi yontemlerinde segicilik yontemin giivenilirligi i¢in oldukca
onemlidir. Ornek matriksindeki bilesenlerin hedef analitle girisim yapmadig1 ve
analitin dogru ve spesifik olarak Slciilebildigi yontem segici olarak tanimlanabilir.
Analitik standartlar1 igeren 10 pg/mL ara stok ve icermeyen metanol ¢ozeltisi
dogrudan analiz edilip elde edilen kromatogramlarda bozunma iiriinlerin varlig
incelenmistir. HPLC-UV analitik kosullar1 Cizelge 2.11°deki gibidir. Ticari plazma ve
idrar matrikslerinde hedef analitlerin matriksteki herhangi bir bilesen (safsizlik) ile

girisim yapip yapmadig: elde edilen kromatogramlar sonucunda kontrol edilmistir.

2.8.2. Dogruluk

Dogruluk, yontem validasyon caligmalari igin en 6nemli Kriterlerden biridir.
Olgiilen degerlerin gercek degerlere yakimlig: olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak

dogruluk geri kazanim ¢aligmalar1 (%) olarak da ifade edilir.
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Gelistirilen yontem kullanilarak 20 ng/mL, 40 ng/mL ve 80 ng/mL
konsantrasyonlarda analitik standartlar1 igeren 3 farkli kalite kontrol (QC) noktasi

secilmistir. HPLC analizi sonras1 % geri kazanim Sekil 2.1°deki gibi hesaplanmustir.

Bulunan Konsantrasyon Sonucu

x 100

% Geri Kazanum =
% Gergek Konsantrasyon

Sekil 2.1. Geri kazanim hesaplama denklemi.

2.8.3. Kesinlik

Gelistirilen sivi  kromatografik yontemin c¢alisma kosullarinda bireysel
orneklerin analizi sonucu elde edilen verilerin birbiri arasindaki uyumluluk, tekrar
edilebilirliginin bir gostergesidir. Sonuglarin birbirine yakinlig1 standart sapma (SS)
ve % bagil standart sapma (BSS) olarak ifade edilir. Gelistirilen ekstraksiyon yontemi
uygulanarak matriks tizerine 20 ng/mL, 40 ng/mL ve 80 ng/mL konsantrasyonlarda
analitik standartlar1 iceren 3 farkli kalite kontrol noktas1 (QC) 5 farkli giin ayr1 ayr
hazirlanmis olup en az 3 tekrarl analiz yapilarak SS ve % BSS olarak Sekil 2.2°deki

gibi hesaplanmustir.

Standart Sapma
% BSS = x 100
Ortalama

Sekil 2.2. Bagil standart sapma hesaplama denklemi.

2.8.4. Dogrusallik

Kantitatif olarak konsantrasyon hesabinin belirlendigi ¢alismalarda dogrusallik
gelistirilen metodun giivenilirligi i¢in olduk¢a 6nemlidir. En az 5 farkli derisimde
hazirlanan hedef analit konsantrasyonlarinin olgililen analitik cihazlarda aldigi
sinyallerin grafiksel ortamda yorumlanmasiyla degerlendirilir. Bu tez ¢aligmasinda 7

adet farkli derisim noktasi secilmistir. Hazirlanan ara stoklar kullanilarak segilen
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matrikste son konsantrasyonu sirasiyla 1, 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL olacak sekilde
standart ¢ozeltiler hazirlanmig ve HPLC-UV ‘de Cizelge 2.11°deki analitik kosullar
kullanilarak analiz edilmistir. Olusturulan grafikte regresyon denkleminin basarisini
belirlemek amaciyla egim (m), kesisim (n) ve belirleme katsayis1 (R?) parametreleri

incelenmistir.

2.8.5. Calisma Arah@

Yontemin ¢alisma araligi dogrusalligin bir gostergesidir ve en 1yi ¢alisma araligi
hedeflenen seviyelerin %50°si ile % 150°si arasinda en 1yi performans: veren aralik
olarak tanimlanmaktadir.(Gumustas ve Ozkan, 2011) Gelistirilen yontemin g¢alisma
araligi dogrusallik ¢alismasi i¢in belirlenen konsantrasyon degerleri arasinda olacaktir

ve genellikle calisma araliginin en alt degeri LOQ degeri olarak tanimlanmaktadir.

2.8.6. Teshis ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Teshis st (LOD), cihazin algiladigi ve kromatogramda goriinen ancak
herhangi bir miktar tayininin yapilamadigi en kiigiik derisim olarak tanimlanmaktadir.
Tayin smir1 (LOQ) ise analiz sonrasinda cihazin algilayabildigi ve kromatogramda
Olciilebilen en diisiik konsantrasyondur. Genellikle LOD ve LOQ hesaplamalar i¢in
kromatogramlardaki sinyal/giiriiltii oranlar1 kullanilir. Bunun i¢in herhangi bir analit
icermeyen kor ornek ile en diisiik analit konsantrasyonu bilinen 6rnekler karsilastirilir.
LOD igin sinyal/giiriiltii oran1 3 olmalidir. LOQ i¢in ise sinyal/giiriiltii oran1 10°dur.
Teorik olarak LOD ve LOQ hesaplama denklemleri Sekil 2.3’te gosterilmistir.

3Xo 10X o

LOD = LOQ =

Sekil 2.3. Teorik olarak teshis ve tayin sinir1 hesaplama denklemi.
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2.8.7. Saglamhk

Saglamlik testi yontem validasyonunun onemli bir pargasidir. USP’de bir
analitik yontemin saglamligi ayni numunenin farkli laboratuvarlar, analistler ve farkli
cihazlar gibi gesitli pek ¢ok farkli kosullarda yapilan analizlerin sonuglarinin tekrar
elde edilebilmesi olarak tanimlanmaktadir. Olusturulan metodun saglamligi test

edilmistir.

2.9. Siv1 Siv1 Ekstraksiyon (LLE) Yontemi

500 uL ticari plazma tizerine belirli konsantrasyonda naltrekson ve 6-beta-
naltreksol analitik standartlar1 ve i¢ standart eklenmistir ve 10 s vorteks uygulanmaistir.
Ekstraksiyon pH’1 9 olarak belirlenmis olup ortami bazik hale getirmek ig¢in 20 uL
Na>COs3 (0,1 M) eklenip 10 s vorteks yapilmistir. Ekstraksiyon solventi olarak 2.5 mL
MTBE ticari plazma {izerine eklenmis ve 2 dk vorteks yapilmistir. Vorteks sonrasinda
3500 RPM’de 5 dk santrifiij edilerek organik solvent yeni polipropilen tiipe alinmistir.
Ortami asidik hale getirmek icin 100 uL HCIO4 (0,1 M) eklenmistir ve sonrasinda 2
dk vorteks yapilmistir. Sonrasinda tiipler 3500 RPM’de 5 dk santrifiij edilip organik
solvent ortamdan uzaklastirilmistir. Ortamda kalan HCIO4 direkt olarak HPLC’de
analiz edilmistir. Ticari plazma tizerinden gelistirilen ekstraksiyon yontemi Sekil

2.4’te sematize edilmistir.

Organik faz
+0.1 M Na,CO, Vorteks +0.1 M HCIO4 uzaklastirilir.
—) —) — —)
+ Organik Solvent Santrifiij (5 dk) Vorteks Dogrudan
Enjeksiyon

Sekil 2.4. Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) sematik gosterimi.
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2.10. Sivi S Ekstraksiyon (LLE) Yontem Parametrelerinin
Optimizasyonu

2.10.1. Ekstraksiyon Solventi Sec¢imi

Ekstraksiyona hazirlik asamalarindan sonra naltrekson ve ana metaboliti i¢in
uygun ekstraksiyon solventinin belirlenmesi amaciyla sirasiyla Metil tert-biitil eter
(MTBE), diklorometan (DCM) ve biitilasetat kullanilmistir.

2.10.2. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Optimizasyonu

Kullanilan ekstraksiyon solvent hacminin ekstraksiyon verimine etkisinin
belirlemek amaciyla sirasiyla 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 2 mL ve 2,5 mL MTBE

kullanilmistir.

2.10.3. Ekstraksiyon pH Optimizasyonu

Gelistirilen ekstraksiyon yonteminde naltrekson ve 6-beta-naltreksol sulu
ortamda bazik ozellige sahip olmasi nedeniyle analitlerin 6ncelikle bazik ortama
alinmasi1 daha sonrasinda asidik ortama ge¢mesi hedeflenmektedir. Bu ekstraksiyon

ortaminin degisikligi geri ekstraksiyon olarak da adlandirilmaktadir.

Ekstraksiyon verimliligine etkisinin 6l¢iilmesi amaciyla 6ncelikle bazik ortam
olusturmak i¢in 0,1 M NaxCOs kullanilarak plazmaya 10 pL ve 20 pL hacim
denemeleri yapilmistir. Daha sonrasinda ilgili ekstraksiyon adimlarmin ardindan
analitlerin asidik ortama ge¢mesi i¢in 0,1 M HCIOg4 kullanilarak organik solvent

tizerine 50 uL ve 100 pL hacim denemeleri yapilmistir.
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2.11. Belirlenen En Uygun HPLC Kosulu

Optimizasyon ¢alismasi sonrasinda belirlenen en uygun HPLC yontemi Cizelge

2.11°de verilmistir.

Cizelge 2.11. Valide HPLC-UV analitik yontem kosullari.

Parametreler

Ozellikleri

Kolon Ismi

Hareketli faz

Akis Hizi
Kolon Sicakligi
Enjeksiyon Hacmi

UV dedektor

Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 um)

% 0,1 fosforik asit ve % 0,1 TEA karisimi1 (pH:
2,5) ve metanol 80:20 (v/v)

0,4 mL/dk
15°C
20 uL

204 nm
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3. BULGULAR

3.1. HPLC Analizi icin Yontem Optimizasyon Calismalari

3.1.1. Hareketli Faz Optimizasyonu

Kolon igerisinde iyon eslesmesi saglayan % 0,1 Trietilamin (TEA), % 0,1
Tribiitilamin (TBA) ve % 0,1 Trifloroasetik asit (TFA) ve 5 mM Heptan siilfonik asit
sodyum tuzu ayr1 ayr1 denenmistir. Elden edilen verilere bakildiginda % 0,1 TEA
kromatogramdaki giiriiltii oranini diislirdiigii i¢in tercih sebebidir. %0,1 orto-fosforik
asitle % 0,1 TEA kullanim1, % 0,1 TBA ve % 0,1 TFA ile kiyasladiginda analitik
standartlarin en iyi ayrim yakaladigi sulu faz sistemi olmustur. Heptan siilfonik asit
sodyum tuzu kolonla analit arasinda iyon eslesmesinde basarili oldugundan yaygin
olarak kullanilmaktadir ancak kolonun uzun siireli kullanimi i¢in genellikle
onerilmemektedir. TEA ile arasinda anlamli farklilik bulunmadigi icin tercih
edilmemistir. Her bir kolon i¢in ayr1 ayr1 hareketli faz denemeleri yapilmistir. Analitik
standartlarin en iyi ayrimi Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm id., 5 um) kolonunda %
0,1 fosforik asit ve % 0,1 TEA (pH:2,5) karisim1 ve metanol 80:20 (v/v) oraninda tespit

edilmistir. Diger kolon parametreleri Cizelge 2.11°de verilmistir.

3.1.2. Hareketli Faz pH Optimizasyonu

Seg¢ilen hareketli fazin pH denemeleri kolon kararliliginin devam edebilmesi i¢in
yiiksek asidik ve bazik kosullarda dayanikliligi sebebiyle Kinetex EVO C18 serisi ile
yapilmistir. Aym analitik kosullar altinda yapilan denemeler sonucu elde edilen

kromatogramlar Sekil 3.1’de gdsterilmistir.
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Sekil 3. 1. Hareketli faz pH denemelerine ait kromatogramlar.

3.1.3. Hareketli Faz Bilesimi ve Akis Hizi Optimizasyonu

Uygun kromatografik kosulun belirlenmesi amaciyla yapilan optimizasyon
caligmalar1 i¢in hareketli faz sistemlerin hacimsel oranlarindaki degisiminin analitik
standartlarin ayrimina olan etkisi incelenmistir. izokratik akis kullamlarak analiz
edilen kromatografik kosullar i¢in hareketli faz pH’yi 5 tercih edilmis olup 204 nm’de
45°C ‘de 0,5 mL/dk akis hiz1 ile Kinetex F5 (150 mm x 4,6 mm id. 2,6 um) kolonda
kromatografik ayrim yapilmistir. Hareketli faz igerigi % 0,1 orto-fosforik asit ile %
0,1 TEA karisimi ve metanol sirasiyla 89:11 (v/v), 91:9 (v/v), 95:5 (v/v) ve 97:3 (v/v)

oranlarinda denenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Farkli hareketli faz bilesimleri ile yapilan analizlere ait kromatogramlar.

Gradiyent akis i¢in kullanilan kromatografik kosullar i¢in hareketli faz oranlari

Cizelge 2.10°da belirtilmistir ve ilgili kromatogramlar Sekil 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.3. Gradiyent akis kromatogramlarinin karsilastiriimasi.
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3.1.4. HPLC Kolon Denemeleri

Farkli partikiil boyutuna ve dolgu materyaline sahip 6 adet farkli sivi
kromatografik kolon incelenmistir. 5 adet kolon core-shell teknolojisine sahip olup 1
adet kolon monolitik silikalardan olusmaktadir. Chromalith RP 18E monolitik silika
bazli kolon diger kolonlara gére hizli analiz imkan1 saglamistir. Pik yliksekligi diger
kolonlara kiyasla yiiksek olmasina ragmen diisiik ayirma giicii ve optimizasyon
sirasinda karsilasilan kromatogramdaki giiriiltii sebebiyle tercih edilmemistir. Yapilan
calismalarda EVO C18 serisinin yiiksek asidik ve bazik kosullarda ¢alisma
uyumlulugu farkli pH’lerde ¢alisma imkani saglamistir. EVO C18 analitik kolon diger

kolonlara kiyasla analitlerin ayrim giiciiniin en yiiksek oldugu kolon olmustur.

3.1.5. HPLC Kolon Sicaklik Optimizasyonu

Gelistirilen HPLC metodu i¢in uygun sicaklik kosullarinin bulunmasi amaciyla
Cizelge 2.9’daki kromatografik kosullar kullanilmig olup 10°C, 15°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C ve 60°C degerleri i¢in elde edilen kromatogramlar Sekil 3.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Kolon sicaklik denemelerine ait kromatogramlar.

3.1.6. i¢c Standart Denemeleri

15 adet farkhi i¢ standart icin denemeler yapilmistir. Gelistirilen HPLC-UV
yonteminde (Cizelge 2.11) yapilan analizler sonucunda kromatogramlar
incelendiginde ayrim giicii en yiiksek olan Favipiravir ve Rasajilin analitleri olmustur.
Favipiravir alikonma zamani 4,99 dk’dir. Alikonma zamani ve pik yiiksekligi olarak
en iyi sonug¢ alinan analit olmasima ragmen plazmadan gelen safsizliklarla girisim
yapmaktadir. Bu sebeple rasajilin i¢ standart olarak segilmistir ve alikonma siiresi 11.

dk’dir. Ticari plazmadan gelen safsizliklarla girisim olusturmamaktadir.

3.2. HPLC i¢in Analitik Yontem Validasyon Calismalari

3.2.1. Segicilik

Gelistirilen ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan naltrekson ve 6-beta-naltreksol

i¢in hazirlanan kalite kontrol noktalar1 herhangi farmakolojik bir bilesen icermeyen
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ticari plazma ile karsilastirilmistir. Analitlerin alikonma zamanlarinda herhangi bir

girisim bulunmamaktadir (Sekil 3.5). Ticari plazmadan gelen bilesenler kendi

i¢erisinde tekrar edilebilirdir.
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Zaman (dk)

Sekil 3.5. Kor matriks ile 80 ng/mL naltrekson ve 6-beta-naltreksol igeren QC
kromatogramlari karsilagtirilmas.
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Sekil 3.6. Analitik standartlarin kromatogramlari (1 ng/mL).
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Analitik standart enjeksiyon (1 pg/mL) sonrasi sistem uygunluk testi

parametreleri hesaplanmis ve ¢izelgede sunulmustur. (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Naltrekson ve 6-beta-naltreksoliin sistem uygunluk parametreleri (SUT)
sonuglart.

Parametreler Naltrekson 6-beta-naltreksol

Alikonma Zamani (dk) 7,017 8,159

Alikonma Zamanimin Tekrar

Edilebilirligi (%BSS) 042 0.6

Kapasite Faktorii (k) 0,822 1,119
Segicilik (a) - 1,36

Ayrim Giicii (Rs) - 2,106
Kolon Etkinligi N1 (Plaka/kolon) 22191 26626
Kolon Etkinligi N> (Plaka/metre) 3327 3992
Kuyruklanma Faktorii (T) 0,854 1,006

3.2.2. Dogruluk

Ug farkli QC noktalar1 20 ng/mL, 40 ng/mL ve 80 ng/mL analitik standartlari
iceren konsantrasyonlarda hazirlanmis ve en az 5 tekrarli olacak sekilde analiz
edilmistir. Bulunan sonuglar Sekil 2.1°deki gibi hesaplanarak Cizelge 3.2°de

raporlanmistir.
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Sekil 3.7. Kalite kontrol noktalarinin kromatogramlari.

3.2.3. Kesinlik

Kalite kontrol noktalar1 belirlenen konsantrasyonlarda en az 5 tekrarli olacak
sekilde Sekil 2.11°deki kosullarda analiz edilmis olup kesinlik hesaplamalari igin

analiz sonuglar1 Sekil 2.2’de belirtilen denklem kullanilarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.2. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol kesinlik ve dogruluk verileri.

Giin ici Giinler Arasi
Kalite Kontrol Standar % % Geri  Standar %BS % Geri
Konsantrasyonlar1 tSapma BS Kazam tSapma S Kazam
(ng/mL) (SS) S m (SS) m

Naltrekson 20 0,69 1,82 106 1,44 3,90 111,11
40 0,99 1,44 106,6 2,96 4,42 101,11

80 4,18 301 1038 8,97 7,10 95,46

6-beta- 20 1,06 2,06 104,9 1,84 3,47 108,39
naltreksol 40 139 137 1059 543 505 1127
80 0,14 0,07 102,9 12,14 6,78 94,96
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Sekil 3.8. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol (1 ng/mL (LOQ)) tekrarli enjeksiyonlarinin

kromatogramiu.

3.2.4. Dogrusallik

Bu tez g¢alismasinda miktar tayini calismalari i¢in HPLC-UV kullanilarak
dedektor cevabina gore naltrekson (Sekil 3.9) ve 6-beta-naltreksol (Sekil 3.10) igin 7

adet farkli derisim noktasi ile kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Her iki analit i¢in 1-100

ng/mL derisimleri arasinda dogrusallik saptanmustir.
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Naltrekson Kalibrasyon Grafigi

300 -
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Sekil 3.9. Naltrekson kalibrasyon grafigi.

6-beta-naltreksol Kalibrasyon Grafigi

350 -
300 -

y = 2,5569x - 2,2179
250 - R? = 0,9949

O - T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.10. 6-beta-naltreksol kalibrasyon grafigi.
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3.2.5. Teshis ve Tayin Sinir1 (LOD ve LOQ)

Kalibrasyon egrisi i¢in belirlenen konsantrasyonlarin en az 5 tekrarli analizi

sonrasinda elde edilen verilerin ANOVA testi sonrasinda elde edilen verileri Cizelge
3.3’te raporlanmistir.

Cizelge 3.3. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol kalibrasyon grafiklerinden elde edilen veriler.

Parametreler

Naltrekson(n=>5) 6-beta-naltreksol(n=5)

Dogrusallik (ng/mL) 1-100 1-100
Egim (m) 1,7718 2,5569
Kesisim (n) -2,3436 -2,2179
Belirleme katsayisi (R? 0,9935 0,9949
LOD (ng/mL) 0,5 0,3
LOQ (ng/mL) 1 1

33. Sm1 Smv1 Ekstraksiyon (LLE)

Yontem Parametrelerinin
Optimizasyonu

3.3.1. Ekstraksiyon Solventi Secimi

Ekstraksiyon solventi olarak sirasiyla Metil tert-biitil eter (MTBE),

diklorometan (DCM) ve biitilasetat denenmistir. Ornek matriksinde son konsantrasyon

1 pg/mL olacak sekilde ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen kromatogram goriintiileri
Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. Analitik standart ve ekstraksiyon sonrasi elde edilen kromatogramlar.

3.3.2. Ekstraksiyon Solvent Hacmi Optimizasyonu

Ekstraksiyon solventi MTBE olarak segildikten sonra MTBE hacminin
optimizasyonu sirastyla 0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 2 mL ve 2,5 mL olarak yapilmstir.
0,5-1,5 mL MTBE denemeleri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. 2 mL
MTBE kullanilarak yapilan ekstraksiyonda daha kullanilan diisiik hacimli MTBE
sonuclarina gore alanda kiigiik bir artis olmustur. Son olarak yapilan 2,5 mL MTBE
ile denemede kromatogramdaki pik sekilleri yiikseklik ve alansal olarak

kiyaslandiginda en iy1 sonug¢ aldigimiz deneme olmustur.

3.3.3. Ekstraksiyon pH Optimizasyonu

Ekstraksiyon kosullarma karar verildikten sonra ortamin bazik ve asidik
kosullar i¢in optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Ortam1 bazik hale getirmek yapilan

optimizasyon sonrasi elde edilen kromatogramlar Sekil 3.12.’de verilmistir.
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Sekil 3. 12. Ekstraksiyon ortamini bazik hale getirmek i¢in kullanilan 0,1 M Na,COs hacim
denemeleri sonrasi kromatogramlarin karsilastirilmas.

Geri ekstraksiyon olarak da tanimlanan analitleri bazik ortamdan asidik ortama

gecirmek i¢in ortamin asiditesinin optimizasyonu sonucu elde edilen kromatogramlar

Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3. 13. Ekstraksiyon ortamini asidik hale getirmek i¢in kullanilan 0,1 M HCIO4 hacim
denemeleri sonrasi kromatogramlarin karsilastirilmas.
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3.4. Yontemin Ekstraksiyon Verimliligi

Gelistirilen ekstraksiyon yontemi kullanilarak son konsantrasyon 100 pg/mL
olacak sekilde ticari plazmadan ekstraksiyon solventi olarak MTBE ve biitilasetat
ekstraksiyonlarmi Sekil 2.1°deki denkleme gore bilinen konsantrasyon 1 ng/mL’den
elde edilen derisim miktar1 (ng/mL) kabul edilerek naltrekson (Sekil 3.14) ve 6-beta-
naltreksol (Sekil 3.15) i¢in hesaplanmustir.

Naltrekson
E’\i 74,22 71,66
E
(5]
>
c
o
>
kY
©
g
T}
MTBE Biitilasetat

Ekstraksiyon Solventi

Sekil 3.14. Naltreksol i¢in hesaplanan ekstraksiyon verimi grafigi.

6-beta-naltreksol

109,07
g 98,35
£
5]
>
c
o
>
g
©
k%
w
MTBE Biitilasetat

Ekstraksiyon Solventi

Sekil 3.15. 6-beta-naltreksol i¢in hesaplanan ekstraksiyon verimi grafigi.
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4. TARTISMA

Naltreksonla bagimlilik tedavisi géren OUD hastalarinin tedaviye uyumu
oldukga diisiik olmasi nedeniyle naltrekson ve ana metaboliti olan 6-beta-naltreksoliin
plazma ve idrar gibi biyolojik numunelerden tayin edilmesi tedavi siireci agisindan
oldukg¢a 6nem tasimaktadir. Naltrekson ve 6-beta-naltreksol molekiillerinin biyolojik
numunelerden tayini i¢in ¢esitli analitik yontemler mevcuttur ancak oldukc¢a sinirlidir
(Cizelge 1.3). Bu tez calismasinda naltrekson ve ana metaboliti olan 6-beta-
naltreksoliin kromatografik kosullarnin incelenmis ve HPLC kullanilarak literatiire
alternatif olarak yeni nesil kolonlar kullanilarak hizli, duyarli ve hassas valide edilmis

bir yontem gelistirilmistir.

Analiz yontemi gelistirme sirasinda yeni nesil kolonlar denenmis olup kolon
sicakligi, hareketli faz sistemleri, hareketli faz pH ve akis hizi yontem
optimizasyonlar1 yapilmistir. Chromolith RP 18E (100 mm x 4,6 mm) monolitik silika
bazli kolon, diger kolonlara gore uzunluk olarak kisa olmasi nedeniyle hizli analiz
imkan1 saglamaktadir ancak ayrim gilicii Kinetex serisine goére diisiik olarak
belirlenmistir. Kinetex EVO C18 serisi analizlerde en yiiksek ayrimi sagladigimiz ve
diistik sinyal/oranina sahip analitik kolon olmustur. Kinetex EVO C18 (150 mm X 4,6
mm id., 2,6 um) kiigiik partikiil boyutu ve keskin pik sekilleri ile hizli analize olanagi
saglamasina ragmen yiiksek sistem geri basinct nedeniyle tercih edilmemistir. Bu
nedenle en yiiksek secicilik ve ayrim giiciine ulagtigimiz kolon olan Kinetex EVO C18

(150 mm x 4,6 mm id., 5 pm) yontem i¢in uygun seg¢ilmistir.

Kolon sicakligi optimizasyon sonuglarina bakildiginda sicaklik arttik¢a piklerin
birbirine yaklastigi ve ayrim giiclinliin kaybedildigi tespit edilmistir. Pikler 50°C
birlesmis ve 60°C’de naltrekson ve 6-beta-naltreksoliin alikonma siralar1 yer
degistirmistir. Kolon sicaklig1 arttikca analiz stiresi kisalmaktadir ancak ayrim giicii
analitik standartlarimiz i¢in azalmistir. Bu nedenle ayrim giiciiniin en yiiksek oldugu

sicaklik olan 15°C, yonteme uygun segilmistir.
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Hareketli faz optimizasyon ¢aligsmalarinda iyon esleyici ajanlar olarak bilinen
TEA, TBA, TFA ve Heptan siilfonik asit sodyum tuzu denemeleri sonucunda % 0,1
TEA analitik standartlarin kolondan ayrim giiclinii arttirmis ve pik sekillerindeki
kuyruklanmay1 azaltmistir. Diger iyon ¢ifti olusturan ajanlara gore tercih edilmesinin
sebebi % 0,1 TBA ve TFA kullaniminda gore yiiksek ayrim giicii ve disiik
sinyal/gliriiltii oranidir. Heptan siilfonik asit sodyum tuzu, % 0,1 TEA kullanimina
gore kromatogramlarda belirgin farklilik gostermemistir. Ayrica hareketli faz

igerisinde uzun siireli tuz kullanimi kolon 6mriinii azalttid1 i¢in tercih sebebi degildir.

Hareketli faz pH’1 iizerinde yapilan denemeler sonucunda Sekil 3.1’de
goriildiigl gibi pH arttik¢a analitik standartlarin alikonma siirelerinde uzama ve pik
yiiksekliginde diisiis meydana gelmistir. Bunun nedeni hareketli fazin pH’si analitlerin
pKa degerlerine yaklastikga analitlerin kolondaki tutulumunun artmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada rutin analizlere kiyasla hizli bir analiz yontemi

gelistirilmek istendigi i¢in uygun pH 2,5 olarak se¢ilmistir.

[zokratik akis ¢alismasinda F5 kolonda farkli oranlarda hareketli faz denemeleri
yapilmistir (Sekil 3.2). Bunun sonucunda farkli kimyalardaki core-shell kolonlarda
analitik standartlarin ayrimi hakkinda o6n bilgi edinilmistir. Gradiyent akis
calismasinda ise Sekil 3.3’te goriildiigii gibi analiz sonrasinda yiiksek bir kuyruklanma
ve kromatogram taban ¢izgisinde yukar: dogru kayma meydana gelmistir. Izokratik
analizler ile ayrim saglandig1 i¢in gradiyent ayrima gerek duyulmamistir. Bu nedenle
farkli oranlarda izokratik akis denemeleri yapilmistir (Cizelge 3.2) En uygun hareketli
faz sistemi olarak Kinetex EVO C18 kolonda % 0,1 orto-fosforik asit ile % 0,1 TEA
karisimi ve metanol 80:20 (v/v) segilmistir (Sekil 3.6).

Yontem validasyonu sirasinda segicilik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik,
yontemin LOD ve LOQ verileri ve saglamlik parametreleri incelenmistir. Yontemde
naltrekson ve 6-beta-naltreksol herhangi bir girisim olmadan analiz edilebilmektedir.
ICH’ye (1995) gore biyolojik numunelerde %BSS en diisiik konsantrasyon degeri igin
% 20 ve diger degerler i¢in % 15’in altinda olmalidir. Cizelge 3.2°de goriildiigli gibi

analitlerin giin i¢i ve gilinler arasi olmak {izere yapilan analizler sonras1 tiim kalite
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kontrol noktalarinin %BSS’1 %8’in altindadir. Y6ntemin % geri kazanim, SS degerleri
ve diger parametreler incelendiginde UCP’e gore yontem validasyonu tamamlandigi
ve dogru, kesin ve se¢ici bir yontem olustugu belirlenmistir. Gelistirilen HPLC-UV
yontemi 10 dk igerisinde naltrekson ve 6-beta-naltreksol ve i¢ standart olarak rasajilin
hizl1 ve segici olarak tayin edebilmektedir. Bu yontemde i¢ standart olarak alikonma
stiresi en erken olan Rasajilin (11 dk) secilmistir. Ancak gelistirilen yontemde i¢
standart olarak kullanilmamasinin sebebi analiz siiresini uzatmasi, % BSS ve SS

degerlerinin analizin dogruluk ve seciciligi i¢in kabul edilebilir degerler olmasidir.

Bu tez calismasinda ticari plazma lizerinde gelistirilen ekstraksiyon yontemi
farkl1 organik solventler kullandiginda bile es zamanli olarak naltrekson ve ana
metaboliti olan 6-beta-naltreksolii ekstrakte edebilmekte ve valide edilmis yontem ile
analiz imkan1 saglamaktadir. Ekstraksiyon yonteminin verimliligini arttirmak icin

cesitli optimizasyon adimlar1 yapilmistir.

Ekstraksiyon solventi olarak 2.10.11°de belirtilen 3 adet farkli solvent ayr1 ayri
denenmistir. Diklorometan kullanimi1 sirasinda ticari plazmayla ciddi bir emiilsiyon
olusturdugu i¢in denemelere MTBE ve biitilasetat ile devam edilmistir. EKkstraksiyon
solvent hacmine karar verilirken yapilan denemeler sonrasinda en yiiksek pik
yiiksekligi ve alansal birim 2,5 mL ile yapilan ekstraksiyonlarda elde edilmistir. Bu

nedenle ekstraksiyon solvent hacmi 2,5 mL olarak belirlenmistir.

Ekstraksiyon kosullarina karar verildikten sonra ortamin bazik ve asidik
kosullar1 igin optimizasyonlar yapilmistir. Oncelikle bazik ortamin optimizasyonu igin
yapilan 2 ayr1 10 pL ve 20 uL 0,1 M Na2COs hacim denemelerine gore Sekil 3.12.”deki
kromatogramlar incelendiginde 10 pL kullanilan 0,1 M Na2CO3z sonrasi
kromatogramlarda ekstra pikler gozlenmis ve giiriiltii oraninda artig tespit edilmistir.
Alansal olarak ise 20 uL 0,1 M Na,COz kullanimina gore diisiik kalmistir. Bu nedenle
diisiik giirtiltii oran1 ve alansal artis nedeniyle 20 uL 0,1 M Na2COz hacmi belirlenmis
olup ortamin pH’1 9 olarak tespit edilmistir. Asidik ortamin optimizasyonu i¢in 2 ayr1

50 puL ve 100 puL 0,1 M HCIO4 hacim denemeleri sonrasinda Sekil 3.13 incelendiginde
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50 uL ile yapilan ekstraksiyon sonucunda yiiksek oranda safsizliklar gozlemlenmistir.

Bu nedenle ortamin asiditesi 100 uL 0,1 M HCIO4 kullanilarak yapilmistir.

Ekstraksiyon verimleri kiyaslandiginda naltrekson icin Sekil 3.14.’te verildigi
gibi MTBE ile ekstraksiyonu sonucu % 74,22 biitilasetat ile ekstraksiyonu sonucu ise
% 71,66’dir. Sonuglar incelendiginde naltrekson analiti i¢in ticari plazmada her iki
solventle yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen kromatogramlarda herhangi bir
bilesenle girisim yapmadigi gozlemlenmistir (Sekil 3.11). 6-beta-naltreksol i¢in
ekstraksiyon verimi Sekil 3.15’te MTBE ile ekstraksiyonu sonucu % 98,35 biitilasetat
ile ekstraksiyon sonucu ise % 109,7 bulunmustur. Sekil 3.11’e bakildiginda 6-beta-
naltreksol i¢in biitilasetat ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen kromatogramlarda ticari
plazmadan gelen bir bilesenle girisim yaptig1 tespit edilmistir. Bu nedenle ekstraksiyon
verimi % 100’lin iizerinde bulunmustur. Beklenen konsantrasyonun iizerinde bir
hesaplama s6z konusu oldugu igin biitilasetat gelistirilen ekstraksiyon solventi olarak
secilmemistir. Ayrica kor 6rnek ve biitilasetat ekstraksiyon sonucu sonrasi elde edilen
kromatogramlar karsilastirildiginda ekstra pikler tespit edilmistir. Bu verilere gore
ticari plazmadan farkli bilesenlerin de ekstrakte edildigi gbzlemlenmis ancak MS
sistemleri kullanilmadig1 i¢in gozlemlenen ekstra piklerin kimligi belirlenememistir.
6-beta-naltreksol i¢gin MTBE ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen kromatogram, kor
matriks karsilastirildiginda alikonma siiresinde herhangi bir girisime rastlanmamustir.

Yapilan optimizasyon sonrasinda ekstraksiyon solventi MTBE segilmistir.

Gelistirilen LLE yontemi, ICH Kilavuzlarina gore tamamen valide edilmis ve
yontemin LOQ degerleri sirasiyla 0,5 ve 0,3 ng/mL, yontemin LOD degerleri NTX ve
6BNTX i¢in 1 ng/ml bulunmustur. Elde edilen sonuglar literatiir verileriyle
karsilastirildiginda diisiik dedeksiyon limitlerine ulagmasi ile HPLC kullanilarak

yapilan caligmalara gore gelistirilen yontemin iistiinliigii belirlenmistir.

Tez sirasinda kargilasilan smirlama, ¢alisma HPLC-UV ile yapildigindan

kromatogramlarda tespit edilen safsizliklarin kimliklendirilmesi yapilamamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Naltrekson tedavisine hastalarin devam etme oranlar diisiiktiir ve bu nedenle
hastalarin doktorun 6nerdigi sekilde naltrekson tedavisine devam etmelerini saglamak
ve bunlart kontrol etmek igin tayin yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
Naltrekson ve ana metaboliti 6-beta-naltreksol igin analitik yontemler mevcuttur ancak

olduke¢a smirhidir.

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen yontemle es zamanli olarak hem naltreksonu
hem de 6-beta-naltreksol basariyla diisiik dedeksiyon limitlerinde tespit ve tayin
edilmistir. Elde edilen veriler literatiirle karsilagtirildiginda literatiire alternatif olacag:
belirlenmis olup diisiik tayin limitlerine ulasmasi nedeniyle gercek hasta numunelerine

uygulanabilir hazir bir yontemdir.

Analitik yontemlerle kiyaslandiginda geleneksel kullanilan silika teknolojilerine
kiyasla bu tez calismasinda monolitik ve core-shell teknolojiye sahip yeni nesil
kolonlarin stiinliigii belirlenmistir. Hizli, hassas ve segici analiz imkani ile
laboratuvarda analiz i¢in harcanacak zamanin kisalmasi ve spesifik olarak hedeflenen

analitlerin 10 dk gibi kisa bir siirede tayin edilmesi ile 6zgiinliik yaratmistir.

Gergek hasta numunelerinde genis ve yiiksek oOrnek sayisiyla calisilmak
istenildigi i¢in planlanan bir sonraki asama ekstraksiyon seviyesini mikro seviyeye
indirmek, toksik ve pahali ¢Oziicii miktarlarina sinirlama getirerek siirdiirtilebilir

kimya yontemleri gelistirmektir.
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OZET

Yeni Nesil Opioidlerin Bagimhilik Tedavisinde kullanilan Naltrekson ve Metabolitinin
Analizleri icin Yenilikci Yaklasimlarin Gelistirilmesi

Yeni psikoaktif maddelerden olan Opioid grubu bilesenlerin kullanimi1 (OUD) gittikce
biiyiliyen bir kiiresel problemdir. Bu bagimliligin 6niine gegmek i¢in Naltrekson (NTX), son
50 yildir yaygin olarak kullanilan bir opioid antagonistidir. Major metaboliti olan 6-f3-
Naltreksol uzun biyoyararlanimi sayesinde Naltreksonun gosterdigi etkinin devamliligini
saglar. Buna ragmen naltrekson ve ana metaboliti olan 6-B-Naltreksol i¢in kullanilan
ekstraksiyon yontemleri ve analiz teknikleri halen ¢ok sinirhidir.

Bu calisma kapsaminda sentetik biyolojik numuneler kullanilarak Naltrekson ve ana
metaboliti(6-B-Naltreksol) igin hassas, hizli ve diisiik tayin sinirlarina ulasilabilen bir yontem
olusturularak farkli kromatografik tekniklerle birlikte yeni analitik gelistirilmesi
amaglanmaktadir. Gelistirilen LLE yontemi, ICH Kilavuzlarina gére tamamen valide
edilmistir ve yontemin LOQ degerleri sirastyla 0,5 ve 0,3 ng/mL, yontemin LOD degerleri
NTX ve 6BNTX icin 1 ng/ml bulunmustur. Validasyon parametreleri optimize edilmis
yontemin yeterince kesin ve dogru oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 6-B-Naltreksol, HPLC, Naltrekson, plazma, sivi-sivi ekstraksiyon
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SUMMARY

New Perspectives for the Determination of Naltrexone and Its Metabolite Used in the
Treatment of Addiction for New Generation Opioids

Opioids which are classified as new psychoactive substances that use disorder (OUD)
is a growing global problem. To prevent this addiction, Naltrexone (NTX) is an opioid
antagonist used for treatment that has been widely used for the last 50 years. Thanks to its long
bioavailability, 6-B-Naltrexol, the major metabolite, ensures the continuity of the effect of
Naltrexone. However, the extraction methods and analysis techniques used for naltrexone and
main metabolite 6-B-Naltrexol are still very limited.

In this study, it is aimed to develop new methodologies with different chromatographic
techniques by creating a sensitive, fast, and low detection limit for Naltrexone and its main
metabolite (6-p-Naltrexol) using commercial plasma. The developed LLE method was fully
validated according to the ICH Guidelines and the LOQ of the method was 0.5 and 0.3 ng/mL
respectively, LOD of the method was found 1 ng/ml for NTX and 6BNTX. The validation
characteristics showed that optimized method is precise and accurate enough.

Keywords: 6-p-Naltreksol, HPLC, liquid liquid extraction, Naltrexone, plasma

63



KAYNAKLAR

ABDEL-GAWAD SA, EL-GAMAL RM (2018). Simultaneous determination of naltrexone and
bupropion in their co-formulated tablet utilizing green chromatographic approach with
application to human wurine. Saudi Pharmaceutical Journal, 26(2): 169-176.
d0i:10.1016/j.jsps.2017.12.014

ALSHOGRAN OY, ZAYED AL (2019). A Simple HPLC-MS/MS Method for Quantification of
Naltrexone and 6-beta Naltrexol: An Application to Effect of Uremic Toxins on Metabolic
Reduction. Journal of Young Pharmacists, 11(3): 261-265. d0i:10.5530/jyp.2019.11.53

ALVAREZ-RIVERA F, SERRO AP, SILVA D, CONCHEIRO A, ALVAREZ-LORENZO C (2019).
Hydrogels for diabetic eyes: Naltrexone loading, release profiles and cornea penetration.
Materials Science and Engineering C, 105: 1-9. doi:10.1016/j.msec.2019.110092

ANDERSON BJ, COTE CJ. (2019). Pharmacokinetics and Pharmacology of Drugs Used in Children.
(Ed. Sixth Edit): Elsevier Inc.

ANDHARIYA JV, SHEN J, CHOI S, WANG Y, ZOU Y, BURGESS DJ (2017). Development of in
vitro-in vivo correlation of parenteral naltrexone loaded polymeric microspheres. Journal of
Controlled Release, 255): 27-35. doi:10.1016/j.jconrel.2017.03.396

BENARROCH EE (2012). Endogenous opioid systems: Current concepts and clinical correlations.
Neurology, 79(8): 807-814. doi:10.1212/WNL.0b013e3182662098

BREYER-PFAFF U, NILL K (2010). Carbonyl reduction of naltrexone and dolasetron by
oxidoreductases isolated from human liver cytosol. Journal of Pharmacy and Pharmacology,
56(12): 1601-1606. doi:10.1211/0022357045020

BRUNEN S, KRUGER R, FINGER S, KORF F, KIEFER F, WIEDEMANN K, LACKNER K],
HIEMKE C (2010). Determination of naltrexone and 6B-naltrexol in human blood:
Comparison of high-performance liquid chromatography with spectrophotometric and tandem-
mass-spectrometric detection. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 396(3): 1249-1257.
doi:10.1007/s00216-009-3301-z

BURESH M, STERN R, RASTEGAR D (2021). Treatment of opioid use disorder in primary care. Bmj:
n784-n784. doi:10.1136/bm;j.n784

CANS1Z D, EMEKLI ALTURFAN E, ALTURFAN AA (2021). Effects of Endogenous Opioids on
Pain Mechanism. Experimed, 11(1): 49-56. doi:10.26650/experimed.2021.884254

CASELY E, LAYCOCK H (2022). Opioids in pain medicine. Anaesthesia and Intensive Care
Medicine, 23(7): 384-390. doi:10.1016/j.mpaic.2022.03.004

CDC (2016). Module 5 : Assessing and Addressing Opioid Use Disorder ( OUD ) Assessing and
Addressing Opioid Use Disorder (OUD ) CDC Guideline for Prescribing Opioids for Chronic
Pain Opioid Misuse in the United States.

CENTER FOR SUBSTANCE ABUSE T (2009). Incorporating Alcohol Pharmacotherapies Into
Medical Practice. Center for Substance Abuse Treatment, 114: 126-126.

CHAN CF, CHISWELL GM, BENCINI R, HACKETT LP, DUSCI LJ, ILETT KF (2001).
Quantification of naltrexone and 6,B-naltrexol in plasma and milk using gas chromatography-
mass spectrometry: Application to studies in the lactating sheep. Journal of Chromatography
B: Biomedical Sciences and Applications, 761(1): 85-92. doi:10.1016/S0378-4347(01)00309-
7

CLAVIJO C, BENDRICK-PEART J, ZHANG YL, JOHNSON G, GASPARIC A, CHRISTIANS U
(2008). An automated, highly sensitive LC-MS/MS assay for the quantification of the opiate
antagonist naltrexone and its major metabolite 6B-naltrexol in dog and human plasma. Journal
of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 874(1-
2): 33-41. doi:10.1016/j.jchromb.2008.08.021

CORDER G, CASTRO DC, BRUCHAS MR, SCHERRER G (2018). Endogenous and exogenous
opioids in pain. Annual Review of Neuroscience, 41: 453-473. doi:10.1146/annurev-neuro-
080317-061522

DILBAZ N. (2012). Madde Bagimliliginda Korunma ve Tedavi Ilkeleri. (Ed.).

EDINOFF AN, NIX CA, ORELLANA CV, STPIERRE SM, CRANE EA, BULLOCH BT, CORNETT
EM, KOZINN RL, KAYE AM, MURNANE KS, KAYE AD (2022). Naltrexone Implant for
Opioid Use Disorder. Neurology International, 14(1): 49-61. doi:10.3390/neurolint14010004

64



ELCHAAR GM, MAISCH NM, GIANNI AUGUSTO LM, WEHRING HJ (2006). Efficacy and safety
of naltrexone use in pediatric patients with autistic disorder. Annals of Pharmacotherapy,
40(6): 1086-1095. doi:10.1345/aph.1G499

EMA (2014). Mysimba recommended for approval in weight management in adults 44: 19-20.

EMC (2016). [Accord Healthcare Limited, Naltrexone Hydrochloride 50 mg Film -Coated Tablets].

ERIN C. STRICKLAND GLMOTC (2016). A Rapid, Selective, and Sensitive Method for the Analysis
of Naltrexone and 6B-Naltrexol in Urine. Special Issues, 14(1): 14-24.

EUROPEAN MONITORING CENTRE FOR D, DRUG A. (2022). European Drug Report 2022:
Trends and Developments, Publications Office of the European Union. (Ed.).

FARID W, DUNLOP S, TAIT R, HULSE G (2008). The Effects of Maternally Administered
Methadone, Buprenorphine and Naltrexone on Offspring: Review of Human and Animal Data.
Current Neuropharmacology, 6(2): 125-150. doi:10.2174/157015908784533842

GONZALEZ JP, BROGDEN RN (1988). Naltrexone: A Review of its Pharmacodynamic and
Pharmacokinetic Properties and Therapeutic Efficacy in the Management of Opioid
Dependence. Drugs, 35(3): 192-213. doi:10.2165/00003495-198835030-00002

GUMUSTAS M, OZKAN S (2011). The Role of and the Place of Method Validation in Drug Analysis
Using Electroanalytical Techniques. The Open Analytical Chemistry Journal, 5(1): 1-21.
doi:10.2174/187406500115010001

HARM REDUCTION I. (2011). Global State of Harm Reduction 2020. (Ed.).

HARRISON JE, WEBER S, JAKOB R, CHUTE CG (2021). ICD - 11: an international classification
of diseases for the twenty - first century. BMC Medical Informatics and Decision Making: 1-
10. doi:10.1186/s12911-021-01534-6

HARRISON TK, KORNFELD H, AGGARWAL AK, LEMBKE A (2018). Perioperative
Considerations for the Patient with Opioid Use Disorder on Buprenorphine, Methadone, or
Naltrexone  Maintenance  Therapy.  Anesthesiology  Clinics, 36(3):  345-359.
doi:10.1016/j.anclin.2018.04.002

HEINALA P, LAHTI T, SINCLAIR D, ARINIEMI K, LILLSUNDE P, ALHO H (2012). Analysis of
naltrexone and its metabolite 6-beta-naltrexol in serum with high-performance liquid
chromatography. BMC Research Notes, 5. doi:10.1186/1756-0500-5-439

HIGGINBOTHAM JA, MARKOVIC T, MASSALY N, MORON JA, REED B (2022). Endogenous
opioid systems alterations in  pain and opioid use disorder. : 1-24.
d0i:10.3389/fnsys.2022.1014768

HOPWOOD M, TRELOAR C. (2013). International Policies to Reduce Illicit Drug-Related Harm and
Ilicit Drug Use. (Ed.): Elsevier Inc.

HUA Y, WANG Z, WANG D, LIN X, LIU B, ZHANG H, GAO J, ZHENG A (2021). Key Factor
Study for Generic Long-Acting PLGA Microspheres Based on a Reverse Engineering of
Vivitrol®. Molecules (Basel, Switzerland), 26(5). doi:10.3390/molecules26051247

HUNTER RP, KOCH DE, MUTLOW A, ISAZA R (2003). Extraction and quantitation of carfentanil
and naltrexone in goat plasma with liquid chromatography-mass spectrometry. Journal of
Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 793(2): 351-
355. d0i:10.1016/S1570-0232(03)00351-9

ICH EMA. (1995). ICH Topic Q 2 (R1)Validation of Analytical Procedures. (Ed.).

KAMBIA K, BAH S, DINE T, AZAR R, ODOU P, GRESSIER B, LUYCKX M, BRUNET C,
BALLESTER L, CAZIN M, CAZIN JC (2000). High-performance liquid chromatographic
determination of naltrexone in plasma of hemodialysis patients. Biomedical Chromatography,
14(3): 151-155. doi:10.1002/1099-0801(200005)14:3<151::AID-BMC941>3.0.CO;2-E

KAUFMAN JJ SNMKWS (1975). Microelectrometric titration measurement of the pKa's and partition
and drug distribution coefficients of narcotics and narcotic antagonists and their pH and
temperature dependence. J Med Chem, 18(7): 647-655.

KOSSOSKI ADC, PONTAROLO R, BARREIRA SMW, GERMANO S, MALUF DF (2013).
Analytical validation of a quantification method by uv-vis spectrometry of naltrexone
hydrochloride in capsules. Latin American Journal of Pharmacy, 32(4): 616-620.

KOSTEN TR, GEORGE TP (2002). The neurobiology of opioid dependence: implications for
treatment. Science & practice perspectives, 1(1): 13-20. doi:10.1151/spp021113

LAMBERT DG (2008). The nociceptin/orphanin FQ receptor: A target with broad therapeutic potential.
Nature Reviews Drug Discovery, 7(8): 694-710. doi:10.1038/nrd2572

LEE B, ELSTON DM (2019). The uses of naltrexone in dermatologic conditions. Journal of the
American Academy of Dermatology, 80(6): 1746-1752. doi:10.1016/j.jaad.2018.12.031

65



LIM AC, GRODIN EN, GREEN R, VENEGAS A, LINDSAY R, COURTNEY KE, MOALLEM NR,
SAYEGH P, LONDON ED, RAY LA, ANGELES L, ANGELES L, DIEGO S, DIEGO S,
SCIENCES B, PHARMACOLOGY M, ANGELES L (2021). HHS Public Access. 46(5): 565-
576. doi:10.1080/00952990.2020.1741002.Executive

LISKA DAJ (1998). The detoxification enzyme systems. Alternative Medicine Review, 3(3): 187-198.

LIU JC, MA JD, MORELLO CM, ATAYEE RS, BEST BM (2014). Naltrexone metabolism and
concomitant drug concentrations in chronic pain patients. Journal of Analytical Toxicology,
38(4): 212-217. doi:10.1093/jat/bku019

MOONEY LJ, SAXON A. (2018). State-of-the-art treatment of opioid use disorder. (Ed.): Elsevier Inc.

NIH. (2018). Naltrexone implant, 200 mg, NDC:6 9 36 4-3143, Complete Pharmacy and Medical
Solution

NOROUZI P, GANJALI MR, ZARE M, MOHAMMADI A (2007). Nano-level detection of naltrexone
hydrochloride in its pharmaceutical preparation at Au microelectrode in flowing solutions by
fast Fourier transforms continuous cyclic voltammetry as a novel detector. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 96(8): 2009-2017. doi:10.1002/jps.20851

PASTERNAK GW, PAN YX (2013). Mu opioids and their receptors: Evolution of a concept.
Pharmacological Reviews, 65(4): 1257-1317. d0i:10.1124/pr.112.007138

PEW CHARITABLE T (2020). Opioid Use Disorder Treatment in Jails and Prisons. 2009).

PORTER SJ. (2010). The in vitro and in vivo Formation and Potency of 6 f -Naltrexol , the Major
Human Metabolite of Naltrexone.

PORTER SJ, SOMOGYI AA, WHITE JM (2000). Naltrexone in Human Liver Cytosol. Science.

PRADHAN AA, BEFORT K, NOZAKI C, GAVERIAUX-RUFF C, KIEFFER BL (2011). The delta
opioid receptor: An evolving target for the treatment of brain disorders. Trends in
Pharmacological Sciences, 32(10): 581-590. doi:10.1016/j.tips.2011.06.008

PUBCHEM. (2022). National Center for Biotechnology for Information, PubChem Compound
Summary for CID 5360515, Naltrexone. Retrieved December 28, 2022 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naltrexone

QUINN DI, WODAK A, DAY RO (1997). Pharmacokinetic and pharmacodynamic principles of illicit
drug use and treatment of illicit drug users. Clinical Pharmacokinetics, 33(5): 344-400.
doi:10.2165/00003088-199733050-00003

REZAEI M, ABDI K, DINARVAND R, VOSOUGH-GHANABRI S, AMINI M (2009). A Simple and
sensitive analytical method for determination of naltrexone level in plasma by GC-MS.
Chromatographia, 70(9-10): 1491-1494. doi:10.1365/s10337-009-1309-3

ROYAL SOCIETY OF C (2022). [Chemspider].

SAMHSA. (2021). TIP 63: Medications for Opioid Use Disorder Substance Abuse and Mental Health
Services Administration. (Ed.): PEP21-02-01-002.

SEGNEANU AE, ORBECI C, LAZAU C, SFIRLOAGA P, VLAZAN P, BANDAS C, GROZESCU I
(2013). Methods Validation. Web of science: 29-29.

SHARIFI F, OTTE A, YOON G, PARK K (2020). Continuous in-line homogenization process for
scale-up production of naltrexone-loaded PLGA microparticles. Journal of Controlled
Release, 325: 347-358. doi:10.1016/j.jconrel.2020.06.023

SHARMA B BABGFM (2017). Opioid Use Disorders. Child Adolesc Psychiatr Clin N Am. 2016
Jul;25(3):473-87. Physiology & behavior, 176(12): 139-148.
d0i:10.1016/j.chc.2016.03.002.0pioid

SLAWSON MH, CHEN M, MOODY DE, COMER SD, NUWAYSER ES, FANG WB, FOLTZ RL
(2007). Quantitative analysis of naltrexone and 6f3-naltrexol in human, rat, and rabbit plasma
by liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry with application
to the pharmacokinetics of Depotrex® in rabbits. Journal of Analytical Toxicology, 31(8): 453-
461. doi:10.1093/jat/31.8.453

SOFUOGLU M, DEVITO EE, CARROLL KM (2019). Pharmacological and Behavioral Treatment of
Opioid Use Disorder. Psychiatric Research and Clinical Practice, 1(1): 4-15.
doi:10.1176/appi.prcp.20180006

STRANG J, VOLKOW ND, DEGENHARDT L, HICKMAN M, JOHNSON K, KOOB GF,
MARSHALL BDL, TYNDALL M, WALSH SL (2020). Opioid use disorder. Nature Reviews
Disease Primers, 6(1). doi:10.1038/s41572-019-0137-5

TOENNES SW, KAUERT GF, GRUSSER SM, JAKEL W, PARTECKE G (2004). Determination of
naltrexone and 6-B-naltrexol in human plasma following implantation of naltrexone pellets

66


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naltrexone

using gas chromatography-mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 35(1): 169-176. doi:10.1016/j.jpba.2004.01.013

TOUBIA T, KHALIFE T (2019). The Endogenous Opioid System: Role and Dysfunction Caused by
Opioid ~ Therapy. Clinical ~ Obstetrics and  Gynecology, 62(1): 3-10.
doi:10.1097/GRF.0000000000000409

TRIGO JM, MARTIN-GARCIA E, BERRENDERO F, ROBLEDO P, MALDONADO R (2010). The
endogenous opioid system: A common substrate in drug addiction. Drug and Alcohol
Dependence, 108(3): 183-194. doi:10.1016/j.drugalcdep.2009.10.011

UNODOC. (2021). Drug Market Trends : Cannabis Opioids. (Ed.).

VALIVETI S, NALLURI BN, HAMMELL DC, PAUDEL KS, STINCHCOMB AL (2004).
Development and validation of a liquid chromatography—mass spectrometry method for the
quantitation of naltrexone and 6B-naltrexol in guinea pig plasma. Journal of Chromatography
B, 810(2): 259-267. d0i:10.1016/j.jchromb.2004.08.016

VEREBEY K (1981). Quantitative determination of naltrexone, 6B-naltrexol and 2-hydroxy-3-
methoxy-6-naltrexol (HMN) in human plasma, red blood cells, saliva and urine by gas liquid
chromatography. NIDA Research Monograph Series, No. 28: 36-51.

WHO (2009). Guidelines for the Psychosocially Assisted Pharmacological Treatment of Opioid
Dependence, 1CD-10 codes for conditions covered in these guidelines

WILLEMSEN-SWINKELS SHN, BUITELAAR JK, VAN ENGELAND H (1996). The effects of
chronic naltrexone treatment in young autistic children: A double-blind placebo-controlled
crossover study. Biological Psychiatry, 39(12): 1023-1031. doi:10.1016/0006-
3223(95)00297-9

YOUNGER J, PARKITNY L, MCLAIN D (2014). The use of low-dose naltrexone (LDN) as a novel
anti-inflammatory treatment for chronic pain. Clinical Rheumatology, 33(4): 451-4509.
doi:10.1007/s10067-014-2517-2

ZHANG JJ, SONG CG, DAI JM, LI L, YANG XM, CHEN ZN (2022). Mechanism of opioid addiction
and its intervention therapy: Focusing on the reward circuitry and mu-opioid receptor.
MedComm, 3(3): 1-31. doi:10.1002/mc02.148

ZUCCARO P, ALTIERI I, BETTO P, PACIFICI R, RICCIARELLO G, PINI LA, STERNIERI E,
PICHINI S (1991). Determination of naltrexone and 6f-naltrexol in plasma by high-
performance liquid chromatography with coulometric detection. Journal of Chromatography
B: Biomedical Sciences and Applications, 567(2): 485-490. doi:10.1016/0378-
4347(91)80156-7

67





